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RESUMEN

Gomortega keulg¢Mol.) Baillon, queule, es una especie arbéredgsrica, monotipica
y catalogada en peligro de extincion. La espechathan pequefas superficies de la
Cordillera de la Costa, entre las provincias deqDanes 35°46’ S y Arauco 37°41’ S.
Las poblaciones descritas se encuentran insertgdaataciones exoticas, poseen un
bajo nimero de individuos y existe una escasa eggeidnin situ, principalmente
sexual. Por estas razones, resulta imprescindgiieiar alternativas a la propagacion
tradicional, como lo es el cultivo de tejidos vedes. Ademas, investigar posibles
factores, como la existencia de compuestos inhiegldales como acido abscisico
(ABA) y fenoles que pueden influir en la baja tdsagerminacion. Por otro lado, dado
que la diversidad genética es requerida para adaptacambios en las condiciones
medioambientales, conocer la variabilidad genétealas poblaciones remanentes
permite capturar individuos genéticamente distipasa fines de conservacion. Es por
ello, que el objetivo de esta investigacion fueropecopagar individuos déomortega
keulepara la conservacitex situde la especie y cuantificar inhibidores asociadses a

germinacion.

La variabilidad genética se estimé en tres relialesla Provincia de Concepcion
utilizando la técnica AFLP (polimorfismos en la ¢iad de los fragmentos
amplificados). El sitio con mayor porcentaje deirpolfismos correspondiéo a Cerro
Neuque, con un 84,6%, seguido por Coroney y Hualgah 59,6% y 42,3%,
respectivamente. Se obtuvo respuesta morfogénigarir de material vegetal de
diferentes edades (embrionario, juvenil y adult@eydetermind que el mayor porcentaje
de establecimiento en material adulto se logrdzatidlo una asepsia con etanol al 30%
(v/v) por dos min y 50% (v/v) de hipoclorito de spgor 20 min. La solucion mineral
Murashige y Skoog (MS) result6 ser significativateemejor solo para la brotacion de un
genotipo (30%). La induccion callogénica de maltex@ulto y embrionario se logro en
medio Woody Plant Medium (WPM) con &cido 2,4-diofenoxiacético (2,4-D, 1 mL})

y Kinetina (Kin, 1 mL %) y sélo en tejido embrionario se observaron estras
proembriogénicas. La cantidad de fenoles totalesegnmentos de semillas de la
temporada fue significativamente mayor que en teguos de semillas de temporadas
anteriores. La germinacidn vitro no se vio influenciada por la aplicacion exdgeea d

acido giberélico (GA), obteniendo un porcentaje de conversion a plamaximo de



29,17%. La relacion giberelinas:ABA fue en todos fatamientos positiva y el acido
indol acético (AlA) significativamente mayor en emobes en proceso de germinacion
in vitro. Las principales sustancias de reserva en sendéa&. keuleen orden
decreciente fueron lipidos, proteinas y almidémadige las primeras etapas se observo
consumo de lipidos y proteinas. En cambio, losudodnde almidén fueron siempre
pequefios, escasos y sin evidencia de ser una fuem@bohidratos durante el periodo

germinativo estudiado.

La informacion obtenida sirve de base para invasiomes futuras, ademas de
contribuir al desarrollo de estrategias de consédwaque permitan avanzar en la

proteccion, mejoramiento genético y regeneracioestie especie amenazada.



ABSTRACT

Gomortega keulgMol.) Baillon, queule, is an endemic tree specas the only
member of the Gomortegaceae family. It is listedm&ndangered species. Queule live
in small, confined areas in the Chilean Coast Qlerdi between Cauquenes 35°46’ S
and Arauco 37°41’ S. The remaining populations Hawenumbers of individuals, are
surrounded by exotic plantations and have a low oéin situ sexual regeneration. For
this reasons, it is essential to study alternatigesaditional propagation, such as plant
tissue culture and to investigate possible gernanainhibitors, like abscisic acid
(ABA) and phenols that may influence the low rategermination. Additionally, the
importance of genetic variability in determiningspecies ability to adapt to changing
environmental conditions, it is necessary to sttitly genetic variability of queule’s
remaining populations in order to make an infornteshservation strategy for the
species as whole. Therefore, the aim of this rebeaas to micropropaga@omortega
keule individuals for ex situ conservation and to quantify inhibitors affectitige

germination of its seeds.

The genetic variability of three isolated, relictgulations of queule from the Province
of Concepcion was estimated using AFLP. The rghopulation with the highest
percentage of polymorphism was located in Cerrogheuwith 84.6%, followed by
Coroney and Hualqui with 59.6% and 42.3%, respebtivMorphogenic response was
obtained from plant material of different ages (eyohic, juvenile and adult) andhe
highest percentage of adult tissue establishmestokgained by following an aseptic
protocol of 30% (v/v) ethanol wash for two minugesl 50% (v/v) sodium hypochlorite
soak for 20 minutes. The mineral solution Murashagel Skoog (MS) was only
significantly better medium for the sprouting ofgenotype (30%). The callogenic
induction of adult and embryonic plant material veatiieved in Woody Plant Medium
(WPM) supplemented with 2,4-dichlorophenoxyacetic §2,4-D, 1 mL [) and Kinetin
(Kin, 1 mL L™%). Proembryonic structures were only observed ibrgamic tissue cultues.
Total phenols in seed integumuments were signifigdigher in seeds collected from the
current season than those collected from previeasansin vitro germination was not
influenced by the exogenous application of giblierelcid (GAs) and plant convertion
rate of 29.17% was obtained. The balance betwddrergllins and abscisic acid was

positive in all treatments and indolacetic acid vaggh only in germinating embryos.



The mainG. keuleseed reserves in descending order were lipid$eipsy and starch.
During the early germination stages, lipids andtgans were primarily consumed. In
contrast, the starch granules were always smallsaacte, and there was no evidence

that starch was an important source of nutritionmduthe germination period studied.

The information obteined provides a basis for fetuesearch and contributes to the
development of conservation strategies to bettetept, improve and regenerate this

endangered species.



INTRODUCCION GENERAL

Antecedentes generales ddomortega keuléMol.) Baillon

Las especies nativas chilenas han ido recuperandtoportancia ecoldgica y econdémica luego

de haber sufrido un fuerte deterioro, producto al@xitraccion indiscriminada de los mejores

individuos del bosque para ser sustituidos portptaones forestales (Bustamauteal. 2005).

Sin embargo, el conocimiento del estado de consiémvale la flora chilena es aln escaso y
difuso. Mediante catastros se ha determinado gsieniayores problemas de conservacion se
concentran entre las regiones de Valparaiso y i@eBB, producto de la mayor concentracion de

poblacion humana y actividades agroindustrialestibt@enaet al 1995).

El nimero total de plantas amenazadas en Chilecesto, no obstante, el Libro Rojo de la Flora
Terrestre de Chile (Benoit 1989) incluye 333 esgg¢casi el 6% de la flora chilena) en las
categorias Extinta, En Peligro, Vulnerable o Raeaprimera lista global de plantas amenazadas
de la Unidn Internacional para la Conservacional@&aturaleza (UICN) incluyd 323 especies
chilenas (Walter y Gillett 1998). De esta lista, &jpecies se encuentran en las regiones del
Maule y del Bio-Bio. Entre estas especies cinco gida catalogadas en riesgo de extincion,
nueve como vulnerables y 12 como raras (Benoit 1988r su parte, Arroye@t al (2004)
informan que estas regiones han sido consideradasodde loshotspot de biodiversidad
chilenos. Por otro lado, Villagran (1994) expone da mayor cantidad de especies lefiosas de
Chile se presentan entre el rio Maule y el rio Bio-(36 y 38°S), zona geogréafica en que se
concentran buena parte de los endemismos arbdReasirrente en esta area geografica es la
marcada fragmentacion que exhiben las comunidadagates (Bustamante y Grez 1995),
principalmente en la Cordillera de la Costa, lal gmasenta una profunda alteracion del paisaje
producto de la prolongada historia de perturbac@mropicas (desmonte, actividades agricolas,
ganaderia extensiva, actividades mineras e indles)i Adicionalmente, durante las Ultimas
décadas, la sustitucion y establecimiento de adtiforestales exoticos y emplazamientos
urbanos densamente poblados ha restringido la a@@et natural a escasos remanentes
localizados en quebradas (Bustamaattal. 2005, Smith-Ramireet al. 2005).



Con el propédsito de proteger los ecosistemas faesstla Corporacion Nacional Forestal
(CONAF) ha desarrollado lineas de gestion que apuatla conservacion y uso sustentable de
los recursos (CONAF 2005). Dentro de estas lineastablece @omortega keuleomo una de
las especies prioritarias para promover su consémvadado principalmente a su condicion de
especie monotipica y endémica (Rodrigaeal 2005, Allendorf y Luikart 2007). Por lo tanto,
las herramientas de gestion deben apuntar a egsa®tque permitan cambiarla de su actual

estado “En Peligro de Extincion” a una categorian@aor riesgo o vulnerabilidad.

Gomortega keul¢Mol.) Baillon (queule), es una especie arboreaatipica y monogenérica de
la familia Gomortegaceae. Queule es un arbol mongierennifolio que puede alcanzar 25-30 m
de altura, frondoso, de tronco recto, cilindrice, lthsta 60 cm de diametro y generalmente
multifustal producto del rebrote de tocdfiguralA). Presenta flores en inflorescencia terminal o
axilar (Figura 1B). El fruto es una drupa ovoide o globofsag(ra 1C) y sus semillas se
encuentran al interior de un endocarpio gruesotrepéd-igura 1D). Florece, por lo general, de
abril a mayo, aunque durante gran parte del afdupeoflores. Los frutos completan su madurez
en 17-20 meses y se encuentran desde fines de marmmienzos de mayo (Mufioz 1973,
Rodriguezet al 1983, Marticorena y Rodriguez 2001, Rodrigeeal 2005, Le Quesne y Stark
2006, Muioz- Concha y Saud, 2011).

Queule despierta gran interés cientifico debidouaescasa area de distribucion. Habita en
pequeflas y fragmentadas superficies, restringiéndas quebradas humedas y faldeos
preferentemente de exposicion sur en la Corditleréa Costa, desde la provincia de Cauquenes
(35°46’S) hasta la de Arauco (37°41'$jidura 2) (Armestoet al. 1995, Hechenleitnest al
2005, Le Quesne y Stark 2006). Los pequeiios rodsdegpresentan formando unidades
fisondmicas homogéneas y puras, aunque en ocasier@esenta asociado a especies higrofilas
como el pitao, avellano y lingue, entre otros, ¢as que conforma remanentes del Bosque
Maulino (Armestoet al. 1995). Segun San Martin y Sanchez (1999) se cansgl@amente 22
poblaciones, las que se encuentran insertas ematna de vegetacion exotica y afectada por un
intenso efecto de borde encontrandose en constar@raza de ser talados para ser reemplazados

por plantaciones artificiales (Marticorena y Rodeg 2001). S6lo se encuentran protegidas dos



poblaciones, en la Reserva Nacional Los QueulesRelserva Nacional Los Ruiles, y desde el
afio 1995 fue declarado Monumento Natural (CONAF200

Figura 1. Gomortega keuleA. Arbol en relicto de la Provincia de Concepcidh Flores
terminales. C. Fruto. D. Semilla.

Figura 2. Distribuciéon geogréafica d&omortega keulélmagen modificada de Mufioz-Concha y
Davey 2011).



La literatura establece diversos factores que ibuyen a mantener a una especie en amenaza de
extincion y éstos actuarian sinérgicamente. Proddetla intervencién antropica se produce la
pérdida del habitat, la introduccion de especias,sbbre explotacién y contaminacion.
Adicionalmente, la interaccién de factores estac@stambientales, demograficos y genéticos
incrementarian el riesgo de extincion principalreeapoblaciones de reducido tamafo (Primack
2000, Frankharet al 2004, Hunter y Gibbs 2007).

Importancia de la variabilidad genética para la coservacion deGomortega keule

Reportes sefialan gqua pérdida de variabilidad genética en las pobtaesocontribuye a la
extincién, dado que disminuye su capacidad de ad#pt a cambios medioambientales, por lo
cual es vital su conocimiento en especies rarasncatgun grado de amenaza (Frankretnal
2004).

La variabilidad genética, en consecuencia, se tablesido como un objetivo prioritario en los
planes de conservacion, siendo de gran interésdhalios que evallan poblaciones naturales
para detectar variantes genéticos Unicos y/o cedealiversidad genética, disefiando actividades
de conservaciom situy ex situpara proteger la integridad de reservas genétigigas (Toribio

y Celestino 2000). En este contexto, las zonasqneentran los mayores niveles de variabilidad

son las mas importantes desde el punto de videaamservacion de una especie.

Entre las técnicas utilizadas para estimar la béidad genética se encuentran los marcadores
moleculares. Estos permiten reconocer directamesteliferencias genéticas entre individuos,
obteniéndose un "perfil molecular" o "fingerprimgincaracteristico para cada especie o variedad,
independiente de las condiciones de crecimientasiplantas (Wang y Szmidt 2001, Weisetg

al. 2005, Semaget al 2006). Ademas, permiten obtener mejores estimasiade la diversidad
genética de una poblacién determinada, asi comoniicion sobre frecuencias alélicas, nivel de
heterocigosidad de una poblacién y subdivision delgciones, entre otras, en un periodo de
tiempo menor al ocupado mediante estrategias corr@les (Parkeet al 1998, Toro y

Caballero 2005). Se estima por tanto, que un pnograrientado a recuperar las especies debiera



considerar la variabilidad genética de poblaciamsrrales aisladas entre si (Rao 2004). Deben
ser considerados varios criterios al momento degesaun marcador molecular. En este sentido,
es importante considerar si el marcador es repiblduentre laboratorios, si es dominante o co-
dominante, lo que permitiria distinguir entre hoigot y heterocigoto, la cantidad de sitios
polimérficos que este detecta y la cantidad de maieicial requerido para el andlisis (Osnm&tn

al. 2003, Semagat al 2006).

En especies con algun grado de amenaza se haaduildistintos marcadores moleculares para
estimar la variabilidad genética y realizar andligle paternidad, entre ellos: RAPDs
(polimorfismo del ADN amplificado al azar) (Torresal 2003, Jayaram y Prasad 2008), ISSR
(intermicrosatélites) (Caet al. 2006, Huangt al 2009), SSR o microsatélites (Azpilicuetaal
2004) y AFLPs (polimorfismos en la longitud de feagmentos amplificados) (Palacies al
1999, Kimet al. 2005, Niet al. 2006, Xiacet al 2006).

En especies nativas se ha informado el uso de dwes moleculares para estimar la
variabilidad genética eRitzroya cupressoidegAllnut et al 1999), Pilgerodendron uviferum
(Allnutt et al 2003), Berberidopsis collarina(Etisham-Ul-Haget al 2001) y en el género
Nothofagus spp(Gallo et al. 2006). EnG. keulese determiné la variabilidad genética mediante
ISSR en tres poblaciones ubicadas en el rango derse distribucion, obteniéndose un 30,26%
y un 69,74% de variabilidad entre y dentro de poblees, respectivamente (Herretaal 2005).
Posteriormente se amplié el estudio hasta el rangde su distribucion obteniéndose un 27% de
variabilidad entre poblaciones y un 73% dentro atedoblaciones; siendo aquellas con mayor
namero de individuos las de mayor variabilidad EaGonzalegt al 2008). Ademas, Lander
et al (2007) reportan el desarrollo de 8 microsatélites cuales fueron utilizados por los
mismos autores (2009, 2010) para dilucidar el figagenes existente dentro y entre poblaciones
de G. keuledistanciadas hasta 6 km, asi como también laiedepblinizacion existente entre
areas de bosque nativo y sistemas agricolas nusinte.

Para conservar y reproducir especies raras o0 amdmszes primordial capturar la mayor

variabilidad genética (Harding 2003, Harris 20@3ntro de las técnicas utilizadas para este fin,
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los AFLPs permiten analizar una amplia porciongiioma y no requiere previo conocimiento
de la secuencia de ADN para su aplicacion. Estaid#se basa en la amplificacion por PCR
(Polymerase Chain Reaction) de fragmentos de AQJératios con dos enzimas de restriccion
(Voset al 1995, Wang y Szmidt 2001, Xiab al 2006).

Micropropagacion de Gomortega keuley su conservaciorex situ

La conservacion de una especie incluye estratggegermitan su preservacion, mantenimiento,
uso sostenible, restauracion y mejoramiento delemd natural. Si las estrategias se desarrollan
en su habitat natural se denomina conservariositu y si se realizan fuera de &x situ
(Hechenleitneret al 2005). Por ello, dentro de un plan de conserviaods vital conocer o
determinar la variabilidad genética de una espemepbstante, también es necesario definir la

técnica de propagacion mas adecuada a utilizandagspecie en estudio.

En tal sentido, la propagacion vegetativa converati@o micropropagaciom vitro de arboles
adultos, ofrecen la ventaja comun de transferia t@adganancia genética desde el arbol donante
hacia la descendencia, por lo cual, son consideradano el medio mas efectivo para el
establecimiento de huertos clonales a partir daviothabs de interés ecolégico o con
caracteristicas de interés economico como calidadnddera, produccion de frutos, vigor,
resistencias, entre otros (Pierik 1990). La prop#gavegetativa, constituye un modo rapido y
alternativo a la reproduccién sexual para la captlie la ganancia genética, cuando el arbol
alcanza una edad critica de conservacion o dealadulto). Como consecuencia de esto,
individuos con una edad adulta que permitan unluaei®n adecuada de sus caracteristicas para
seleccion, son dificiles de propagar (recalcitrstinto con otras caracteristicas inherentes a la
biologia de los arboles (Hasbun 200Bx produccion forestal ha desarrollado métodos de
propagacion vegetativa, entre ellos, el culiivaitro de érganos, tejidos y células, que presenta
ventajas incuestionables en determinar y progrdmaegeneracion de plantulas capaces de
crecer y desarrollarse en condiciones naturalesn®d de obtener material vegetal aséptico, es
una ventaja adicional para facilitar sin problenehsntercambio fitosanitario y garantizar el

mantenimiento de colecciongsvitro (Fay y Clemente 1997, Sarasgral 2006).



