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RESUMEN

Colobanthus quitensis es una de las dos plantas vasculares nativas que habitan en la Antartica. Ademas, se distribuye
desde el sur de México hasta el norte de la Peninsula Antértica y desde los 0 hasta los 4.200 m s.n.m., siempre en habitats
extremos. Es considerada una especie modelo para estudios en estrés abidticos. Debido a su pequefio tamafio y la poca
accesibilidad a sus habitats es necesario disponer de métodos eficientes de propagacion para mantenerla en el laboratorio.
El objetivo del presente trabajo fue optimizar algunos parametros criticos en la propagacion in vitro de esta especie
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. Se
utilizaron explantes provenientes de plantulas previamente establecidas in vitro. La cobertura de los frascos con doble capa
de papel aluminio evit6 la pérdida de agua en el medio y en los tejidos, asi como también disminuy6 el amarillamiento de
los brotes. La adicion de tiosulfato de plata al medio estimul6 la regeneracion de brotes y raices, en la concentracion de 10
uM inhibié en un 50% y un 25% el amarillamiento y muerte de brotes, respectivamente. A los 28 dias de cultivo en el frasco
de vidrio se observo 49% menos de amarillamiento, 7% mas de nuevos brotes y 24% de raices que en la caja Magenta. La
intensidad luminica entre los 28-45 pmol m-? s disminuy? los efectos negativos y estimulo la regeneracion. C. quitensis
responde a diferentes combinaciones hormonales, pero mas estudios son necesarios para establecer la combinacion dptima
para los individuos provenientes de los diferentes habitats.

PALABRAs cLAVE: Cobertura, tipo de recipiente, intensidad luminica, tiosulfato de plata, micropropagacion.

ABSTRACT

Colobanthus quitensis is one of the two native vascular plants that inhabit Antarctica. In addition, it spreads from the south
of Mexico to the north of the Antarctic Peninsula and from 0 to 4200 m asl, always in extreme habitats. It is considered
a model species for abiotic stress studies. Due to its small size and low accessibility to its habitats, efficient propagation
methods are required to maintain it in the laboratory. The aim of this work was to optimize some critical parameters in
the in vitro propagation of this species related to physical and chemical aspects to avoid negative effects such as explants
yellowing and death and improve the conditioning of new plantlets, as well as response to different hormonal combinations.
Explants from previously established in vitro seedlings were used. When the vessels were covered with a double layer of
aluminum foil, water loss in the medium and the tissues was avoided, as well as the yellowing of the buds was reduced.
The addition of silver thiosulfate to the medium stimulated the regeneration of buds and roots, and at a concentration of 10
uM inhibited the yellowing and death, of buds by 50% and 25%, respectively. At 28 days of culture in the glass vessels,
49% less yellowing was observed, 7% more new buds and 24% more roots than in the Magenta box. The light intensity
between 28-45 umol m-? ' decreased the negative effects and stimulated regeneration. C. quitensis responds to different
hormonal combinations, but more studies are needed to establish the optimal combination for the individuals originated
from different habitats.

Keyworps: Coverage, vessel type, light intensity, silver thiosulfate, micropropagation.

58



Optimizacion para la propagacion in vitro de Colobanthus quitensis: CuBa-Diaz, M. ET 4L.

INTRODUCCION

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. (Caryophyllaceae) es
la tnica dicotiledonea nativa de la Antartica, donde crece
junto a Deschampsia antarctica Desv. (Poaceae), siendo
las unicas dos plantas vasculares nativas que se desarrollan
en este territorio. El territorio antartico se caracteriza por
presentar bajas temperaturas todo el afio, fuertes vientos
y radiacion elevada (Convey 1996). Para las plantas, el
ambiente es mas estresante aun, con déficit hidrico, aerosoles
de agua salada, baja disponibilidad de nutrientes y cobertura
de nieve durante practicamente todo el afio (Alberdi 2002,
Chwedorzewska 2009). Todo esto ha llevado a que estas
plantas desarrollen mecanismos moleculares, bioquimicos
y fisiologicos que les han permitido la sobrevivencia en su
habitat extremo (Cuba-Diaz 2011). C. quitensis, ademas,
presenta una amplia distribucion latitudinal, desde el sur
de México (17° N) hasta el norte de la Peninsula Antartica
(68° S), y altitudinal que van desde el nivel del mar hasta
los 4200 m s.n.m. (Moore 1970, Smith 2003). En Chile, ha
sido descrita en todas las regiones del pais, exceptuando
solo la Region del General Bernardo O’Higgins, siempre
en habitats de condiciones ambientales extremas (Moore
1970).

