En la etapa de incremento de peso se utilizo el
medio MS adicionado con 60 gL' de sacarosa
Esto, basado en uno de los primeros informes
relacionados con la microbulbificacion sincro-
nizada in vitro en ajos de sanidad controlada, el
que fue realizado por Racca (1989) citado por
Izquierdo y Quiones (2003). Este autor utiliza
como medio basal MS a la mitad suplementa-
do con 0.3 ppm de ANA y 3 ppm de 2-ip, pero
las pérdidas fueron superiores al 70% cuando
se transfirieron las plantulas propagadas in vitro
directamente a macetas. Este inconveniente se
solucioné transfiriendo las vitroplantas después
de la fase de multiplicacion a un medio MS di-
luido a la mitad sin suplemento de auxinas ni
citoquininas y suplementado con sacarosa. A
los 90 dias se obtuvo un 62% de bulbificacién
con 60 gL' de sacarosa. Estos microbulbillos
alcanzaron una sobrevivencia superior al 85%
en campo, siempre y cuando su tamafo fuera
superior a 3 mm de diametro.

Los bulbos obtenidos correspondieron a cali-
bres de bulbos de tamaiio floral y sin presencia
de raices; lo que en concordancia con lo sefiala-
do por Boutherin y Bron (1994), quienes indi-
can que las raices nacidas in vitro son extrema-
damente fragiles y colocadas en contacto con
un sustrato, mueren y seria necesario esperar
la formacién y el crecimiento de nuevas raices
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para que la planta se nutra; dejaria material de
facil manipulaciéon para su posterior aclimata-
cion.

Respecto del rendimiento obtenido (nimero de
bulbillos por explante) la tasa fue mayor en ex-
plantes provenientes de bulbo. Asi también, ex-
plantes provenientes de la zona basal de la hoja,
tendrian un mayor potencial para generar bulbi-
llos, en relacidon con explantes provenientes de
otras porciones de hoja.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La duplicaciéon cromosdémica ha sido amplia-
mente utilizada en horticultura para obtener
nuevas y/o mejorar caracteristicas agrondmi-
cas. En especies de uso ornamental esta técnica

ha permitido lograr flores de mayor tamafio y
de texturas mas intensas, asi como un periodo
de floracion mdas prolongado. Para realizar un
aumento de ploidia en vegetales, es frecuente el
tratamiento de plantulas jovenes en crecimiento
activo con colchicina, un alcaloide natural con
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accién antimitotica. Desde los tratamientos de
colchicina aplicados in vitro, es posible obtener
una poblacion numerosa de plantas, sin embar-
g0, s6lo una pequefla fraccion de los individuos
sobrevivientes a los tratamientos con el alcaloi-
de son efectivamente autopoliploides. El pre-
sente trabajo tiene como objetivo dar a conocer
los resultados obtenidos en los experimentos de
induccion de poliploidia mediante la aplicacion
de antimitoticos a plantulas jovenes in vivo e in
vitro y en el desarrollo de nuevas técnicas de
deteccion de estos autopoliploides desde una
poblacion de plantas tratadas de Rhodophiala.