Gomortega keulpresenta una dificil propagacion por la via coci@ral, reportandose una baja
capacidad germinativa atribuida a la dureza densloaarpio (Maldonado 1990). Estudios de
propagacion sexual indican germinaciéon a partirgqiehto mes de iniciados los ensayos, con
tasas de 4% realizando remocion de la testa (Matttori990) y de 24% utilizando semillas
escarificadas naturalmente por mas de una temperadhsuelo (Donoso y Escobar 1985). A su
vez, Orellana (1996) aplicé a semillas proveniedessuelo 10 g t de &cido giberélico (G
obteniendo un 17% de germinacion. Segun Hecheatatral (2005) las plantulas alcanzarian
de 8 a 10 cm luego de un afo de crecimiento. Respda propagacion vegetativa, Pefia (1995)
informd bajas tasas de enraizamiento de estacay §2pesar de utilizar acido indol butirico
(AIB) como inductor. En base a esto, el cultimwitro permite la propagacion de especies en las
cuales otros métodos son inviables (recalcitrarpiesgnnes de largos ciclos, amenazadas de
extincion, entre otros) (Fay y Clemente 1997, Sarasal 2006).

La micropropagacion se basa en vias morfogénicatapauales es posible la regeneracion de
plantas. Estas vias son la organogénesis y embgsgesomatica. La organogénesis consiste en
la formacion de yemas o de meristemas radiculam@scidos por reguladores del crecimiento
(citoquininas y auxinas principalmente), la quedauser en forma directa, a partir de explantos
(células, tejidos u otros 6rganos vegetales), toana indirecta, a partir de callos generando la
diferenciacién de plantas. Variables como la edsidlégica y el tamafio de los explantos, el
estado de la planta madre y el periodo del afiantkied cual se inicia el cultivo son claves para
el éxito de éste. También la luz, la temperat@aohsistencia del medio de cultivo y el pH son
factores criticos para la iniciacion de yenrawitro (Margara 1988, Pierik 1990). Este proceso
consta, al menos, de cuatro etapas: induccion degyesobre explanto inicial, desarrollo y
multiplicacién de brotes, enraizamiento y, pormdi aclimatacion. En especies amenazadas,
cuyas poblaciones son extremadamente reducidase pemastituir una etapa clave para el
establecimiento de un banco de germoplasma de &stagl indudablemente tiene un gran valor

no solo para la investigacion, sino también paflservacion (Lynch 2003).

La embriogénesis somatica (ES), asexual o advan&s un evento morfogenético que ocurre

bajo condiciones controladas y consiste en obtaneitro, a partir de embriones maduros e



inmaduros, de células o tejidos somaticos (hapdoidediploides) estructuras bipolares o
embriones sométicos que siguen las mismas fasees#erollo de la embriogénesis cigotica,
pero a diferencia de esta Ultima el nuevo embrieslgenéticamente igual al material parental
(Celestincet al 2005).

Se pueden distinguir dos tipos de embriogénesisasoa dependiendo si existe ausencia o
presencia de callo: embriogénesis somatica dirgesD) y embriogénesis somética indirecta
(ESI). En el primer caso el embrion se forma daeente, de una célula o tejido sin que se
produzca una formacion previa de callo. Las célaapartir de las cuales se forman los
embrioides reciben el nombre de células determsaida-embriogénicas y el material inicial
para este tipo de embriogénesis se encuentra garpénte rejuvenecido. Para ello es necesario
inducir la formacién de agregados embriogénicogremedio que contenga una elevada cantidad
de auxina. En el caso de lefiosas se puede indoairBE$D a partir de Gvulos, embriones
inmaduros y maduros, cotiledones, entre otros.oRorlado, se conoce bien que la utilizacion
exégena de reguladores del crecimiento, partic@aten auxinas como el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), no sélo inicia el de®llo de los embriones somaticos, sino que
también estimula la multiplicacion clonal de estékilas predeterminadas (Celestatal 2005,
Georgeet al 2008).

En la ESI primero se forma un callo, a partir dehlcse generan los embrioides. Las células a
partir de las cuales se forman estos embrioidesdseominan células determinadas
embriogénicamente inducidas. En este caso las aséldiferenciadas deben ser primero
desdiferenciadas para ser “redeterminadas” comdaséembriogénicas después de la division
celular (Pierik 1990). En general, las etapas dentdriogénesis somatica son: induccion,
iniciacion, proliferacion de cultivos embriogénicaraduracion, germinacion y obtencién de
plantulas. Los embriones somaticos se multiplicangmbriogénesis secundaria, lo que genera
un proceso recurrente. La capacidad de multiplicaclonal mediante embriogénesis recurrente
es muy elevada, aparentemente ilimitada en el teynlibre de condicionantes estacionales, lo
que proporciona un enorme potencial multiplicaivesta técnica. El principal cuello de botella

se encuentra en la produccion sincrénica de endsiate calidad, que den lugar a plantas



vigorosas, esto debido a que pocos genotipos rdspgoositivamente frente a los tratamientos
de maduracion (Celestiret al. 2005).

En este contexto, existen estudios sobre florarmagalizados en Chile utilizando técnicas de
cultivo de tejidosin vitro y de conservacion de germoplasma; entre estog dabtacar
investigaciones que han abordado la propagaci@splecies con algun grado de amenaza, como
por ejemplo,G. keule(Calderon-Baltierraet al 1993, Jordaret al 2005, Mufioz-Concha y
Davey 2011, Mufioz- Conchat al 2012), Beilschmiedia berteroangCalderén-Baltierra y
Rotella 1998, Uribeet al. 2011), Drymis winteri (Jordan 1999)Araucaria araucana(Jérez
1999), Pitavia punctata (Araneda 2000),Legrandia concinna(Uribe y Cifuentes 2004),
Berberidopsis corallingUribe et al. 2008) asi como la recuperacién de genotipos dHdaao
chileno(Gevuina avellanp(Mardones 1999). En el géneimthofagusexisten algunos trabajos
preliminares de producciéon de plantas a partiraisillas, yemas axilares o apicales, secciones
nodales y lamina foliar de individuos juvenilesdutios (Martinez-Pastur y Arena 1997, Peralta
2001, Sanchez-Olatet al. 2004, Sabjeet al 2008, Uribeet al 2012). En rauli se ha logrado
obtener embriones somaticos a partir de semilla unaadprevia generacion de masas
proembriogénicas condicionadas por la aplicaciorltés dosis de auxinas y citoquininas en la
fase de induccion (Castellanesal. 2005).

Germinacion in vitro de Gomortega keuleg presencia de inhibidores

Segun lo expuesto por Koul-Moza y Bhatnagar (20817¢onocimiento que puede obtenerse
sobre el estudio de la biologia reproductiva de especie amenazada es crucial para cualquier
propuesta de conservacion. Por consiguiente, conalgeinos aspectos de la fisiologia y
biogquimica de la semilla dé. keulepodrian ayudar a desarrollar protocolos para manitlgs
causas que estan impidiendo la regeneracion dgpkrie y que complementarian las técnicas de
propagacion actualmente utilizadas.

La comprension de los aspectos mencionados hanasiglizados en especies modelos como

Arabidopsis thalianaNicotiana tabacumLycopersicon esculentyrentre otras, avalando el rol



que cumplen los reguladores del crecimiento, cohéxigdo abscisico (ABA) libre en semillas
inhibiendo la germinacion y manteniendo la dormand?or otro lado, la germinacion se
encuentra regulada principalmente por la relaciistente entre las cantidades enddgenas de
giberelinas (GAs) y ABA y la sensibilidad de log§ides a dichas fitohormonas. Asi, un mayor
contenido de ABA bloquearian la germinacion, y @lacontrario, un mayor contenido de GAs la
promueven (Bewley 1997, Kuceed al 2005, Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006, Bektsi

y Koornneef 2008).

Adicionalmente, los acidos fendlicos (cafeico, padumico, ferdlico, cinamico y coumarina) y
sustancias fendlicas (polifenoles y flavonoides)jtenidas en semillas y frutos tendrian un efecto
inhibidor de la germinacion al incrementar la impeabilidad al agua y gases (Bewley y Black
1994, Debeaujomrt al. 2007). Muchos de ellos se encontrarian en lidotede la semilla como
proteccién contra la depredacion (Srivastava 208%2areset al 2003, Lattanzi@t al 2006). La
informacién acerca de la presencia de estos intiiégden el embridn o en tejidos que lo rodean
es aun escasa para muchas especies (Magnitskgzg BD07), incluyend®. keule Ademas,
para que una especie logre establecerse, las gaiesi sustancias de reserva de la semilla
(carbohidratos, proteinas y lipidos) deben estgratiibles tanto para la formacion de estructuras
fisicas (paredes celulares) como para procesosiadssc a la respiracion y sintesis de
intermediarios metabdlicos (Borges-Cagteal 2006).

Los serios problemas de conservacion que afedarkaule entre ellos, los problemas asociados
a su distribucion, regeneracion y escasa respaelsts tratamientos de propagacion generan la
necesidad de investigaciones que tiendan a comgrgnesclarecer las causas que han llevado a
la especie a tan fragil situacion. Es por ello, glesstudio de la biologia reproductiva, la
implementacion de técnicas de micropropagacionoejunto con los estudios de la variabilidad
genética ofrece la posibilidad de aumentar el narder individuos, conservax situy ser una
alternativa a bancos de semillas, con el fin denzaaen proteccion, mejoramiento genético y
regeneracion de esta especie amenazada y coreegtirauna alternativa para utilizarse en
conjunto con programas de conservacion tradicifnaich 2003, Pence 2003, Reeidal 2011).
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HIPOTESIS

Debido a lo expuesto anteriormente, en esta Tesisoal se postulan las siguientes hipotesis de

trabajo:

1. “Individuos deGomortega keul@rovenientes de poblaciones con mayor variabilgugtica
poseen una mayor supervivencia bajo condicianegtro y la capacidad morfogénica de los

tejidos determinan su micropropagacion”.

2. “La presencia de inhibidores de la germinaciGnGemortega keulaleterminan la escasa

regeneracion de esta especie”.

OBJETIVO GENERAL

Micropropagar individuos dé&somortega keuleara la conservacioax situde la especie y

cuantificar inhibidores asociados a su germinacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la variabilidad genética d@&omortega keuleen tres relictos de la provincia de

Concepcion mediante AFLP.

2. Evaluar la respuesta morfogénica de materialt@guembrionario degGomortega keulen

condiciones de cultivin vitro.

3. Evaluar la germinacidin vitro de Gomortega keulg la presencia de inhibidores relacionados

a este proceso.
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RESUMEN

Gomortega keules una especie arborea endémica de Chile y Unicasentante de la
familia Gomortegaceae. Se encuentra catalogadalegrgode extincion y despierta gran
interés cientifico por su restringida area de ihigtion. El objetivo de este trabajo fue
estimar la variabilidad genética de 24 individues=d keuleubicados en tres relictos de la
provincia de Concepcion mediante marcadores AFloRnfprfismos en la longitud de los
fragmentos amplificados) para futuros estudios damservacion. Se probaron 16
combinaciones de partidores y se eligieron las dogsbinaciones mas informativas para
detectar diferencias entre individuos. Estas coaddmes generaron un total de 156
fragmentos, siendo un 62% de ellos polimorficos. slio con mayor porcentaje de
polimorfismos correspondié a Cerro Neuque, con dr6%, seguido por Coroney y
Hualqui con 59,6% y 42,3%, respectivamente. Elisisale varianza molecular detecté un
73% de variacion dentro de las poblaciones y un @@%ariacion entre ellas. El estudio
muestra que la técnica de AFLP puede ser utilizada. keulede forma rapida y confiable
para identificar poblaciones remanentes y apoyapgsgervacion tantex situcomoin situ.
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Palabras clave:Gomortegaceae, Laurales, marcadores moleculacepolimorficos.

ABSTRACT

Gomortega keules an endemic woody species from Chile and thg ommber of the
Gomortegaceae family. It is currently an endangespecies and is of great scientific
interest due to its small area of distribution. Tdim of this research was to estimate
genetic diversity of 24 individuals @. keuleselected from three isolated relict populations
from the province of Concepcion using AFLP (Amg@di fragment length polymorphism)
for future conservation issue. Sixteen combinatiohprimers for AFLP were tested and
three combinations of them were selected as thd mfmgmative, revealing differences
between individuals. These primer combinations gErd 156 fragments, of which 62%
were polymorphic. The relict population with thelmest percentage of polymorphisms was
located in Cerro Neuque with 84.6%, followed by @y and Hualqui with 59.6% and
42.3%, respectively. The analysis of molecular arazeé detected 73% variation within
populations and 27% variation among populationss $tudy supported that AFLP can be
used inG. keuleas a fast and reliable test to identified remajmpopulations of the species.

Thus, this technique can be used to supgosdituor in situ conservation o6. keule

Keywords: Gomortegaceae, Laurales, molecular markers, pafynoloci.

INTRODUCCION

Gomortega keulg(queule) es una especie arborea en estado cdBca@onservacion
(Gonzalez 1998) que habita en areas pequefiasmdragdas de la cordillera de la Costa
entre Cauquenes 35°46’ Sy Arauco 37°41’ S (Hedhimaret al. 2005). Queule pertenece

a la familia Gomortegaceae, la cual es endémicarmnotipica (Rodrigueet al. 2005). Se
reportan solo 22 poblaciones insertas en plantasi@xaoticas, lo que las mantiene en
constante amenaza (San Martin y Sanchez 1999,ddiemia y Rodriguez 2001). Ademas
de la restringida distribucion, la regeneraciotedespecie se ve afectada por factores como

depredaciéon de semillas por roedores, colecta wesfrpor los lugarefios y apertura del
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bosque, asi como también por la baja capacidadiggiva de la semilla y el lento

crecimiento durante los primeros afios (Donoso plEmcl1985, Le Quesne y Stark 2006).

Los antecedentes disponibles concluyen que la ®espee estaria propagando,
principalmente, por via asexual, al observarsesesgaiula regeneracion sexual en terreno
(Villegaset al. 2003).

La utilizacion de marcadores moleculares es un@aiméenta util en numerosos estudios de
diversidad genética, aportando informacion parsamelar planes de conservacion en
especies amenazadas. Algunas de las técnicas eaplsan: polimorfismo del ADN
amplificado al azar (RAPD) (Torret al 2003), intermicrosatélites (ISSR) (Huaeigal.
2009), microsatélites (SSR) (Azpilicuata al. 2004) y AFLP (Wen-Kuret al. 2008). En
especifico, esta Ultima técnica ha demostrado strsa por su reproducibilidad, ademas
de detectar un gran nimero de fragmentos polina&fin requerir conocimiento previo de
la secuencia de ADN de la especie en estudio (ElugllWolfenbarger 1999, Meudt y
Clarke 2007).

En G. keulela diversidad genética fue estimada en 33 indoddde poblaciones del rango
norte de su distribucion mediante ISSR (Herretaal. 2005). Posteriormente Garcia-
Gonzélest al. (2008) ampliaron el estudio a su rango sur atildo la misma técnica en 11
poblaciones. En tanto, Landetral. (2007) aislaron y caracterizaron ocho micros&eldin

realizar estudios de variabilidad genética.

Considerando el estado de conservacionGdekeuley la falta de informacion de su
presencia en algunos sectores de su rango debdasém, el objetivo de este estudio fue
estimar la variabilidad genética @G keulemediante marcadores AFLP en tres relictos de
la provincia de Concepcion con el fin de contritaufiuturas propuestas de conservae®n

situ de la especie.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

En tres relictos d&. keuleubicados en la provincia de Concepcidn se colecthojas en
pleno crecimiento. Se muestrearon 8 individuosaglacelicto, los cuales se encontraban a
mas de 3 m de distancia, fueron identificados c&8 @lobal Positioning Systemy
denominados: 1) Cerro Neuque (36°34’ S; 72°54 2D oroney (36°40’ S; 72°51' O) y 3)
Hualqui (36°53’ S; 72°55’ O)Fgura 1.1). El material fue almacenado a -80 °C hasta su
analisis.

O
Ci cjon'\
oncep :‘x

Simbologia
@ Cerro Neuque (17 ha)
@ Coroney (0,3 ha)
@ Hualqui (0,1 ha)

@ Poblaciones estudiadas por
Garcia- Gonzales et al. 2008

A Poblaciones de G. keule

|:| Rango de distribucion de
G. keule

—
W
SR

72°W
Figura 1.1. Localizacion de los relictos déomortega keuleestudiados y rango de
distribucion de la especie. Mapa modificado de Ga@onzéle®t al.(2008).
Figure 1.1 Locating relict populations dbomortega keulstudied and distribution range
of the species. Modified map from Garcia-Gonzétes. (2008).
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Extraccion ADN

Se aislo ADN utilizando el protocolo de extraccide ADN para plantaBNeasy Plant
Mini (QIAGEN). Se utilizaron 100 mg de tejido vegetafjge fue homogenizado con un
equipo de lisis mecanica, adicionandole microesfdeaceramica a una velocidad de §'

durante 15 s.

El ADN extraido se cuantificé por espectrofotonzetlie absorbancia a una longitud de
onda de 260 nm (A260). Usando este método tami@éobsuvo una estimacion de la
pureza del ADN por medio de las relaciones de &lasmia (A260/A280) y (A260/A230).

Para evaluar la integridad del ADN extraido se iaean alicuotas de 5 pL con 1 pL de
tampon de carga (6X DNAading dye Fermentas) y se analizO mediante electroforesis a
60 V durante 30 min en gel de agarosa al 1% (bh&r)isualizacion del ADN en los geles

se realizé usando un transiluminador y digitaliagaanediante fotografia digital.

AFLPS

La técnica de AFLP se desarrollé6 segun el protopalolicado por Hasbuat al. (2012).
Este esta basado en el método descrito porev@s. (1995), pero utilizando fluoréforos
adheridos a los partidores de la amplificacion ciele, con el fin de ser separados por

electroforesis capilar y reconocidos con un sedadoc automatico.