La capacidad de C. quitensis de adaptarse a condiciones
abidticas tan diversas, hace considerarla como una planta
modelo para estudios sobre mecanismos ecofisioldgicos
y moleculares de adaptacion al estrés. Se ha descrito una
amplia diferenciacion morfoldgica en esta especie, lo que
sugiere formacion de ecotipos (Smith 2003, Gianoli ef al.
2004, Cordero 2012). Los estudios en esta especie se han
enfocado principalmente en las poblaciones antarticas y
una poblacion andina que se ha descrito en las cercanias del
cerro La Parva, en Santiago. Recientemente se ha estudiado
una poblacion de las cercanias de Punta Arenas (Cuba-Diaz
2011).

En la Antartica se ha podido establecer que con el
reciente incremento de la temperatura, se han favorecido
las condiciones para el desarrollo de nuevas poblaciones
y un aumento en el numero de individuos de la especie
(Ruhland & Day 2001). También se ha descrito la presencia
de un abundante banco de semillas con un alto niimero
de éstas, pero con una baja capacidad de germinacion
(McGray & Day 1997, Ruhland & Day 2001) y que la
reproduccion es mayormente vegetativa. Para los diferentes
estudios que se llevan a cabo con esta especie, garantizar
el numero de plantas adecuadas constituye un desafio,
considerando ademas su pequefio tamaflo con cojines
de aproximadamente 10 cm de diametro y ramas que
alcanzan entre los 0,5-2 cm (Moore 1970). Normalmente
en los laboratorios donde se trabaja con esta especie se le
propaga vegetativamente en condiciones controladas, pero
a pesar de que su reproduccion no es dificil, si es variable
durante todo el afio, donde no se logra un niimero estable

y elevado de individuos. Se le ha considerado como una
especie muy poco viable y dificil de mantener en cultivo
in vitro (Zuiiiga et al. 2009), lo que implica el desarrollo de
nuevas estrategias de establecimiento bajo condiciones de
ambiente controlado. Por otro lado, en nuestro laboratorio
se cuenta con una coleccion de individuos de 6 poblaciones
(dos antarticas, dos andinas y dos patagonicas), esto nos ha
permitido observar que los individuos correspondientes a
diferentes poblaciones tienen distintas tasas de crecimiento
bajo condiciones similares y no presentan la misma
respuesta a las combinaciones de medios de cultivo usados.
El desarrollo de protocolos de cultivo de tejidos apropiados,
ademas de permitir la propagacion masiva de plantas,
especialmente de especies de dificil propagacion por otros
métodos, permite obtener individuos libre de contaminacion
por patogenos y facilita el control de factores que afectan el
crecimiento de la especie (Pierik 1987).

El objetivo de esta investigacion es controlar aspectos
fisicos y quimicos, asi como la respuesta al medio de
cultivo de C. quitensis durante el establecimiento de
parametros generales en el cultivo in vitro de la especie,
los cuales permitiran el desarrollo futuro de protocolos de
cultivo in vitro especificos para las diferentes poblaciones
de C. quitensis y asi lograr obtener un nimero elevado de
ejemplares de cada una de éstas, como una herramienta para
la investigacion en esta especie considerada modelo para
estudios de adaptaciones vegetales a habitat extremos.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron plantulas cultivadas in vitro de diferentes
poblaciones de Colobanthus quitensis, aunque en este estudio
en particular no se tomo en cuenta el factor poblacional y
la mayoria de los estudios se realizaron con individuos de
dos poblaciones provenientes de la Region de Magallanes
y la Antartica Chilena, identificadas en el laboratorio como
poblacion de La Marisma (pPA) y poblacion de La Vega
(pV). Individuos de ambas poblaciones son mantenidos en
frascos de vidrio de 100 ml con 25 ml de medio de cultivo
MS (Murashige & Skoog 1967), complementado con BAP
0,5 mg L' (2,2 uM), sacarosa al 3% y agar al 0,7%, pH
5,7. Todos los medios son esterilizados en autoclave a
121°C y 1 atm. por 15 min. Los subcultivos en este medio
se realizaron cada 5 semanas. Estas plantas son mantenidas
en una camara de crecimiento a 20+£2°C, con fotoperiodo de
16/8 h luz/oscuridad.

