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SECCION 1

Resultados

y lecciones aprendidas

El presente libro tiene el propésito de compartir con los actores del sector los resultados, expe-
riencias y lecciones aprendidas acerca de la evaluacién de la técnica denominada “Sistema de
inmersién temporal” (SIT), utilizada para mejorar la eficiencia de la micropropagacién’ in vitro en
especies anuales, frutales y vides (arandano, vid y papa).

Se espera que esta informacién, que se ha sistematizado en la forma de una “innovacién aprendi-

da”,? aporte a los interesados una nueva herramienta que les permita adoptar decisiones produc-
tivas y, potencialmente, desarrollar iniciativas relacionadas con este tema.

» 1. Antecedentes

Los analisis y resultados que se presentan en este documento han sido desarrollados a partir de las
experiencias y lecciones aprendidas en la ejecucién del proyecto de innovacién (proyecto precur-
sor)? “Evaluacién de la factibilidad del uso de la técnica de Inmersién Temporal (SIT) en biorreacto-
res, para mejorar la eficiencia de la micropropagacién en especies anuales, frutales y vides”.

El proyecto fue financiado por FIA y se desarroll6 en conjunto entre el Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA) y la empresa Hortifrut, con la posterior incorporacién de la empresa agricola
SONE. El proyecto se ejecutd, principalmente, en el Centro Regional de Investigacién (CRI) Quilama-
pu (Chillan) del INIA, con la colaboracién del personal profesional del CRI de La Platina (Santiago),
Raihuén (Talca) y Remehue (Osorno), y en la empresa Hortifrut Viveros S.A. (Santiago). El proyecto
fue desarrollado entre los afios 2001 y 2005, y conté con la participacién de asesores internacionales
gue apoyaron la introduccién y validacién de la técnica bajo las condiciones nacionales.

Su objetivo fue determinar la factibilidad de implementar comercialmente la produccién de plantas
mediante el uso del sistema de inmersién temporal en biorreactores, para mejorar la eficiencia y
disminuir los costos de la técnica.

' Micropropagacién: utilizacién de técnicas de cultivo in vitro aplicadas a la propagacién vegetativa de plantas.

2 “Innovacion aprendida”: andlisis de los resultados de proyectos orientados a generar un nuevo servicio
o herramienta tecnoldgica. Este andlisis incorpora la informacién validada del proyecto precursor, las lec-
ciones aprendidas durante su desarrollo, los aspectos que quedan por resolver y una evaluacién de los
beneficios econémicos de su utilizacién en el sector.

3 “Proyecto precursor”: proyecto de innovacion a escala piloto financiado e impulsado por FIA, cuyos resulta-
dos fueron evaluados a través de la metodologia de valorizacién de resultados desarrollada por la Fundacién,
analisis que permite configurar la innovacién aprendida que se da a conocer en el presente documento. Los
antecedentes del proyecto precursor se detallan en la seccién 2 de este documento.
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La herramienta desarrollada es complementaria al sistema de micropropagacién in vitro “conven-
cional”; se basa en sistemas de cultivo en recipientes mas grandes (biorreactores) para la inmersién
temporal, que permiten el contacto del medio liquido con los explantes (material vegetal) de mane-
ra intermitente y por un corto periodo de tiempo.

Este sistema de micropropagacién permite incrementar considerablemente el coeficiente de multi-
plicacién de brotes y una disminucién de los costos de produccién, en comparacién con las formas
convencionales de micropropagacién, ademas de un mejoramiento del porcentaje de enraizamien-
to y sobrevivencia de las plantas en la etapa de aclimatacién, todos aspectos limitantes en la micro-
propagacién de vegetales.

> 2. Base conceptual y tecnoldgica de la herramienta

La micropropagacion es el proceso que utiliza técnicas de cultivo in vitro,* en las que se selecciona
un explante,* se desinfecta, se aisla en un recipiente estéril y, artificialmente, se le otorga condi-
ciones para que sus células manifiesten su totipotencialidad; es decir, la capacidad de regenerar
una planta completa a partir de una parte de la planta madre, que conserva todas sus caracte-
risticas genéticas.

Para realizar la micropropagacién se seleccionan plantas madres que deben cumplir con ciertas
condiciones de calidad, lo que permite obtener clones adecuados. La micropropagacion es un
sistema de multiplicacién asexual de plantas que, a diferencia de la propagacién convencional
en viveros comerciales, se realiza en condiciones de laboratorio, donde se aplican condiciones de
asepsia controladas a fin de evitar la reproduccién de enfermedades.

La técnica de micropropagacién se usa como mecanismo para multiplicar plantas desde partes
de ellas, que otros sistemas de propagacién no son capaces de utilizar. Ademas, proporciona
beneficios adicionales como en el aspecto sanitario por ejemplo, (plantas libres de virus u otros
agentes). Como la multiplicacién es rapida y a gran escala, se obtienen beneficios en ahorro de
tiempo y de recursos. En efecto, 1 m? de plantas en el laboratorio puede representar 1 ha en el
campo, excluido el respectivo manejo cultural; la tasa de crecimiento es exponencial y el material
obtenido es uniforme.

No obstante, esta técnica presenta ciertas limitaciones relacionadas especialmente con la reduc-
cién de la variabilidad genética de las especies tratadas, con un alto uso de mano de obra califi-
cada y una escasa posibilidad de automatizacién, lo que redunda en un alto valor relativo de las
plantas producidas por este medio.

Segln Chu (1995) y Kitto (1997) el futuro uso de esta metodologia dependera de la existencia de
nuevas tecnologias que puedan mejorar la eficiencia de los sistemas actuales de micropropagacién
para reducir sus costos, mejorar la rentabilidad, competitividad y acceso de los productores a este
tipo de plantas.

4 Cultivo in vitro: cultivo de plantas, semillas, embriones, drganos, tejidos y células de plantas superiores en
un medio nutritivo, bajo condiciones estériles. En sentido estricto, in vitro quiere decir “dentro de vidrio”,
es decir, el cultivo se realiza dentro de recipientes de vidrio en condiciones de ambiente controlado. Actual-
mente este concepto es flexible, ya que desde hace unas décadas en muchos casos se ha sustituido el vidrio
de los utensilios de laboratorio por otros materiales igualmente eficientes, como pléstico, polipropileno y
poliestireno, entre otros.

> Explante: cualquier parte vegetal que ha sido separada de la planta, como un tejido (fragmentos de hojas,
tallos, raices, pétalos, otros), 6rgano (semillas, anteras, ovarios, botones florales, hojas y raices completas,
entre otros), estructuras como las anteras y los ovarios, o bien, células individuales.
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2.1 Sistemas de multiplicacion in vitro

Los métodos disponibles para la propagacién de plantas in vitro son, en su mayoria, una extensién
de aquellos desarrollados para la propagacién vegetativa tradicional (George, 1993). Sin embar-
go, éstos presentan una serie de ventajas sobre los métodos tradicionales, como la pequefia super-
ficie necesaria para mantener gran cantidad de plantas, la obtencién de plantas libres de bacterias
y hongos, la posibilidad de obtener plantas libres de virus, y la posibilidad de producir plantas
durante todo el afio. Adicionalmente, las tasas de propagacién son mayores que en los sistemas
convencionales, lo que permite obtener una gran cantidad de plantas en corto tiempo.

En los Gltimos afios, el cultivo in vitro ha presentado un desarrollo exponencial (Pierik, 1988). No
obstante la masificacién del uso de este sistema y su implementacién a gran escala se han visto
limitados por factores como: mutaciones en las plantas propagadas, pérdida de material por con-
taminacién interna o externa, vitrificaciéon y oxidacién fendlica y, principalmente, por el alto costo
de la mano de obra con relacién al costo total de las plantas.

La tasa a la cual los cultivos in vitro crecen y producen yemas durante la micropropagaciéon pueden
estar influidas por la naturaleza fisica del medio (George, 1993). Seg(n esta caracteristica, existen
tres tipos de medios en los que se puede realizar un cultivo in vitro: semisélido, liquido y en siste-
mas de inmersién temporal.

Cultivo en medio semisélido

Son aquellos a los cuales se les ha agregado un agente gelificante y son ampliamente usados en
el establecimiento de explantes (George, 1993). El agar es el agente solidificante mas utilizado.
El explante se mantiene estatico sobre el medio, con sélo uno de sus extremos en contacto por
donde se realiza la absorcién de nutrientes (Lorenzo et al., 1998).

Aunque se usa ampliamente, este medio presenta una serie de desventajas como: la baja tasa de
multiplicacién en algunas especies y cultivares, la necesidad de cambiar el medio periédicamente
por el agotamiento de nutrientes, y la necesidad de lavar el agar de las raices antes de trasladar
las plantulas al sustrato.
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Cultivo en medio liquido

La utilizacién de este sistema da como resultado mayores tasas de crecimiento que en medios
semisélidos, debido a la mayor superficie de contacto del explante con el medio y a las meno-
res gradientes de difusién entre el medio y el explante, lo que facilita la absorcién de nutrientes
(George, 1993). Sin embargo, la inmersién continua de los tejidos provoca sintomas de stress por
oxidacién y vitrificacién (Damiano et al., 2003).

Sistema de inmersion temporal (SIT) en biorreactores

Los problemas que presentan los medios liquidos pueden ser superados por métodos alternativos,
como los biorreactores (Damiano et al., op. cit.), cuyo principio bésico es la inmersién periédica de
los explantes en el medio de cultivo, lo que permite el intercambio gaseoso dentro del recipiente.

Una unidad de inmersién temporal utilizada normalmente consiste en dos recipientes interco-
nectados por tubos de silicona (Figura 1 y Anexol) (Jiménez et al,1999). Uno se usa para la
mantencién del medio y el otro para el cultivo de los explantes. Para la ventilacién se ajusta un
filtro esterilizable en cada recipiente. El nimero de veces (frecuencia) y el tiempo que las plantas
son inmersas en el medio se regulan mediante un programador conectado a vélvulas selenoides.
Al abrir una de las valvulas el medio es inyectado desde el recipiente de mantencion al del cultivo;
al abrirla otra vez, el medio vuelve al recipiente de mantencién. Con este sistema los explantes
son inmersos en el medio de cultivo sélo por un tiempo definido, permitiendo la absorcién de
nutrientes por toda su superficie (Alvard et al., 1993). El intercambio gaseoso se restaura cuando
el medio de cultivo es trasladado a recipiente de mantencion.

Figura 1. Sistema de inmersiéon temporal.
A) Vista general; B) Unidad de inmersion temporal.

Las ventajas de mantener un cultivo en un SIT incluyen tres aspectos: un mayor contacto entre la
biomasa vegetal y el medio, la inexistencia de restricciones en el intercambio gaseoso y la posibi-
lidad de controlar la composicién del medio, asi como la de la atmdsfera dentro del biorreactor
(Ziv, 1995). Estas caracteristicas se reflejan en mayores tasas de multiplicacion y en un mejor
desarrollo de los explantes; por ejemplo, en estudios realizados con frutilla Don y manzana Gala
se observé un aumento de 85y 131% en la tasa de multiplicacion, respectivamente (Damiano et
al., op. cit.).
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Otros estudios realizados en cafia de azlcar (Sacharum spp.) mostraron una tasa de multiplicacién
de 8,13 £ 0,6 explantes cuando se cultivé en SIT, comparada con 4,0 + 0,8 versus el cultivo en me-
dio semisélido (Lorenzo et al., 1998). Otro ejemplo es el de papa Desirée (Jiménez et al., 1999):

e 22,5+0,4 cm de altura, con mas entrenudos, en un sistema de inmersién temporal
e 6,5+0,1 cm de altura, en medio semisélido

Los sistemas de inmersién temporal también han sido utilizados exitosamente en produccién, para
la obtencién de un mayor ndmero de bulbos y tubérculos. Por ejemplo, en papas de las variedades
Desirée y Atlantic se alcanzé un promedio de 2,8 y 3,1 tubérculos por explante, respectivamente,
comparado con 1 a 1,5 tubérculos obtenidos normalmente en medio semisélido (Jiménez et al.,
op. cit.). El peso fresco de los microtubérculos también fue mayor en el primer sistema. No existe
informacion respecto de la tuberizacién de plantas de cala en SIT.