La técnica consta de tres pasos: 1) Digestiéneiiga se realizé la digestién a 10 nguL
de ADN deG. keulecon las enzimas EcoRI y Msel, posteriormentege &l producto de
la digestion con adaptadores de doble cadena, ispscpara cada enzima, 2)
Amplificacion preselectiva: con el producto del gasterior se realiz6 una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando partiddedstipo EcoRI +AC y Msel +C, 3)
Amplificacion selectiva: se probaron 16 combinaemrde partidores selectivos del tipo

EcoRI+3/Msel+3 0 +4 marcados con fluoroéforos.

Para realizar el analisis genético de todos lowiohabs se procedio primero a elegir las

combinaciones mas informativas. Esta selecciéreakzé segun los siguientes criterios;
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capacidad de amplificacion, fragmentos polimorfigositidez de banda. El producto de
amplificacion se visualizo en un gel de agarosEal(p/v) con 2 pL de bromuro de etidio,
posteriormente se realizé la electroforesis capitam el secuenciador automéatico ABI
PRISM 3130xIGenetic Analyzer

Los datos fueron analizados utilizando el softw&eneMapper v4.@con el cual se

confecciond una matriz binaria (0/1) representdadmsencia o presencia del fragmento.

Analisis de datos

A partir de la matriz binaria y utilizando el pragra GenAlEx version 6.1 (Peakall y
Smouse 2006), se calcularon los siguientes indieegriabilidad genética: porcentaje de
loci polimorficos (% P), heterocigosidad esperada (Elendice de Shannon (S). La
estructuracion genética se estimo a traves de alissnde varianza molecular (AMOVA)
(Excoffier et al. 1992) y se realiz6 una prueba de Mantel para lemiomar valores de
distancia genética y distancia geografica.

RESULTADOS

De las 16 combinaciones de partidores AFLP evabiad&. keule se seleccionaron tres
combinaciones que permitieron visualizar bandaglastcon mas de 12 fragmentos
polimérficos cada unalr@bla 1.1). Con ellas se obtuvo un total de 156 fragmenéoA[dN

y de los cuales el 62% fue polimoérfico. Las combioaes restantes no fueron
consideradas por no amplificar fragmentos en la@sm generar un patron de fragmentos

poco reproducible y con escasos polimorfismos.

La combinaciéon EcoRI+ACA/Msel+CAT presento el mayarcentaje de polimorfismo,
arrojando 39 fragmentos polimérficos que correspanal 68,42% del total de fragmentos
detectados para esta combinacion. A su vez, CconRIE&LCA/Msel+CCG vy

EcoRI+ACC/Msel+CAT se detectaron un 58,8 y 41,6%aléenorfismo, respectivamente.
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Tabla 1.1.Porcentaje de polimorfismo detectado en 24 indiv&ddeGomortega keuleon
tres combinaciones selectivas de marcadores AFbbmM@fismos en la longitud de los
fragmentos amplificados).

Table 1.1.Polymorphic percentage in ZJdomortega keulendividuals detected with three
selective AFLP Amplified fragment length polymorphigprimer sequences.

N° Fragmentos % de

Combinacion selectiva* — . ;
Total Polimérficos polimorfismo

EcoRI+ACA/Msel+CAT 57 39 68,42
EcoRI+ACC/Msel+CAT 48 28 41,66
EcoRI+ACA/Msel+CCG 51 30 58,82
Total 156 97 -
Promedio 52 - -

*A, C, G, T representan los nucleétidos adeninasgia, guanina, timina.
*A, C, G, T simbolize nucleotides adenine, guantwosine, thymine.

Para el andlisis genético, con el total de fragp®nbtenidos con las tres combinaciones
de partidores, los indices de diversidad genéttacthdos por AFLP en los relictos @e
keuleindican que el mayor porcentaje ldei polimérficos se observo en individuos de
Cerro Neuque, con un 84,6% de polimorfismo segp@oCoroney, con 59,6%, y Hualqui,
con 42,3% de polimorfismd ébla 1.2).

Tabla 1.2. indices de diversidad genética detectados enrétiesos deGomortega keule
utilizando marcadores AFLP (polimorfismos en la dibmd de los fragmentos
amplificados).

Table 1.2 Genetic diversity index detected with AFLRAngplified fragment length
polymorphismmarker in thre€omortega keuleelict.

. Fragmentos P
Relicto polimérficos (%) S He
Coroney 31 59,62 0,30 (0,03) 0,20 (0,02)
Hualqui 22 42,31 0,19 (0,03) 0,12 (0,02)
Cerro Neuque 44 84,62 0,46 (0,03) 0,31 (0,02)
Promedio 62,18 0,32 (0,02) 0,21 (0,01)

P: porcentaje de polimorfismo; S: indice de Shanhten heterocigosidad esperada. Valores entre fzsién
indican error estandar

P: polymorphic percentage; S: Shannon index; Hpeeted heterozygosity. Values in parentheses reptres
standard error.
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El mayor porcentaje de la variacion detectado paandlisis de varianza molecular se
registré dentro de las poblaciones, con un 73%ntm@e que entre los tres relictos @e
keulese registro el 27% restante. El grado de estracitym genética entre las poblaciones
de G. keulemedido por el coeficiente de diferenciacion gex@é(Fst) fue 0,267, indicando
gue las poblaciones se encuentran altamente difadas. Ademas, al realizar la prueba de
Mantel no se obtuvo una correlacion entre valoresdistancia genética y distancia
geografica (R= 0,691; p = 0,160).

Cabe indicar que sélo en Coroney se observé reganarsexual; sin embargo, en visitas

posteriores se pudo constatar la nula superviveleclas plantulas.
DISCUSION

Al comparar los resultados obtenidos @nkeulecon otras Lauraceae y en categoria de
amenaza, mediante marcadores dominantes, tales R&MD enNeolitsea sericeaéP =
50,5%, Wanget al. 2005) y AFLP erlitsea szemaoi = 80,79% y ISSR, P = 87,01%, Ci
et al. 2008) se puede ordenar @. keuleen un rango intermedio. Por otro lado, si se
consideran los valores de diversidad genética tagpas por Hamrick y Godt (1989) para
especies lefiosas longevas (P = 49,3%, He = 0,4&eulepresenta mayores niveles de
diversidad (P = 62,18%, He = 0,212). No obstardtnsevalores de diversidad genética se
asemejan a los obtenidos para especies endémieas @Qt2) por medio de RAPD (Nybom
2004).

Landeret al (2009, 2010) determinaron que la polinizacioredespecie es entomofila y el
polen deG. keulese mueve hasta 6 km desde pequefios parches osasigiElos hasta
sitios de mayor tamafio y viceversa, siendo los gnas fundamentales en la conectividad
del flujo génico. Esto se ve reflejado en los vedoobtenidos en la prueba de Mantél{R
0,691; p = 0,160), los cuales concuerdan a losrtagas por Garcia-Gonzalesal (2008)

(r = -0,000; p = 0,72) que sefalan que las pobf@siono presentan aislamiento por

distancia.
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Adicionalmente, al comparar el indice de Shannemedio paras. keule(S = 0,322) con
una especie endémica longeva, tal colmaucaria araucana(S = 0,65, Bekessgt al.
2002), se observa que la variabilidad genétic& dkeulees menor. Esto puede deberse a
la dispersién entomofila del polen @& keule ya que especies cuyo polen es dispersado
anemofilamente, como es el caso Alearaucana presentan mayor diversidad genética
(Hamrick y Godt 1996).

Estudios realizados por Herreea al. (2005) en 33 individuos d&. keuley utilizando
ISSR reportaron valores de variacion entre y denteola poblacion (30% y 70%,
respectivamente). Garcia-Gonzadtsal. (2008) por su parte, a través del mismo marcador
molecular y en 223 individuos @& keuleobtuvieron valores idénticos a los de este estudio
(27%, 73%), los cuales son los esperados paraiespgErennes lefiosas y de polinizacién
cruzada (Hamriclet al. 1992).

El nivel de diferenciacion genética (Fst = 0,26&)edminado par&. keuleen este estudio
fue similar al informado por Garcia-Gonzaktsal (2008) (Fst = 0,275) siendo ambos
valores mayores al descrito para especies longpeasnnes y de polinizacion cruzada (Fst
= 0,094) (Hamrick y Godt 1996). La limitada dispéns de la semilla puede ser la
responsable de este resultado, ya que las sesuk#dsn encontrarse intactas bajo el dosel y
a pocos metros del arbol. Segun Villegasl. (2003) y Garcia-Gonzalex al. (2008), al
encontrarse los relictos d8. keulerodeados por plantaciones exéticas se favorece la

pérdida de agentes dispersores (del polen y ldlagmi

Los tres relictos estudiados, al igual que otraklgmiones deG. keule se encuentran
aislados e insertos en plantaciones de pino, rep@addose sélo vegetativamente. Durante
el periodo de colecta de material se observo agiteintervencion antropica como el
control de malezas con el fin de evitar incendmedtales. Esto genera dafio al eliminar
plantulas y evitar la regeneracion natural de [zeei®.A pesar de las condiciones en las
cuales se encuentf@. keuleen los sitios de estudio, se obtuvo una mayoralaidad
genética en los relictos de mayor superfi€igra 1.1). Segun Hamrick y Godt (1996) los

factores que mas influyen sobre la variabilidad éjea entre las poblaciones son el
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numero de individuos y la superficie. Esto se dumora en este trabajo dado que se utilizo
la misma técnica e igual nimero de individuos padms los relictos y so6lo la superficie

fue distinta.

En este estudio se reafirma que los AFLP son udarpea herramienta para estudios de
genética de poblaciones, ya que con s6lo 3 combimes selectivas de AFLP se estimo la
variabilidad deG. keuleen los relictos analizados. Resultados similaedsgraron en otras
especies amenazadas utilizando tres o cuatro canibires de AFLP (Palacies al. 1999,

Ni et al. 2006, Ciet al 2008). A su vez, empleando ISSR @n keulese obtuvo una
estructuracion genética similar a la obtenida éa estudio (Herrerat al. 2005, Garcia-
Gonzaleset al 2008).

Adicionalmente, la variabilidad genética presenta#os relictos contribuye a ampliar los
antecedentes en la especie, ya que reportes aeseyide zonas cercanas al area de estudio
presentan menores niveles de variabilidad. Por @gniPenco (P= 67,95%, S= 0,3708,
Garcia-Gonzalest al 2008) en comparacion con Cerro Neuque (P= 84,&290,46).

Por lo tanto, es posible estimar la variabilidahéjica en las poblaciones naturales
remanentes dé&. keuley detectar a futuro variantes genéticos uUnicos cgotros de
variabilidad genética con el fin de contribuir estuelios enfocados a la conserva@drsitu

de esta especie amenazada.
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RESUMEN

Queule Gomortega keu)ees una especie arbérea endémica de Chile y gmapeé extincion. La
especie se encuentra en pequefias y fragmentadasicee de la Cordillera de la Costa entre
Cauquenes (35°46'S) y Arauco (37°41'S). Su escasgeneracion y lenta respuesta a los
tratamientos de propagacion conlleva a la busqdedaternativas para su conservacion. Por esta
razon, el presente estudio tiene como objetivauavda respuesta morfogénica de material adulto y
embrionario deG. keuleen condicionesn vitro para su conservaci@x situ Se cultivd material
vegetal deG. keulede edades diferentes (embrionario, juvenil y ajluftse determinaron las
condiciones de establecimieritovitro para la induccion de organogénesis y callogénekimayor
porcentaje de establecimiento en material adullogé utilizando una asepsia con etanol al 30%
(v/v) por 2 min y 50% de hipoclorito de sodio p@rrin. La solucion mineral Murashige y Skoog
(MS) resulté ser significativamente mejor solo gdarbrotacion (30%) de un genotipo. La induccion
callogénica de material adulto y embrionario sedan medio Woody Plant Medium (WPM) con
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 1 mLY)Ly Kinetina (Kin, 1 mL %) y sélo en tejido

embrionario se observo estructuras proembriogénicas

Palabras clave Conservaciomex situ,peligro de extincion, organogénesis, callogénesis.
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INTRODUCCION

Gomortega keule(Mol.) Baillon (queule) es una especie arboreajtepece a la familia
monogenérica y monotipica, Gomortogaceae, la @iahdémica de la zona centro-sur de Chile
(Rodriguezet al 2005a). Se encuentra en estado critico de cagérv (Gonzalez 1998) y
habita areas pequefias y fragmentadas de la coadilkela Costa entre Cauquenes 35°46’ S 'y
Arauco 37°41’ S (Hechenleitnat al. 2005). Se reportan s6lo 22 poblaciones (San Marti
Sanchez 1999), las que se encuentran insertaseemaitniz de vegetacion exatica, lo que las
mantiene en constante amenaza de ser taladasddMarna y Rodriguez 2001), a pesar de haber
sido declarada Monumento Natural en el afio 1999\&I©2005). En tal sentidd;. keule es
una de las especies prioritarias para promoverosisecvacion, debido principalmente a su

condicion de monotipica y endémica (Rodrigeeal 2005a, Allendorf y Luikart 2007).

La conservaciomx situa través del uso de cultivo de tejidos o célutagtro es una alternativa
para especies amenazadas, ya que preserva ladvgddadfuera de sus habitats naturales (Bunn
et al 2011, Reeckt al 2011). Existen especies de plantas que no puealeservarse como
semillas puesto que presentan diferentes problemsafrecalcitrantes, perennes de largos ciclos,
amenazadas de extincion, entre otras) (Fay y ClemE07, Sarasaet al 2006). En ellas, la
propagacion y conservacion vitro es el unico método disponible (Reetdal 2011). A su vez,
estas técnicas se perfeccionan cada dia mas, poall@ctualmente su utilizacion a gran escala es

posible en una amplia gama de especies (Biovémnsggnational 2011).

Sin duda, el cultivoin vitro ofrece una serie de ventajas para la conservatgorespecies
amenazadas, tales como, el reducido espacio pasgezhar un gran nimero de genotipos, material
vegetal libre de patdgenos en el tiempo, multiplima de genotipos selectos y disponibles en el
momento deseado (banco de germoplasma), entre(Btraset al 2011). Sin embargo, el cultivo

in vitro de material vegetal se encuentra influenciadadparsos factores que pueden determinar
el éxito del cultivo. Estos factores son el efed& genotipo, edad y estado fisiologico del

explanto, contaminacion exdgena, soluciones miegraleguladores del crecimiento (tipo y
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concentracion), entre otros (Gomez 1998). Entrese$actores mencionados, el efecto del

genotipo tiene gran importancia para lograr unapggacion estable y adecuada tasa de
proliferacién, ya que esto puede variar segun fgeas, variedad e incluso clon dentro de la

misma especie, es decir, algunos genotipos dedmanespecie exhiben una alta capacidad de
regeneracion, mientras que otros son recalcitramte® muestran la capacidad de regenerar
organos (Orellana 1998, Nontaswagtral 2002, Landi y Mezzetti 2006).

La edad del material vegetal es otro factor impuetalos tejidos de individuos juveniles poseen
cierta facilidad de ser propagados, a diferenciande&vziduos adultos, sin embargo, aun no se
expresan sus caracteristicas fenotipicas (Rodrigued 2005b). Por lo tanto, la capacidad
morfogénica o facilidad de los individuos para je@y la desdiferenciacion de sus tejidos va a
depender del grado de madurez o fase de desaerolla que se encuentren (Greenwood 1995,
Fragaet al 2002).

El cultivo de callos es muy utilizado para expresgas morfogénicas orientadas tanto a la
organogénesis como embriogénesis somatica (Mamjkéiolal. 2005). En ambos casos, la
iniciacion callogénica implica una etapa inicial ldediferenciacion del tejido parental, por lo
cual, éste es un factor fundamental para logregdpuesta deseada (Payghamzade y Kazemitabar
2011). Embriones cigoticos, hipocétilos, cotiledgrajas, peciolo y raices, entre otros, han sido
utilizados con diferentes repuestas en la inducd@nallogénesis (Castellanetsal. 2005, Sauer

y Wilhelm 2005, Gomeet al.2006, Al-Sabalet al 2012).

En este contexto(z. keulepresenta una escasa respuesta a los métodos comaes de
propagacion. Segun Maldonado (1990), la baja cdpdajerminativa seria debido a la dureza de
su endocarpio. Estudios de propagacion sexuakeekls en la especie, reportan germinaciéon a
partir del quinto mes de iniciados los ensayos, tasas de 4% realizando remocion del
endocarpio (Maldonado 1990) y de 24% utilizandoibasnescarificadas naturalmente por mas

de una temporada en el suelo (Donoso y Escoban.1985
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En condiciones de cultivim vitro, Calderon-Baltierrat al (1993) reportan iniciacién de brotes
adventicios a partir de la base cotiledonar de &més cigoticos d&. keule Jordaret al (2005)
logré regenerar la especie utilizando segmentoglesdNo obstante, en ninguno de los dos
estudios se logro la obtencion de plantulas enicmmesex vitra Trabajos recientes de Mufioz-
Concha y Davey (2011) y Mufioz-Conaétaal. (2012) consiguieron regenerar brotes=ddeule

a partir de embriones cigoticos via organogénesasigduccion de embriogénesis somatica en

medios de cultivos liquidos.