DISMINUCION DE SINTOMAS DE AMARILLAMIENTO (SENESCENCIA
PRECOZ)

Prueba de cobertura: Con el propodsito de incrementar el
intercambio de gases para disminuir el amarillamiento de
brotes y plantulas, se utilizaron coberturas de doble capa
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de papel Kraft o de doble capa de papel aluminio. Se
utilizaron plantas de la poblacion pPA en los mismos frascos
y medio descritos previamente. A los 14 dias se evaluo:
amarillamiento de las plantulas o brotes, absorcion de agar
y pérdida de vigor hidrico en los brotes (arrugamiento).

Efecto del Tiosulfato de plata (STS): Otro aspecto
considerado como posible causa del amarillamiento de
plantulas fue la acumulacion de etileno en el frasco de
cultivo. Por lo que al medio de cultivo, anteriormente
descrito, se le adicion6 STS en las concentraciones de 0,
1, 10 y 30 uM. Para el ensayo se utilizaron plantulas de la
poblacion pPA. A los 14 y 28 dias se evalud: amarillamiento
de plantulas o brotes, N° de brotes nuevos, N° de raices
nuevas y sintomas de estrés (aparicion de flores y muerte
de plantulas).

EFECTO DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO SOBRE EL DESARROLLO
DE LAS PLANTULAS

Efecto del frasco de cultivo: Se evaluo la calidad de las
plantulas en frascos de vidrios de 100 cm® y cajas Magentas®
GA7 (Phytotechnology Laboratories). Se utilizaron 3
recipientes de cada uno con los mismos medios descritos
anteriormente y plantulas de la poblacion pPA. Se evaluo:
amarillamiento de plantulas o brotes, N° de brotes nuevos,
N° de raices nuevas y sintomas de estrés (aparicion de flores
y muerte de plantulas) por 42 dias, realizando evaluaciones
cada 14 dias.

Efecto de la intensidad luminica: Con ayuda de un fotometro
con un sensor cuantico LiCor (LI190SA quantum sensor) se
midio la intensidad luminica que reciben los frascos en las
diferentes posiciones dentro de la camara de crecimiento,
comprobandose que las plantas reciben diferentes
intensidades de acuerdo al lugar fisico que ocupan, con
una variacion entre diferentes puntos que van desde los 28
hasta los 77 pmol m? s™'. Tomando en cuenta esto, se usaron
tres puntos dentro del cuarto de crecimiento donde las
intensidades fluctuaban entre los 28 + 0,5 pmol m? s, los
45+ 2 pmol m? s, y los 72 £ 2 umol m? sy se ubicaron
al azar 3 frascos recién propagados (entre 1 semana a cinco
dias) de las poblaciones pPA y pV indistintamente, sin

considerar el efecto de poblacion. Cada 7 dias y hasta el
dia 21 se evaluo: amarillamiento de plantulas o brotes, N°
de brotes nuevos, N° de raices nuevas y sintomas de estrés.

RESPUESTA AL MEDIO DE CULTIVO
Para evaluar la respuesta al medio de cultivo en nuestras
condiciones de estudio, se probaron tres medios diferentes
(Tabla I), dos informados con buenos resultados para la
especie (poblacion antartica) (Zuiiiga et al. 2009) y el medio
normalmente en uso de nuestro laboratorio.

Se utilizaron plantulas provenientes de la poblacion pPA.
La preparacion de los medios de cultivos y las condiciones
de crecimiento se realizaron como se menciono previamente
y fueron consideradas las condiciones que mostraron los
mejores resultados en los estudios anteriores, excepto
para la aplicacion del STS. Se evalud: amarillamiento de
plantulas o brotes, N° de brotes nuevos, N° de raices nuevas
y sintomas de estrés cada 14 dias y hasta los 42 dias.