Para el funcionamiento efectivo de un SIT deben existir condiciones 6ptimas de cultivo (Acker-
mann et al., 2003); ademas de factores ambientales como intensidad luminica y temperatura, se
debe considerar: frecuencia y tiempo de inmersién, densidad del cultivo, volumen del medio y
composicioén y duracién del cultivo. Estos factores se deben determinar para cada especie y etapa
de desarrollo.

2.2 Comparacion entre los sistemas de inmersiéon temporal e in vitro convencional

La inquietud por encontrar nuevas tecnologias, o herramientas tecnoldgicas, que permitan supe-
rar las limitaciones que presenta la micropropagacién convencional ha implicado el desarrollo de
métodos alternativos, como el sistema de inmersion temporal, que incorpora las ventajas del uso
del medio liquido y diferentes grados de automatizacién al proceso de propagacion in vitro, con el
objetivo de reducir los costos de produccion de plantas (Aitken-Christie et al., 1995).

En el afio 1997 surgi6 el sistema de inmersién temporal, que se logré a partir de la aplicacién de
un flujo de aire a uno de sus frascos, el cual hacia subir el medio de cultivo que, luego de bafiar los
explantes, descendia por gravedad. En consecuencia, la técnica SIT se inserta como un comple-
mento o herramienta de apoyo, y no como una alternativa a la micropropagacion.

Las etapas regulares de la propagacion in vitro se presentan en la Figura 2, aunque algunas espe-
cies o variedades podrian prescindir de una o las dos centrales:

Ficura 2. Etapas generales de la multiplicacion in vitro

Aclimatacion y
enraizamiento

Introduccion a vitro Multiplicacion Elongacion

En todas las especies, las etapas de introduccion a vitro y de aclimatacién y enraizamiento se
realizan inexcusablemente y no presentan diferencias si se utiliza el sistema convencional de mi-
cropropagacion o la técnica SIT (Figura 3). No obstante, al utilizar este método en algunos casos
puede ser necesario cumplir la etapa de elongacién y en otros no, dependiendo de la especie y
variedad en multiplicacion.
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Ficura 3. Etapas generales de la multiplicacion in vitro con SIT

Introduccion a vitro Multiplicacion Elongacion

Proceso de Sistema de
Inmersién Temporal

)

Aclimatacion y

enraizamiento

Las mayores diferencias entre el cultivo in vitro conven-
cional y el SIT en biorreactores se producen en la etapa
de multiplicacién: el medio nutritivo que utiliza el SIT es
liquido en vez de sélido (agar), el contacto del medio
con el tejido se realiza de manera intermitente (tempo-
ral) y no permanente, y se utiliza un mayor nimero de
explantes en cada contenedor.

Un recipiente que contiene las plantulas esta conectado
con otro que contiene la solucién nutritiva; a su vez,
cada uno se conecta con una manguera de presién de
aire. El traslado del medio liquido al otro recipiente se
produce mediante el aumento de la presién de aire in-
terna, asi, el medio se moviliza hacia el contendor de
menor potencial de presién. Este mecanismo se realiza
en ambos contenedores, alternadamente.

Este sistema presenta importantes diferencias respecto
del método convencional:

¢ al trabajar en medios liquidos temporales se puede mantener una gran cantidad de plantulas

en un mismo volumen;

e el contacto intermitente del medio con los explantes reduce el nivel de toxinas presentes,
ya que se mantienen limpias de sus propios exudados que pueden ser perjudiciales para su

crecimiento;

¢ el mecanismo permite renovar y/o modificar la atmésfera interna de los contenedores y
eventualmente, controlar ciertos aspectos de su desarrollo (preaclimatacion).

Este método muestra un impacto importante en los métodos tradicionales de micropropagacion,
ya que se ha logrado una mayor tasa de multiplicacion y aclimatacion, asi como mayores niveles

de supervivencia en condiciones de campo.

10
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Sin embargo, es importante indicar que esta técnica es relativamente nueva en el mundo, y mu-
cho maés en Chile, por lo que existen algunas interpretaciones y experiencias diferentes entre
quienes han trabajado con ella; por lo tanto, las descripciones del mecanismo y de sus méritos
sefialadas en el presente documento no pretenden ser absolutas, sino dar algunas ideas de su fun-
cionamiento y utilidad. Este documento rescata los resultados concretos obtenidos en el contexto
del proyecto precursor, sin desatender resultados que se hubieran recogido de otras experiencias
similares.

» 3. El valor de la herramienta desarrollada

El sistema de inmersién temporal en biorreactores constituye una herramienta tecnolégica in-
teresante, principalmente para el sector dedicado a la multiplicacién de plantas, ya que su
implementacién permitiria mejorar la eficiencia del proceso de propagacion in vitro de distintas
especies, con los siguientes méritos respecto de la técnica convencional:

e Aumento importante en las tasas de 4 E
multiplicacion. |4

e Mejoramiento en el porcentaje de :
enraizamiento y sobrevivencia de las
plantas en la etapa de aclimatacion.

e Aumento en los niveles de mecanizacién
de algunas etapas de la micropropagacion.

e Reduccién en el uso de la mano de obra.

e Reduccién en los costos de reactivos e
insumos por planta final.

* Menor costo por planta.

e Aumento de la rentabilidad del proceso.

Es importante indicar que la magnitud de cada una de estas ventajas puede variar segln el
proceso de incorporacién de esta tecnologia (procedimientos) y de las especies/variedades con
las que se trabaje.

Parte de la literatura consultada como de las personas entrevistadas a propésito de este docu-
mento, coinciden en sefialar que las dificultades o facilidades que presenta una determinada
especie o variedad frente al proceso in vitro convencional o al SIT debieran ser similares. No obs-
tante, el menor costo/planta que resulta de la implementacién de este sistema, podria permitir
trabajar con especies de dificil propagacién (por ejemplo, por la aclimatacién) cuyos coeficien-
tes de multiplicacién no son rentables bajo el sistema convencional, pero si podrian serlo con
esta nueva técnica.

Otras experiencias obtenidas de la ejecucién del proyecto precursor sugieren que la modifica-
cién de la atmoésfera de los contenedores, cambiando los contenidos de O, y CO, en una de las
etapas finales del proceso, permitiria obtener una planta mas vigorosa, en mejores condiciones
y mejor preparada para la aclimatacién y enraizamiento. Esto se deberia a que al aumentar el
nivel de CO, y conjuntamente suprimir los az(icares del medio, la planta se veria forzada a foto-
sintetizar y a iniciar una serie de procesos como la apertura y cierre estomatico, que el proceso
convencional no habria fomentado después de la etapa de aclimatacién y enraizamiento.

La literatura consultada sefiala que algunas experiencias lograron reducir los costos de produc-
cién en valores cercanos al 50% debido, principalmente, a la disminucién en el uso de la mano
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de obra y a la reduccién de los insumos utilizados en el proceso. La economia de escala que se
produce por efecto de la utilizacién del SIT es importante, ya que al producir un mayor nimero
de plantas en un tiempo determinado, los costos de produccién por unidad se reducen signifi-
cativamente.

Por otra parte, en un sistema de cultivo in vitro tradicional, las horas bajo cdmara de flujo son
limitantes en la produccién y constituyen un aspecto critico. Cuando se utiliza el sistema de in-
mersién temporal, las labores que se realizan bajo la cdmara de flujo se llevan a cabo mas rapida
y agilmente, por lo que se requieren menos horas bajo tal condicién y, si se suma el aumento en
la tasa de multiplicacién, se pueden lograr entre tres y cinco producciones mas en una tempora-
da, respecto del sistema convencional, dependiendo de la especie y variedad a multiplicar.

Es importante considerar que la valorizacién de esta técnica como una herramienta tecnolégica,
dependeréa de cémo se adapte a las especies de interés y bajo las condiciones locales existentes,
ya que es fundamental considerar que la funcionalidad de este instrumento exige el desarrollo
de protocolos para cada especie y variedad que se quiera propagar, ya que la micropropagacién
de plantas es especifica seglin especie y, en muchos casos, segun variedad y/o clon.

Esta herramienta no reemplaza a la micropropagacién convencional, sino que debe ser en-
tendida y aplicada como una técnica complementaria. Los costos de implementacién del SIT
en un laboratorio de propagacién in vitro convencional equipado son relativamente bajos y la
recuperacién de la inversién es alta si se consideran las ventajas que presenta la produccién de
plantas bajo esta técnica.

> 4. La innovacion tecnoldgica

Aunque la técnica SIT fue introducida y evaluada a través del proyecto precursor, no constituye
una nueva herramienta per se, ya que su invencién y desarrollo tiene algunos afios fuera de Chile.
La innovacién se refiere a su adaptacién y evaluacién en condiciones locales, especialmente en
algunas especies de alta demanda en el pais, que fueron estudiadas en el marco del proyecto:
vides, arandano y papa.

Una herramienta tecnolégica, como el sistema de inmersién temporal, exige el desarrollo de pro-
tocolos para cada especie y variedad que se quiera propagar, lo que requiere tiempo y recursos
para definir las variables de produccién, entre otras: frecuencia y tiempo de inmersién, composi-
cién y volumen del medio, tipo y cantidad de explantes, por lo que la efectividad de la técnica,
el disefio de su aplicacién y los protocolos deben ser corregidos y adaptados para cada caso en
particular.

Francia, y Cuba en Latinoamérica, han sido referentes en el desarrollo y aplicacién de metodolo-
gias que permiten mejorar la eficiencia de los métodos convencionales de propagacién. Se han
realizado investigaciones para producir plantas de varias especies como cafa de az(car (Lorenzo et
al., 1998), pifia (Escalona et al., 1999), banano (Daquinta et al., 1999) y microtubérculos de papa
(Akita y Takayam, 1994; Jiménez et al., 1999). Por otro lado, Estados Unidos, Holanda e Israel, en-
tre otros, han desarrollado y estan usando comercialmente esta tecnologia para producir plantas.

Antes del proyecto precursor, en Chile no existia el desarrollo y uso del SIT y la investigacién deri-
vada constituye el primer esfuerzo tendiente a explorar su utilizacién en el pais.
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> 5. La conveniencia econdmica

Tanto la literatura como los resultados del proyecto precursor indican que el uso de esta técnica
reduce los costos de produccién/planta. Esto es consecuencia de la mecanizacién de algunas eta-
pas de la micropropagacion, lo que reduce el uso de mano de obra ya que disminuyen los costos
de los reactivos e insumos utilizados en el proceso, medidos en términos de unidades por planta
terminada.

En este punto del documento se analizan estas afirmaciones y se estima el impacto que tendria
esta técnica en experiencias simuladas diferentes a las del proyecto precursor.

Existe muy poca informacién disponible respecto de la estructura de costos del sistema in vitro
convencional y menos aun del sistema de inmersién temporal. Por otro lado, los coeficientes técni-
cos de ambos sistemas son muy variables pues dependen de las especies, de las variedades, de las
técnicas y de las capacidades de los laboratorios. Por esto resulta complejo comparar resultados y,
a partir de ellos, extrapolar posibles efectos de la aplicacién de la técnica SIT en otros esquemas.

No obstante lo anterior, se hicieron levantamientos de diferentes sistemas, con los siguientes
objetivos:

1. Validar los porcentajes de participaciéon de cada una de las etapas del método in vitro
convencional, con los resultados del proyecto precursor.

2. Determinarcondetallesdéndey en qué elementos se producen los efectos de laimplementacién
del sistema SIT (insumos, manos de obra, otros).

3. Determinar coeficientes del sistema SIT que permitan, aproximadamente, estimar su efecto
en especies y variedades diferentes de la experiencia del proyecto precursor.

Para cumplir estos objetivos se analizé una tesis de la Universidad de Chile (Bertolini, 2000), que
describié con detalle el proceso in vitro convencional para frutillas Elite (material base certificado).
Se establecié una estructura de costo tipo para utilizarla como formato a fin de analizar la expe-
riencia econémica del proyecto precursor, la cual también se basa en un sistema convencional en
arandanos (Anexo 2). Se homologaron ciertos costos que podian o no estar incorporados, como
administracion y jefes de laboratorio, entre otros. Asimismo, se homologaron los valores de mano
de obra y el volumen de plantas a producir, de manera de hacer comparables los resultados,
respetando los coeficientes técnicos de cada uno, en términos de nimero de repiques, tiempo y
tasas de multiplicacién.

En el Anexo 3 se presentan detalladamente los valores del proyecto de frutillas Elite y en el Anexo
5y 6 los resultados del proyecto precursor, sobre la experiencia en arandanos.

