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Micropropagacion de una especie chilena en
peligro de extincion: Gomortega keule (Mol.)
Baillon (Magnoliopsidae, Gomortegaceae)

In Vitro propagation of a Chilean endangered plant species: Gomortega keule (Mol.)
Baillon  (Magnoliopsidae, Gomortegaceae).
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SUMMARY

An adequate method of in vitro plant propagation of Gomortega keule (Mol.) Baillon, from mature cigotic embryos
is presented. G. keule is an endangered endemic chilean species, with a high growth rate. Shoots initiation was
obtained after 4 months in culture over the cotiledonar zone in an MS medium supplemented by BAP (0.1, 1 and
2 mg/l) and AIA (1 and 2 mg/l). Three months later, multiple shoots were obtained on MI116 medium supplemented
with 1 mg/l BAP, 0.01 ANA and 0.1 mg/l GA3.

RESUMEN

Se reporta un método efectivo para micropropagar plantulas de Gomortega keule (Mol.) Baillon, una especie fo-
restal endémica chilena en peligro de extincién, con una alta tasa de crecimiento, a partir de embriones cigo6ticos
maduros. La iniciacién de brotes adventicios se logré en la base de los cotiledones después de 4 meses, en cultivo
sobre un medio MS* suplementado con BAP (0.1, 1 y 2 mg/l) y AIA (1 y 2 mg/l) y su produccién masiva a los

3 meses, en medio MIII6 con 1 mg/l BAP, 0.01 mg/l ANA y 0.1 mg/l GA3.

INTRODUCCION

Gomortega keule (Mol.) Baillon (n.v. "queule") es
el Unico representante de la familia Gomortegaceae
y una especie endémica chilena en peligro de ex-
tincion. Su distribucidn esta restringida a lugares
himedos y sombrios en la Cordillera de la Costa,
entre el Rio Maule (VII Regién) (35° 50' LatS) y
la Cordillera de Nahuelbuta, provincia de Arauco
(VI Regién) (38° 40' Long W), desde el nivel
del mar hasta 300 m s.n.m. Esta especie tiene un

* MS, Murashige and Skoog Médium;
Benzilaminopurine; NAA, Ac. naftalenoacético; GA3, Ac.
Giberélico; MIII6, Medio de Mosella.

Esta investigacion ha sido financiada por FONDECYT Proyec-
to 090-283.

BAP, 6-

potencial valor ornamental, sus frutos comestibles
se utilizan para hacer mermeladas y su perfumada
madera para confeccionar muebles. "Los indios
mapuches han manifestado que antiguamente tenia
valor como droga psicoactiva y que el efecto de
intoxicacion podria ser un alucindgeno. Se sabe
que los frutos, especialmente cuando estan frescos,
causan embriaguez” (Schultes, 1983).

La distribucion natural de esta especie siempre-
verde se ha visto afectada por la intensiva planta-
cién de Pinus radiata D. Don en el area, confi-
nandola a quebradas. El queule es una especie
dafada, calificada en la categoria "en peligro” de
extincion por el Primer Simposio de Flora y Bosque
Nativo de Chile y constituye uno de los casos méas
representativos de flora dafiada en el pais.

Asumiendo que el cultivo de Pinus radiata
continuard incrementandose en esta region, no es

23


Administrador
Línea


XIMENA CALDERON-BALTIERRA, FERNANDO PEREZ, ALESSANDRO ROTELLA

seguro que el establecimiento de Leyes de Protec-
cion de la Flora Nativa (Benoit, 1989) garanticen
la sobrevivencia de esta especie.

En este trabajo se propone un método para
rescatar esta especie dafiada, cuyas poblaciones son
extremadamente reducidas. Al mismo tiempo que
se desea destacar que el cultivo de tejidos es una
via excelente para incrementar rapidamente el
nimero de individuos y puede constituir una etapa
en el establecimiento de un banco de germoplasma
de queule, lo cual indudablemente tiene un gran
valor no so6lo para la investigacion, sino también
para preservar una especie en peligro de extincion.

Aunque existen algunas publicaciones sobre
rescate de especies, tales como Senecio hermosae
Pitard (Ortega y Gonzalez, 1985), Saussurea lappa
C.B. Clarke (Arora, 1989), Coronopus navasii
(Iriondo, 1990), Betula uber [Ashe] Fern.,
(Vijayakumar et al. 1990), no hay antecedentes de
micropropagacion de queule, a pesar del interés
de investigadores nacionales sobre el cultivo in
vitro con objetivos conservacionistas.

MATERIAL Y METODOS

En el otofio de 1990 se colectaron semillas de
queule en la localidad de Canelillos (VIII Region)
(35° 47" Lat Sy 72° 39' 40" Lat W).

Los frutos se asemejan a las almendras; se trata
de una drupa ovoide de endocarpio pétreo (Fig. 1).
Estos se estratificaron y escarificaron naturalmen-
te en invierno, en un invernadero (Fig. 1). Para
facilitar la germinacién in vitro se rompié meca-
nicamente el endocarpio.