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS DE DATOS

La asignacion de los tratamientos a las unidades
experimentales fue al azar, usando 3 frascos por cada
tratamiento evaluado y 8 plantas por frasco. Los datos
fueron analizados descriptivamente usando la media de cada
tratamiento + ES. Los analisis de datos y la obtencion de los
graficos fue desarrollado utilizando el programa Graph Pad
Prism, version demostracion, 6.0 para Windows (GraphPad
Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

RESULTADOS

Pasados los catorce dias, los frascos cubiertos con papel kraft
mostraron severos sintomas de dafio, con amarillamiento en
el 100% de las plantulas y una considerable pérdida de agua
tanto en el medio de cultivo como el tejido de las plantulas
(Fig. 1). No se observo aparicion de nuevos brotes con
ninguna de las dos coberturas, lo que puede deberse al corto
periodo de la evaluacion. En cambio, con la cobertura de
papel aluminio s6lo se observé un 25% de amarillamiento,
sin pérdidas en la turgencia del medio de cultivo ni de los
tejidos de las plantulas.

TaBLaA 1. Medios de cultivos evaluados en plantulas de Colobanthus quitensis poblacion pPA. a: Zuiiga et al. 2009; b: Medio de cultivo

establecido en el laboratorio (M. Cuba). BAP: Bencilamino purina.

TaBLE 1. Culture media evaluated in pPA population Colobanthus quitensis seedlings. a: Zaiiga et al. 2009; b: Culture medium set in the

laboratory (M. Cuba). BAP: Benzylamino purine.

Sacarosa % AGAR % Hormona (mg L) PH
4 0,8 Kinetina (2)* 4,5
4 0,8 Kinetina (2)* 5,6
3 0,7 BAP (0,5 )° 5,7
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Ficura 1. Efecto del tipo de cobertura en el desarrollo del cultivo in vitro de Colobanthus quitensis. Las columnas y barras representan la
media =+ el error estandar (ES).

Ficure 1. Effect of coverage type on the development of Colobanthus quitensis in vitro culture. Columns and bars represent mean =+
standard error (SE).
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Ficura 2. Efecto del tiosulfato de plata (STS) en la regeneracion y la aparicion de sintomas negativos (flores y muerte de brotes) durante el
cultivo in vitro de Colobanthus quitensis, evaluado a los 14 dias (A) y 28 dias (B) de cultivo. Las columnas y barras representan la media
+ el error estandar (ES).

Ficure 2. Effect of silver thiosulfate (STS) on regeneration and negative symptoms (flowers and shoots death) occurrence during the
Colobanthus quitensis in vitro culture, evaluated at 14 days (A) and at 28 days (B) of cultivation. Columns and bars represent mean +
standard error (SE).
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A los 14 dias de introducido el cultivo en presencia
de STS en el medio, se pudo observar que en todas las
concentraciones usadas hubo un efecto positivo del inhibidor
de etileno, con una disminucion del amarillamiento (al 50
y 25% en 1 y 10 pM, respectivamente) y la no presencia
de flores o muerte de las plantulas, considerados como
sintomas de estrés (Fig. 2A). Se pudo apreciar un efecto
estimulante del STS sobre la generacion de nuevos brotes,
observandose un incremento en todas las concentraciones
estudiadas respecto del medio control (sin STS). La
concentracion mayor de STS (30uM), a pesar de presentar
un elevado niimero de brotes, también mostro sintomas de
amarillamiento y de estrés similares al control. Todos los
parametros evaluados se incrementaron, manteniendo la
misma tendencia transcurridos 28 dias del ensayo (Fig.
2B), donde ademas pudo ser evaluado el nimero de raices,
lograndose los mejores resultados en los medios con 1y
10 uM de STS (Fig. 2B). Al final del ensayo se corroboro
que la concentracion de 10 uM de STS produjo los mejores
efectos con menor amarillamiento (50% menos que el medio

Porcentaje (%)

Porcentaje (%)

14 28

control), sin sintomas de estrés y con el mayor nimero de
brotes y raices (Fig. 2B).

En la Fig. 3 podemos apreciar que durante los 42 dias
que se evaluo el efecto del frasco (magenta o de vidrio) sobre
el cultivo, el frasco de vidrio (Fig. 3B) mostrd los mejores
resultados, donde yaalos 14 dias se puede apreciar diferencias
en cuanto a la aparicion de sintomas de amarillamiento de
las plantulas, con un 75% en los recipientes magenta (Fig.
3A) y un 25% en los frascos de vidrio (Fig. 3B). A los 28
dias, a pesar de no observarse diferencias en la aparicion de
brotes entre ambos recipientes, si es notoria la estimulacion
de raices, con 25% de nuevas raices en los frascos de vidrio.
A los 42 dias se duplica el amarillamiento en los explantes
antiguos en los frascos de vidrio, pero hay un incremento en
la aparicion de nuevos brotes y raices. Ademas, normalmente
los subcultivos de estas plantulas y los explantes derivados
(nuevos brotes y/o pequefias plantulas regeneradas) se
realizan cada 5 semanas (35 dias), por lo que se puede
considerar que para esta especie es mas factible el cultivo en
frascos de vidrios de 100 ml.