En el proyecto precursor se evaluaron varias especies modelos (arandano, vid y papa), las que
constituyen especies lefiosas, semilefiosas y herbaceas; éstas se seleccionaron dadas sus diferencias
en la facilidad para micropropagar: las mas lefiosas presentan un mayor grado de dificultad.

Para realizar el analisis econémico, es importante considerar las diferencias entre las especies y
realizarlo por tipo de planta, de manera de estimar el efecto del SIT de forma mucho mas precisa
en especies y variedades. Aunque esto no se realiz6 en el presente estudio debido a la escasa in-
formacién disponible, es importante tenerlo presente.
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En el Cuadro 1 se detalla la base de apoyo al célculo que corresponde a los valores asignados

arbitrariamente para poder comparar los resultados de ambos procesos.

Cuapro 1. Costos y numero de plantas utilizadas en la comparacion de dos sistemas

de propagacion in vitro

Costos Cantidad
Sueldo mensual bruto laboratorista in vitro ($) 320.000
Horas profesionales/mes (N°) 160
Costo $/HP 2.000
Meristemos iniciales (N°) 100
Plantas finales (N°) 4.900

Una vez que los valores fueron homologados se compararon las participaciones relativas de mano

de obra, insumos y otros, entre los sistemas (Cuadro 2), y se determiné que:

La participacion relativa de cada una de las etapas, insumos, mano de obra y otros de ambos
sistemas son relativamente similares, lo que permite estimar con mayor seguridad el efecto de
un sistema SIT, en el caso de las frutillas.

En ambos casos los costos de laboratorio son los mas importantes de todo el proceso.

Los insumos son relativamente insignificantes en su participacion, mientras que la mano de
obra calificada es lo mas significativo y representa cerca del 50% del total de los costos de
todo el proceso (hasta la planta final), en ambos casos.

Lo mas caro del sistema en el laboratorio corresponde a los jornales de la camara de flujo,
donde se procede al repique y a la colocacion de plantas en los tubos de ensayo.

Otro costo importante, que no corresponde al proceso del laboratorio, se refiere a la
aclimatacion de las plantas, que se realiza en condiciones de vivero, generalmente en bolsas
bajo malla para acostumbrar a las plantas a la nueva condicién.
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Cuapro 2. Comparacion de la participacion relativa de los costos de dos sistemas de
propagacion in vitro convencional: arandanos (proyecto precursor) y frutillas Elite

Item PARTICIPACION RELATIVA (%)
Arandanos Frutillas
Proyecto precursor homologado Elite Homologado
Personal
Jefe 1,65 0,63
Laboratorio 4,70 1,79
Jornales flujo 19,21 24,35
Jornales preparacién medios 11,53 9,49
Jornales supervisién 11,53 15,40
Total 48,62 51,66
Equipos 0,00 0,00
Materiales varios 0,00 0,00
Insumos 6,27 5,25
Servicios Generales 11,54 4,39
Varios 9,61 3,66
Mantencién 1,93 0,73
Total laboratorio 66,42 61,29
Aclimatacion 28,82 33,94
Administracion 4,76 4,76
Total 100,00 100,00

Nota: la cantidad de plantas finales y el valor de mano de obra se han homologado para mejorar la comparacién.
Fuente: basado en informacién de proyecto precursor y de frutillas Elite.
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Al aplicar la técnica de SIT en el mismo cultivo de arandanos se obtuvieron disminuciones impor-
tantes en varios costos que, si se analizan en la estructura de costos de arandanos homologados,
se obtienen los resultados que se muestran en el Cuadro 3.

Cuabro 3. Comparacion de la participacion relativa de los costos de dos sistemas de
propagacion en arandanos: in vitro convencional y SIT

item In vitro convencional SIT Variacion
JH % JH % (%)
Personal 95,83 100,0 42,75 100,0 55,4
Jefe 1,00 1,0 1,00 2,3 0,0
Laboratorio 5,00 5,2 5,00 11,7 0,0
Jornales flujo 40,83 42,6 19,60 45,8 52,0
Jornales preparacién medios 24,50 25,6 9,80 22,9 60,0
Jornales supervisién 24,50 25,6 7,35 17,2 70,0

Item Valor % Valor % Variacion
($) (%) (%)
Equipos ($) - 0,0 - 0,0 0,0
Materiales ($) - 0,0 - 0,0 0,0
Insumos (%) 26.655 12,8 23.833 12,9 10,6
Servicios generales ($) 49.041 23,6 29.425 15,9 40,0
Total laboratorio ($) 75.696 36,4 53.257 28,9 29,6
Aclimatacion ($) 122.500 58,9 122.500 66,4 0,0
Administracion ($) 9.910 4,8 8.788 4,8 11,3
Total ($) 208.105 100,0 184.545 100,0 11,3

Nota: la cantidad de plantas finales y el valor de mano de obra se han homologado.
Fuente: Elaborado por los autores con informacién de proyecto Precursor.

En términos generales, los items que se ven influidos por el uso de la técnica SIT, son aquellos
relativos a mano de obra; por ejemplo, los jornales de flujo disminuyen en un 52%, lo que es muy
significativo puesto que corresponden a un 45,8% de los costos de mano de obra. Los insumos
también disminuyen, aunque bastante menos (10,6%), cuya participacién relativa en los costos
(12,9%) es importante, pero no tanto como la mano de obra.

También se observan reducciones en otros items, como los jornales de supervisién y los servicios
generales, aunque dependen mas de la disminucién relativa por efecto de las economias de esca-
la, atin cuando la comparacién se hizo en ambos sistemas con el mismo ndmero de plantas, lo que
da cuenta de que estos items pueden estar subutilizados en sistemas convencionales.

Estos resultados, analizados desde el punto de vista de los costos, muestran que el costo de pro-
duccién/planta, en los términos que se analiza el proyecto precursor, presentan una disminucién
desde $ 86,76/planta hasta 59,20, lo que representa un ahorro del 31,77% (Cuadro 4). Este valor
es muy similar al del proyecto precursor (38%); la diferencia se explica por la forma de tratar los
valores y la homologacién de costos con el proyecto de frutilla (Cuadro 5).
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Cuabro 4. Comparacion de costos y participacion relativa de los items de dos sistemas
de propagacion en arandanos: sistema in vitro convencional y SIT

Item In vitro convencional SIT
Valor ($) % Valor ($) %
Personal 206.667 48,6 100.500 34,6
Jefe 7.000 1,6 7.000 2,4
Laboratorio 20.000 4,7 20.000 6,9
Jornales flujo 81.667 19,2 39.200 13,5
Jornales preparacién medios 49.000 11,5 19.600 6,8
Jornales supervision 49.000 11,5 14.700 5,1
Insumos 26.655 6,3 23.833 8,2
Servicios generales 49.041 11,5 29.425 10,1
Total laboratorio 282.362 66,4 153.757 53,0
Administracion 20.243 4,8 13.813 4,8
Aclimatacion 122.500 28,8 122.500 42,2
Total costos 425.105 100,0 290.070 100,0
Plantas producidas (N°) 4.900 4.900
Costo produccién/planta ($) 86,76 59,20
Disminucién de costos 0 31,77

Nota: la cantidad de plantas finales y el valor de mano de obra se han homologado.

Cuapro 5. Resumen de la comparacion de costos y participacion relativa de los items
de dos sistemas de propagacion en arandanos: in vitro convencional y SIT

Item ARANDANOS
In vitro SIT

Valor ($) % Valor ($) %
Personal 71.000 42 53.000 30
Materiales 2.841 2 11.010 6
Insumos 73.055 43 77.255 44
Servicios generales 24.020 14 34.020 19
TOTAL 170.916 100 175.285 100
Plantas producidas (N°) 2.400 4.000
Costo produccién/planta ($) 71 44
Disminucién de costos 0 38

Con estos resultados se puede construir una tabla de coeficientes de SIT en arandanos (Cuadro 6), a
fin de estimar el efecto que tendria su aplicacion en otra estructura de costos para la misma especie.

Cuabro 6. Coeficientes de eficiencia en el uso de recursos del SIT sobre sistema in vitro

convencional en arandanos

Item Coeficiente SIT
Personal 0,446
Jefe 1,000
Laboratorio 1,000
Jornales flujo 0,480
Jornales preparacién medios 0,400
Jornales supervisién 0,300
Equipos 1,000
Materiales 1,000
Insumos 0,894
Servicios generales 0,600
Total laboratorio 0,704
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A fin de ilustrar el posible efecto de esta técnica en otros cultivos (entendiendo que se trata sélo
de una generalizacién, ya que cada especie y variedad son diferentes), se aplicaron los coeficien-
tes SIT sobre la base de estructura de costos de las frutillas Elite. En el Cuadro 7 se presenta la
estructura de costos de la produccién de frutillas Elite en sistema in vitro convencional, valores

homologados.

Cuapro 7. Estructura de costos de frutillas Elite en sistema in vitro convencional

item Valor Unidad Total Particip. Unidades/ Valor  Unidades/  Valor Particip.
unitario (HP) relativa MI* $/MI* PF** $/PF**  relativa
(%) (%)
Personal - 281,00 577.000,00 51,66 2,81  5.770,00 0,06 117,76 51,66
Jefe 7.000,00 1,00 7.000,00 0,63 0,01 70,00 10,0002 14286 0,63
Laboratorio 4.000,00 5,00 20.000,00 1,79 0,05 200,00 0,0010 4,0816 1,79
Jornales flujo 2.000,00 136,00 272.000,00 24,35 1,36  2.720,00 0,03 55,51 24,35
Obtencion
meristemos 2.000,00 12,00 24.000,00 2,15 0,12 240,00 10,0024 48980 2,15
Repique 2.000,00 124,00 248.000,00 22,20 1,24 2.480,00 0,0253 50,6122 22,20
Jornales preparacion
medios 2.000,00 53,00 106.000,00 9,49 0,53  1.060,00 0,01 21,63 9,49
Preparacion medio ~ 2.000,00 53,00 106.000,00 9,49 0,53  1.060,00 0,0108 21,6327 9,49
Jornales supervision ~ 2.000,00 86,00 172.000,00 15,40 0,86  1.720,00 0,02 35,10 15,40
Mantencién cdmara
crecimiento 2.000,00 86,00 172.000,00 15,40 0,86 1.720,00 0,0176 35,1020 15,40
Equipos - - - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Materiales varios - - - 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Insumos - - 58.591,37 5,25 0,00 585,91 0,00 11,96 5,25
Servicios generales - - 49.040,83 4,39 0,0408 490,4083 0,0008 10,0083 4,39
Varios 20.000,00 2,04 40.833,33 3,66 0,02 408,33 0,0004 83333 3,66
Mantencién 4.020,00 2,04 8.207,50 0,73 0,02 82,08 10,0004 1,6750 0,73
Total
Laboratorio 684.632,21 61,29 2,85  6.846,32 0,06 139,72 61,29
Aclimatacion 37913532 33,94 - 3.791,35 - 77,3746 33,94
Administracion 2.000,00 26,59 53.188,38 4,76  0,2659  531,8838 0,0054 10,8548 4,76
TOTAL - - 1.116.955,90 100,00 - 11.169,56 - 227,95 100,00

* Meristemos iniciales (MI): 100

** Plantas finales (PF): 4.900
Fuente: basado en el proyecto precursor y Bertolini (2000).

De este ejercicio surgen los valores que se presentan en el Cuadro 8, los cuales arrojan disminu-
ciones porcentuales muy similares a las registradas en el proyecto precursor con la aplicacién del

sistema SIT.
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Cuapro 8. Estructura de costos de frutillas Elite en sistema in vitro SIT, valores homologados

item Valor unitario Unidad TOTAL Valor  Particip.
&)) (HP) $/PF**  relativa
(%)
Personal 118,28 251.560,00 51,34 32,85
Jefe 7.000,00 1,00 7.000,00 1,4286 0,91
Laboratorio 4.000,00 5,00 20.000,00 4,0816 2,61
Jornales flujo 2.000,00 65,28 130.560,00 26,6449 17,05
Obtencién meristemos - - - - 0,00
Repique - - - - 0,00
Jornales preparacién medios 2.000,00 21,20 42.400,00 8,6531 5,54
Jornales supervision 2.000,00 25,80 51.600,00 10,5306 6,74
Mantencién camara
crecimiento -
Equipos 0 0,00 0,00
Materiales varios 0 0,00 0,00
Insumos 52.388,37 10,69 6,84
Servicios generales 29.424,50 6,01 3,84
Total laboratorio 333.372,87 68,04 43,54
Aclimatacion 379.135,32 77,37 49,52
Administracion (5%) 53.188,38 10,8548 6,95
Total 765.696,57 156,26 100,00

Meristemos iniciales (MI): 100 ** Plantas finales (PF): 4.900
Fuente: basado en el proyecto precursor y Bertolini (2000).