Por otro lado, durante el desarrollo del cultivo vitro, las oxidaciones fendlicas pueden
constituir un serio problema en el establecimigtganeristemas o yemas, mas aun, en especies
lefiosas (Benson 2000). Cuando los tejidos son dais&l produce un pardeamiento en la base
del explanto y que puede extenderse a todo el nulicultivo, debido a que los compuestos
fendlicos se liberan desde las vacuolas y sirvensdstrato para las polifenoloxidasas,
sintetizandose taninos de color negro-marron. Coomsecuencia, se detiene el crecimiento del
explanto e incluso puede morir (Jiménez 1998). disturealizados e®. keulepor Mufioz-
Concha y Davey (2011) reportan la necesidad deartiantioxidantes en el medio de cultivo

para reducir los efectos negativos de los compsidstmlicos en los tejidos

Los reguladores del crecimiento como auxinas, glvexs (GAs), citoquininas, entre otros,
juegan un papel fundamental en el proceso de rexagaon, formacion y desarrollo de las
plantas (Swet al 2011). Un balance apropiado entre auxinas y gitdigas en el medio de cultivo
es necesario para el desarrollo de plantas a partineristemos, 4pices o yemas (Jiménez 1998).
Las citoquininas juegan un rol esencial en la @gah de la citocinesis, el crecimiento y el
desarrollo de las plantas (Azcén-Bieto y Talon 2080well et al 2003). El acido abscisico
(ABA) y las GAs, segun Greenwood (1995), regulamprelceso de maduracién de semillas y
sugieren que las proporciones de auxinas y citagasrtienen un papel primordial en el cambio

de fase.
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La aplicacién de reguladores de crecimiento ha sgfodiada efs. keulepor Orellana (1996),
quién aplicé a semillas provenientes del suelo 10" gle 4cido giberélico (G4 obteniendo un
17% de germinacion. Segin Hechenleiteeal (2005), utilizando una solucién de 100 m§ L
de GAg, la germinacion comenzaria al mes y las plantalleasnzarian de 8 a 10 cm luego de un
aflo de crecimiento. Respecto a la propagacion atget Pefia (1995) informd bajas tasas de

enraizamiento de estacas (2%) a pesar de utilizdo &ndol butirico (AIB) como inductor.

En relacién a lo plantead@. keulees una especie Unica que requiere alternativasopagacion

para su conservacion. Por lo tanto, el culiivovitro permite buscar una respuesta morfogénica
necesaria para avanzar en la recuperacion de gstaie con problemas de conservacion. Es por
ello, que el presente trabajo tiene como objetiaduar la respuesta morfogénica de material adulto

y embrionario d&. keuleen condiciones vitro para su conservaci@x situ

MATERIALES Y METODOS

Induccion morfogénica de segmentos nodales a patérmaterial adulto

AsepsiaSe colectaron brotes epicérmicos de individuo&dkeuleubicados en el relicto Coroney
(36°40’ S; 72°51’ O), Provincia de Concepcion. Beiearon las hojas de los brotes y se les realiz
una asepsia superficial con los fungicidas Cé&pyaBenomilo (Polyben 50WP, 2 g*). durante 90
min. Luego se realizaron 3 lavados con agua dastestéril (5, 15 y 20 min) en camara de flujo
laminar. Posteriormente, se cortaron segmentos ci@ 8e longitud cada uno con, al menos, 2
yemas. A continuacion, se realizaron los tratarogene asepsia de los segmentos nod@kslg
2.1). Una vez desinfectados fueron dispuestos en tdbansayo conteniendo 20 mL de solucion
mineral Woody Plant Medium (WPM, Lloyd y McCown 198 suplementado con 30 g'L
sacarosa, 1% (p/Apolivinilpirrolidona (PVP, Calbiochef®) y solidificado con 7,0 gt de agar
(Merck®), adicionando los reguladores del crecimiento temmopurina (BAP) (1,0 mgt) y
AIB (0,1 mg L'). El medio fue ajustado a pH 5,8 y esterilizadmetoclave durante 20 min a 1

atmosfera de presion y 121 °C de temperatura. kptetos fueron cultivados en camara de
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crecimiento bajo condiciones controladas de tentpexaa 25 +1 °C, fotoperiodo de 16/8 h y

densidad de flujo foténico de @nol m? s™.

Tabla 2.1. Concentracion y tiempo de exposicién a los artiisép en segmentos nodales de
Gomortega keule.

Tratamiento Etanol Hipoclorito de sodio
%(VN)  Minutos % (vv)  Minutos
T2 50 1 50 20
T3 70 1 50 20
T5 50 2 50 20
T6 70 2 50 20

Eleccion solucion mineralSe utilizaron varetas de 20-30 cm de 5 individue& dkeuledel relicto
Coroney (36°40’ S; 72°51’ O), Provincia de ConcépcBe eliminaron las hojas de las varetas y se
realizd una asepsia superficial con los fungici@agtarf y Benomilo (2 g [*) durante 90 min.
Luego se realizaron 3 lavados con agua destildéal €S, 15 y 20 min) en camara de flujo laminar.
Posteriormente, se colocaron en un recipiente digovconteniendo 150 mL de agua destilada
estéril y cubiertas con una bolsa de polietilenostandola con una banda elastica en la base.
Para evitar condensacion, se realizaron pequeiitggm@ones en la parte superior de la bolsa.
La estimulacion se llevo a cabo en camara climaéizaon fotoperiodo de 16/8 h, temperatura de
25 #1 °C y densidad de flujo foténico de @®ol m? s'. Transcurridos 40 dias, se extrajeron los
brotes que presentaban 3 yemas. A los brotes séelesid una asepsia en cdmara de flujo laminar
con 30% (v/v) de etanol por 2 min, seguido de adag con agua destilada estéril (3, 4 y 5 min) y
50% (v/v) de hipoclorito de sodio por 20 min, seguile 3 lavados con agua destilada estéril (3, 4 y
5 min). Luego se introdujeron en tubos de ensayosoducion mineral estéril Murashige y Skoog
(MS, 1962) o WPM, ambos suplementados con 30'gdcarosa, 1% (p/v) PVP y solidificado
con 7,0 g [* de agar agar, adicionando los reguladores deintiestto BAP (1,0 mg L) y AIB

(0,1 mg LY y regulado a pH 5,8. Los brotes fueron cultivadoscamara de crecimiento bajo
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condiciones controladas de temperatura a 25 +XotGperiodo de 16/8 h y densidad de flujo

fotonico de 3Qumol m? s™.

Distintas procedenciasSe utilizaron varetas de 20—-30 cm de 24 individi®$. keulede los
relictos Cerro Neuque, Coroney y Hualqui, Provir@aConcepcion. Se eliminaron las hojas de las
varetas y se realizé una asepsia superficial ®fulmicidas Capt&hy Benomilo (2 g [}) durante

90 min. Luego se realizaron 3 lavados con agudattssesteéril (5, 15 y 20 min) en cadmara de flujo
laminar. Posteriormente, se estimularon las varsigisiendo el mismo procedimiento que el
punto anterior y se mantuvieron en camara climaéizzon fotoperiodo de 16/8 h, temperatura de
25 +1 °C y densidad de flujo fotonico de @dol m? s'. Transcurridos 30 dias, se extrajeron los
brotes producidos y se les realizd una asepsia@amara de flujo laminar consistente en 30% (v/v)
de etanol por 2 min, seguido de 3 lavados con dgstilada estéril (3, 4 y 5 min) y 50% (v/v) de
hipoclorito de sodio por 20 min, seguido de 3 lagdon agua destilada estéril (3, 4 y 5 min). A
continuacién, se dispusieron en solucién mineraM/éBtéril, suplementada con 30 g $acarosa,
1% (p/v) PVP, 1 mL [ PPM™ @lant Preservative Mixtudey solidificado con 7,0 gL de agar
agar, adicionando los reguladores del crecimied® B1,0 mg [') y AIB (0,1 mg L) y
ajustado a pH 5,8. Los explantos fueron cultivaglesamara de crecimiento bajo condiciones
controladas de temperatura a 25 1 °C, fotoperdm@6/8 h y densidad de flujo foténico de 30

pmol m? s™.

Proliferacion. Se utilizaron segmentos nodalesGlekeuleprovenientes de vivero (material juvenil)
y brotes de varetas del relicto Coroney estimulatasamara climatizada (material adulto). Al
material vegetal se le realiz6 una asepsia en eadwflujo laminar consistente en 30% (v/v) de
etanol por 2 min, seguido de 3 lavados con agutlatks estéril (3, 4 y 5 min) y 50% (v/v) de

hipoclorito de sodio por 20 min, seguido de 3 l@gdon agua destilada estéril (3, 4 y 5 min).
Luego, los segmentos nodales se dispusieron eci@olmineral WPM estéril, suplementada con
30 g L' sacarosa, 1% (p/v) PVP, 1 mL*IPPM™ y solidificado con 7,0 g“Lde agar agar,

adicionando los reguladores del crecimienfahbla 2.2) y ajustado el pH a 5,8. Los segmentos
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fueron cultivados en camara de crecimiento bajaliciones controladas de temperatura a 25 +1
°C, fotoperiodo de 16/8 h y densidad de flujo fatémle 30umol m? s™.

Tabla 2.2Tratamientos de proliferacion para material adyitozenil deGomortega keule.

Material Tratamiento BAP (mgL™) AIB(mgL™ ANA(mgL™

2 T1 0,1 0,01 -
=)
B

T2 0,5 0,01 -
E T3 0.1 ] 001
=)
= T4 0,05 - 0,01

BAP: benciamincpurina, AIB: acido indlbutirico, ANA: acido naftaleacétict

Induccion morfogénica de material embrionario y alio

Induccion callogénica segun solucion mineral

Para la determinacion del medio de cultivo sezatibn semillas dé&. keuleprovenientes de

frutos maduros colectados en el relicto Coroneamhar la temporada 2009. Con ayuda de una

prensa se retird el endocarpio de las semillaseRasnente, se realizé una asepsia superficial que

consistio en etanol al 30% (v/v) por 1 min, segudd lavados con agua destilada estéril (3, 4y 5

min) e hipoclorito de sodio al 50% (v/v) por 20 rseguido de 3 lavados con agua destilada esteéril

(3, 4 y 5 min). A continuacion, con ayuda de pinzasturi y lupa estereoscoépica se realizo la

extraccion de los embriones. Posteriormente logiermds (eje embrionario y cotiledones) fueron

dispuestos en placas Petri que contenian dissotasiones minerales estériles Broadleaved Tree
Medium (BTM, Chalupa 1983), Driver y Kuniyuki Mediu (DKW, Driver y Kuniyuki 1984),

WPM y MS. Las soluciones se suplementaron con 80 gacarosa, 0,5% (p/v) PVP, 1 m*L

PPM™ y reguladores del crecimiento, 1 rifl de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) y 1 mL

L de kinetina (Kin), ajustado a pH 5,8 y solidificadon 7,0 g [ de agar agar. Las placas

fueron cultivadas en cdmara oscura a una temparat2b +1 °C.
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Induccion callogénica segun dosis hormonal y tipe dxplanto

Para determinar la dosis hormonal se colectardoasmnaduros y brotes epicérmicos@ekeule

en el relicto Coroney durante temporada 2010. easl&s fueron extraidas de los endocarpios
con ayuda de una prensa y las varetas estimulade&neara climatizada. A las semillas se les
efectlio una asepsia, bajo cAmara de flujo laminae,consistié en etanol al 70% (v/v) por 1 min,
seguido de 3 lavados con agua destilada estéfily(% min) e hipoclorito de sodio al 50% (v/v) por
20 min, seguido de 3 lavados con agua destiladal€8t 4 y 5 min). A las hojas producidas, se les
efectlio asepsia, bajo camara de flujo laminar, etanol al 30% (v/v) por 2 min, seguido de 3
lavados con agua destilada estéril (3, 4 y 5 mihijpeclorito de sodio al 50% (v/v) por 20 min,
seguido de 3 lavados con agua destilada estédl ¥FH min). Los embriones fueron extraidos con
ayuda de pinzas, bisturi y lupa estereoscoépica lgdfas seccionadas en cuadrados de 0,5 x 0,5 cm,
aproximadamente. Los explantos fueron dispuestg@éaeas Petri con solucién mineral MS estéril,
suplementado con 30 g*Lsacarosa, 0,5% (p/v) PVP, 1 mL!LPPM™, reguladores del
crecimiento segun el tratamientBapla 2.3), solidificado con 7,0 g t de agar agar y regulado a
pH 5,8. Los explantos fueron cultivados en camarardcimiento bajo condiciones controladas

de temperatura a 25 +1 °C y oscuridad constante.

Tabla 2.3.Dosis hormonales utilizados en la induccién cathbggede material embrionario y adulto
deGomortega keule.

Tratamiento 2,4 D (mg LY Kin (mg L ™)
TO 0 1
T1 1 1
T2 5 1
T3 10 1

2,4 D: acido 2,-diclorofenoxiacétic, Kin: kinetine.

Histologia

Para corroborar las respuestas obtenidas en ladiigucallogénica de material embrionario se

realizé un analisis histolégico. Las muestras fodiadas en FAA 70% (formol, acido acético,
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alcohol) durante 48 h y posteriormente en etandl(8b (v/v). A continuacion, las muestras
fueron embebidas en parafina después de la destuidia Se cortaron secciones longitudinales

de 10um de espesor y se tifileron con Safranina y FasnGdedansen 1940).

Disefio Experimental
Induccion morfogénica de segmentos nodales a patérmaterial adulto

Asepsia Disefio completamente al azar con una unidad nalieltr4 tubos con un explanto cada
uno y cuatro repeticiones. La evaluacion se redi2zdias después de iniciado el ensayo y las

variables calculadas fueron oxidacion (%), contacion (%) y supervivencia (%).

Eleccion Solucion mineral Disefio completamente aleatorio. Se utilizaronrdedios de cultivo y
5 arboles, cada tratamiento tuvo 27 repeticionese@&lué a los 20 dias, y se determiné la

supervivencia (%).

Distintas procedenciasDisefio completo al azar. Se evallo tres proceden€ierro Neuque,
Coroney y Hualqui, con 134, 113 y 66 explantospeesvamente. A los 20 dias se registro la

supervivencia (%).

Proliferacion. Disefio completo al azar. La unidad muestral cpoedio a 4 tubos con un
microtallo cada uno. Se realizaron 4 repeticiorednatamiento. La evaluacion fue a los 30 dias y

se cuantifico el nimero de nuevos brotes por nailbootSe consideraron los brotes mayores a 1 cm.
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Induccion morfogénica de material embrionario y alto

Induccion callogénicaDisefio completamente al azar. La unidad muestreggmondio a una placa
con 6 explantos cada una y tres repeticiones. 8adel porcentaje (%) de callogenésis y aspectos

macromorfolégicos.

Para la comparacion de medias entre los tratarsiesgoutilizo un andlisis de varianza (ANOVA).

En caso de ser significativo este andlisis se @plidest de comparaciones multiples de Tukey. Se
utilizé el test Chi-cuadrado para determinar lagiéin entre variables categoricas. En todos los tes
se utilizd un nivel de significancia del 0,05 y aadz que el valor p asociado a un test fue menor

gue 0,05 se considerd significativo. Se utilizéadtware estadistico SAS version 9.2.

RESULTADOS

Induccion morfogénica de segmentos nodales a patérmaterial adulto

AsepsiasA los 20 dias de introducidos los segmentos nodigeS. keuleno hubo diferencias
significativas en el porcentaje de supervivencia.ddstante, los tratamientos de asepsia probados
arrojaron diferencias significativas en el porcgntie oxidacion y contaminacion con respecto a T1
(30% etanol por 1 min y 50% hipoclorito de sodig g0 min) (p< 0,05) Tabla 2.4). EI menor
porcentaje de oxidacion se obtuvo al utilizar lanareoncentracion de etanol (T1y T4). En cambio,
se presentd un menor porcentaje de contaminacaoua concentracion de etanol aumento (T5y
T6).

Si bien no existieron diferencias significativadamariable supervivencia de los segmentos nodales
de G. keulesometidos a diferentes tratamientos, usando lsiaség se logré un mayor porcentaje

de explantos estableciddddura 2.1).
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Tabla 2.4. Porcentaje de oxidacion, contaminacion y supemndgize de segmentos nodales de
Gomortega keuldespués de 20 dias de cultivo.

Tratamiento Oxidacion (%) Contaminacion (%) Supervivencia (%)
T1 8 83 17
T2 38* 88 n.s. 4n.s.
T3 25n.s. 88 n.s. 13 n.s.
T4 21ns. 71n.s. 29 n.s.
T5 58* 46* 13 n.s.
T6 83* 33* 4n.s.

*: Significativo en comparacion a T1<0,05). n.s no significativo en relacior T1.

T1: 30% etanol por 1 min y 50% hipoclorito de sodiod g6 min, T2: 50% etanol por 1 min y 50%
hipoclorito de sodio por 20 miit3: 70% etanol por 1 min y 50% hipoclorito de sodio 2@ min,T4: 30%
etanol por 2 min y 50% hipoclorito de sodio porr@ih, T5: 50% etanol por 1 min y 50% hipoclorito de
sodio por 20 minT6: 70% etanol por 2 min y 50% hipoclorito de sodio 2@ min.

Figura 2.1. Segments nodales deGomorteg: keule a los 20 dic de su introduccidrin vitro. A.
Contaminacion bacteriana. B. Oxidacion. C. Brote®s (1 cm).

Solucién mineral.Luego de 20 dias de iniciado el cultivo no se of@sen diferencias significativas
(p > 0,05) en el porcentaje de supervivencia dogemedios de cultivo ensayados y el material

obtenidos de diferentes arbol@safla 2.5).
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Tabla 2.5 Supervivencia (%) de segmentos nodalesGdenortega keulegprovenientes de 5
individuos del relicto Coroney segun el medio dévaensayado.

Arbol
Medio de cultivo
1 2 3 4 5
MS 48n.s. 30n.s. 7n.s. 11n.s. 37n.s.
WPM 44n.s 26n.s. 4n.s. 11n.s. 33n.s.

n.s.: no significativ segurel test Chi-cuadrad¢(p < 0,05).

El porcentaje de brotacion obtenido segun el mddicultivo ensayado en los 5 individuos del

relicto Coroney fue significativo solo para el drb@Trabla 2.6).

Tabla 2.6 Brotacion (%) de segmentos nodalesGadenortega keul@rovenientes de 5 individuos
del relicto Coroney segun el medio de cultivo eaday

. . Arbol
Medio de cultivo 1 > 3 7 5
MS 41n.s. 22n.S on.s. 4n.s. 30*
WPM 33n.s 19n.s on.s. 4n.s. 7*

*: significativg, n.s.: no significativ segui el test Chi-cuadrado |< 0,0E.

Dada la diferencia significativa encontradas e@rlebl 5, con un 30% de brotacion en medio MS y
7% en el medio WPM, se realizé un andlisis esiadi¢Chi- cuadrado) especifico para dicho
individuo (Tabla 2.7).