Amarillamiento

N° de brotes

N° de raices
Sintomas de estrés

Amarillamiento

) N° de brotes

N° de raices
Sintomas de estrés

42

FiGura 3. Efecto del tipo de recipiente en el desarrollo del cultivo in vitro de Colobanthus quitensis. A: Frasco Magenta, B: Frasco de vidrio.

Las columnas y barras representan la media + el error estandar (ES).

Ficure 3. Effect of vessel type on the development of Colobanthus quitensis in vitro culture. A: Magenta jar, B: Glass Jar. Columns and

bars represent mean + standard error (SE).
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En la Fig. 4 se muestra que los rangos de intensidades
menores (28 £ 0,5 pmol m? s'y 45 £ 2 umol m? s') no
afectaron negativamente el desarrollo de los cultivos, con
menores sintomas de estrés y amarillamiento de plantulas,
ademas estas intensidades también mostraron mayor
aparicion de nuevos brotes y raices. El rango de intensidad
mayor (72 =2 pmol m s™), si bien estimuld el desarrollo de
brotes y raices, también afectdé negativamente el desarrollo
de los cultivos con mas amarillamiento y mayor aparicion
de los sintomas considerados de estrés, lo que ya se puede
apreciar a los 7 dias del cambio de los frascos a la zona que
recibia esta intensidad luminica (Fig. 4A).

100+

Porcentaje (%)

100 -

Porcentaje (%)

28 45

En la Fig. 5 se muestra la respuesta de las plantulas
a los diferentes medios evaluados, se puede comprobar
que efectivamente el medio que contiene BAP 0,5 mg L-!
estimula el desarrollo de nuevos brotes y evita la aparicion de
otros sintomas de estrés, con 50% menos de amarillamiento
que los medios propuestos por Zuiiiga et al. (2009) (Fig.
5C). El medio con kinetina 2mg L' estimula la generacion
de nuevos brotes, lo que se puede observar a los 28 dias
(Fig. 5A), en cambio ésta se mantiene estable en el tiempo a
diferencia del medio con BAP que a los 42 dias ya alcanza
una induccidn de nuevos brotes en un 75%, con un notable
25% de induccion de sistema radicular (Fig. 5 C).

@ Amarillamiento

@ N° de brotes

e N°de raices
Sintomas de estrés

@ Amarillamiento
= @ N° de brotes

@ N° deraices
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72

Intensidad luminica (umol fotones m? §™)

Ficura 4: Incidencia de la intensidad luminica en la regeneracion y la aparicion de sintomas negativos (flores y muerte de brotes) durante el
cultivo in vitro de Colobanthus quitensis, alos 7 dias (A) y 21 dias (B). Las columnas y barras representan la media + el error estandar (ES).

FiGure 4: Incidence of light intensity on regeneration and negative symptoms (flowers and shoots death) occurrence during in vitro culture
of Colobanthus quitensis, at 7 days (A) and 21 days (B). Columns and bars represent mean + standard error (SE).
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Ficura 5. Efecto del medio de cultivo (regulador de crecimiento y pH) en el cultivo in vitro de Colobanthus quitensis. A: Kinetina 2 pH 4,5;
B: Kinetina 2 pH 5,6; C: BAP 0,5 pH 5,7. Ver mas detalles en Tabla I. Las columnas y barras representan la media + el error estandar (ES).

FiGure 5. Effect of culture medium (growth regulator and pH) on Colobanthus quitensis in vitro culture. A: Kinetin 2 pH 4.5, B: Kinetin 2
pH 5.6, C: BAP 0.5 pH 5.7. See more details in Table I. Columns and bars represent mean =+ standard error (SE).