El Cuadro 9 muestra las diferencias porcentuales de participacion de cada uno de los items en el

sistema SIT aplicado en frutillas.

Cuabro 9. Comparacion de la participacion relativa de los costos de dos sistemas de

propagacion en frutillas: in vitro convencional y SIT

Item In vitro convencional SIT Variacion
JH % JH % (%)
Personal 281,00 51,7 118,28 32,9 57,9
Jefe 1,00 0,6 1,00 0,9 0,0
Laboratorio 5,00 1,8 5,00 2,6 0,0
Jornales flujo 136,00 24,4 65,28 17,1 52,0
Jornales preparacién medios 53,00 9,5 21,20 5,5 60,0
Jornales supervision 86,00 15,4 25,80 6,7 70,0

Item In vitro convencional SIT Variacion
Valor ($) % Valor ($) % (%)
Equipos - 0,0 - 0,0 -
Materiales - 0,0 - 0,0 -
Insumos 58.591 5,2 52.388 6,8 10,6
Servicios generales 49.041 4,4 29.425 3,8 40,0
Total laboratorio 684.632 61,3 333.373 43,5 51,3
Aclimatacion 379.135 33,9 379.135 49,5 0,0
Administraciéon 53.188 4,8 53.188 6,9 0,0
Total 1.116.956 100,0 765.697 100,0 31,4

Nota: la cantidad de plantas finales y el valor de mano de obra se han homologado para mejorar la comparacion.
Fuente: basado en el proyecto precursor y Bertolini (2000).
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Estos resultados, analizados desde el punto de vista de los costos, arrojan una disminucién desde
$ 227,95/planta hasta 156,26, lo que representa un ahorro del 31,45% (Cuadro 10).

Cuabro 10. Comparacion de costos y participacion relativa de los items de dos siste-
mas de propagacion en frutillas: sistema in vitro convencional y SIT

Item In vitro convencional SIT
Valor ($) % Valor ($) %

Personal 577.000 51,7 251.560 32,9
Jefe 7.000 0,6 7.000 0,9
Laboratorio 20.000 1,8 20.000 2,6
Jornales flujo 272.000 24,4 130.560 17,1
Jornales preparacién medios 106.000 9,5 42.400 55
Jornales supervisién 172.000 15,4 51.600 6,7
Insumos 58.591 5,2 52.388 6,8
Servicios generales 49.041 4,4 29.425 3,8
Total laboratorio 684.632 61,3 333.373 43,5
Administracion 53.188 4,8 53.188 6,9
Aclimatacion 379.135 33,9 379.135 49,5
Total costos 1.116.956 100,0 765.697 100,0
Plantas producidas (N°) 4.900 4.900

Costo produccién/planta ($) 227,95 156,26

Disminucién de costos 0 31,45

Nota: la cantidad de plantas finales y el valor de mano de obra se han homologado.
Fuente: basado en el proyecto precursor y Bertolini (2000).

Por otra parte, el costo de implementacion de un sistema SIT, anexo a un laboratorio in vitro con-
vencional ya establecido, se ha determinado en un monto total de $ 2,8 millones (Cuadro 11).
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Sistema de inmersion temporal, en proyecto “Programa de mejoramiento genético en Alstroemeria nativa” (FIA - P. Universi-
dad Catdlica - Fundacion Copec)
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Cuabro 11. Costos (3) de la instalacion, equipos y materiales requeridos para la
implementacion de la técnica de sistemas de inmersion temporal en biorreactores
(20 unidades SIT compuestas por 40 botellas/frascos)

Item/ Descripcion Cantidad Valor unitario ($) Total ($)
Vélvula de corte 1 26.206 26.206
Filtros reguladores 2 26.000 52.000
Escuadra de fijacién 1 2.457 2.457
Tornillo bulon 3 3.018 9.054
Racor 10 1.418 14.180
Conector 1 2 3.582 7.164
Tapén ciego 2 970 1.940
Conector 2 24 2.650 63.600
Tubo flexible 22 1.232 27.104
Tubo flexible 12 821 9.852
Tapdn 10 635 6.350
Electrovalvula 2 42.765 85.530
Bobina magnética 2 10.425 20.850
Regulador de Ca 2 19.984 39.968
Botellas (2 I) 40 12.506 500.240
Tapas 40 12.707 508.280
Manguera silicona 1 52.675 52.675
Filtros 40 6.272 250.880
Compresor 1 150.000 150.000
Programador 1 60.000 60.000
Materiales menores 1 40.000 40.000
Subtotal 1.928.330
IVA (19%) 366.383
Total 1 2.294.713
Costo instalacién 600.000
Total 2 2.894.713
Costo asesoria implementacién SIT 3.500.000
Total 3 6.394.713

Notas:

e Para un nivel de produccién variable, dependiendo de la especie y variedad.

¢ Los valores de algunos materiales pueden variar, de acuerdo a las dimensiones especificas del laboratorio y
de la camara en particular, asi como de la marca del material, tamafio y modelo escogido.

Fuente: AGR Consultores.

Es importante considerar que la implementacién del SIT en un laboratorio debe contemplar, adi-
cionalmente, el costo de la asesoria experta en el disefio, montaje e implementacién de la técnica,
asi como en el desarrollo inicial del protocolo de interés. También se requiere la induccién del
personal a través de la capacitacién, al menos en los laboratorios que estén incursionando por
primera vez en la implementacion de esta metodologia.

Si se analiza lo que significa el costo de implementacién del Sistema SIT y se compara con el
ahorro potencial de costos que significa en cada cultivo, se observa que para arandanos la im-
plementacién se justifica para una produccién de mas de 250.000 plantas, a diferencia del caso
de frutillas, que ocurre desde las 90.000 plantas (Cuadro 12). Esto muestra que el impacto del
uso de la herramienta es variable segun la especie, desde el punto de vista de los costos y de los
volimenes de produccion.

21



Sistema de Inmersion Temporal en Especies Anuales, Frutales y Vides FIA - VALORIZACION DE RESULTADOS - 38

Cuabro 12. Ahorro potencial de la implementacion del Sistema SIT en un laboratorio
in vitro convencional para arandano y frutilla

Arandanos Produccion de plantas (N°)

4.900 50.000 100.000 200.000 250.000
In vitro convencional ($) 425.105 4.337.806 8.675.612 17.351.224 21.689.031
SIT (%) 290.070 2.959.898 5.919.796 11.839.592 14.799.490
Ahorro potencial ($) 135.035 1.377.908 2.755.816 5.511.633 6.889.541
Frutillas Produccion de plantas (N°)

4.900 10.000 50.000 80.000 90.000
In vitro convencional ($) 1.116.956 2.279.502 11.397.510 18.236.016 20.515.518
SIT ($) 765.697 1.562.647 7.813.235 12.501.176 14.063.822
Ahorro potencial ($) 351.259 716.855 3.584.276 5.734.841 6.451.696

Si bien el ahorro potencial de la implementacién del SIT no es lineal, los valores del Cuadro 12 sélo
pretenden ilustrar este efecto.

Desde el punto de vista de quien opera esta tecnologia, la conveniencia econémica se verifica
en la reduccién de sus costos, fundamentalmente en la mano de obra, y/o en el aumento de sus
margenes por planta. En el presente documento se da especial énfasis a ilustrar estos beneficios,
sin embargo, también existen beneficios menos evidentes aunque importantes para los usuarios.

En especies en que el coeficiente de éxito de la propagacion in vitro es bajo y, por ende, el costo
por planta hace dificil su utilizacion (algunas especies muy lefiosas, por ejemplo), esta herramienta
se constituye en una opcién viable para hacer incrementos importantes de poblaciones de espe-
cies de interés, con costos menores.

> 6. Claves de viabilidad

Para que la aplicacion de esta herramienta sea exitosa, se deben considerar aspectos que se relacio-
nan tanto con la herramienta, como con los usuarios; asi, las experiencias nacionales e internacio-
nales existentes hasta la fecha dan cuenta de los elementos que deben considerarse para que esta
herramienta tecnolégica cumpla con los resultados esperados, como se sefiala a continuacion.

6.1 Validacion de la tecnologia y desarrollo de protocolos especificos para las
especies de interés

La aplicacion de esta tecnologia necesita de investigacion basica y de ajustes pertinentes a las
especies de interés, ya que todo sistema de propagacion de plantas es especie-especifico. Por esta
razén, para que el sistema de inmersién temporal en biorreactores pueda ser aplicado en forma
eficiente y se alcancen los objetivos que se persiguen, es indispensable que haya sido validado
para las condiciones bajo las cuales sera utilizado. Esto significa que debe desarrollarse el protocolo
de propagacion especifico para la especie y variedad que es de interés propagar, lo que implica
gue deben ajustarse las variables y factores criticos que inciden en la multiplicacién mediante el
sistema SIT:

e Aptitud de la planta para ser propagada en un medio liquido: uno de los problemas que
limitan el empleo de estos medios es la hiperhidratacion de los brotes, por lo que es necesario
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confirmar que la planta sea apta para la propagacién en este medio, sin afectar la calidad de
los brotes.

¢ Contaminacion causada por bacterias, hongos, levaduras e insectos: esta situacién puede
ser mas grave en sistemas automatizados, debido al manejo de un mayor volumen de plantas
al mismo tiempo. Por lo tanto, se requiere aumentar los niveles de seguridad de manera de
reducir al méximo los riesgos de contaminacién. Se deben tomar precauciones extremas, tales
como una desinfeccién permanente del material y evaluacién exhaustiva previa al ingreso de
éste al sistema de propagacion.

e Variaciéon somaclonal: el SIT es | _ !
un sistema de micropropagacién P
masivo, donde se obtienen altas tasas py
de multiplicacién y no se conocen
los efectos genéticos que podrian
presentar las especies a propagar;
por ello, es altamente recomendable
incorporar un control de calidad
para garantizar la estabilidad e
identificacion genética del material
propagado.

-
L]
e Vitrificacion: su presencia puede \! |
afectar la calidad de los brotes. La
vitrificacion ocurre generalmente con tejidos que crecen en contacto con medio liquido;
algunos tipos de tejidos y particularmente algunas especies son mas sensibles a este medio
(Smith & Spoomer, 1995). Para disminuir este problema se han desarrollado diferentes
estrategias:

— adicion de retardantes de desarrollo y agentes osméticos al medio;

-  modificacién del medio ambiente a través de una mayor aireacion en el medio;

— uso de aparatos adecuados para el crecimiento de diferentes tipos de plantas y tejidos
(Ziv & Ariel, 1994).

e Composicién del medio de cultivo, frecuencia, tiempo y duracién de la inmersién y relacion
volumen de medio/niimero y tipo de explantes: estos factores determinan en gran medida
el coeficiente de multiplicacion y la calidad de las plantas producidas en el SIT. Se considera
clave el ajuste de estas variables para asegurar el éxito de la aplicacién de esta herramienta.

6.2 Asesoria experta

Se requiere la disponibilidad de un servicio especializado que ofrezca asesoria adecuada para el
montaje correcto e implementacion del SIT en el laboratorio y, especialmente, en el desarrollo de
los protocolos de propagacion requeridos.

6.3 Los usuarios

¢ El entendimiento de la tecnologia y su uso: para una aplicacion efectiva de la tecnologia, es
importante que tanto el empresario o propietario del laboratorio in vitro, como el personal a
cargo, estén familiarizados con sus caracteristicas y requerimientos, ya que se debe mostrar
especial interés por este tipo de actividad, debido a lo minucioso y detallista de las labores a
realizar.
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Capacitacién del personal: es necesario considerar un periodo de inducciéon del personal
donde se le capacite con relacién a la técnica a implementar en el laboratorio, a fin de que
pueda desempefiarse de eficientemente.

