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SUMMARY

Aristotelia chilensis is a native tree species from Chile whose berry fruits are credited as holding a high antioxidant and cardio-
protective ability. Its seeds possess high dormancy. In order to accelerate the germination process, N°-benzylaminopurine (BAP),
gibberellic acid (GA,) and Fluridone (FLU) in two concentrations (10 and 100 pM) were studied in vitro conditions. The BAP
treatments were the most effective dominance breakers mostly in a 100 pM concentration: reaching 74 % germination at 30 days,
much higher than the 27 % from the witness control group. Germination curves indicate that treatments with GA, and FLU accelerated
germination, which started after a lag phase of 40 days. However, maximum germination never achieved the one obtained by the BAP
100 puM treatment with 85 % after 60 days.
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RESUMEN

Aristotelia chilensis, es una especie nativa de Chile, a cuyos frutos se le atribuye una alta capacidad antioxidante y cardio-protectora.
Esta especie posee elevada dormancia en sus semillas. Con el propdsito de acelerar el proceso de germinacion, se estudiaron los efectos
de N°-bencilaminopurina (BAP), 4cido giberélico (GA,) y fluridona (FLU) en concentraciones de 10 y 100 uM, respectivamente, bajo
condiciones in vitro. Los tratamientos con BAP, fueron los mas efectivos en romper la dormancia, especialmente en concentracion
de 100 puM, elevando la germinacion respecto al testigo de 27 a 74 % a los 30 dias. Las curvas de germinacion indican que los
tratamientos con GA, y FLU iniciaron una fase de mayor aceleracion posterior a los 40 dias, no obstante, nunca lograron alcanzar la

germinacion maxima obtenida por el tratamiento BAP 100 uM (G

max’

85 %, a los 60 dias).
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INTRODUCCION

La dormancia y germinacion de las semillas son pro-
cesos adaptativos de las plantas superiores que son in-
fluenciados por un gran nimero de genes y factores am-
bientales. En muchas especies de importancia agricola,
la dormancia o latencia prolongada es una caracteristica
indeseable, donde la rapida germinacion y el crecimiento
vegetativo son necesarios a la hora de establecer un cul-
tivo (Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006). La fuerte
dormancia que presentan la mayoria de las especies nati-
vas, corresponde a un rasgo adaptativo a fin de evitar con-
diciones desfavorables y facilitar el proceso reproductivo.
Por otra parte, la baja dormancia, propia de las especies
cultivadas es el resultado de la seleccion genética y me-
joramiento de estas (Bewley et al. 2013). En el control

de la dormancia participan sustancias promotoras tales
como citoquininas, giberalinas (GAs), e inhibidoras como
el acido abscisico (ABA) (Koornneef et al. 2002, Nikoli¢
et al. 2006). Para muchas especies, el ABA, se conside-
ra el principal inhibidor de la germinacién, induciendo la
sintesis de proteinas de almacenamiento en las semillas e
inhibiendo la sintesis de proteinas relacionadas con la mo-
vilizacion de reservas (Kermode 2005). El balance entre
ABA 'y las GAs tiene un rol importante en la regulacion de
la dormancia, como consecuencia de un balance dinamico
entre la sintesis y degradacion de estas hormonas. El quie-
bre de la dormicién se asocia principalmente a un incre-
mento en la concentracién de GAs (Sawada et al. 2008) y
auna reduccion del contenido de ABA (Millar et al. 2006).
Por otra parte, el uso de fluridona (FLU), un importante
inhibidor del ABA cuya acciéon impide la biosintesis de
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carotenoides, precursores del ABA, ha sido ampliamen-
te utilizado para mejorar la germinaciéon (Kondhare et al.
2014, Chen et al. 2016). Para el quiebre de la dormancia
se han utilizado frecuentemente como tratamiento preger-
minativo BAP, GA, y FLU en concentraciones que varian
entre 1 y 100 uM (Hartinie y Azlan Jualang 2007, Otroshy
et al. 2009, Uribe ef al. 2012, Emamipoor y Maziah 2014,
Rodriguez et al. 2016). Las citoquininas, estan presentes
en el desarrollo de la semilla y se acumulan preferente-
mente en el endospermo, interviniendo en sus actividades
fisiologicas y metabolicas. Dentro de las citoquininas, N°-
bencilaminopurina (BAP) activa la division celular en el
embrion contribuyendo a su desarrollo y promoviendo la
germinacion en algunas especies (Kucera et al. 2005, Mo-
radi y Otroshy 2012) o el vigor de plantulas (Dissanayaka
etal. 2015).