DISCUSION

Para el desarrollo del cultivo in vitro es necesario garantizar
tanto las condiciones fisicas como quimicas para la
proliferacion y buen desarrollo del cultivo. Dentro de los
parametros fisicos destacan la luz, la temperatura y el
recipiente donde el cultivo se desarrolla (Bhojwani & Razdan
1996). 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
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plasticos; ejemplo: policarbonato, polipropileno y mas
recientemente poliestireno. Generalmente, los mas usados
son frascos de vidrio de diferentes volumenes y frascos
plasticos “Magenta ™”_ el uso de éstos incluye ademas los
diferentes tipos de coberturas, que pueden incluir tapones de
algodoén no absorbentes, tapones de espuma de poliuretano,
tapones de plastico, papel aluminio, tapas de acero inoxidable,
y mas recientemente varios tipos de tapas de plastico de
polipropileno, PVC, formado por peliculas de polietileno,
etc. (De Fossard 1976, Bhojwani & Razdan 1996, Prakash
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et al. 2004). La seleccion del recipiente y la cobertura
adecuada dependen de muchos factores, donde destacan los
fisicos y bioldgicos 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 (De
Fossard 1976, Bhojwani & Razdan 1996, Prakash et al.
2004). Los mejores resultados para la propagacion de C.
quitensis se obtuvieron al ocupar recipientes de vidrio (Fig.
3 B) y cobertura doble de papel aluminio comercial (Fig. 1),
similares resultados obtuvieron McClelland & Smith 1990,
cuando compararon varios tipos de recipientes y sellados en
el cultivo in vitro de varias especies.

En esta investigacion se consideraron sintomas negativos
al amarillamiento de plantulas, apariciéon de floracion y
muerte de plantulas, por constituir condiciones fisiologicas
que disminuyen o evitan la proliferacion de nuevos brotes
y la mantencion adecuada del estado fisiologico de los
explantes (Tran Thanh Van 1981, Joyce et al. 2003). La
produccién de flores in vitro es indeseable ademas, porque
en la mayoria de los casos, y también en C. quitensis, tanto
éstas como las semillas que se producen, si es que llegan a
formarse, suelen ser inviables. En esta investigacion todos
los sintomas negativos estudiados fueron disminuidos
notablemente al aplicar una concentracion de 10 pM de STS
al medio (Fig. 2). Esto evidencia que la incorporacion del
STS al medio de cultivo resulta efectivo en la disminucion
de sintomas de estrés probablemente causados por la
acumulacion de etileno en el frasco de cultivo. Por otro lado,
la aplicacion del STS estimuld la regeneracion de brotes
y raices al compararse con el medio control. Uno de los
factores fisicos mas importantes al interior del ambiente del
cultivo in vitro es el etileno, una hormona vegetal gaseosa
que juega un relevante papel fisioldgico en el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Yang & Hoffman 1984). En el
cultivo in vitro, el etileno se produce durante la division
celular y actiia como un inhibidor del crecimiento. Los iones
de plata son un potente inhibidor de la accion fisiologica
de esta hormona, se sabe que influyen en el potencial de
regeneracion en una variedad de plantas (Songstad et al.
1988, Chi et al. 1990). Mientras que el nitrato de plata
(AgNO,) es la fuente més utilizada de iones plata (Chi et al.
1990), el tiosulfato de plata (STS), también se ha utilizado
para mejorar la regeneracion de plantas (Hulme et al. 1992,
Eapen & George, 1997), la organogénesis foliar (Chae et al.
2012), el control de enraizamiento in vitro (Steinitz et al.
2010) y la embriogénisis somatica en cafia de aziicar (Nieves
et al. 2007). Los estudios mas recientes han mostrado que
los iones de plata adicionados al medio de cultivo en forma
de STS evitan que se forme el precipitado caracteristico

que se observa al adicionar AgNO,, lo que favorece la
induccion de raices adventicias y el crecimiento de nuevos
brotes (Steinitz et al. 2010). Por otra parte, concentraciones
de STS similares a las usadas en este trabajo produjeron
un 40% mas de brotes por explantes que el medio control
(con BAP y ANA) en gloxinia (Sinningia speciosa (Lodd.)
Hiern.) (Chae et al. 2012), lo que demuestra que la adicion
de STS en el medio de regeneracion de C. guitensis, puede
favorecer su regeneracion y contrarrestar efectos negativos
posiblemente causados por acumulacion de etileno en el
microambiente del recipiente de cultivo.