Capacidad de gestion: el usuario debe mostrar una capacidad de gestion relativamente alta
respecto del desarrollo de los protocolos de propagacion y, especialmente, en la ejecucién
de los programas de produccién, ya que si la programacién y coordinacién entre las distintas
etapas del proceso productivo no es la correcta, se pueden presentar problemas con el
manejo de las plantas por falta de personal y/o espacio en las camaras y posteriormente en
los invernaderos donde se llevara a cabo la fase de aclimatacién, lo que puede conducir a la
obtencién de plantas de regular calidad.

Caracteristicas de la explotacion: la experiencia indica que el éxito de la implementacién de
la herramienta s6lo presenta las limitaciones que fueron descritas como factores criticos en las
claves de sostenibilidad. Probablemente las mayores incidencias econémicas del SIT sobre los
resultados de las empresas, se produciran al aplicarlas en especies de dificil propagacién ya sea
por las caracteristicas propias de la especie y/o por la dificultad en el enraizamiento y posterior
aclimatacién, entre otras.

Tamanio de la explotacién: desde el punto de vista de la herramienta, no existen limitaciones
para el tamafio que deben tener las explotaciones o laboratorios. El costo de la implementacion
del SIT es poco significativo una vez que el laboratorio se encuentra equipado para
micropropagacién convencional. Sin embargo, se debe considerar que al aplicar esta técnica
la tasa de produccién de plantas es alta, lo que obliga a ajustar la dimensién del recinto de
acuerdo al programa de produccién contemplado, de manera que no se altere la calidad final
de las plantas obtenidas.
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»> 7. Asuntos por resolver

El sistema de micropropagacién convencional alin presenta una serie de asuntos por resolver, por
ejemplo, la baja tasa de multiplicaciéon que presentan algunas especies, la alta demanda por mano
de obra y el alto costo por planta obtenida. Cabe destacar, que muchos de estos asuntos por re-
solver se solucionan a través de la aplicacion del SIT.

El SIT se encuentra en un nivel de desarrollo que permite su implementacién inmediata, sin per-
juicio de la investigacién adicional que se realice y de los ajustes necesarios, los cuales, como se
menciond anteriormente, deben abordarse para el éxito de su aplicacién, por ejemplo:

¢ Desarrollo de los protocolos de propagacién y ajustes pertinentes para cada caso en particular,
especialmente en relacién con aspectos como: composicién del medio de cultivo; definicion
de la frecuencia y tiempo de inmersién; volumen éptimo de medio de cultivo en comparacion
con la cantidad y nimero de explantes y duracién de la etapa, y condiciones hormonales,
nutricionales (auxinas y nutrientes) y ambientales (intensidad luminosa, CO,) para obtener
plantas de buena calidad.

e Estudio del efecto de la aplicacién de CO, sobre la calidad de las plantas obtenidas en
la multiplicacién, especificamente en términos de las ventajas que proporcionaria al
obtener plantas de mejor calidad y mayor vigor para entrar a la etapa de aclimatacién y
enraizamiento.

e Investigar y afinar algunos aspectos de la herramienta referidos a los factores claves que
permiten validar la tecnologia como, por ejemplo, la contaminacién a la que estan expuestas
las plantas durante el proceso productivo, considerando que en las condiciones en las cuales
se desarrolla el SIT en los biorreactores se amplifican los riegos de contaminacién.

e Seguir investigando en el campo el nivel de mutagénesis que podria registrar el sistema a
propésito de la masificacion de los materiales; cabe indicar que no es el sistema el que induce
la mutagénesis, sino los propios materiales que, llevados a esta reproduccién masiva, podrian
eventualmente presentar una mayor proporciéon de plantas fuera de tipo.

Aunque algunas empresas, junto con universidades y el INIA, han seguido desarrollando iniciativas
orientadas a evaluar la factibilidad técnica y comercial del SIT en especies forestales y ornamenta-
les, entre otras, se requiere un esfuerzo de investigacién adicional considerable para aprovechar
cabalmente el potencial de esta tecnologia.
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» 8. Situacion actual

Existen varias empresas que actualmente estan utilizando comercialmente esta herramienta y tra-
bajan en el desarrollo de los protocolos de propagacion para las especies de su interés, ademas de
realizar los ajustes en forma permanente. Algunas de éstas son Hortifrut (Region Metropolitana),
Sone (Hijuelas, Regién de Valparaiso) y Valdiflora (Valdivia, Region de Los Rios).

A su vez, otras empresas como Vivero y Jardin Pumahuida estan cofinanciando, junto con la Fun-
dacién COPEC y la Pontificia Universidad Catélica de Santiago, un programa de mejoramiento ge-
nético en Alstroemeria nativa basado en esta técnica, con el fin de desarrollar un sistema intensivo
de multiplicacién in vitro para la especie.

También otras empresas y/o laboratorios, como Bioforest y Cooperativa de Mejoramiento Gené-
tico Forestal, estan desarrollando esta técnica y se encuentran en distintas etapas en la aplicacion
de este sistema.

Por otra parte, algunas empresas han generado una demanda por los servicios de asesoria para la
implementacién del sistema de inmersién temporal en biorreactores en sus laboratorios, asi como
para el desarrollo de los protocolos requeridos para su correcta y eficiente aplicacion.

Respecto de los materiales y equipos requeridos, la experiencia nacional ha demostrado que el
sistema es muy sencillo de implementar y puede ser construido en su totalidad con componentes
gue venden en el comercio local, con excepcién de los filtros que son importados. Basicamente
consiste en recipientes de vidrio cilindricos con boca ancha, tapas, tubos de vidrio, mangueras de
plastico flexible y un compresor, entre otros.

En el plano internacional, Cuba utiliza el SIT en forma masiva en cultivos de papa, cafia de azlcar,
hortalizas, pifa y platanos y algunos laboratorios holandeses lo aplican en plantas ornamentales
y han patentado la técnica para especies de alto valor comercial; a su vez, algunos han suscrito
contratos de produccién de plantas de Lilium, con empresas nacionales.

En Chile se esta utilizando en arandanos y otros berries como frambuesas y moras, ademas de
Lilium y especies forestales como Eucalyptus. También se estan haciendo ensayos en pinos.
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SECCION 2

El proyecto precursor

»> 1. El entorno del proyecto

Internacionalmente la técnica de micropropagacién ha mostrado resultados altamente ventajosos
en la propagacién rapida y con calidad de diversas especies de plantas econémicamente impor-
tantes. Sin embargo, en Chile esta actividad estd poco desarrollada comercialmente, en compa-
raciéon con los pafses desarrollados. Mas aln, al momento de gestarse el proyecto precursor, la
tecnologia empleada para el cultivo in vitro en el pais presentaba resultados interesantes, aunque
no resolvia las limitaciones que presenta cualquier sistema de micropropagacién convencional,
como el bajo coeficiente de multiplicacién, el alto uso de mano de obra y la escasa posibilidad
de automatizacién, lo que se traduce en un alto valor de las plantas producidas por este medio.
Estas caracteristicas reducen su uso principalmente a aquellas especies que, por condiciones de
mercado, poseen un alto retorno econémico.

Por otra parte, en un escenario donde se requiere un rapido recambio varietal, como el que existe
actualmente y que existia en los momentos en que se ideé el proyecto, con una dindmica varietal
vertiginosa, surge la imperiosa necesidad de propagar plantas altamente demandadas por el mer-
cado y de material escaso, de una manera rapida y eficiente, en términos de costos y calidad.

Es asi como el sistema de inmersién temporal en biorreactores es fundamental para abordar esta
problematica y aumentar la rentabilidad y competitividad de las empresas y de la industria.

T e

PEGGY GREB, USDA
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Desde el punto de vista del entorno cientifico, un grupo de investigadores y productores chilenos
conocieron esta herramienta a través de visitas a otros paises, especialmente a Cuba, donde su uso
estaba en practica y arrojaba auspiciosos resultados. Por lo tanto, hubo una coincidencia del entor-
no cientifico con el productivo en la rapida implementacién y adaptacién de esta tecnologia.

Lo anterior describe el entorno y la justificacién del proyecto, las razones que motivaron a quienes

lo impulsaron y ejecutaron, asi como las necesidades existentes en ese momento y que siguen
siendo validas actualmente.

»> 2. El proyecto

Los resultados y lecciones aprendidas en este documento surgen de la ejecucién del proyecto
“Evaluacion de la factibilidad del uso de la técnica de inmersiéon temporal (SIT) en biorreactores,
para mejorar la eficiencia de la micropropagacién en especies anuales, frutales y vides”.

El proyecto fue ejecutado por el Centro Regional de Investigacién, CRI-Quilamapu, del Instituto
de Investigaciones Agropecuarias, y Hortifrut, con la posterior incorporacién de la empresa SONE,
entre los aflos 2001 y 2005.

El objetivo general del proyecto fue determinar la factibilidad de implementar comercialmente la
produccién de plantas, mediante el uso del sistema de inmersién temporal (SIT) en biorreactores,
para mejorar la eficiencia y rentabilidad de esta actividad.

Se utilizaron tres especies modelos: arandano, vid y papa, que representaban un amplio espectro
de especies lefiosas, semilefiosas y herbaceas.
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Los objetivos especificos fueron:

e Evaluar la factibilidad de la micropropagacién en medios liquidos de las especies en estudio.

¢ Determinar los factores que influyen en la multiplicacion y elongacién de las especies sometidas
al sistema SIT, tales como frecuencia, volumen éptimo y CO,.

e Determinar las condiciones 6ptimas para la tuberizacién de papa en SIT (concentraciones
hormonales y nutricionales, frecuencia y tiempo de inmersién, volumen y otros.

e Evaluar el enraizamiento in vitro y la aclimatacién.

e Determinar la estabilidad genética.

e Realizar un andlisis econémico de los sistemas evaluados.

¢ Implementar y evaluar un ensayo piloto en papa y arandano.

e Realizar transferencia tecnolégica.

2.1 Aspectos metodolégicos

A continuacién se describe la metodologia por especie y tema.
Arandano

e Material vegetal: en el proyecto se eligié la especie Vaccinium corymbosum por la importancia
que representaba el cultivo del ardndano en Chile y por la necesidad creciente de reemplazar
las variedades cuyas plantas estan siendo producidas bajo cultivo in vitro. En una primera etapa
del proyecto se seleccionaron tres variedades de ardandano sobre la base de su importancia
comercial en el pais:

—  O’Neal, variedad temprana de mayor importancia comercial en la zona centro norte;
—  Duke, de buena adaptacion a la zona centro-sur;
—  Elliot, de cosecha tardia y gran relevancia en la zona sur.

En la etapa final del proyecto se incorporé la variedad Aurora, de introduccién mas reciente al
pais, proveniente de la Universidad del Estado de Michigan, Estados Unidos.

Los brotes utilizados en el SIT fueron producidos por el sistema de micropropagacion
convencional utilizado en Hortifrut.

¢ Medio de cultivo y subcultivos: el medio de cultivo correspondié al WP,¢ los subcultivos se
realizaron cada 21 dias y la cosecha y evaluacion de los brotes a los 63 dias.

° Factores a evaluar:

- frecuencia de inmersién: 18 y 24 horas;

- tiempo de inmersién: 1 a 3 minutos;

- volumen del medio y nimero de explantes: 250, 500 y 750 ml, con 40, 60 y 80
explantes/contenedor.

e Disefio experimental: completo al azar con arreglo factorial, con un nimero variable de
repeticiones. Se evalu6: nimero y longitud de brotes, peso seco, hiperhidracidad y relacién
peso seco/peso fresco.

¢ Woody Plant (WP) medium (Lloyd y McCown, 1980).
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Material vegetal: como especie lefiosa se considerd la vid, dada su importancia en el pais y el
mayor desarrollo de las técnicas de micropropagacion en esta especie, lo que motivé a evaluar
la posibilidad de mejorar su sistema de micropropagacién a través del SIT. Se seleccionaron
dos variedades de vid sobre la base de su importancia econémica y uso comercial:

—  Cabernet Sauvignon, variedad vinifera;
—  Sultanina, variedad de uva de mesa.

El material vegetal inicial fue producido mediante micropropagacién convencional de
sarmientos obtenidos en huertos de un campo experimental del INIA; este material originé
plantas madres, de las cuales se obtuvieron los explantes usados en los experimentos.

Medio de cultivo y subcultivos: se usé el medio de cultivo liquido Murashige Skoog con
algunas modificaciones; se cambié cada 21 dias.