Tabla 2.7.Respuesta al medio de cultivo, brotacion y supendgia (%) de arbol 5 ddomortega
keuledel relicto Coroney

Medio de cultivo Brotacion Supervivencia
MS 30% 37%
WPM 7% 33%
valor x 0,05 0,036* 0,776n.s.

*: significativo, n.s.: no significativo segun t&shi-cuadrado g 0,05.
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Se determind que el &rbol 5 presentd un porcedgaiEotacion significativamente mayor al cultivar

los segmentos nodales en la solucion mineral MSQO36) Tabla 2.7) respecto al WPM.

Distintas procedenciasA los 20 dias de introducidos los segmentos nodk€s keuleen medio

de cultivo se obtuvo diferencias significativas etrporcentaje de supervivencia con respecto al
relicto Coroney (p< 0,05). La supervivencia de los segmentos nodateepientes de Hualqui fue
significativa (p = 0,0084) comparada a los segnentwales de Coroney, mientras que los del
relicto Cerro Neugue no evidenciaron supervive(iipsignificativa en relacion a los provenientes
de Coroney (p= 0,0509). Por lo tanto, la mayor sapencia se observo en los relictos de Cerro
Neuque y Coroneyl@abla 2.8).

Tabla 2.8 Supervivencia (%) de segmentos nodalesGdenortega keulgrovenientes de tres
relictos.

) Numero de explantos Supervivencia
Relicto ]
Muertos Vivos Total (%)
Neuque 75 59 134 44 n.s.
Coroney 77 36 113 32
Hualqui 57 9 66 14*

*. Significativo en comparacidal relicto Coroney. n.s.: no significati en comparaciéal relicto Coriney p
<0,05).

Proliferacion. Al cabo de un mes de establecidos los ensayogresentaron diferencias
significativas entre tratamientos provenientes ifierehte material vegetal (adulto y juvenil) (p=
0,0017), obteniéndose el mayor nimero promediorakes con material adulto, independiente del

tratamiento hormonal aplicadbigura 2.2).
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Figura 2.z. NUmero de brotes prome, segun tratamientos utilizados a parti material adulto y juvenil d
Gomortega keuléT1: 0,1 mg L' BAP y 0,01 mg L AIB, T2: 0,5 mg I BAP y 0,01 mg [* AIB, T3: 0,1
mg L! BAP y 0,01 mg FANA, T4: 0,05 mg [* BAP y 0,01 mg [!ANA. Distintas letras indican
diferencias significativas de acuerdo a test deey (< 0,05).

Los resultados macromorfolégicos de los brotesGdekeule sometidos a los tratamientos de
proliferacion mostraron un mayor ndmero de broteslematerial adultoHigura 2.3A-B). Se
visualizan en roseta, hiperhidratados y con la beseosada. EI material juvenil presenté menor

namero de brotes, hojas delgadas y alargadgsra 2.3C-D).

Figura 2.3. Respuesta macrorrfologice al cabc de un mes de cultivde krotes deGomorteg: keule er los
tratamientos de proliferacion de material adulfowenil. A-B. Brotes hiperhidratados de materiallam C-
D. Brotes y hojas alargadas de material juvenil.
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Induccion morfogénica de material embrionario y alto

Induccion callogénica segun solucion minerah los 75 dias de iniciada la induccion callogénica
de embriones cigoéticos @& keuleno existié diferencia significativa entre las sodmes minerales
ensayadas (p = 0,363jigura 2.4).
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Figura 2.4. Porcentaje de callogéne obtenid: a los 75 dic de iniciada la induccid a partir de materi
embrionario en distintas soluciones minerales. alsefiguales indican que no existen diferencias
significativas de acuerdo a el test de Tukey (p05).

Ademas, se realiz6 una caracterizacion macromgjifi@ée histoldgica de los callos obtenidos. En
el medio BTM se presentd un callo blanco, acuosinypresencia de noduloBigura 2.5A) y
células sin caracteristicas meristemati¢agufa 2.5Aa). Con el medio DKW se formaron callos
compactos de color marréfigura 2.5B), pero sin la manifestacion de estructuras morficgd
(Figura 2.5Bb). En el medio WPM los callos fueron de mayor tamadle color blanco
amarillentos, compactos, friables y con alta preisede nodulosKigura 2.5C), los que pueden
observarse como agrupaciones de tejidos en divisigara 2.5Cc¢). Los callos obtenidos a partir
del medio MS tuvieron apariencia acuosa y no feigbigura 2.5D), con células con grandes

vacuolas y sin nucled-igura 2.5Dd).
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Figura 2.E. Aspecos macromorfolégicos e histolégic de estructuras callogénicsegin medio de culti

en embriones cigoéticos @omortega keule los 75 dias de iniciada la induccién. A-Aa. MdgliaV, callo
blanco, acuoso sin nédulos. B-Bb. Medio DKW, caltonpacto, color marréon. C-Cc. Medio WPM, Callo
blanco-amarillo, compacto, friable y con presedeia6dulos. D-Dd. Medio MS, callo acuoso no friaBle

D. Barra = 0,3 cm. Aa-Cc. Barra = 200 pm. Dd. Bart®0 pum.

Induccion callogénica segun dosis hormonal y tipe éxplanto.Se obtuvo respuesta callégénica
en el material en estudio (embrionario y adultd) sa el tratamiento T1, que consistié en 1 rifg L
de 2,4-D y 1 mg  de Kin (Tabla 2.3. Se evidencio respuesta callogénica en el mhgetidio a
partir de la nervadura principal y secundaria deja Figura 2.6A-B) y en el material embrionario

a partir de los cotiledones formando estructuiiablés, compactas y homogéndaigra 2.6C-D).

A los 8 meses y medio de inducido el material sgsentaron estructuras proembriogénicas en
distintos estadosg-{gura 2.6E-H).
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Figura 2.€. Callos y estructuras proembriogénicas @emortega keulénducidos a partir del
tratamiento T1 (1 mg L de 2,4-D y 1 mg t de Kin). A-B. Callos en hoja a los 130 dias de
induccion A. Seccién distal. B. Seccion centralDCMaterial embrionario a los 90 dias de
induccién. C. Cara adaxial. D. Zona proximal al i con nodulos. E-H. Estructuras
proembriogénicas a partir de cotiledones luego deeSes y medio de induccion. E. Estructuras
globulares. F. Estado globular. G. Estado torpEldé&stado cotiledonar-amorfo.

A los 8 meses y medio se observaron estructurasntmiogénicas en la superficie de los callos y se
tomo un explanto para realizar un analisis hisiotjgogrando visualizar estructuras globulares

sobre la epidermis del explantéidura 2.7).
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Figura 2.7. Corte histologico longitudinal de estructura prbeogénica y embrioide
obtenido a partir de callos cotiledonaresGienortega keulenducidos con 1 mgt.de
2,4-Dy 1 mg [* de Kin.

DISCUSION

Induccion morfogénica de segmentos nodales de matedulto

Asepsias El establecimiento de cultivos asépticos es unaladeventajas de la técnica de
micropropagacion para la regeneracion de plantasgdia 1988, Georgs al. 2008). No obstante,

la utilizacion de compuestos como etanol e hipdolaie sodio para la desinfeccion de los tejidos a
introducir depende, entre otros factores, de laa@spen estudio y puede traer consigo otras
problematicas como la oxidacion de los tejidos €@r@hi et al. 2011). Gomortega keulao se
encuentra exento de estas problematicas, comossevoben los resultados obtenidos, ya que a
medida que aumento la concentracion y el tiempoaersion en etanol e hipoclorito de sodio,
aumento el porcentaje de oxidacion en los expla(fabla 2.4). Sin embargo, disminuyé la
contaminacion de los tejidos. A pesar de contriares efecto de la oxidacion y contaminacion a un
8% y 33%, respectivamente, la supervivencia deséggnentos nodales no logré superar el 29%.
Resultados similares se han reportado en estudadigados en especies tales coAmagaria x
ananassa(Sanchez y Salaverria 2008erberidopsis corallinaUribe et al 2008) yDioscorea
alata (Borges et al 2009), en las cuales, se mostr6 que la utilimaaonjunta de altas

concentraciones de etanol e hipoclorito de sodidogman controlar la contaminacion flngica y
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bacteriana del explanto, o simplemente provocanuearte (necrosis) de los tejidos por la toxicidad
de los compuestos aplicadésgura 2.1A-B).

Por otra parte, la presencia de contaminacion gagidn de los explantos evidencié que ésta se
relaciona con: el estado fitosanitario de la plaat@ante, las concentraciones de etanol e hiptaclori
de sodio empleadas e incluso con el alto contetédalcaloides, coumarinas y aceites esenciales
que posee la especie (Urzéknal 1982, Bittneret al 2008). Para disminuir el efecto de estos
factores limitantes durante la introduccion y dsi@imiento del cultivoin vitro de G. keule la
literatura sugiere aumentar las concentracionésaaglas de PVP o incorporar otros antioxidantes,
como cisteina, acido ascorbico, entre otros (Gd&oiazaleset al. 2010). También es
recomendable disminuir la intensidad de luz indidesobre el cultivo. Este Ultimo procedimiento
ayudaria a reducir la actividad de las enzimagieiadas con la biosintesis y oxidacion de los

fenoles (Sanchez y Salaverria 2004).

En consecuencia, se confirma la importancia denaicién de asepsia en la técnica de cultivo de
tejidos, puesto que un determinado tratamientdemse es el mas adecuado, dado que dependera

de la especie en estudio.

Solucién mineral.La mayoria de las publicaciones cientificas sefialanedio nutritivo Murashige

y Skoog (1962) como el méas utilizado y a partired¢e se generaron nuevos protocolos para
distintas especies (Orellana, 1998).&rkeule Calderon-Baltierr&t al (1993) y Mufioz-Concha y
Davey, (2011) reportan el establecimiento de embsaigoticos maduros en condiciomeyitro
utilizando la solucién mineral MS. Sin embargo,aenbos ensayos debieron cambiar la solucion
mineral por el medio MIII6 (Mosellat al 1979) y WPM, respectivamente, al entrar en la tes
proliferacion y elongacion de los explantos. Eprekente trabajo los medios de cultivos ensayados
(MS y WPM) no arrojaron diferencias estadisticasses resultadosTébla 2.5. No obstante,
existio una influencia de los genotipos introdusidal como se observd en el nimero de brotes

obtenidodn vitro de G. keule(Tabla 2.7). Mufioz-Concha y Davey (2011) encontraron respuest
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genotipo-dependiente en el establecimientaitro de embriones cigoticos maduros. Kong y Von
Aderkas (2007) confirman esta relaciébn genotipaeddpncia en la maduracion de embriones
somaticos dé€inus glaucasometidos a concentraciones exdgenas de acidsiabs® su vez, en
rauli Sabjeet al (2008) sefialan diferentes tasas de brotaciomsgeguaotipo ensayado. De esta
manera se puede sefalar que los medios de culés@mpropiados para una respuesta determinada

dependen, entre otros factores, de la especiesyadma del genotipo en estudio.

Distintas procedenciasEl cultivo in vitro es una alternativa viable para la reproduccion y
conservacion de especies dificiles de cultivarrgngie generar un gran numero de individuos con la
misma identidad genética (Pierik 1990). Algunosestigadores indican que la identificacién de
ecotipos o0 procedencias y la regeneraaiowitro de los mismos es el mecanismo mas apropiado
para obtener la mayor tasa de multiplicacion dasestpecies (Reed al. 2011). En este contexto,

el potencial de produccion de brotes varié segupréeedencia del material inicial, la mayor
supervivencia se observo en los relictos de Cesxgyde y Coroneyl@bla 2.8). Esto podria indicar
qgue genéticamente son materiales diferentes. O@heomo se sefala en el capitulo 1, la mayor
variabilidad genética se registrd en los relictes@€Neuque y Coroney. Similares resultados se han
obtenido erPsychotria acuminat@or Laraet al. (2003), quienes estudiaron cuatro procedencias y
obtuvieron mayor proliferacion de brotes de un&lies. Esto es atribuible a dos factores: a que la
permanencian vitro haya inducido a los tejidos a un estado juvendy@n produccion) o estar en
presencia de genotipos superiores y con una mapacitlad de multiplicacion. Por otro lado,
Hernandez (2007) afirma que durante el procesondaccion de embriogénesis somatica en

Quercus subees mas importante la influencia del genotipo querdcedencia de los individuos.

Proliferacion. La literatura plantea que un tejido adulto u gétecamente mas viejo deberia tener
una menor respuesta morfogénica que un tejido iily@nque este Gltimo ha sido generado a partir
de tejidos meristeméaticos latentes, los cualescemmoldégicamente mas antiguos pero con menor
namero de divisiones celulares, manteniendo sutid#eh juvenil (Sanchez-Olatet al 2005,

Hasbun 2006). No obstante, en el presente ensagbtisme una mayor respuesta morfogénica,

expresada en el nimero de brotes, a partir deialadulto que material juvenil, independiente del
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tratamiento hormonal utilizaddrigura 2.2). Esto podria explicarse a través de los residtado
macromorfolégicos de los brotes @ keulesometidos a los tratamientos de proliferacion. El
material adulto se visualiz6 en roseta, hiperhédias y base necrosadeigura 2.3A-B). En
cambio, el material juvenil presentd hojas delgaglaslargadas Rigura 2.3 C-D). Estudios
realizados er@Quercus petraepor Morissetet al (2012) sefialan que la importancia de los brotes
epicormicos, como material morfogénico, radicaard6lo en su edad ontogénica, sino que en la
cantidad de agua, luz y carbohidratos que recibidesde el material parental durante su desarrollo
y Si a esto se le suman condiciones de cultiveitro, se puede generar una mayor respuesta
morfogénica, pero con mayor hiperhidratacion detdfidos por una acumulacion de nutrientes y
hormonas (auxinas y citoquininas, principalmentajadte su cultivo. Caracteristicas similares
presentan los brotes organogénicos obtenidd*eesea lingugor Cobet al (2010), sometidos a
las mismas concentraciones de BAP. Especificanen@ keule al igual que erP. lingue se
reporta la suculencia de sus tejidos como una teaifstica propia de la especie, que en presencia
de citoquininas promoveria la hiperhidricidad de bootes, generando vastagos no definidos y en
forma de roseta (Calderén-Baltiestal 1993).

Induccion morfogénica de material embrionario y alio

Induccion callogénica segun solucién minerdEn el presente ensayo de induccién, no hubo una
diferencia significativa en relacién a la solucidrnineral utilizada. No obstante, mediante la
caracterizacion macromorfolégica de los callos mbtes en los medios utilizadog-igura
2.5A.B.D) se observo, en general, callos acuosos o trdskjano compactos o de color marrén con
indicios de oxidacion, excepto para el medio WPlE genero callos de mayor tamafio, de color
blanco amarillento, compactos, friables y con plsencia de nodulogigura 2.5C). Mufioz-
Concha y Davey (2011) sefialan la solucion minel@MAtomo la Gptima para la proliferacion de
brotesin vitro provenientes de embriones cigoéticos y, a su vedid@-Conchat al (2012) sefialan

a la solucién mineral MS como ¢ptima para el deflarde embriones somaticos & keule
dejando en manifiesto que la respuesta morfogé@stzafuertemente influenciada por el genotipo
mas que por la solucion mineral. En general, @ma@s$pecies vegetales no existe una norma exitosa
en la respuesta morfogénica de sus callos (embigsna organogénicos) producidos en diferentes

medios de cultivos segun el explanto inicial. jemglo, se obtuvo callo morfogénico utilizando la
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solucién mineral BTM en cultivos diiglans regigAvilés et al 2009) a partir de hojas adultas. En
cambio, en la misma especie Fatired al (2006) obtuvo una respuesta positiva en el

establecimientan vitro de segmentos nodales utilizando el medio de ouliS.

A nivel macromorfolégico e histologico se estaldeque los callos con mejores caracteristicas
morfogénicas, en términos de la organizacion diglotese originaron a partir de los medios de
cultivo WPM (Figura 2.5C-Cg. Sin embargo, para obtener una manifestaciorsard#lo de estas
estructuras en la superficie del callo, es neaesariocer, entre otros factores, tiempo de indagcio
tipo y concentracion de reguladores del crecimiegémotipo y fuente de hidratos de carbono
(Corredoira et al 2003, Miguel et al 2004). En relacion a la descripcion histologica,
especificamente para los callos provenientes ddiamautritivo WPM, se pudo observar algunas
agrupaciones de tejidos meristematicos o en divigi@bido, principalmente, a la presencia de
células pequefias, compactas e isodiamétricas ltcotoatenido citoplasmatico, caracteristico de
células pro-embriogénicas (Michelangeli de Clawgjoal 2003, Yanet al. 2012). A su vez,
estudios realizados &offea canephoréCevalloset al. 2002),Quercus robur(Corredoiraet al.
2006) yJuglans regia(Avilés et al 2009) describen como caracteristica comun laepres de

estructuras meristematicas en la cara adaxialadlel ¢

Induccidon callogénica segun dosis hormonal y tip@ dexplanto Los resultados obtenidos

mostraron que en el medio de cultivo se requiritnisma concentracion de los reguladores del
crecimiento 2,4-D y Kin para desencadenar el pmoesrfogénico. Esto, debido a que sélo los
agregados celulares derivados del tratamiento Pplesgronrespuesta morfogénica a partir de la
nervadura principal y secundaria de la hoja, ereristadulto, y similar respuesta se obtuvo con
el mismo tratamiento a partir de cotiledones masluewidenciado callos friables, compactos y

homogéneosHigura 2.6A-D).

La presencia del acido 2,4-D en el medio de culi@sido reportada como uno de los estimulos

auxinicos de mayor aplicacion en la induccion déregénesis somatica, tanto en plantas
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leflosas como herbaceas (Castellagtosl 2005, Gomeet al 2006, Gonzaleet al 2012). Las
caracteristicas macromorfoldgicas del tipo de aglie se obtuvieron en este ensayo concuerdan
con la descripcion realizada por Mufioz-Conehal. (2012), tras inducir embriones cigéticos de
G. keuleen presencia de 2,4-D, destacando la friabilidguiegencia nodular en los agregados

obtenidos al culminar la etapa de induccion y digrémproliferacion callogénica.