Aristotelia chilensis (Mol) Stuntz, cominmente cono-
cida como maqui, es una especie dioica perteneciente a
la familia Elacocarpaceae. En Chile, su importancia esta
asociada a la conservacion de suelos en areas que han sido
rozadas, explotadas o desnudadas, donde la abundancia
de arboles adultos es similar en bosques continuos como
fragmentados (Bustamante et a/. 2005). El fruto del maqui
presenta altos niveles de antioxidantes (polifenoles, tani-
nos y antocianinas) y fibra dietética respecto a otros be-
rries nativos (Céspedes et al. 2008), tales como la murtilla
(Ugni molinae Turcz.) y frutilla silvestre (Fragaria chi-
loensis (L.) Mill.) y berries comerciales, como arandano
(Vaccinium corymbosum L.) y frambuesa (Rubus idaeus
L.) siendo considerado uno de los frutos mas saludables
de la naturaleza (Cruzat y Barrios 2009, Romanucci et al.
2016). Actualmente, el maqui ha sido incorporado a dis-
tintos tipos de productos como: deshidratados, jugos, yo-
gures, concentrados, colorantes y polvos (Cruzat y Barrios
2009).

La reproduccion sexual permite obtener una gran varia-
bilidad, la cual puede ser utilizada en programas de mejo-
ramiento genético. Para el caso de semillas con dormancia,
se requiere optimizar el tiempo de germinacion. En el caso
del maqui, los resultados de germinacién muestran discre-
pancias. Por una parte, Valdebenito y Aguilera (2013) y
Molina (2001) reportan un bajo porcentaje de germina-
cion, en tanto Rodriguez et al. (1983) senalan lo contra-
rio. La germinacion in vitro y la aplicacion de tratamientos
quimicos, han demostrado acelerar este proceso en otras
especies como: U. molinae (Rodriguez et al. 2016, Rodri-
guez et al. 2014, Rodriguez 2011) y Vestia foetida (Ruiz et
Pav.) Hoffmanns (Uribe et al. 2012), permitiendo obtener
una mayor uniformidad e incremento de la germinacion.
La aplicaciéon de fluridona y reguladores de crecimiento
exogenos tales como las citoquininas y giberelinas, tienen
efectos sobre la germinacion ya sea inhibiendo o activando
enzimas (Campbell ef al. 2001). Por lo anterior, el objetivo
de este trabajo es estudiar el efecto sobre la germinacion
de Aristotelia chilensis mediante la adicion de diferentes
concentraciones de N°-bencilaminopurina, acido giberéli-
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co (GA,) y fluridona en condiciones in vitro, basandose en
la hipdtesis que la semilla de A. chilensis posee dormancia
y es posible romperla al menos con uno de los tratamientos
quimicos propuestos.

METODOS

Se realizaron seis tratamientos correspondientes a la
combinacion de fluridona (FLU) y reguladores de creci-
miento bencilaminopurina (BAP) y 4cido giberélico (GA,)
en dos concentraciones (10 y 100 uM).