Factores a evaluar:

- frecuencia de inmersion: 6, 12, 18 y 24 horas;

- tiempo de inmersién: 1, 3 y 5 minutos;

- volumen del medio y nimero de explantes: 250, 500 y 750 ml, con 6,9y 12
explantes/contenedor.

Disefio experimental: completo al azar con arreglo factorial y seis repeticiones. Se evalué:
ndmero y longitud de brotes sanos, nimero de brotes hiperhidratados, peso seco y fresco de
los brotes, relacién peso seco/peso fresco, nimero de yemas por brote.

Papa
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Material vegetal: entre los cultivos anuales se seleccioné la papa por la importancia que tiene
para el pais y porque era una de las pocas especies para las cuales existian referencias que
permitieran implementar y evaluar esta técnica en el pais; fue la primera experiencia nacional.
Para la produccién de microtubérculo-semillas se seleccionaron dos variedades, considerando
la importancia comercial y destino de la produccion:
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—  Shepody, variedad apta para el procesamiento industrial como papas fritas;
-  Desireé, variedad recomendada para consumo en fresco.

El material vegetal inicial fue producido mediante micropropagacién convencional en el INIA-
CRI Remehue.

Medio de cultivo y subcultivos: se us6 el medio de cultivo liquido Murashige Skoog; se
realizaron subcultivos cada 20 dias.

Factores a evaluar:

-  frecuencia de inmersién: 3, 6 y 12 horas;

-  tiempo de inmersién: 1, 3 y 5 minutos;

-~ volumen del medio y nimero de explantes: 250, 500y 750 ml, con 6,9y 12
explantes/contenedor.

Disefio experimental: completo al azar con arreglo factorial y seis repeticiones. Se evalué:
ndmero de brotes sanos e hiperhidratados y su longitud, brotes por explante y relacién peso
seco/peso fresco.

2.2 Resultados

Los resultados obtenidos permitieron demostrar que:

La Inmersién temporal es un sistema adecuado para multiplicar arandano, vid y papa.

Las plantas de arandano y vid son altamente susceptibles a la multiplicacién en medio liquido,
por lo cual es muy importante trabajar con frecuencias de inmersién mas largas y tiempos de
inmersion cortos.

Las plantas de papa no presentaron susceptibilidad a la multiplicacién en medios liquidos por
lo que se pueden usar frecuencias mas cortas y tiempos mas prolongados que en arandano y
vid.

Todos los cultivos y variedades evaluadas presentaron un comportamiento diferencial, por lo
que la tecnologia debe adaptarse a cada caso.

La aplicacién de CO, no modificé sustancialmente el sistema de multiplicacién en el SIT.

Es posible realizar el proceso de tuberizacién de papa en el SIT, pero se producen tubérculos
muy pequefios, por lo que se recomienda realizar un periodo de engorda en invernadero.

El proceso de multiplicacién en el SIT no indujo cambios en los patrones genéticos, de acuerdo
a los partidores de RAPD utilizados en los cultivos y variedades analizadas.

Las principales ventajas econémicas del SIT se presentaron en la reduccién de costos de
la mano de obra e insumos. Desde el punto de vista técnico, se presenté una excelente
tasa de multiplicacién en ardndano y una escasa pérdida de plantas durante el proceso de
aclimatacién.
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» 3. Desarrollos posteriores

El desarrollo de este proyecto incentivé la presentacion de nuevos proyectos por parte de univer-
sidades y empresas privadas, asi como la aplicaciéon de esta tecnologia a nuevos cultivos.

Sobre la base de los auspiciosos resultados obtenidos en el proyecto precursor, las empresas invo-
lucradas en la investigacién continuaron con la aplicacién comercial del SIT en sus laboratorios,
obteniendo interesantes resultados (Hortifrut y Sone). Otras empresas como Valdiflora, que no
participé formalmente en el proyecto, pero que se involucré en el tema debido a los interesantes
resultados obtenidos, implementé laboratorios para aplicar esta herramienta, especificamente en
berries y Lilium, financiando la investigacién requerida con fondos propios y con otros concursa-
bles de la Corporacién de Fomento de la Produccién (CORFO).

Recientemente otra empresa nacional, Altalena Biotechnologies S.A., también decidié incorporar
esta herramienta en su gestion productiva, para lo cual cuenta con ayuda financiera a través de
un Capital Semilla de CORFO.

A su vez, el INIA continué con investigaciones asociadas a empresas de otros rubros, como el
forestal, orientadas a establecer sistemas eficientes de propagacién clonal masiva de plantas de Eu-
calyptus (E. globulus, E. nitens e hibridos). Asi surgi6 el Proyecto “Desarrollo e implementacién del
sistema de inmersién temporal (SIT) en biorreactores para la multiplicacién clonal de eucaliptos”,
ejecutado con financiamiento de Innova Biobio, INIA Quilamapu y Bioforest S.A., cuyo objetivo
es aumentar la eficiencia y disminuir los costos de produccién de plantas producidas por sistemas
tradicionales de micropropagacion.
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SECCION 3

El valor del proyecto

Los resultados obtenidos en el proyecto precursor permiten validar una herramienta tecnolégica
efectiva e interesante, principalmente para el sector dedicado a la multiplicacion de plantas, ya
que la implementacion de la técnica Sistema de Inmersion Temporal en Biorreactores permitiria:
e mejorar la eficiencia en la propagacion de distintas especies;

e propagar en forma masiva y rapida nuevas variedades o variedades altamente demandadas;

e reducir significativamente los tiempos requeridos para tener disponible comercialmente
material vegetal escaso;

¢ reducir significativamente los costos de produccién de plantas en laboratorio, manteniendo la
calidad genética y sanitaria.

El desarrollo de este proyecto incentivd la presentacion de nuevos proyectos y la aplicacién de esta
tecnologia a otros cultivos. Algunas empresas comenzaron a multiplicar en forma comercial aran-
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danos, frambuesa, moras y algunas flores de bulbo como el Lilium. Otras comenzaron a realizar
las evaluaciones necesarias para aplicar esta metodologia a la multiplicacién de las dos especies de
eucalipto mas importantes en el pais: Eucalyptus globulus y E. nitens, asi como también de pino.
Esto demuestra la adecuada transferencia lograda a través de este proyecto.

Por lo tanto, los resultados del proyecto han impactado en el sector, ya que diversos empresarios
del rubro han incorporado esta herramienta en su gestién para aumentar su productividad y
competitividad.

El proyecto confirma la factibilidad de la aplicacién de la técnica SIT a distintas especies para me-
jorar la eficiencia de la micropropagacién, aunque al mismo tiempo deja claramente establecido
que el aumento en la eficiencia y el éxito en la implementacién y desarrollo de la técnica exige la
formulacién de protocolos de propagacién para cada especie y variedad que se quiera propagar,
lo que requiere tiempo y recursos para definir las variables de produccién como composicién del
medio de cultivo, frecuencia y tiempo de inmersién, volumen, tipo y nimero de explantes, entre
otros.

Por otra parte, mediante los resultados obtenidos se valida plenamente el valor que tiene la captu-

ra de tecnologias en otros paises y su desarrollo y adaptacion a los intereses y condiciones locales
y particulares de Chile.
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ANEXO 1. Esquema del sistema de inmersion temporal

-
-
-
-
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Medio de cultivo
liquido

P Explantes

Aire desde
el compresor

0000
Programador l D ﬁl 5 EV
YO0

AWAWiANA

Autora: Viviana Becerra, INIA Quilamapu (proyecto precursor).

37



Sistema de Inmersion Temporal en Especies Anuales, Frutales y Vides

FIA - VALORIZACION DE RESULTADOS - 38

ANEXO 2. Estructura y costos de produccion de arandanos en
sistema in vitro convencional

item Valor Unidades Total Participacion
unitario relativa (%)
Personal (HP) 71.000,00 37,81
Jefe 7.000,00 1,00 7.000,00 3,73
Laboratorio 4.000,00 5,00 20.000,00 10,65
Jornales flujo 1.000,00 20,00 20.000,00 10,65
Jornales preparacién medios 1.000,00 12,00 12.000,00 6,39
Jornales supervisién 1.000,00 12,00 12.000,00 6,39
Equipos 7.916,00 4,22
Equipos 7.916,00 1,00 7.916,00 4,22
Materiales 2.841,00 1,51
Varios 2.841,00 1,00 2.841,00 1,51
Insumos 13.055,40 6,95
Medio 1.600,00 5,00 8.000,00 4,26
Alcohol 295,00 1,00 295,00 0,16
Cloro 300,00 1,00 300,00 0,16
Jabén 1.610,00 0,10 161,00 0,09
Papel 4,00 8,00 32,00 0,02
Nova 500,00 2,00 1.000,00 0,53
Servilletas 200,00 2,00 400,00 0,21
Papel aluminio 1.500,00 0,20 300,00 0,16
Alusa plast 2.000,00 0,20 400,00 0,21
Bolsas de basura 150,00 2,00 300,00 0,16
Bolsas plasticas 50,00 4,00 200,00 0,11
Bolsas de papel 100,00 4,00 400,00 0,21
Hojas de bisturi 40,00 8,00 320,00 0,17
Cinta adhesiva 700,00 0,30 210,00 0,11
Tips - - - 0,00
Desinfectante 1.174,00 0,10 117,40 0,06
Mascarilla 34,00 2,00 68,00 0,04
Gorro 26,00 2,00 52,00 0,03
Cubre calzado 250,00 2,00 500,00 0,27
Servicios generales 24.020,00 12,79
Varios 20.000,00 1,00 20.000,00 10,65
Mantencién 4.020,00 1,00 4.020,00 2,14
Total laboratorio 118.832,40 63,28
Aclimatacion 60.000,00 31,95
Aclimatacion 25,00 2.400,00 60.000,00 31,95
Administracion (5%) 8.941,62 4,76
Administracion 1.000,00 8,94 8.941,62 4,76
TOTAL - - 187.774,02 100,00

* Meristemos iniciales (MI): 800
** Plantas finales (PF): 2.400
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Unidades/ Valor Unidades/ Valor Participacion
MI* $/MI PF** $/PF relativa %

0,06 88,75 0,02 29,58 37,81
0,0013 8,75 0,0004 29167 3,73
0,0063 25,00 0,0021 8,3333 10,65
0,0250 25,00 0,0083 8,3333 10,65
0,0150 15,00 0,0050 5,0000 6,39
0,0150 15,00 0,0050 5,0000 6,39
0,00 9,90 0,00 3,30 4,22
0,0013 9,90 0,0004 3,2983 4,22
0,00 3,55 0,00 1,18 1,51
0,0013 3,55 0,0004 1,1838 1,51
0,05 16,32 0,02 5,44 6,95
0,0063 10,00 0,0021 3,3333 4,26
0,0013 0,37 0,0004 0,1229 0,16
0,0013 0,38 0,0004 0,1250 0,16
0,0001 0,20 0,0000 0,0671 0,09
0,0100 0,04 0,0033 0,0133 0,02
0,0025 1,25 0,0008 0,4167 0,53
0,0025 0,50 0,0008 0,1667 0,21
0,0003 0,38 0,0001 0,1250 0,16
0,0003 0,50 0,0001 0,1667 0,21
0,0025 0,38 0,0008 0,1250 0,16
0,0050 0,25 0,0017 0,0833 0,11
0,0050 0,50 0,0017 0,1667 0,21
0,0100 0,40 0,0033 0,1333 0,17
0,0004 0,26 0,0001 0,0875 0,11
0,0000 - 0,0000 0,0000 0,00
0,0001 0,15 0,0000 0,0489 0,06
0,0025 0,09 0,0008 0,0283 0,04
0,0025 0,07 0,0008 0,0217 0,03
0,0025 0,63 0,0008 0,2083 0,27
0,0025 30,0250 0,0008 10,0083 12,79
0,0013 25,00 0,0004 8,3333 10,65
0,0013 5,03 0,0004 1,6750 2,14
0,12 148,54 0,04 49,51 63,28
3,00 75,00 1,00 25,00 31,95
3,00 75,00 1,00 25,00 31,95
0,0112 11,1770 0,0037 3,7257 4,76
0,0112 11,18 0,0037 3,7257 4,76
- 234,72 - 78,24 100,00
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ANEXO 3. Estructura y costos de produccion de frutillas Elite en
sistema in vitro convencional