Los embriones cigdticos fueron esterilizados
superficialmente durante 5 min en cloro comercial
10% (v/v), luego en jabon medicinal 10% (v/v) y
posteriormente lavados dos a tres veces con agua
destilada estéril.

Los embriones fueron transferidos, aséptica-
mente, a frascos de vidrio de 10 x 10 cm conte-
niendo medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
sélido, suplementado con diferentes concentracio-
nes de sacarosa (50, 75 y 100 g/l) sin hormonas
(Fig. 1). Ellos fueron cultivados en una camara de
crecimiento diurno controlado, Forma Scientific, a
25° C, algunos bajo un régimen de fotoperiodo de
16 h luz/8 h oscuridad y otros en oscuridad per-
manente.

A los treinta dias los cotiledones lucen hincha-
dos. En estas condiciones se extirparon los
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cotiledones y fueron transferidos a medios MS
suplementados con diferentes combinaciones de
auxinas y citoquininas (cuadro 1, Fig. 2). Los te-
jidos se mantuvieron en un fotoperiodo 16/8 h.

A los 30 dias aparecieron los brotes adventicios
sobre la region cotiledonar, en la combinacién 1
mg/l BAP y 0.1 mg/l ANA.

Después de ocho meses de cultivo en estas con-
diciones los brotes adventicios obtenidos se trans-
firieron a medio de multiplicacién MIII6 (6), con
1 mg/l BAP, 0.01 mg/l ANA y 0.1 mg/l GA3, con
30 g/l sacarosa.

El alargamiento de entrenudos de los brotes
adventicios se logré disminuyendo el régimen de
intensidad de luz de 5.400 lux a 1.000-1.500 lux
(Fig. 2).

El medio MIII6, con la combinacion hormonal
antes indicada, se mostr6 adecuado para la multi-
plicacion de brotes adventicios, por lo que se utilizo
extensivamente para los subcultivos y evaluacién
del crecimiento.

El crecimiento se evalu6é durante 240 dias, uti-
lizando como parametros el nimero de brotes/
frasco, el namero de hojas/frasco y la altura de los
brotes sobre 10 repeticiones con 7-10 brotes/frasco.

El pH de todos los medios se ajusté a 5.8 y
todos ellos se suplementaron con 7 g/l de Difco-
bacto-agar y se esterilizaron a 120° C por 20 min
a 15 1b.

Dado el reducido nimero de semillas disponi-
ble, un factor limitante en la realizacién de este
trabajo radicé en la imposibilidad de disponer de
un namero adecuado de explantes y, por consi-
guiente, de réplicas. Se comenzé el trabajo con
siete explantes por tratamiento.

En todas estas etapas, una dificultad importante
fue la contaminaciéon enddgena por bacterias que
aparecian periédicamente en el tejido. El cultivo
axénico se logrdé aplicando altas concentraciones
de estreptomicina (4 mg/ml) por 20 min.

RESULTADOS

Los embriones que crecian en luz en medio MS
con altas concentraciones de sacarosa y sin hor-
monas incrementaron el tamafio de sus cotiledones
y desarrollaron clorofila en ellos, pero no dife-
renciaron vastagos, solo se acumulé agua en los
tejidos (Fig. 1). En oscuridad no hay respuesta.
Los embriones con cotiledones hinchados,
cuando se hicieron crecer en medios MS con dife-
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rentes concentraciones de AlA e IBA, bajo condi-
ciones de fotoperiodo 16/8, diferenciaron brotes
adventicios sobre la region cotiledonar (Fig. 2) a
los 30 dias.

Después de ocho meses en cultivo sobre estos
medios, la produccién de brotes adventicios se
incrementd muy lentamente. Interpretamos esto
como una indicacion de que los medios ensaya-
dos no eran adecuados.

Como consecuencia de lo anterior, se cambid
arbitrariamente de medio de cultivo, reemplazan-
do el medio basal MS por el medio MI116 (Mosella
y col., 1979) con 1 mg/l BAP, 0.01 mg/l ANA Yy
0.1mg/l GA3. En estas condiciones se logrd un
evidente crecimiento en corto tiempo y fue posible
entonces evaluarlo (cuadro 1 y Fig. 2).

Después de la esterilizacion con estreptomicina,
sobre los cotiledones se regeneraron brotes, los
cuales en una primera etapa resultaron vitrificados
(Fig. 2); pero posteriormente se formaron brotes
normales, sin vitrificacion (Fig. 2).

Figura 1. Semillas y embriones de queule

Seeds and embryos of queule

1-1  Semillas de queule estratificadas en vivero.
1-2 Detalle del endocarpio pétreo.

1-3  Embriones cigoticos de queule

1-4  Embriones cigdticos en medio de induccion.
1-1  Queule seeds stratified in nursery.

1-2  Details of endocarp.

1-3  Cigotic embryos in queule

1-4  Cigotic embryos in induction medium.