Obtencion de las semillas. Las semillas proceden de frutos
maduros cosechados el 2010 en la region del Libertador
Bernardo O’Higgins, latitud 34° 10° Sur y longitud 70°
45’ Oeste. Para separar las semillas del fruto, estos fueron
remojados en agua destilada fria durante seis dias, con un
cambio de agua diario. Posteriormente, las semillas fueron
secadas en una camara de flujo laminar (25 + 2 °C) durante
24 h y almacenadas por tres meses a 4 °C.

Desinfeccion de semillas. Se aplicaron tres soluciones des-
infectantes de forma secuencial (fungicida-alcohol-cloro)
en camara de flujo laminar. La solucion fungicida (2 g L
de Mancozeb + 0,6 g L' de Benomil, mas unas gotas de
Tween 20) se aplicé por 20 min bajo agitacion constante.
Luego se adicion6 alcohol al 75 % por 5 s e hipoclorito
de sodio (NaOCl) al 2 % (v/v) de cloro activo por 10 mi-
nutos, concluyendo con tres enjuagues consecutivos con
agua destilada estéril.

Preparacion del medio de cultivo. Los medios de cultivo
consistieron en agua destilada gelificada con 7 g L' de agar
microbiolégico (Merck ®), ajustando el pH a 5,8 con 1,0
N de hidréoxido de potasio (KOH) y 1,0 N de acido clor-
hidrico (HCI), utilizando como buffer 3 mM L de 4cido
2-(N-morfolino) etano sulfénico (MES). Los medios fue-
ron esterilizados en autoclave durante 20 minutos a 121 °C
a 1 atm de presion y posteriormente distribuidos en placas
Petri desechables estériles (60 x 15 mm) en razén de 10 mL
por placa en una camara de flujo laminar.

Siembra y condiciones de cultivo. Las placas sembradas
se sellaron con parafilm y fueron incubadas en una camara
de cultivo a 25 + 2 °C con tubos fluorescentes de luz fria
blanca con una intensidad luminica de 50 pmol m? s™! (tu-
bos Philips TLD 36 W/54) y un fotoperiodo de 16 h luz y
8 h de oscuridad.

Andalisis estadistico. Un disefio completamente al azar fue
utilizado para todos los tratamientos. Los datos obtenidos
fueron procesados con el sofiware SPSS (version 15.0
para Windows). Los porcentajes fueron transformados al
arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje dividido por
100. Se realiz6 un andlisis descriptivo a través de la media
y el error estandar. El grafico se obtuvo con el programa



Sigma Plot (version 10.0). La unidad experimental estuvo
constituida por una placa Petri con 25 semillas y cada tra-
tamiento constd de cuatro repeticiones. Se evalud el por-
centaje de germinacion diariamente hasta los 60 dias desde
la siembra.

RESULTADOS

Las semillas de maqui iniciaron su germinaciéon al
sexto dia con el tratamiento de BAP 100 uM (figura 1),
posteriormente al décimo dia lo hicieron los tratamientos
con GA, (10y 100 uM), BAP 10 uM y testigo, siendo mas
tardia para el caso de los tratamientos con FLU (entre el
décimo primero y décimo segundo dia). En término gene-
rales, las semillas tratadas con BAP, GA, y FLU presenta-
ron mayores valores de germinacién maxima respecto al
testigo, haciéndose mas evidente estas diferencias entre
los veinte y cuarenta dias. Las mejores respuestas se obtu-
vieron al adicionar BAP a 100 y 10 uM con un TM (TM,
momento en que se alcanza el 50 % del valor de la germi-
nacion maxima, G ) de 18 y 20 dias. Ademas, se observo
que BAP produjo la mayor velocidad de germinacion, que
ocurrio6 entre los 10 y 21 dias, conun G _, de 79 %y 85 %
(10 y 100 uM). Las respuestas obtenidas con GA, fueron
analogas para ambas concentraciones (10 y 100 pM) con
un G, de 77y 72 %. Similar apreciacion fue observada
con FLU (10 y 100 pM) y el testigo conun G, de 74 %,
75 % y 66 %, respectivamente.
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DISCUSION