Base de calculo y primera etapa de extraccion de meristemos y siembra in vitro

Operario 6.000 $/JH 750 $/HP
Técnico 16.000 $/JH 2.000 $/HP
Jefe técnico 40.000 $/|H 5.000 $/HP
Produccién anual plantas frutilla 4.900
Plantel de meristemos 100
Numero de repiques 3
Medio de cultivo/frasco 10 ml
Volumen medio de cultivo 1.000 ml
iTEM Unidad Unidad/ $/unidad  $/plantel $/
plantel meristemo
Labores
Preparacién medio de cultivo HP 4,00 2.000 8.000 80
Obtencién meristemos HP 12,00 2.000 24.000 240
Mantencién camara crecimiento HP 10,00 2.000 20.000 200
Subtotal labores - 26,00 - 52.000 520
Insumos
Agua destilada ml 9.000,00 0,19 1.710 17,10
Alusa foil m 1,50 93,00 140 1,40
Platillo de aluminio Unidad 1,00 796,00 796 7,96
Cloro | 0,50 339,00 170 1,70
Puntillas de micropipetas Unidad 3,00 3,14 9,42 0,09
Macronutrientes
Nitrato de calcio gr 1,00 0,02 0,02 0,00
Nitrato de potasio gr 0,25 0,02 0,01 0,00
Sulfato de magnesio gr 0,25 0,02 0,01 0,00
Dihidrogenofosfato de potasio gr 0,25 0,03 0,01 0,00
Micronutrientes
Acido etilendiam mg 37,50 0,03 1,13 0,01
Sulfato de fierro mg 27,00 0,02 0,54 0,01
Acido bérico mg 6,20 0,01 0,06 0,00
Sulfato de manganeso mg 16,90 0,06 1,01 0,01
Sulfato de zinc mg 8,60 0,02 0,17 0,00
Yoduro de potasio mg 0,83 0,28 0,23 0,00
Sodio molibdato mg 0,25 0,17 0,04 0,00
Sulfato de cobre mg 0,03 0,08 0,00 0,00
Cloruro de cobalto mg 0,03 0,42 0,01 0,00
Vitaminas
Glicina mg 2,00 0,04 0,08 0,00
Acido nicotinico mg 0,50 0,03 0,02 0,00
Piridoxina HCL mg 0,50 0,71 0,36 0,00
Tiamina HCL mg 0,10 0,38 0,04 0,00
Mio inositol mg 100,00 0,19 19,00 0,19
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iTEM Unidad Unidad/ $/unidad  $/plantel $/
plantel meristemo
Hormonas
Benzylaminopurina mg 0,00 10,77 0,01 0,00
Acido giberélico mg 0,00 17,24 0,00 0,00
Otros insumos
Glucosa monohidrato mg 40,00 0,01 0,55 0,01
Agar mg 7,00 0,10 0,71 0,01
Mio inositol mg 0,10 0,19 0,02 0,00
Hidréxido de potasio ml 0,50 0,01 0,01 0,00
Acido clorhidrico fumante ml 1,50 3,19 4,79 0,05
Alcohol etilico (95%) 1 ml 500,00 0,98 490,00 4,90
Alcohol etilico (95%) 2 ml 500,00 0,98 490,00 4,90
Cloruro de calcio (45%) It 1,00 - - 0,00
Hojas bisturi unidad 10,00 59,00 590,00 5,90
Papel estéril unidad 100,00 - - 0,00
Algodén hidrofilico gr 250,00 4,30 1.075,00 10,75
Subtotal insumos 5.498 54,98
Total 57.498,23 574,98

Fuente: Bertolini (2000)
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Segunda etapa de primer repique y primera multiplicacion

Explantes/plantel 100
Explantes/frascos 5
ml/frasco 100
medio cultivo (ml/frasco) 40
Etapa de crecimiento (meses) 1
iTEM Unidad  Unidad/  $/unidad $/plantel $/ $/1000
plantel explante explantes
Labores
Preparacién medio de cultivo HP 4,00 2.000 8.000 80 80.000,00
Repique HP 4,00 2.000 8.000 80 80.000,00
Mantencién camara de crecimiento HP 10,00 2.000 20.000 200 200.000,00
Subtotal labores 18,00 36.000 360 360.000
Insumos
Puntillas de micropipetas Unidad 3,00 3,13 9,39 0,09 93,90
Agua destilada ml 6.000,00 0,19 1.140 11,40 11.400,00
Platillo de aluminio Unidad 1,00 796,00 796 7,96 7.960,00
Alusa foil m 1,00 93,00 93 0,93 930,00
Cloro | 0,50 339,00 170 1,70 1.695,00
Macronutrientes
Nitrato de calcio gr 1,00 23,80 23,80 0,24 238,00
Nitrato de potasio gr 0,25 15,98 4,00 0,04 39,95
Sulfato de magnesio gr 0,25 17,67 4,42 0,04 44,18
Dihidrogenofosfato de potasio gr 0,25 27,98 7,00 0,07 69,95
Micronutrientes
Acido etilendiam mg 37,50 0,03 1,13 0,01 11,25
Sulfato de fierro mg 27,00 0,02 0,59 0,01 5,89
Acido bérico mg 6,20 0,01 0,06 0,00 0,62
Sulfato de manganeso mg 16,90 0,06 1,01 0,01 10,14
Sulfato de zinc mg 8,60 0,02 0,17 0,00 1,72
Yoduro de potasio mg 0,83 0,28 0,23 0,00 2,32
Sodio molibdato mg 0,25 0,17 0,04 0,00 0,43
Sulfato de cobre mg 0,03 0,08 0,00 0,00 0,02
Cloruro de cobalto mg 0,03 0,42 0,01 0,00 0,13
Vitaminas
Glicina mg 2,00 0,04 0,07 0,00 0,70
Acido nicotinico mg 0,50 0,03 0,02 0,00 0,15
Piridoxina HCL mg 0,50 0,71 0,36 0,00 3,55
Tiamina HCL mg 0,10 0,38 0,04 0,00 0,38
Mio inositol mg 100,00 0,19 19,22 0,19 192,20
Hormonas
Acido indol butirico mg 0,00 7,00 0,00 0,00 0,03
Benzylaminopurina mg 0,00 10,77 0,01 0,00 0,05
Acido giberélico mg 0,00 17,24 0,00 0,00 0,02
Otros Insumos
Glucosa monohidrato mg 40,00 0,01 0,55 0,01 5,48
Agar mg 5,80 0,10 0,59 0,01 5,92
Mio inositol mg 0,10 0,19 0,02 0,00 0,19
Hidréxido de potasio ml 0,50 0,01 0,01 0,00 0,05
Acido clorhidrico fumante ml 1,50 3,19 4,79 0,05 47,85
Alcohol etilico (95%) ml 1.200,00 0,98 1.176,00 11,76 11.760,00
Algodén hidrofilico gr 250,00 4,30 1.075,00 10,75 10.750,00
Subtotal insumos 4.527 45 45.270
Total 40.527,01 405,27  405.270,06

Fuente: Bertolini (2000)
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Tercera etapa de segundo repique y segunda multiplicacion

Brotes/plantel 100
Brotes/frascos 5
ml/frasco 100
Medio cultivo (ml/frasco) 40
Etapa de crecimiento (meses) 1
Brotes/repique 700
iTEM Unidad Unidad/  $/unidad $/plantel $/ $/1000
plantel brote brotes
Labores
Preparacién medio de cultivo HP 5,00 2.000 10.000 14,29 14.285,71
Repique HP 16,00 2.000 32.000 45,71 45.714,29
Mantencion camara de crecimiento HP 22,00 2.000 44.000 62,86 62.857,14
Subtotal labores 43,00 86.000 123 122.857
Insumos
Puntillas de micropipetas unidad 6,00 3,13 18,78 0,03 26,83
Agua destilada ml 10.000,00 0,19 1.900,00 2,71 2.714,29
Platillo de aluminio unidad 1,00 796,00 796,00 1,14 1.137,14
Alusa foil mt 6,00 93,00 558,00 0,80 797,14
Cloro It 1,00 339,00 339,00 0,48 484,29
Macronutrientes
Nitrato de calcio gr 6,00 23,80 142,80 0,20 204,00
Nitrato de potasio gr 1,50 15,98 23,97 0,03 34,24
Sulfato de magnesio gr 1,50 17,67 26,51 0,04 37,86
Dihidrogenofosfato de potasio gr 1,50 27,98 41,97 0,06 59,96
Micronutrientes
Acido etilendiam mg 225,00 0,03 6,75 0,01 9,64
Sulfato de fierro mg 162,00 0,02 3,53 0,01 5,05
Acido boérico mg 37,20 0,01 0,37 0,00 0,53
Sulfato de manganeso mg 101,40 0,06 6,08 0,01 8,69
Sulfato de zinc mg 51,60 0,02 1,03 0,00 1,47
Yoduro de potasio mg 4,98 0,28 1,39 0,00 1,99
Sodio molibdato mg 1,50 0,17 0,26 0,00 0,36
Sulfato de cobre mg 0,15 0,08 0,01 0,00 0,02
Cloruro de cobalto mg 0,15 0,42 0,06 0,00 0,09
Vitaminas
Glicina mg 12,00 0,04 0,42 0,00 0,60
Acido nicotinico mg 3,00 0,03 0,09 0,00 0,13
Piridoxina HCL mg 3,00 0,71 2,13 0,00 3,04
Tiamina HCL mg 0,60 0,38 0,23 0,00 0,33
Mio inositol mg 600,00 0,19 115,32 0,16 164,74
Hormonas
Acido indol butirico mg 0,00 7,00 0,02 0,00 0,03
Benzylaminopurina mg 0,00 10,77 0,03 0,00 0,05
Acido giberélico mg 0,00 17,24 0,01 0,00 0,01
Otros insumos -
Glucosa monohidrato mg 240,00 0,01 3,31 0,00 4,73
Agar mg 34,80 0,10 3,53 0,01 5,05
Mio inositol mg 0,60 0,19 0,12 0,00 0,16
Hidréxido de potasio ml 3,00 0,01 0,03 0,00 0,04
Acido clorhidrico fumante ml 9,00 3,19 28,71 0,04 41,01
Alcohol etilico (95%) ml 1.200,00 0,98 1.176,00 1,68 1.680,00
Algodén hidrofilico gr 250,00 4,30 1.075,00 1,54 1.535,71
Subtotal insumos 6.271 8,96 8.959
Total 92.271,47 131,82 131.816,38

Fuente: Bertolini (2000)
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Cuarta etapa de tercer repique y tercera multiplicacion