Se pudo observar que si bien las intensidades luminicas
promedio recibidas por las plantas, en las diferentes
posiciones dentro del cuarto de cultivo, no afectan
mayormente el desarrollo de nuevos brotes y raices en C.
quitensis, las intensidades mas altas superiores a los 45
pumol de fotones m?s' favorecen la aparicion de sintomas
indeseados como amarillamiento y muerte de tejidos. Estos
resultados coinciden con la literatura donde en estudios de
propagacion in vitro rutinariamente se emplean intensidades
entre los 30-50 pmol m?s!, para obtener los mejores
resultados. Las intensidades superiores pueden producir
efectos perjudiciales como la induccion de oxidantes y
hasta dafio en el aparato fotosintético. Recientes estudios
han mostrado alta frecuencia de regeneracién de brotes
adventicios en Aloe arborescens Mill. (Amoo et al. 2012) y
en la conservacion in vitro de Bacopa monnieri (L.) Wettst.
(Sharma et al. 2012) usando intensidades luminicas que
fluctaan entre 30-40 umol m2s™'.

En este estudio, el medio que contenia 0,5 mg L' de
BAP pH 5,7 estimul6 la regeneracion de brotes y raices en
mayor porcentaje que el medio con 2 mg L' de KIN pH
4,5 informado anteriormente por Zuiiiga et al. (2009), para
esta misma especie. Ademas, produjo un menor porcentaje
de efectos no deseados como amarillamiento y muerte de
tejidos y aparicion de floracion anticipada, aspectos que
no fueron considerados en la investigacion de Zuiiiga et al.
(2009). La combinacion y concentracion de hormonas para
la induccion de la regeneracion de tejidos en el desarrollo
del cultivo in vitro es un aspecto relevante, cuando se
requiere optimizar un método de propagacion para una
especie determinada. Es ampliamente conocido que la
respuesta fisiologica del explante, entre otros aspectos,
depende de la especie, encontrandose en numerosos casos
diferencias entre cultivares, subespecies y ecotipos. Zliliga
et al. (2009) usaron C. quitensis provenientes de una
poblacion antartica; en este trabajo se utilizaron explantes
provenientes de una poblacion patagénica de las cercanias
de Punta Arenas. Observaciones realizadas en el laboratorio
han permitido comprobar que no todas las poblaciones de
C. quitensis responden igual a los medios empleados, con
regeneraciones mas tardias y aparicion de efectos negativos
a diferentes tiempos, efectos observados tanto in vitro
como en condiciones de jardin comun. Por otra parte se ha
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observado que, en esta especie, la germinacion de semillas
in vitro presenta porcentajes y tiempos de germinacion
diferenciales entre poblaciones. Aunque no evaluamos el
efecto de las poblaciones, mas estudios son requeridos para
dilucidar a qué se puede deber esta respuesta diferencial, asi
como para definir el medio y condiciones de cultivo 6ptimo
para la regeneracion in vitro para cada poblacion de C.
quitensis. Varios estudios han mostrado adaptaciones morfo-
fisiologicas y hasta diferenciacion ecotipica en estudios
con individuos de C. quitensis de diferentes procedencias
(Gianoli et al. 2004, Bravo et al. 2007, Bascufian et al.
2010, 2012, Cordero 2012), esto podria relacionarse con
condicionamientos genéticos y fisiologicos de esta especie
de acuerdo a su procedencia.

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que
es posible mejorar la eficiencia del cultivo in vitro para
C. quitensis considerando aspectos fisicos, quimicos y
biolégicos que puedan adecuarse a las caracteristicas
genéticas y adaptaciones ecotipicas que esta especie puede
presentar. Particularmente, los frascos de vidrio de tamafio
pequeiio (100 ml de capacidad), con una cobertura que
posibilita el intercambio gaseoso, pero que a su vez permita
el control de la entrada de agentes contaminantes, asi
como la adicion al medio de un inhibidor de etileno como
el STS, mejora la respuesta de C. guitensis al cultivo in
vitro. Por otra parte, si bien las combinaciones hormonales
estudiadas favorecen el desarrollo de brotes y raices, mas
investigaciones son necesarias para establecer el medio
optimo para los individuos provenientes de poblaciones
diferentes. La puesta a punto de esta metodologia ofrece un
sistema potencial para la propagacion masiva de C. quitensis
con implicaciones para la conservacion de la coleccion de
material de campo para la experimentacion y su posterior
investigacion.
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