La germinacion de A. chilensis fue acelerada e in-
crementada con la aplicacion de hormonas exdgenas. La
presencia de BAP en el medio de cultivo aument6 signifi-
cativamente la germinacion de las semillas, siendo el mas
efectivo en romper la dormancia de los productos quimi-
cos evaluados. Los resultados son consistentes con lo re-
portado por Otroshy et al. (2009), quienes obtuvieron un
incremento en la germinacion de Ferula assafoetida L.
desde un 53,3 % en un medio libre de hormonas a 74,4 %
enun medio suplementado con 1,11uM de BAP. Del mismo
modo, Hartinie y Azlan Jualang (2007) reportaron un au-
mento en la germinacion de Labisia pumila (Bl.) F. Vill por
sobre un 90 % al suplementar el medio con 2 pM de BAPy
Moradi y Otroshy (2012) sefialaron que aplicaciones de la
hormona BAP son eficientes promotores de la germinacion
para semillas de Dracocepha lumkotschyi Boiss. Si bien,
las citoquininas no han sido descritas por estar directamen-
te involucradas en el rompimiento de la dormancia (Rodri-
guez et al. 2016) su presencia permite disminuir el nivel
de inhibidores de la germinacion, especialmente de ABA,
haciendo que las semillas sean mas sensible a las GAs
(Bewley et al. 2013, Guan et al. 2014), aseveracion que
podria explicar los resultados obtenidos. En algunas espe-
cies, la combinacion de la aplicacion exdgena de BAP con
estratificacion en frio han incrementado la germinacion,
como es el caso de Bunium persicum (Emamipoor y Ma-
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Figura 1. Efecto de la concentracién de BAP, GA, y FLU sobre la germinacion in vitro de semillas de A. chilensis. Barras verticales

representan el error estandar del promedio.

Effect of BAP, GA, and FLU concentration on the in vitro germination of 4. chilensis. Vertical bars represent the average standard error.
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ziah 2014) y F. assafoetida (Otroshy et al. 2009). Por otra
parte, GA, es una de las mas importantes hormonas que
han sido utilizadas para romper la dormancia (Nadjafi et al.
2006). La relacion de los niveles de ABA/GA, indica que a
mayores niveles de ABA y bajos niveles de GA, el embrion
permanece latente y al invertirse estos niveles la intensidad
latente del embrion se reduce. Es por ello, que la aplicacion
exogena de GA, podria incrementar o acelerar la germina-
cion (Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006). Al respec-
to, Rodriguez et al. (1983) reportaron una germinacion del
90 % en semillas de maqui en base a un pretratamiento con
agua y posterior aplicacion de acido giberélico. Contraria-
mente, otros autores indicanunabaja germinacion (18 %) con
tratamientos de giberelina en dosis de 2.500 y 5.000 mg L!
(Molina 2001) y de 29 % con tratamientos de escarificacion
mecanica, remojo en agua y 1.000 mg L' de acido giberé-
lico (Valdebenito y Aguilera 2013). No obstante en la pre-
sente investigacion, la aplicacion de esta hormona, si bien,
increment6 el porcentaje de germinacion entre los 20 y
40 dias, no logré superar los porcentajes de germinacion
alcanzados por los tratamientos con BAP.

CONCLUSIONES

Las semillas de Aristotelia chilensis de la presente in-
vestigacion, presentan una dormancia primaria tipo endo-
gena. Los tratamientos con BAP son los mas efectivos para
elevar la germinacion in vitro, especialmente en concen-
tracion de 100 uM, donde son suficientes solo 40 dias para
obtener la germinacion de gran parte de las semillas. Por
lo anterior, se recomienda la adicion de BAP a los medios
de cultivo. Se sugiere investigar los efectos combinados de
BAP con otras técnicas como la estratificacion.
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