En laFigura 2.6E se evidencio la presencia de un callo compacteestmcturas globulares que
trascurridos 8 meses y medio de cultivo se maiifestno un embridon corazon-torpedo poco
desarrollado Kigura 2.6F-H). Al observar la histologia de ésta estructuradsterminé la
presencia de una estructura embriogénkigufa 2.7), no asi el cambio de fase globular a
corazon-torpedoSimilares caracteristicas fueron observadas pote€4P012) en embriones
somaticos deNothofagus alpinaen fase globular, quien describe embrioides codecia a
aplanarse, formar una concavidad en uno de sus ladesconectarse del tejido materno; para
luego, en la fase de estadio corazon, iniciar l@aracion de los apices caulinar y radical.
Ademds, Cartes (2012) destaca que las masas preggricas presentan gran organizacion
tisular, células pequefias con nucleos prominedtesarrollo de células epidérmicas y bandas
procambiales en fases iniciales. Otros estudios,cavacteristicas morfologicas e histoldgicas
similares a las presentadas, se han informado @ignam variedad de especies coiocalyptus
nitens, Musa spp., Pinus pinaster, Acrocomia aculeata, Passiflora eduli®ntre otras
(Bandyopadhyay y Hamill 2000, Videt al 2000, Tereset al. 2007, Mouraet al 2008, Pintaeet

al. 2011).

CONCLUSIONES

La respuesta morfogénica de segmentos nodaless.d&eule fue exitosa, permitiendo la
revigorizacion del material vegetal adulto. Se wond la respuesta genotipo-dependiente de la
especie sobre las condiciones de cultivo. Medinticion de 2,4-D en el medio de cultivo se

obtuvo respuesta embriogénica a partir de cotileslomaduros, corroborada por analisis
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histolégicos. Asi mismo, se evidencid que, lassalgeproliferacion y elongacién caulinar fueron las
etapas criticas del estudio. Se obtuvieron da®#ificos que podrian ayudar a disminuir algunas
limitantes que afronta esta especie endémica ehdarsu propagacion; ademas de plantear nuevas
interrogantes que deben ser incorporadas en estudioos.
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Germinacion in vitro de Gomortega keuléMol.) Baillon y la presencia de inhibidores
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RESUMEN

Gomortega keulgMol.) Baillon, arbol endémico, monotipo y cateddg en peligro de
extincion, presenta escasa regeneracion sexual keabstat natural. La germinacion de sus
semillas se produce después de un afio, con unnpajeale germinacion no superior al
40% vy la propagacion por estacas ha sido infruetuesr esta razén, es pertinente ahondar
en posibles causas de su baja germinacion. Ashjetivo de este estudio fue evaluar la
germinacionin vitro de G. keuley la presencia de inhibidores relacionados a@steeso.

La germinacionin vitro no se vio influenciada por la aplicacion exdgerea atido
giberélico (GA), obteniendo un porcentaje de conversion a plandximo de 29,17%.
La cantidad de fenoles totales fue mayor en tegtoaate semillas de la temporada que en
tegumentos de semillas de temporadas anterioreseldaon giberelinas: acido abscisico
(GA:ABA) fue mayor en todos los tratamientos y @ncentracion de acido indol acético
(AIA) fue mayor en embriones en proceso de gernmmad vitro. Las principales
sustancias de reserva en las semillaG desule en orden decreciente son lipidos, proteinas
y almidon. Durante los primeros 60 dias de la geacionin vitro de G. keulese observo
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utilizacion de lipidos y proteinas. En cambio, p&nulos de almidon fueron siempre
pequefios, escasos Yy sin evidencia de ser utilieawho fuente de carbohidratos durante el

periodo germinativo estudiado.

Palabras clave Gomortegaceae, histoquimica, sustancias de egdenoles, giberelina.

INTRODUCCION

La germinacion es un proceso fisiolégico compleje ge inicia con la imbibicion de la
semilla quiescente y termina con la emergenciaadie glel eje embrionario a través de las
cubiertas seminales. El signo visible de la firsadion de este proceso es cuando la radicula
atraviesa la cubierta seminal que la rodea (Bewl@97, Azcon-Bieto y Talén 2000,
Bewleyet al 2013).

Para que ocurra la germinacion, no solo las comks ambientales como humedad,
temperatura, luz y pH deben ser adecuadas, sinbiéanel desarrollo del embrién y la
maduracion de la semilla deben haber concluido té®n y Koornneef 2008). Sin
embargo, las semillas de algunas especies no gernmannque las condiciones sean
favorables. Esta situacion se conoce como dormaneia una de las adaptaciones mas
importantes de las plantas, ya que permite a laillsegerminar sélo cuando las

condiciones sean Optimas con el fin de perpetuespacie (Bewley 1997).

La dormancia en las semillas estd determinada pdtiphes factores morfologicos y
fisiologicos. Entre los factores fisioldgicos, leguladores del crecimiento cumplen un rol
importante. Entre ellos, el acido abscisico (ABA&)rd, que inhibe la germinacién y
mantiene la dormancia, ha sido estudiado en vasaecies modelos (Finch-Savage y
Leubner-Metzger 2006, Debeaujehal 2007, Nonogaket al 2010). Adicionalmente, la

germinacion se encuentra regulada, principalmegrae,la relacion entre las cantidades
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endogenas de giberelinas (GA) y ABA y la sensihdidde los tejidos a dichas
fitohormonas. Asi, un mayor contenido de ABA blogpia la germinacion, mientras que
un mayor contenido de GA la promueve (Kucetal 2005, Bentsink y Koornneef 2008,
Hilhorstet al 2010, Bewleyet al. 2013).

Por otro lado, las cubiertas seminales son impta$apuesto que protegen al embrion
frente a factores del ambiente, impidiendo la eatrde agua y limitando el intercambio
gaseoso entre los tejidos (Bewktyal. 2013). También actuarian como barrera mecénica al
ejercer resistencia a la elongacion del embrion goatener sustancias inhibidoras de la
germinacion (Baskin y Baskin 1998). Entre estasasiegas inhibidoras se encuentran los
compuestos fendlicos, derivados del metabolismarskrio de las plantas, que inhiben la
germinacion al incrementar la impermeabilidad alaag/o gases e incluso influir sobre la
sintesis temprana de proteinas (Srivastava 2002eddgonet al. 2007, Siddiqui y Khan
2010).

Adicionalmente, para que una especie logre estslec las principales sustancias de
reserva de la semilla (carbohidratos, proteindgigdds) deben estar disponibles, tanto para
la formacién de estructuras fisicas (paredes aekijanembranas y organelos) como para
procesos asociados a la respiracion y sintesisitdariediarios metabdlicos (Corge al
2006). A su vez, la composicion quimica de las Bene confiere caracteristicas que
determinan su comportamiento durante el almacemaoyiéa germinacion y los procesos
metabdlicos que ocurren para la degradacion de sesdancias, afectando el vigor de la
misma (Magalh&est al. 2010).

El cultivo in vitro de embriones cigoticos es una de las técnicagaddis para el rescate de
embriones que se encuentran en estado inmadur@ohdgciones artificiales del medio de
cultivo sustituyen el endospermo, y el control @& ¢ondiciones micro medioambientales
promueven su desarrollo a una planta viable (R€8&)2 Dado lo exitoso de la técnica se

le ha utilizado en especies que se encuentrangém grado de amenaza, con el fin de
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lograr la conservacion de dichas especies (Fayeyn@hte 1997, Rambalmi al 2006,
Sugii 2011, Junior y Schwerwinski-Pereira 2012, ikagu et al 2013).

En la especie en estudiG. keule la escasa germinacion en condiciones naturales
representa uno de los factores que han llevadoesgdacie a encontrarse en peligro de
extincion. Estudios de propagacién sexual repagerminacion a partir del quinto mes de
iniciados los ensayos, con una tasa del 4% rea@eamocion del endocarpio (Maldonado
1990) y de un 24% utilizando semillas escarificadasuralmente por mas de una
temporada en el suelo (Donoso y Escobar 1985)]labee(1996) usé semillas colectadas
desde el suelo, les aplicé 10 g de &cido giberélico (G#\y transcurridos 5 meses obtuvo
un 17% de germinacion. Morales y Calquin (2004)pi@mon el endocarpio y al cabo de 14

meses obtuvieron un 42% de germinacion.

La baja capacidad germinativa @e keulees atribuida a la dureza de su endocarpio y al
largo periodo que requiere para su germinacionddeldo 1990), asi como también a la
carga microbiana de origen endégeno que poseeselasilas (Aburto 2002). Segun
Hechenleitneet al. (2005) las plantulas alcanzarian una altura del® cm luego de un

afo de crecimiento.

Calderon-Baltierraet al. (1993), utilizando la técnica de cultiva vitro, introdujeron
embriones cigoticos deG. keule reportando altos niveles de contaminacién e
hiperhidratacion de los tejidos. Los autores lagmala iniciacion de brotes adventicios a
partir de la base cotiledonar luego de 4 mesesidigaccen medio MS (Murashige y Skoog
1962) suplementado con 1 mg" lde bencilaminopurina (BAP) y 0,1 mg'lde &cido
naftalenacético (ANA) y posteriormente su proliteééa en medio MIII6 (Mosellaet al
1979) suplementado con 1 mg BAP, 0,01 mg [* ANA y 0,1 mg L* de GA. Mufioz-
Concha y Davey (2011) cultivaron en condiciomesitro mas de 400 embriones cigéticos
en medio Woody Plant Medium (WPM, Lloyd y McCown819 con 1,0 mg I de BAP y
0,1 mg L* de ANA, logrando seis plantulas aptas para ladoidin de brotes y de las
cuales solo dos fueron reactivas en la etapa déepacion de brotes.
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La informacion existente de los posibles factones estarian afectando la germinacion de
G. keulees un espacio abierto para el desarrollo de ilgaEsbnes que contribuyan a la
conservacion de tan importante especie para Pde.consiguiente, el objetivo de este
trabajo fue evaluar la germinacignvitro y la presencia de inhibidores de la germinacion
en G. keule con el fin de contribuir a dilucidar las posiblegsusas que dificultan la

germinacion de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se colectaron semillas con endocarpio y frutos mesddeG. keuleen el relicto Coroney
(36°40" S; 72°51’ O) durante las temporadas 2012031. En todas las semillas fueron
removidos los endocarpios con ayuda de una prenskesgchados. Las semillas se
denominaron: 1) temporada 2010 6 2011, cuando piavede los frutos maduros y 2)
temporadas anteriores al afio de colecta, cuangwesentaban epicarpio y mesocarpio. Se
asumio que al no presentar estas estructuras yanhaéisado al menos una temporada en el

suelo. Las semillas fueron almacenadas en unfigsmo y seco hasta su utilizacion.

Germinacion in vitro

A semillas deG. keulecolectadas durante la temporada 2010 se lesGeaatia prueba de
viabilidad, utilizando tetrazolio (TZ) al 1% (pNISTA 1999). Posteriormente las semillas
extraidas de los frutos fueron embebidas en difeseroncentraciones de &0, 100, 200
mg L) durante 24 h. Luego, en una camara de flujo larga realizé una asepsia superficial
con etanol al 70% (v/v) por 1 min seguido de teesmdlos de agua destilada estéril (3, 4y 5
min) continuando con hipoclorito de sodio al 50%v)\por 15 min, finalizando con tres
lavados en agua destilada estéril (3, 4 y 5 mia)ektraccion de embriones se realizd bajo
lupa estereoscopica. Los embriones fueron dispsuiesiotubos de ensayos con medio de

cultivo WPM con macronutrientes diluidos a la mjtadplementado con 30 ¢ lsacarosa, 7
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g L* agar agar (Mer® y 0,115 g [* de vitrofuraf® ajustado a pH 5,8. Las condiciones de
cultivo fueron 15 dias en oscuridad y posterior@édatoperiodo de 16/8h (luz/oscuridad) y
+25 °C.

Cuantificacion de fenoles totales

Se utilizaron semillas colectadas durante la teag@P011 y se definid en que tejido seminal
se iba a cuantificar los fenoleapla 3.1). La semilla completa comprendio al tequmento,

endospermo y embrion.

Tabla 3.1 Tejido vegetal seminal dBomortega keul@tilizado en la extraccion de fenoles
totales.

Temporada Tejido vegetal
- Ctrl : Control (Hoja)

Sc Semilla completa

S o
3 8 Tg: Tegumento
< © Sstg Semilla sin tegumento
Sc: Semilla completa
—
§ Tg: Tegumento

Sstg Semilla sin tegumento

La cuantificacion de fenoles totales se realizo iamd la prueba colorimétrica de Folin-
Ciocalteau descrita por Waterhouse (2002), adaptadaestras de pequefio volumen. Se peso
200 mg del material vegetal, que se dispuso enlm Eppendorf color &mbar y se agrego 2
mL de metanol al 100%. A continuacion, se tritutmda muestra con ayuda de una varilla de
plastico y se llevaron a agitacion constante pgoazemperatura ambiente. Posteriormente, se
centrifugaron las muestras a 10.000 rpm (Epper@entrifuge 5810 R) durante 10 min y se
extrajo el sobrenadante de cada tubo disponiémafolon nuevo tubo Eppendorf color &mbar,

denominado extracto.
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Posteriormente se tomaron 20 pL de extracto y keamon en un tubo Eppendorf color
ambar de 2 mL, se le agrego 1.580 pL de aguaatistdstéril y 100 pL de reactivo Fenol
segln Folin-Ciocalteau (Mertk se mezclaron los liquidos y se incubaron pori8 an
temperatura ambiente. A continuacion, se agregqu80@e NaCa; (Merck®) al 20% diluido
en agua (p/v), se mezcldé y se incub6é a temperamnniente por 2 h. Se realizaron 4
extracciones por tratamiento. Finalmente, se mididconcentracion de fenoles en un
espectrofotometro (Thermo Scientific Spectronic €3g8 2) a 765 nm. El contenido total de
fenoles se expresd en equivalentes de &cido gdleeck®) (mg L. La curva patrén se
preparé con una solucién madre de &cido gdlico.@@05mg . Para la calibracion de la

curva se prepararon diluciones sucesivas de 100320, 400 y 500 mgt.

Cuantificacion de GA, AIA'y ABA

La extraccion de GA AIA y ABA libre se realizé segun la metodologi@apuesta por Kamal
y Bano (2008) con algunas modificaciones. Se atiiz semillas colectadas durante la
temporada 2011. El control correspondié a embridieds. keuleen proceso de germinacion

in vitro (Tabla 3.2 y la semilla completa comprendi6é tegumentos, gpelano y embrion.

Tabla 3.2. Descripcion del material vegetal utilizado parauantificacion de GA AIA y
ABA en semillas d&omortega keulprovenientes de dos temporadas.

Temporada Material vegetal
- Ctrl: Control

Eb: Embriones

En: Endospermo

Anterior
2011

Sc: Semilla completa

Eb: Embriones
En: Endospermo

Sc: Semilla completa

74



La extraccion de cada una de las hormonas sedadgilzando 50 y 100 mg de material
vegetal. En ambos casos se congeld el tejido ‘emgetanitrégeno liquido y posteriormente se
tritur. Luego, se agregé 10 mL de metanol al 80¢agua destilada (v/v) y se mantuvo en
agitacion constante a 150 rpm a 4 °C durante IPrdnscurrido este periodo se filtro la
muestra usando una jeringa y filtros desechablés2fum de tamafio de poro y 13 mm de
diametro (Millex¥-Merck Millipore) y se dispuso en un balén de \dadrile 25 mL.
Posteriormente, se concentré la muestra en rotaeap0 °C por aproximadamente 15 a 20
min. Luego se agregd 5 mL de agua desionizadgus®al pH a 2,0 con HCI (1N) y se
efectio una nueva extraccion con 10 mL de acegtith (MercK). La separacién de la
fase acuosa y organica se repiti6 tres veces. Earanar los residuos acuosos y
contaminantes de la fase organica se adicioné untaple espatula de sulfato de sodio
(NaSQy). Posteriormente, la fase organica obtenida, quiene GA AIA y ABA, fue
nuevamente concentrada en un rotavapor a 50 °@ bb&tner un residuo completamente
seco. Finalmente el residuo fue resuspendido emuB0@e metanol absoluto y mantenido
en frio (-80 °C) hasta la cuantificacion, denommadtracto.

La curva standard de GAAIA y ABA se prepard con soluciones de @erck®, AIA

Merck® y ABA Sigm& (99% de pureza) a una concentracién de 25 pd.rRara la
calibracién de la curva se prepararon dilucionegsivas de 1,5, 2,5, 3,5, y 4,5 pg e
GAs; 1,5, 2,5, 3,5, y 4,5 pg riLde AIA; 1,0, 2,0, 3,0 y 4, 0 pg riflde ABA.

El extracto resuspendido en 300 uL de metanol atisein la fase de extraccion se filtrd
utilizando un filtro desechable con 0,22 um de faonde poro y 13 mm de diametro
(Millex ®-Merck Millipore) antes de realizar la cuantific@gien un equipo de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) Shimadzu, coreditr con arreglo de diodo SPD-
M10Av, sistema controlador SCL-10Avp y bomba FC\ALOp. Para separar GAAIA y
ABA se us6 una columna HPLC BioRad RP-18 Lichrospht00 (250 mm) a una
temperatura de 30 °C, con un flujo de 0,8 mL tyneluidas en fase mévil de metanol,
acido acético y agua (30:1:70). El contenido horah@e expres6 en pg'gle PF (peso

fresco) de material vegetal.
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Histoquimica

Se utilizaron semillas d&. keule extraidas de frutos maduros colectados durante la
temporada 2011. Para la descripcion histoquimicka demilla deG. keulese utilizaron
semillas completas y para describir la movilizacd® sustancias de reserva durante la
germinacion, se emplearon embriones cultivadosoadicionesin vitro segun lo descrito
anteriormente, sin la adicién de @Aos embriones germinados vitro fueron colectados
cada 10 dias durante 60 dias (TO, T10, T20, T30, T80). Todas las muestras fueron
fijadas en 70% (v/iv) de FAA (5% formaldehido, 5%dacacético, 90% alcohol, v/v/v)
durante 48 h y posteriormente mantenidas en etnd% (v/v) hasta su deshidratacion
(Johansen 1940). A continuacion, el material fuguido en metacrilato (Historesina
Leica) siguiendo el procedimiento recomendado pofakricante del kit. EI material
incluido fue cortado longitudinalmente en micrétommativo de avance automético
(ModeloRM2155, Leica Microsystems Inacon navajas de vidrio descartalbde$0 um de
espesor. Los cortes fueron sometidos a distintasbps histoquimicas y se montaron con

resina sintética (Permount).