MATERIAL Y METODOS

En una primera etapa se realizaron experimentos
in vivo a partir de tratamientos a semillas en ger-
minacion de R. splendens, sometiendo material
vegetal de 2 a 10 dias luego de la germinacion a
soluciones de colchicina 0,05% y 0,2% por 4y
12 horas. Luego las plantas fueron cultivadas en
macetas con sustrato turba: vermiculita: perlita.
Se realizaron recuentos cromosomicos en aplas-
tados de los meristemas radicales tratados con la
reccion de Feulgen modificada para evaluar el
¢éxito de la induccion. En una segunda etapa se
realizaron experimentos in vitro con R. monta-
na, R splendens, R. bagnoldii y R. rhodolirion,
tratdndose plantulas provenientes de semillas
germinadas in vitro con soluciones de colchi-
cina al 0,1% durante 8 horas y 0,2% durante
4 horas. También se trataron bulbillos in vitro
en medio de cultivo liquido Murashigue Sko-
og adicionado con 0,05% de colchicina (p/v)
en agitacion. El éxito de la induccion se evalud
mediante recuentos cromosoémicos en plantu-
las provenientes de subcultivos de las plantas
tratadas. Debido a que la realizacién de recuen-
tos cromosomicos es un proceso laborioso al-
tamente demandante en tiempo, en una tercera
etapa se realizaron investigaciones conducentes
a desarrollar nuevas técnicas para la deteccion
de autopoliploides inducidos. Para esto se es-
tudié un grupo de 14 plantulas de R. montana,
7 de ellas diploides y otras 7 tetraploides (de-
terminadas mediante recuentos cromosomicos)
investigdndose la asociacidon entre el tamafio
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de estomas y el nivel de ploidia y la aplicacion
de la técnica de citometria de imagenes para la
estimacion de la cantidad de ADN nuclear. La
estimacion de la cantidad de ADN en los nu-
cleos celulares se realizd con las mismas pre-
paraciones citologicas antes descritas. De ellas
se obtuvieron 3 a 4 nuevas microfotografias en
escala de grises, desde las cuales se midieron
un total de 15 nucleos en estado de interfase por
planta. Utilizando el programa computacional
UTHSCSA Image Tool (disponible en http://
ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html) se obtuvo el
valor Integral de Densidad Optica (IOD). Este
valor IOD, considera el tamafio ¢ intensidad de
pigmentacion de cada ntcleo tefiido con la re-
accion Feulgen.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se logré la induccidn de poliploidia en R. splen-
dens y R. montana. Los resultados de la induc-
cién de poliploidia in vivo en R. splendens se
muestran en os Cuadros 1, 2 y 3.

En cuanto al estudio del tamafio de estomas
y citometria de imagenes en 14 plantas de R.
montana los resultados muestran que si bien las
plantas poliploides en promedio tienen estomas
de mayor tamafio, no es posible discriminar el
nivel de ploidia en forma individual del 100%
de las plantas, debido a que los valores obteni-
dos no reflejan una clara separacion entre los
dos grupos. El analisis citométrico de las ima-
genes obtenidas de los nucleos de los individuos
diploides arroja como promedio un contenido
relativo de ADN de 12,83+1,34 millones (valor
10D sin unidad) y de 24,10+1,62 millones para
los individuos poliploides. Concordante con la
teoria de la duplicacion del contenido de ADN
en el caso de individuos autotetraploides estos
presentan un valor cercano al doble (1,88) del
contenido de ADN que las plantas diploides.
El promedio IOD de las plantas diploides mas
2 veces su desviacion estandard (15,51 millo-
nes) y el promedio de los poliploides menos 2
veces su desviacion estandard (20,86 millones)
pueden ser utilizados como pardmetros de se-
leccion con un 100% de eficiencia.*



Cuadro 1. Induccion de poliploidia in vivo en R. splendens.
Table 1. Induction of in vivo polyploidy in R. splendens
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Tratamiento Sobrevivencia N° Analizadas Poliploides* Mixoploides Diploides
% % % %
0.05% col. x4 h 69% 18 11 % 33% 67%
0.05% col.x 12 h 40% 5 20 % 0 80%
02% col. x4 h 21% S 60 % 40% 0
0.2% col.x 12 h 0.05% 1 0 0 100%
Testigo 100 %
10 uMtrifx 24 h 66% 17 0 12.5% 58.3%
100 uM trifx 24 h 41% 19 52% 15.7% 78.9%
Cuadro 2. Induccion de poliploidia aplicando colchicina in vitro a R. splendens
Table 2. Polyploidy induction applying colchicine to R. splendensin vitro
Tratamiento N° Sobrevivencia N°® Poliploide Mixoploides  Diploides
Tratadas % Analizadas % % %
01%x8h 68 83 12 0 25 75
02%x4h 69 64 14 20 33 46
Cuadro 3. Induccion de poliploidia aplicando colchicina in vitro a R. montana
Table 3. Polyploidy induction applying colchicine to R. montanain vitro
Tratamiento No Sobrevivencia N° Poliploide = Mixoploides  Diploides
Tratados % Analizado % % %
0.1x8h 312 33 10 20 0 80
02x4h 312 44 10 20 0 80
0.05 x 5d 60 60 31 38 19 41
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