Figura 2. Micropropagacion del queule

Micropropagation of queule

2-5 Inicio de brotes adventicios en la base del cotiled6n.

2-6  Severa vitrificacion después del tratamiento con
estreptomicina.

2-7 Formacidn de brotes no vitrificados.

2-8 Brotes multiples normales, sin vitrificacion.

2-9 Brotes en medio MI116 con 1 mg/l BAP, 0.01 mg/Il
ANA y 0.1 mg/l GA3.

2-10 Brotes adventicios con entrenudos alargados des-
pués de la transferencia a un régimen de baja in-
tensidad de luz.

2-5  First shoots adventitious at the base of the cotyledon
zone.

2-6  Severe vitrification after streptomycine treatment.

2-7  Formation of non vitrified shoots.

2-8  Multiple normal shoots without vitrification.

2-9  Shoots in MII16 medium with 1 mg/l BAP, 0.01 mg/l
ANA and 0.1 mg/l GA3.

2-10 Adventitious shoots with long internodes after trasplant
to a low light intensity regime.
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CUADRO 1

Combinaciones de reguladores de crecimiento
utilizados para la induccion de brotes*

N° BAP ANA
mg/l mg/I
1 0.0 0.0
2 0.0 0.1
3 0.0 1.0
4 0.1 0.0
5 0.1 0.1
6 0.1 1.0
7 1.0 0.0
8 1.0 0.1
9 1.0 1.0

* Medio basal Murashige y Skoog (1962), con 0.01 mg/l de
gas y 30 g/l de azlcar.

DISCUSION

Probablemente la alta concentracion de antibidticos
alter6, en forma importante, la permeabilidad de
la membrana, la que con el tiempo se recupero.
Estos resultados indican que la vitrificacién es un
proceso reversible superable para esta especie.
Park y Thimann (1990) observaron el efecto de
diferentes antibidticos sobre la apertura y cierre
estomatico. De acuerdo a sus resultados, la

Numero de hojas

Kanamicina preserva la clorofila y las proteinas,
favoreciendo la apertura estomatica, al mismo
tiempo que inhibe la senescencia en hojas de avena
en la oscuridad y disminuye la resistencia
estomética a concentraciones tan altas como 2.000
uM de la misma.

De acuerdo con lo anterior, la estreptomicina
podria haber producido el mismo efecto sobre el
tejido de queule cultivado in vitro. Si estimulé la
apertura estomatica y alter6 la permeabilidad de la
membrana, entonces el ingreso de agua fue des-
equilibrado y originé la vitrificacion. Esta proba-
ble alteracion de las propiedades de las membra-
nas obviamente fue temporal, pues luego surgieron
brotes normales sobre los vitrificados.

El medio evaluado, MIII6 mas 1 mg/l BAP,
0.01 mg/l ANA y 0.1 mg/l GA3, ha demostrado
serun exitoso método para clonar queule (Fig. 2).
Se obtuvo una alta produccién de hojas y brotes/
frasco en el tiempo (Figs. 3 y 4).

Al mismo tiempo, la elongacion de los brotes
(Fig. 2) se logr6 en este mismo medio tan sélo
transfiriéndolos a un régimen de menor intensidad
de luz (1.500 lux). La Fig. 5 muestra un importan-
te incremento en altura cuando los brotes adventi-
cios se someten a estas condiciones de baja in-
tensidad luminica a partir de los 100 dias.

Estos resultados nos permiten pensar que se ha
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Figura 3. Aparicién temporal de hojas
Appearence of leaves in time
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Numero de brotes
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Figura 4, Aparicion temporal de brotes
Appearence of shoots in time
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Figura 5. Crecimiento en altura

Growth in height
logrado asi un efectivo método para micropropagar  proceso lento, que tarda 60 dias y que la capaci-
y elongar plantulas de queule. dad germinativa es de alrededor del 24% (Hartman

Por otra parte, es bien conocido que la germi- y Kester, 1985; Donoso y Escobar, 1986). En este

nacion de queule por métodos tradicionales es un  sentido, el cultivo in vitro de embriones cigoéticos,
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aunque tarda cuatro meses para dar una respuesta
organogénica, tiene una ventaja evidente sobre el
método tradicional, ya que permite clonar masi-
vamente a esta especie en vias de extincion.

Hemos podido obtener méas de 180 plantulas/
explante en ocho meses de cultivo y contamos,
actualmente, con un banco de germoplasma de
aproximadamente 1.000 plantulas.

El cultivo de tejidos de queule in vitro supera
notablemente la dificultad de producir masivamente
plantas a partir de semilla, ofreciendo una via ade-
cuada para clonar y preservar esta especie mediante
la metodologia sugerida en esta investigacion. EI
siguiente paso es su establecimiento en condicio-
nes ex vitro. Esto se logra desarrollando un buen
método de arraigamiento. Con tal objetivo, en esta
investigacion, que aun no ha terminado, se realizan,
actualmente, ensayos de enraizamiento in vitro.
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