Para detectar almidones se utilizo lugol (Johad€=i®), xylidine ponceau para proteinas
totales (Vidal 1970), Sudan Black B para lipidasies (Pearse 1972), cloreto de fierro Il
para compuestos fendlicos totales (Johansen 1948)ilyde toluidina pH 4,0 para obtener
un contraste metacromatico (O'Briehal. 1964). La preparacion y procedimiento de las

pruebas histologicas se realizé segun Ventetlil. (2013).

Para la evaluacion se utiliz6 un control blancotemal sin aplicacion de reactivo o
colorante, con el fin de determinar una posiblemggtacion natural de algunos
compuestos que podria interferir en el resultadi@a deloracién obtenido con los diferentes
reactivos (Ventrellzt al. 2013). Las imagenes fueron obtenidas con un stogo de luz
(modelo AX70TRF, Olympus Optical Olympus AX-70) gmpdo con un sistema
registrador de imagenes. Se evalué cualitativamgmt@cuerdo a la reaccion observada en

cada prueba.
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Los andlisis histoquimicos se realizaron en el taooio de Anatomia Vegetal
perteneciente al Departamento de Biologia VegetdadUniversidad Federal de Vigosa,

Brasil.

Disefo Experimental

Germinacion in vitra El disefio estadistico utilizado fue completameatgatorio. La unidad
experimental consistio en 4 tubos con 1 embridma cam y 6 repeticiones. A los 30 dias de
iniciado el ensayo se evalud el porcentaje de gaxion de los embriones considerando la
emergencia de la radiculay a los 75 dias el ptajgede conversion a plantula. Los resultados
fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANO®®) un nivel de significancia$ 0,05.

Los analisis se realizaron con el programa estealiSAS 9.2.

Extraccion de fenoles totale§e realizaron 4 repeticiones por tratamiento. &gfit utilizado
fue completamente aleatorio y con el software ésttad SAS, version 9.2 se efectué un
andlisis de varianza (ANOVA) y la diferencia de msdse determiné a través del test de
Tukey (p< 0,05).

Extraccion GAs, AIA y ABA. Se realizaron 5 extracciones por tratamientolgciras por
muestra en HPLC. Los resultados se sometieron anétisis de varianza (ANOVA) y la
comparacion de medias se realizo mediante el &3uldley al nivel p< 0,05.Se utilizo el

software estadistico SAS, version 9.2.

Histoquimica.El disefio fue completamente al azar y se tomanmuéstras por material. De

cada muestra incluida en metacrilato se realizatédminas conteniendo 8 cortes cada una.
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RESULTADOS

Germinacion in vitro

La coloracién de los embriones después de la ajfitadel test de TZ demostrdé que las
semillas de temporadas anteriores a 2010 no eadtes(Figura 3.1A). Mientras que, los
embriones de semillas que estaban en los frutts t@enporada eran viableSigura 3.1B).
Por esta razon, los ensayos de germindniditro se realizaron utilizando sélo los embriones

de esta ultima fuente.

Figura 3.1. Test de viabilidad de embriones@emortega keuleA. Embriones provenientes
de semillas de temporadas anteriores a 2010. Bri&mals provenientes de frutos de la
temporada 2010.

A los 30 dias de iniciado el ensayo se observinquaubo diferencias significativas entre las
diferentes concentraciones de {£itilizadas para promover la germinacion (p= 0,5578
(Tabla 3.3). Transcurridos 75 dias, la conversion a plartartapoco fue diferente entre los
tratamientos aplicados (p= 0,6698abla 3.3. Sin embargo, al tratarse de una especie con
serios problemas de conservacion, la utilizaciéG8e en una concentracién de 200 nig L

permitio incrementar el porcentaje de plantulasl(2%).
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Tabla 3.3.Valores promedios de germinacion y conversion atpld, en condicionds vitro,
deGomortega keulen respuesta a la aplicacion de distintas conoémies de GA

GAs3 Germinacion®® Conversién a plantuld?
(mg LY (%) (%)
0 25,00 n.s. 16,57 n.s
50 20,83 n.s. 12,50 n.s
100 33,33 n.s 20,83 n.s
200 37,50 n.s. 29,17 n.s

n.s.: no significativo (g< 0,05). (1): evaluado a los 30 dias, (2): evaluatlts 75 dias.

Macro-morfolégicamente, la mayoria de los embriode$s. keuleintroducidosin vitro
presentaron pigmento fotosintético (clorofila) arebna cotiledonar. Sin embargo, después
de 30 dias se observd una oxidacion de dichosogeffelgura 3.2A). Otra caracteristica
recurrente, incluso en embriones que germinaranladuespigmentacién del borde externo
del cotiledon Figura 3.2B). A los 100 dias se obtuvo plantulas con carastieas
fenotipicas normales-{gura 3.1C). Sin embargo, se observé una lenta elongaciétaltiel
principal, alcanzando una longitud de 3 mm a Id3 di@s.

Figura 3.2. Germinacionin vitro de embriones d&omortega keuleA. Oxidacion de
cotiledones a los 30 dias de iniciada la germimaagincronica. B. Plantula @&omortega
keulecon cotiledones con bordes despigmentados a |d&85C. Plantula a los 100 dias.
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Cuantificacion de fenoles

El contenido de fenoles totales en semillassddeulearrojo diferencias significativas (@
0,05) entre los diferentes tejidos vegetales atlis. La mayor cantidad de fenoles totales se
detecté en el control (hojas Ge keul@ con 1.524,16 mgt.equivalentes de &cido gélico. Las
cubiertas seminales (Tg) de las semillas de ladesd 2011 presentaron un mayor contenido
de fenoles totales en comparacion al provenienterdporadas anteriores a 2011 y semillas
completas (Sc) de la temporada 2011. No fue poditiectar fenoles totales en semillas sin
tegumentos (Sstg) de ninguna de las tempor&izsré 3.3).
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Figura 3.3. Contenido promedio de fenoles totales (expresadosgeivalentes de &cido
galico (mg %) en diferentes tejidos vegetales en semillasGdenortega keulede
temporada anterior a 2011 y temporada 2@ttl: Control (hoja queule), Sc: semilla
completa, Tg: tegumento; Sstg: semilla sin teqgumemd.: no detectable. Letras distintas
indican diferencias significativas segun el tesTdkey (p< 0.05).

Cuantificacion de GA, AIA'y ABA

Cuando se emple6 50 mg de muestra vegetal no feiblgpadetectar hormonas por la
metodologia utilizada. La cuantificacion de hornssalo se logré al utilizar 100 mg de

muestra. No fue posible determinar la presenci@Alg AIA y ABA en los tejidos seminales
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de temporadas anteriores a 2011 mediante el anélisi HPLC. Sin embargo, tejidos
seminales provenientes de semillas de frutos maddeola temporada 2011 mostraron
diferencias significativas para GAp = 0,0369), AlIA (p< 0,0001) y ABA (p = 0,0008)a
concentracion promedio de GAie similar en el control (Ctrl), en el endosper(an) y en la
semilla completa (Sc) de la temporada 2011. Porlatio, el contenido en el embrion (Eb) de
la temporada 2011 no fue distinto al Crtl y endaspe(En) de la temporada 201Tabla
3.4). En el caso de AlA, la mayor concentracion pramed encontrd en el Ctrl y las menores
concentraciones, aunque similares entre si, eni@meisr (Eb), endospermo (En) y semilla
completa (Sc) de la temporada 2011. Finalmentepteentracion de ABA promedio fue
mayor en el Ctrl, y diferente a la semilla compl&e) y el endospermo (En). Este ultimo fue
igual al contenido en los embriones (Eb) de la teaga 2011 abla 3.4).

Tabla 3.4.Concentracién promedio de GAIA y ABA (ug g* PF) en semillas y embriones
cigoticos deGomortega keul@rovenientes de dos temporadagerminadanediante analisis
con HPLC.

i . Relacién
Concentracion promedio
Material (ug g* PF) hormonal
Temporada HO g
vegetal
GA3 AlA ABA GA:ABA
- Ctrl 24,00 ab 29,60 a 17,40 a 1,38
Eb n.d. n.d. n.d. -
©
S g
5o En n.d. n.d. n.d. -
= N
C
< Sc n.d. n.d. nd. i
Eb 533b 1,73 b 3,69c 1,4
—
§ En 19,67ab  3,40b 6,70 bc 2,9
Sc 25,00 a 462Db 11,26 b 2,2

Ctrl: control (embrionescigéticos en proceso de germinaciin vitro), Eb: embriones, El
endosperma, Sc: semilla completa, n.d.: no detiectdbedias con una letra comin no son
significativamente diferentes segun test de Tukey0(05).
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Se encontro una alta relacion, entre las hormo#a8BA en todos los tratamientos en que la
técnica HPLC permitié detectarldBapla 3.4).

Histoquimica
Caracterizacion de semillas de Gomortega keule

Macroanatomicamentela semilla de G. keule estd protegida externamente por el
endocarpio del fruto, el cual tiene una forma gksbou oval, siendo lefioso y
extremadamente dur&ifura 3.4A). La semilla presenta forma ovalo-lanceolada,regala
con tegumento grueso color marréiigura 3.4B). Se distinguio los diferentes tejidos de la
semilla: cubierta seminal, endospermo y embriom.t&ao, la semilla es albuminada, con
abundante endospermo de color blanquecino que daupayor proporcion de la semilla
(Figura 3.4C). El embrion es linear, simétrico, con dos cobiees y polo apical y

radicular diferenciaddjgura 3.4D).

0,3 cm

Figura 3.4. Macromorfoanatomia de la semilla @@mortega keuleA. Vista externa de la
semilla (endocarpio). B. Semilla al interior deldenarpio. C. Corte longitudinal de la
semilla, se observa los tegumentos, endospermobyi@mD. Embridén. E: endocarpio, S:
semilla, Tg: tegumento, En: endospermo, Eb: embriGot: cotiledones, Eeb: eje
embrionario.
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Al observar cortes histologicos de semillasGiekeule(Figura 3.5A) se distinguieron los
principales tejidos seminales, tegumento (Tg), spdomo (En) y embrion (Em). La
cubierta seminal estd compuesta por dos capasasspedlicuas, una externa (Te) y otra
interna (Ti) Eigura 3.5B), en que se localizan sustancias fendlicas reaslpdr la tincion
con cloreto de fierro IlIKigura 3.5C) y con la tincién con azul de toluidinBigura 3.5D-

E). La capa exterior contiene compuestos fenodlicirieturales, incluidos en una pared
lignificada, semejante a las de las células delxd. La capa interior, en cambio, almacena

los compuestos fendlicos al interior del protomgBigura 3.5E).

En el embrion y endospermo se encuentran almacenpdocipalmente, lipidos, proteinas
y en menor proporcion, almidon. Los lipidos sonptancipal sustancia de reserva en
semillas deG. keule(Tabla 3.5, observandose en forma abundante en las célelas d
endospermo y embrion. Se evidenciéo mayor cantiggoroteinas en el endospermo que en
el embridon. Mientras que, el almidén se encontré bajas proporciones en ambas
estructuras anteriormente mencionadéabla 3.5. En la semilla seccionada se pudo
visualizar mediante la tincion con Sudan Black Btagode aceites presentes en el
endospermo. Los cuerpos lipidicos se visualizanocesieras de 25-30 um de diametro,
ocupando la mayor proporcion de las células camilalision uniforme en el endospermo y
embrion Figura 3.5F e ). Las proteinas totales se evidenciaron mediahtesé con

xylidine ponceau, apareciendo estructuras de foymtamafo variable, de 5-25 um de
diametro, globosas o angulares, denominadas cugmudsicos Figura 3.5G y J). El

almidon fue detectado mediante la tincidn con lugsle determind baja cantidad en las
células del embrién, conformando granos de almidién 2-5 um Figura 3.5H).

Aparentemente, el endospermo contiene una mayadidadnde proteina que el embridn,

conformando cuerpos proteicos cristalizadégyra 3.5J).
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Tabla 3.5. Presencia de diferentes compuestos visualizadosawsés de pruebas
histoquimicas especificas en los diferentes tejilgols semilla d&omortega keule.

Estructura  Prueba histoquimica Reaccion Compuestoisualizado
Tegumento Cloreto de fierro Il + Compuestos fendlicos
Azul de toluidina + Compuestos fendlicos (lignina y
taninos)
Lugol - -
Sudan Black B - -
Xylidine ponceau - -
Endosperma Cloreto de fierro 11l - -
Azul de toluidina + Compuestos fendlicos (lignina y
taninos)
Lugol + Almidén
Sudan Black B +++ Lipidos totales
Xylidine ponceau ++ Proteinas totales
Embrion Cloreto de fierro Il - -
Azul toluidina + Compuestos fendlicos (lignina y
taninos)
Lugol + Almidén
Sudan Black B +++ Lipidos totales
Xylidine ponceau + Proteinas totales

+: presente, -: ausente, el nUmero de + indicatémsidad de la reaccion.
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Figura 3.5. Caracterizacion histoquimica en cortes longitudmale semillas d@omortega keuleA-B.
Caracterizacion blanco o control, en el cual laikgmo fue expuesta a ningun reactiyo. Vista general de la
semilla, distinguiéndose tegumento, embrion y epelwso.B. Detalle del tegumento y endospermo, obsérvese
coloraciéon natural marrén del tegumento intern@ospermo denso por presencia de material de reserva
Tincién con cloreto de Fe Il con reaccion positile tegumento interno por presencia de compuéstosicos.

D. Vista general del tegumento y endospermo tefodcazul de toluidingE. Detalle de los tegumentos externos
e internos tefiido con azul de toluidina. Tegumemterno formado por células con paredes gruesesgia de
elementos conductores del xilenfa. Vista general del embrion tefiido con Sudan BIBcKs. Cotileddn:
reaccion positiva de xylidine ponceau indicands@neia de proteinas como material de resétv&otiledon:
reaccion positiva de lugol indicando presencia @egos de almidérl. Cotileddn: reaccion positiva a Sudan
Black B, indicando presencia de lipidos como maltede reserval. Endospermo coloreado con xylidine
ponceau, cuerpos proteicos en forma de cristales.

Tg: tegumentos, En: endospermo, Eb: embridn, Gentento externo, Ti: tegumento internd;, Xlema.
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Movilizacion de las reservas en los cotiledonesahte la germinacion in vitro

En los cortes histologicos de cotiledones, tefimns Sudan Black B al inicio del proceso
de germinacion, se observaron cuerpos lipidicosogu@an casi por completo el espacio
celular Figura 3.6A). Estos fueron consumiéndose lentamente durasterimeros 30
dias desde iniciado el ensayo de germinatidritro (TO-T10-T20-T30) Figura 3.6A-D).

En T40 se observé un leve consurkig(ra 3.6E). Posteriormente, en T60 se evidencio

una reduccién de esta sustancia de res€&igar@ 3.6F).

Las proteinas se detectaron mediante la tincionxgbdine ponceau y en TO se observo
cuerpos proteicos de 3-5 um, distribuidos uniformet® al interior de las células del
cotiledon Figura 3.7A). En T10, estos cuerpos proteicos comenzaron auQurse
(Figura 3.7B), siendo mas evidente su utilizacion en TE@yra 3.7C). Y se mantuvo
hasta T40Kigura 3.7D-E), reanudandose en T60.

De acuerdo a la tincion con lugol realizada a m$es histologicos de cotiledones, durante
los primeros 60 dias desde la introduccignvitro, no se evidencid movilizacion o
consumo de almidon. En general, los granulos dédémfueron muy pequefios y poco
visibles fFigura 3.8A-F).
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Figura 3.6. Seccion longitudinal de cotiledones @emortega keulelurante la germinacion
in vitro tefiidos con Sudan Black B para la identificaciérligidos totalesA. (TO) O diaB.
(T10) 10 diasC. (T20) 20 diasD. (T30) 30 diask. (T40) 40 diask. (T60) 60 dias desde la
introduccion en medio de cultivo WPM.
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Figura 3.7. Seccion longitudinal de cotiledones @emortega keulelurante la germinacion
in vitro tefiidos con xylidine ponceau para la identificacite proteinasiA. (TO) 0 dia,B.
(T10) 10 diasC. (T20) 20 diasD. (T30) 30 diask. (T40) 40 diask. (T60) 60 dias desde la
introduccion en medio de cultivo WPM.
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Figura 3.8. Seccion longitudinal de cotiledones @emortega keulelurante la germinacion
in vitro teflidos con Lugol para la identificacion de almid&. (TO) O diaB. (T10) 10 dias,
C. (T20) 20 diadh. (T30) 30 diask. (T40) 40 diask. (T60) 60 dias desde la introduccién en
medio de cultivo WPM.
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DISCUSION

Germinacion in vitro

La utilizacion de GA en los tratamientos de germinacidnvitro de G. keuleaument6 el
namero de plantulas obteniddabla 3.3 aunque no fueron estadisticamente significagivo (
< 0,05). Esto es beneficioso, ya que se obtienenayar cantidad de material vegetal para su
micropropagacion. No obstante, la germinacion oaster fue asincrénica en el desarrollo de
sus polos (apical y radicular), similar a lo ddscpor Konget al (2012). Ademas, se
visualizo tejido despigmentado por el borde dectiedones, infiriendo una posible lesion

celular.