Brotes/plantel 700
Brotes/frascos 5
ml/frasco 100
Medio cultivo (ml/frasco) 40
Etapa de crecimiento (meses) 1
Brotes/repique 4.900
item Unidad Unidad/ $/unidad $/plantel $/ $/1000
plantel brote brotes
Labores
Preparacion medio de cultivo HP 40,00 2.000 80.000 16,33 16.326,53
Repique HP 104,00 2.000 208.000 42,45  42.448,98
Mantencion camara de crecimiento HP 44,00 2.000 88.000 17,96 17.959,18
Subtotal labores 188,00 376.000 77 76.735
Insumos
Puntillas de micropipetas unidad 30,00 3,13 93,90 0,02 19,16
Agua destilada ml 60.000,00 0,19  11.400,00 2,33 2.326,53
Platillo de aluminio unidad 10,00 796,00 7.960,00 1,62 1.624,49
Alusa foil mt 42,00 93,00 3.906,00 0,80 797,14
Cloro It 5,00 339,00 1.695,00 0,35 345,92
Macronutrientes -
Nitrato de calcio gr 40,00 23,80 952,00 0,19 194,29
Nitrato de potasio gr 10,00 15,98 159,80 0,03 32,61
Sulfato de magnesio gr 10,00 17,67 176,70 0,04 36,06
Dihidrogenofosfato de potasio gr 10,00 27,98 279,80 0,06 57,10
Micronutrientes -
Acido etilendiam mg 1.500,00 0,03 45,00 0,01 9,18
Sulfato de fierro mg 1.080,00 0,02 23,54 0,00 4,80
Acido bérico mg 248,00 0,01 2,48 0,00 0,51
Sulfato de manganeso mg 676,00 0,06 40,56 0,01 8,28
Sulfato de zinc mg 344,00 0,02 6,88 0,00 1,40
Yoduro de potasio mg 33,20 0,28 9,30 0,00 1,90
Sodio molibdato mg 10,00 0,17 1,70 0,00 0,35
Sulfato de cobre mg 1,00 0,08 0,08 0,00 0,02
Cloruro de cobalto mg 1,00 0,42 0,42 0,00 0,09
Vitaminas -
Glicina mg 80,00 0,04 2,80 0,00 0,57
Acido nicotinico mg 20,00 0,03 0,60 0,00 0,12
Piridoxina HCL mg 20,00 0,71 14,20 0,00 2,90
Tiamina HCL mg 4,00 0,38 1,52 0,00 0,31
Mio inositol mg 4.000,00 0,19 768,80 0,16 156,90
Hormonas -
Acido indol butirico mg 0,00 7,00 0,02 0,00 0,00
Benzylaminopurina mg 0,00 10,77 0,03 0,00 0,01
Acido giberélico mg 0,00 17,24 0,01 0,00 0,00
Otros Insumos -
Glucosa monohidrato mg 1.600,00 0,01 22,08 0,00 4,51
Agar mg 188,00 0,10 19,08 0,00 3,89
Mio inositol mg 4,00 0,19 0,77 0,00 0,16
Hidréxido de potasio ml 20,00 0,01 0,20 0,00 0,04
Acido clorhidrico fumante ml 60,00 3,19 191,40 0,04 39,06
Carbén activo gr 20,00 - - - -
Papel estéril unidad 700,00 - - - -
Hojas bisturi unidad 140,00 59,00 8.260,00 1,69 1.685,71
Alcohol etilico (95%) ml 2.000,00 0,98 1.960,00 0,40 400,00
Algodén hidrofilico gr 1.000,00 4,30 4.300,00 0,88 877,55
Subtotal insumos 42.295 8,63 8.632
Total 418.294,67 85,37 85.366,26

Fuente: Bertolini (2000)
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Quinta etapa de aclimatacién post in vitro

item Unidad Unidad/  $/ $ $/ $/1000 $/4900
planta  unidad totales planta plantas plantas
Labores
Mantencién y
manejo general JH 0,01 6.000,0  212.019,23 43,27 43.269,23  212.019,23
Subtotal labores 43,27 43.269,23  212.019,23
Insumos
Preparacién
mezcla desinfectada
Arena m3 0,00 6.750,0 874,01 0,18 178,37 874,01
Tierra de hoja m?3 0,00 7.628,00 987,69 0,20 201,57 987,69
Perlita m? 0,00 25.036,00 3.241,72 0,66 661,58 3.241,72
Turba m? 0,00 80.000,00 10.358,60 2,11 2.114,00 10.358,60
Bromuro de metilo gr 0,02 2,76 324,02 0,07 66,13 324,02
Manga polietileno m 0,00 1.300,00 1.122,18 0,23 229,02 1.122,18

Traspalnte de pléntulas
a contenedores
Contenedor
transparente Unidad 0,03 800,00 98.000,00 20,00  20.000,00 98.000,00
Transplante de
plantulas a seedlings

Speedling Unidad 0,01 1.100,00 51.824,85 10,58 10.576,50 51.824,85
Manejo

Captén gr 0,01 4,40 107,80 0,02 22,00 107,80

Benlate gr 0,00 8,50 104,13 0,02 21,25 104,13

Systhane cc 0,00 65,70 32,19 0,01 6,57 32,19

Salut cc 0,00 9,98 56,24 0,01 11,48 56,24

Magjister cc 0,00 24,10 82,66 0,02 16,87 82,66
Subtotal insumos 167.116 34 34.105 167.116
Total aclimatacion 77,37 77.374,56  379.135,32

Fuente: Bertolini (2000)
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ANEXO 4. Homologacion de estructuras de costos in vitro

| en arandanos y frutillas Elite

convenciona

Base de calculo en ambas especies y estructura homologada para arandanos

320.000

Sueldo mensual bruto laboratorista in vitro

Horas profesionales/mes

Costo $/HP

160
2.000

100
4.900

Meristemos iniciales
Plantas finales
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Estructura homologada para arandanos
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ANEXO 5. Estructuras de costos in vitro SIT en arandanos

(adaptado del proyecto precursor)
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ANEXO 6. Costos de produccion arandanos mediante sistema SIT
(proyecto precursor)

Item Valor unitario Cantidad Total
Personal - - 53.000,00
Jefe 7.000,0 1,0 7.000,0
Laboratorio 4.000,0 4,0 16.000,0
Jornales flujo 1.000,0 16,0 16.000,0
Jornales preparacién medios 1.000,0 8,0 8.000,0
Jornales supervision 1.000,0 6,0 6.000,0
Inversiones mayores - - 21.071,1
Equipos 7.916,0 1,0 7.916,0
Accesorios neumaticos 9.247,8 1,0 9.247,8
Accesorios eléctricos 3.907,3 1,0 3.907,3
Inversiones menores 11.010,0 1,0 11.010,0
Insumos - - 77.255,4
Medio 1.400,0 9,0 12.600,0
Alcohol 295,0 1,0 295,0
Cloro 300,0 1,0 300,0
Jabén 1.610,0 0,1 161,0
Papel 4,0 8,0 32,0
Toalla papel 500,0 2,0 1.000,0
Servilletas 200,0 2,0 400,0
Papel aluminio 1.500,0 0,2 300,0
Alusa plast - 0,2 -
Bolsas de basura 150,0 2,0 300,0
Bolsas plasticas 50,0 4,0 200,0
Bolsas de papel 100,0 4,0 400,0
Hojas de bisturi 40,0 8,0 320,0
Cinta adhesiva 700,0 0,3 210,0
Tips - - -
Desinfectante 1.174,0 0,1 117,4
Mascarilla 34,0 2,0 68,0
Gorro 26,0 2,0 52,0
Cubre calzado 250,0 2,0 500,0
Aclimatacion 15,0 4.000,0 60.000,0
Servicios generales - - 34.020,0
Varios 30.000,0 1,0 30.000,0
Mantencion 4.020,0 1,0 4.020,0
Administraciéon 10% - 9.817,8
Total laboratorio - - 206.174,4
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ANEXO 7. Costos de implementacion del sistema SIT*

item Inversion original (importados) Inversion (materiales nacionales)
Cantidad Valor Total Cantidad  Valor Total
unitario unitario

Compresor 1,5 HP 1 129.000 129.000 1 129.000 129.000
Vélvulas MAC 4 32.175 128.700 2 45.608 91.216
Equipo fluorescente c/ tubos 20 2.700 54.000 20 2.700 54.000
Reloj horario 1 19.800 19.800 1 19.800 19.800
Contactores 2 21.000 42.000 2 21.000 42.000
Programadores 1 260.000 260.000 1 75.471 75.471
Tubos 10 -1,5 (mm) 20 2.312 46.240 20 2.312 46.240
Tubos 8 -1,5 (mm) 4 770 3.080 4 770 3.080
Filtro aire 1 327.600 327.600 1 43.800 43.800
Cable (m) 30 70 2.100 30 70 2.100
Botellas 40 14.310 572.400 40 14.310 572.400
Tapones 40 14.488 579.520 40 14.488 579.520
Derivaciones 10 15 3.887 58.305 15 2.487 37.305
Derivaciones 10-8 40 2.782 111.280 40 3.503 140.120
Unién codo 10 6 2.561 15.366 6 3.000 18.000
Vélvula flujo 2 7.508 15.016 2 7.477 14.954
Racor HI 10 2 1.476 2.952 2 2.207 4.414
Racor HE 10 5 2.451 12.255 5 1.331 6.655
Vélvula compuerta 1 7.508 7.508 1 6.500 6.500
Tapén GS 10 10 774 7.740 10 701 7.010
Tapén GS 8 30 750 22.500 30 700 21.000
Correas plasticas 100 15 1.500 100 15 1.500
Materiales menores 1 20.000 20.000 1 20.000 20.000
Mangueras silicona 15 2.321 34.815 15 2.321 34.815
Subtotal - - 2.473.677 - - 1.970.900
Internacién y transporte 1 825.500 825.500 - - -
Montaje y puesta en marcha 1 7.637.409 7.637.409 - - -
Total - - 10.936.582 - - 1.970.906

Notas:

e Extraido del proyecto precursor.

e Basado en el disefio de un médulo de sistema de inmersién temporal con 20 unidades equivalentes a 40
frascos.

¢ Se valoré cada una de las unidades que se requiere para su implementacién. Se consideré la situacion al
inicio del proyecto precursor, donde se importé parte importante de los materiales y equipos y la situacion
posterior, es decir utilizando materiales nacionales.

e En la situacién inicial del proyecto se valoré el transporte, la internacion, el disefio y montaje del sistema
(no se considerd el costo de los estantes necesarios).
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Ademés se utilizé la informacién obtenida en las entrevistas realizadas a las siguientes personas:

e Marcela ZUGiiiga, ingeniera agrénoma, directora ejecutiva Viveros Sunnyridge Ltda., Melipilla,
Regién Metropolitana. Correo electrénico: marcela.zuniga@sunnyridge.cl.

e Oscar Mario Paredes, ingeniero agrénomo, investigador de INIA - Quilamapu, Chillan, Region
del Biobio. Correo electrénico: mparedes@inia.cl.

e Ximena Henzi, gerenta general Valdiflora, Valdivia, Region de Los Rios. Correo electrénico:
secretaria@valdiflora.cl.

e Sandra Ascencio, Valdiflora, Valdivia, Regién de Los Rios. Correo electrénico: sascencio@
valdiflora.cl.

e \Viviana Becerra, ingeniera agronoma, M.Sc., investigadora genética de INIA - Quilamapu,
Chillan, Regién del Biobio.
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ANEXO 9. Documentacion disponible y contactos

La publicacién Resultados y Lecciones en Sistema de Inmersion Temporal en Especies Anuales,
Frutales y Vides se encuentra disponible a texto completo en el sitio de FIA en Internet (www.fia.
gob.cl), en la seccién Banco de Negocios FIA.

El Banco de Negocios FIA se implementé durante el afio 2008 y su objetivo es transferir un con-
junto de opciones de proyectos y negocios factibles desde el punto de vista de su rentabilidad
econdémica y viabilidad técnica, incluyendo ademas, informaciéon de los ambitos de mercado,
gestion y comercializacion.

También incorpora el andlisis de los resultados de iniciativas y proyectos con bajo potencial de
aplicacién inmediata por otros usuarios, aunque con resultados valiosos y orientadores, donde se
consignan las oportunidades y las limitantes que quedan por superar en las opciones analizadas.

Este servicio técnico comercial es una instancia pionera en Chile, que se inserta en el trabajo que
realiza la Fundacion y esta orientado a difundir y explotar los resultados valorizados de los proyec-
tos que ha cofinanciado.

Para ingresar directamente a las publicaciones, siga los pasos que se detallan a continuacion:

1°: entrar a http://aplicaciones.fia.cl/valorizacion/home.aspx

2°: en el men( (izquierda) seleccionar “Planes de negocio y modelos aprendidos-Documentos”
3°: seleccionar “Ver Todo”

4°: seleccionar “Ver Ficha”

5° y dltimo: seleccionar “Documentos Asociados”. Aqui se encuentran los libros y fichas corres-
pondientes a cada plan de negocio o modelo aprendido.

En esta misma seccién existe el campo “Precursores”, que ofrece vinculos hacia los proyectos
precursores que dieron origen a los documentos y que se encuentran en la base de datos de ini-
ciativas apoyadas por FIA. Desde esta base de datos se accede a la ficha resumen de cada proyecto
precursor, que contiene informacién adicional sobre éstos, y a los contactos de los ejecutores y
profesionales participantes. Adicionalmente, esta ficha contiene un vinculo al SIG (Sistema de
Informacion Geografica) de FIA, para identificar con precision la ubicacién del proyecto en parti-
cular.

Toda esta documentacién puede consultarse también en los Servicios de Informacién para la In-
novacion de FIA, ubicados en:

Centro de Documentacién en Santiago
Loreley 1582, La Reina, Santiago. Fono (2) 431 30 96

Centro de Documentacion en Talca
6 norte 770, Talca. Fono-fax (71) 218 408

Centro de Documentacion en Temuco
Bilbao 931, Temuco. Fono-fax (45) 743 348
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