El rol que desempefia la GAlurante la germinacion abarca un amplio rangordeepos
fisiologicos en la semilla. Es asi, como puedeitsirstos requerimientos de luz o frio o
promover la degradacion de sustancias de resea@ifBieto y Taldon 2000, Taiz y Zeiger
2006, Bewleyet al 2013). EnG. keuleno se reportan estudios de germinadiorvitro
utilizando GA como tratamiento inductor. En otras lefiosas, ileadion de GA in vitro
incrementa positivamente el porcentaje de gernmanagiestimula el desarrollo del embrion
(Samuelet al 2009, Bojorquez-Quintragt al 2011, Stogi¢ et al 2012). Sin embargo, el
tratamiento con GAen algunos casos puede ser ineficaz, como ocuBe®vellia serrata
un arbol en peligro de extincion (Ghorpadel 2010). Cabe sefialar que, Mufioz- Concha y
Davey (2011) introdujeron, en condicioriasvitro, mas de 400 embriones cigoticos @e
keule obteniendo solo en 6 de ellos brotes para inielacultivo, de los cuales sélo 2

permitieron la proliferacion de brotes.

El tiempo requerido en este estudio para la gewitinén vitro de embriones dé&. keulefue
menor que los reportades vitra Los estudios realizade@x vitro en la especie en estudio,
aplicando GA en dosis de 10 g'ly 1g L™ a la semilla reportaron una germinacion de 17,5%

después de 5 meses y 21% de emergencia radicidabalde 3 semanas, respectivamente
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(Orellana 1996, Espejet al 2000). Por otro lado, Morales y Calquin (2004mieando el
endocarpio y sembrando las semillas @e keule en compost, obtuvieron un 2% de
germinacion luego de 14 meses y 42% a los 18 mAdasonalmente, es probable que una
mayor concentracion de @Aea necesaria para obtener un mayor porcentgjeraenacion,

considerando, ademas, que las semillas provenifaatde maduros de la misma temporada.

Cuantificacion de fenoles totales

La cantidad de fenoles totales en semillassd&euleprovenientes de temporadas anterior a
2011 fue menor que en las semillas extraidas dé&uts maduros de la temporada 2011
(Figura 3.3). Esto guardaria relacion al periodo que se mamtuv en el suelo,
produciéndose un proceso de estratificacion naturalcompuestos fendlicos presentes en la
cubierta seminal d&. keulepodrian inhibir la germinacion. Estos fenolesetacionan con la
inhibicion de la germinacion, al impedir el intemd@o gaseoso (Baskin y Baskin 1998,
Azcon-Bieto y Taldén 2000, Taiz y Zeiger 2006). Sanevidencia se encontro en la especie
endémica y en peligro de extinciBitconia azoricacuya cubierta seminal y endosperma con
embridn contienen menor concentracion de fenolegresado en equivalentes de é&cido
galico, en comparacion@. keuley cuyo porcentaje de germinacion alcanza el 48%rtfivs

et al 2012). En otras especies, tales c@offea arabicaCarica papayay Palicourea rigida

los compuestos fendlicos también contribuyen a&stalgerminacion y dormancia (Peredta

al. 2002, Tokuhisat al 2007, Inacicet al. 2013). Estos compuestos actuarian inhibiendo la
elongacion celular o consumiendo oxigeno duranfgaaleso de germinacion, restringiendo
su disponibilidad al embrion (Bewlat al 2013). A pesar de lo expuesto, los compuestos
fendlicos de las semillas son indispensables comcanismo de defensa frente a agentes
patdégenos (Lattanziet al 2006, Gallagheet al. 2010).

Cuantificacion de GA, AIA'y ABA

Aparentemente las semillas de temporadas pasad@$lano contenian hormonagabla

3.4). Este resultado pudo deberse a que las semilapermanecieron en la cubierta vegetal
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del suelo por mas de una temporada ya no eraresjaicho que fue confirmado por test de
TZ (Figura 3.1A).

Los resultados mostraron que la relacion GA:ABA dita en todos los tejidos embrionarios
usadosTabla 3.4). A pesar de ello, los niveles de germinacioiGd&eulefueron bajos. Esto
podria deberse a que las cantidades enddgenas llertaonas cuantificadas no es la 6ptima
para gatillar el proceso de germinacion de la @spedal vez, no ocurre una translocacion
adecuada al embrion en el tiempo oportuno (Azc@teBy Talon 2000, Bewlegt al 2013).

La literatura menciona al ABA como un importantéiliidor de la germinacion, ya que
induce y mantiene la dormancia. Por otro ladoaidrxe interno que existe entre GA:ABA
regula la germinacion o dormicidon. Asi, semillash cona baja relacion de GA:ABA
permanecerian dormantes, en cambio una mayor GelaGA:ABA promoveria la
germinacion (Kucerat al 2005, Hilhorstet al 2010, Bewleyet al 2013). Ademas, la
translocacién de estas hormonas se puede verdaniar altas concentraciones de lipidos y
compuestos fendlicos, detectados en los cortesldggtos de semillas de esta especie
(Figura 3.5C-E y 3.9 (Vilegaset al 1991, Hecet al 2004).

Histoquimica

Los analisis histoquimicos realizados en cortéaslbgicos de la semilla d8. keulerevelaron
gue el tegumento semindtigura 3.5C-E) esta formado por dos capas, una externa y otra
interna, similar a lo reportado por Heb al (2004) y que corresponderian a la testa y el
tegmen. Segun Massa y Sartori (2006), una sendlldesomina testal cuando su principal
capa de tejido mecanico estd presente en la epgdenterna y exotestal cuando la capa
externa presenta células esclerosadas y ligniicaBa consecuencia, de acuerdo a lo
observado en los cortes realizados, la semill& dkeulees exotestal, coincidiendo con lo
reportado por Heet al (2004) y contradiciendo a lo expuesto por Dowgl@D1), quien la
clasifica como endotestal-endotégmica. Los estudiogtomicos e histologicos previos
realizados a la semilla d&. keulesd6lo se concentraron en clarificar su posiciotesiatica
(Doweld 2001, Heet al 2004).
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Las principales sustancias de reserva en las sé&laleembrion y endosperma@ekeuleson
lipidos y proteinas, en forma de cuerpos lipidigogroteicos, siendo escaso el almidon
(Figura 3.5F-J). Esto dltimo seria una caracteristica propiaadesemillas que contienen
mayor cantidad de lipidos y proteinas (Barclay yeE&4974). Doweld (2001) y Heet al
(2004) también informan que las semillasGle&keulecontienen gran cantidad de lipidos. Los
triglicéridos son los principales lipidos presergedas semillas y se encuentran almacenados

en cuerpos lipidicos (Bewlet al 2013).

En las células de semillas @& keulelas proteinas se encuentran en cuerpos proteicos
cristaloides Figura 3.5J). Segun Lott (1981), si en las células de las IEsT8e encuentran
cuerpos proteicos de estructura angular, tipoatwisie, corresponden a cuerpos proteicos
deshidratados. De alli que el endospermdGdeéeulese deshidrataria rapidamente al ser
extraidas del endocarpio. EI embrién, por su paresenté cuerpos proteicos globoides, lo
cual podria corresponder a reservas de fitina (1981) y la presencia de cuerpos cristaloides

indicaria que el embrién también se encontrabasepo de deshidratacion.

Durante la germinaciéim vitro de G. keule,la presencia de lipidos en los cotiledones
disminuyé lentamente durante 60 dias de evalua¢kigura 3.6). En Caesalpinia
peltophoidesPassiflora edulis/ Sterculia uren®curre algo similar pero en un menor periodo
de tiempo (Corteet al 2008, Satyanarayaret al 2011, Tozzi y Takaki 2011). En otras
especies la cantidad de lipidos permanece estaltideetapa temprana de la germinacion y es
consumido tardiamente (Muto y Beevers 1974, Lepas 2013).

En G. keulese observé que las proteinas se utilizaron hastd0 dias, posteriormente no
varidé su contenido, reanudandose el consumo adadia& Figura 3.7). Tal vez, el lento
crecimiento de la especie justificaria una utiizagosterior a los 60 dias. En otras especies
se indica que el contenido de proteinas aumentntutos primeros dias de germinacion y

posteriormente disminuyen por consumo. Esto, ptodde la mayor sintesis de proteinas
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requeridas para el mantenimiento celular (Cetteal 2008, Satyanarayaret al 2011,
Bewleyet al 2013, Lopegt al 2013).

Los granulos de almidén en los cotiledone§sd&euledurante la germinacidn vitro fueron
poco visibles y no se evidencié consurkig(ra 3.8). Es posible que, debido a la mayor
cantidad de lipidos y proteinas en los cotiledo®ssps impidieran la visualizacion del
almidon, como se detectd en otras especies poécGallal (2006) y Lopest al (2011).
Mientras que eticuphorbia heterophyllalos carbohidratos acumulados en las células riuero

siempre visible durante la germinacion (Suda y gw2000).

CONCLUSIONES

A pesar de que la especie presenta una notableulthfi para producir plantas
masivamente a partir de semillas, ya isedtro o ex vitrg es posible aumentar los niveles
de germinacionn vitro de G. keule Se establecieron las bases de investigacionesagut
para optimizar las condiciones hormonales requerjgera germinaciom vitro de la
especie. Adicionalmente, este estudio permitié aletealgunos de los inhibidores de la
germinacion dés. keuley, presentar por primera vez, la caracterizacidétouimica de su
semilla. Mediante esta Ultima técnica se observiddsilizacion de sustancias de reserva en

los cotiledones durante los primeros dias del p@germinativo.
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DISCUSION GENERAL

El queule,Gomortega keuléMol.) Baillon ha despertado gran interés en lasrdas areas
del conocimiento por diversas razones, tales camogel Unico representante de la familia
Gomortegaceae, ser una especie endémica de Ciiée,restringido a un acotado rango
geografico y formar parte remanente del Bosque iMauPor otro ladoG. keuleposee un
incipiente potencial econdmico por el alto contenite aceites esenciales con propiedades
antisépticas y como arbol frutal. Estos temas es¢indo abordado recientemente por algunos
investigadores (Bittnest al 2008, Becerrat al 2010, Muiioz-Conchat al 2012) y que en

un futuro podria significar un mayor valor parsstxiedad, ayudando a crear conciencia y
evitar su avance hacia la extincion. Sin embamqrincipal problematica que presenta la
especie es la escasa germinacion de sus semdladificil enraizamiento de sus estacas hace
necesario buscar nuevas alternativas de propaga@bondar en los procesos relativos a su

germinacion, asi como también continuar con laglést para su conservacién situ

Los resultados obtenidos aportan informacion valipara una mejor comprension de los
factores que serian causales de la baja propagéeidnespecie, en la cual también influye la
variabilidad genética en los relictos estudiad@aciores morfo-fisioldgicos relacionados con
su germinacion. Por otro lado, aporta en las tasrde cultivan vitro que permitirian a futuro

implementar otras herramientas biotecnoldgicaslparanservacioex situdeG. keule.

Dentro de un plan de conservaciéx sity la literatura sefiala que es necesario conocer la
variabilidad genética de las poblaciones e indgglon el fin de capturar dicha variabilidad
(Toribio y Celestino 2000, Frankhaet al 2004). Asi, mediante tres combinaciones
selectivas de partidores AFLP se estim0 la vaittull genética d&. keuleen tres relictos de

la Provincia de Concepcion que no se encontralpaotezlos en estudios previos, por lo cual
se contribuy6 a aumentar los antecedentes genéticts especie. Es necesario indicar que
durante el periodo en estudio los relictos con mgymenor variabilidad, Cerro Neuque y

Hualqui, respectivamente, no evidenciaron regei@ragexual y la produccion de semillas
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fue escasa. Este punto representd una de laspaleilimitantes para la optima ejecucion de
la investigacion, razén por la cual el relicto Gay fue clave en la obtencion del material
necesario para la mayor parte de los estudioscétwecuencia, el reporte de dicho relicto
como fuente de germoplasma es un valioso aporéstenestudio y debiera ser considerado
como fuente de semillas y resguardarse de lososfactrépicos, tales como tala de arboles y

pérdida de plantulas.

Mediante la micropropagacion se evalud la respuastaultivo in vitro de G. keule La
contaminacion influyd negativamente en los primersntos de establecimiento vitro,
tanto en material adulto como embrionario. La eliega de microorganismos del material
inicial requirid la utilizacion de desinfectantesrg su eliminacion, acarreando como
consecuencia la oxidacion de los tejidos. Sin eghda incorporacion de biocidas como
PPM vy vitrofural al medio de cultivo permitieronteber un cultivo aséptico con la carga
bacteriana enddgena controlada, permitiendo ashdatencion de los cultivos vitro
(Orlikowskaet al 2012).

En cuanto a la respuesta morfogénica obtenida. éeule en general, se comporté de manera
similar a otras lefiosas, tales coduglans regia, Persea lingue, Ocotea por(&eilés et al.
2009, Cobet al 2010, Pelegrinet al. 2011) e independiente del tratamiento y material
vegetal utilizado (adulto o embrionario), la regtaesiempre estuvo marcada por el genotipo.
Este hecho concuerda con lo reportado para estaiegr Mufioz-Concha y Davey (2011).
Por tanto, se podria considerar la respuesta gertdtipendiente d&. keule de vital
importancia la identificacion de genotipos selecos respuesta morfogénica deseada para
gue formen parte de futuros programas de conseérvat® germoplasma. Como aporte a
dicho desafio, se logro un protocolo de induccediogénica a partir de material embrionario
gue permitid la obtencion de estructuras proembérimgs. Asi, se sientan bases para
continuar con estudios conducentes a la obtenagendbriones soméaticos y avanzar en

técnicas de crioconservacion.
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Los aspectos morfo-fisioloégicos estudiados durdatgerminacionin vitro de G. keule
comenzaron con la eliminacion, en primera instamghendocarpio, caracteristica distintiva
de resistencia mecanica para la germinacion enspecee y la aplicacion exdgena de
reguladores de la germinacion como fSAnetodologias que permitieron obtener una
germinacion en 75 dias. A su vez, la técnica deatesde embriones fue clave para la
obtencion de plantulas d&. keulein vitro. Mediante esta técnica se eliminaron los
tegumentos seminales y el endosperma, aislandolel@ (eje embrionario y cotiledones) y
se utiliza en especies que han perdido su capadeladproduccion sexual (Mohargy al
2009). La técnicdibera al embrién de las capas externas que loenylmomo la cubierta
seminal y el endospermo. Este ultimo, en algunalias, es la mayor barrera (Nonogaki

al. 2010). Si bien el procedimiento realizado disinwel tiempo requerido para la
germinacion, esta sigue siendo lenta y erraticarééaet al. (2002) indican que en algunas
especies los cotiledones inhiben el crecimientegeémbrionario. Por tanto, es probable que
al remover los cotiledones del embrion @e keule podria obtenerse alguna respuesta
satisfactoria, tal como ocurre éfraxinus sp y Coryllus avellana(Bewley et al. 2013).
Adicionalmente, dentro de los inhibidores de largeacion cuantificados, el ABA parece no
ser el responsable de las bajas tasas de gernmrtela especie dada la alta relacion obtenida
entre GA:ABA. No obstante, la alta cantidad de kesdotales en los tegumentos y la
presencia de lipidos en endospermo y cotiledondsgrolimitar la translocacion de estas
hormonas (Vilegast al 1991, Hecet al 2004). Por otro lado, los compuestos fendlicomen
semilla afectarian la germinacion en condiciomesitrq ya que debe transcurrir un tiempo

para disminuir su efecto, aumentando la posibildagérdida de viabilidad de las semillas.

Las caracteristicas detectadas mediante los estoidtoquimicos en las semillas@ekeule
tales como: alto contenido de fenoles en los tegtoselipidos como principal sustancia de
reserva y evidencia de rapida deshidratacion erphateinas almacenadas en las células
seminales, apunta a la recalcitrancia de su ser@itteembargo, es necesario realizar estudios
cuantitativos de las sustancias de reserva, estaldendiciones y periodo de almacenaje para
poder comprender mejor la fisiologia de esta espd€ste punto es crucial en nuevas

investigaciones, ya que de ello dependeria la itidsith del almacenaje en bancos de semillas
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o desviar todos los esfuerzos para continuar capuestas alternativas (Bioversity
International 2011, Bunet al.2011).

Los resultados obtenidos en esta investigacionribagen a ampliar los antecedentes
referentes a la propagacion y conserva@wrsitude G. keule asi como también aportar

informacién que permite avanzar en la proteccidéajora y regeneracion de esta especie
amenazada. Asi mismo, se establecen nuevos heszpata futuros estudios conducentes a

la conservaciéex situde Queule.
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CONCLUSIONES

Con s6lo 3 combinaciones selectivas de AFLP senédf variabilidad d&s. keule

en los relictos analizados.

La variabilidad genética presentada en los reliatogtribuye a ampliar los

antecedentes en la especie.

Es posible estimar la variabilidad genética enplalslaciones naturales remanentes
deG. keuley detectar a futuro variantes genéticos Unicosgfaros de variabilidad

genética.

La mayor supervivencia vitro se observo en los relictos con mayor variabilidad

genética, Cerro Neuque y Coroney.

La respuesta morfogénica @ keule a partir de segmentos nodales, revigorizo el
material vegetal adulto, ademas se confirmd lauesta genotipo-dependiente de la

especie sobre las condiciones de cultivo.

Se evidencié que las fases de proliferacion y eloidg caulinar fueron las etapas

criticas en el proceso de propagacion via orgaresign vitro.

Mediante la presencia de 2,4-D y Kin en el mediccdiéivo se obtuvo respuesta

embriogénica en cotiledones, corroborada por asdlistoldgicos.

Se validé el proceso organogénico y se genero arteapl desarrollo de cultivos

embriogénicos.

Es posible aumentar los niveles de germinadowritro de G. keulemediante la

utilizacién de GA como inductor.
Se detectaron algunos de los inhibidores de laigagidn deG. keule

Se presento la primera caracterizacion de la semdlG. keulemediante analisis

histoquimicos.
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« La movilizacién de sustancias de reserva en lodedohes durante los primeros

dias del proceso germinativo estarian influyendwesta germinacién de la especie.

109



