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NOTA TECNICA

Propagacion in vitro de Nothofagus procera
((Poepp. et Endl.) Oerst.) a partir de embriones aislados

In vitro propagation of Nothofagus procera ((Poepp. et Endl.) Oerst.) from isolated embryos
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SUMMARY

In vitro propagation of Nothofagus procera was studied in MS and BTM culture media using mature embryos as
the initiation material. Even at the embrionary establishment phase, there was no statistical difference between two
media and the MS medium was selected because it produced more vigorous microseedlings. In the following
proliferation phase, the results showed that hormonal treatments, in particular 0.5 mg/l of BAP and 0.05 mg/| of
IBA, were better for the induction of buds and shoots. There were not many growth points observed at this
concentration, which was improved by increasing the hormonal concentration to 0.5 mg/l of BAP and 0.07 mg/| of
IBA. However, the manifestation and growth of the induced organs was significantly better in MS medium without
hormones, which also spontaneously formed roots.

Key words: Nothofagus procera, embryo culture, auxins, cytokinins.

RESUMEN

Se estudi6 la propagacion in vitro de Nothofagus procera sobre los medios de cultivo MS y BTM usando
embriones maduros como material inicial. En lafase de establecimiento embrionario, pese a no haber diferencias
estadisticas, se opt6 por el medio MS, ya que en éste las microplantulas mostraron mayor vigor. En una posterior
etapa de proliferacién, los resultados mostraron que los tratamientos hormonales, en especial 0,5 mgl-l de BAP
y 0,05 mgl-! de AIB son significativamente mejores para la induccion de yemas y tallos. Se observé que muchos
puntos de crecimiento no elongaron a estas concentraciones, 1o cual se super6 al estrechar la relacion citoquinina/
auxina a 0,5 mgl-t de BAP més 0,07 mgl- de AIB. Sin embargo, la manifestacion y crecimiento de los 6rganos
inducidos es significativamente mejor en medio MS sin hormonas, donde se logra, incluso, rizogénesis adventicia
en forma espontanea.

Palabras claves: Nothofagus procera, cultivo de embriones, auxinas, citoquininas.

INTRODUCCION la germinacion alrededor de los 15 dias (1). En

promedio, un kilogramo de semillas posee arede-

El Rauli (Nothofagus procera (Poepp. et Endl.)
Oerst.) es un arbol endémico de los bosques
subantarticos (1), €l cua junto con Roble (N.
obliqua) forma renovales que representan la reser-
va potencial mas rica del bosgue chileno (2). Esta
especie se reproduce naturalmente via semillas, las
que requieren de suelo mineral expuesto y protec-
cion de la radiacion solar directa, produciéndose

dor de 127.000 unidades, con un 40% de capaci-
dad germinativa (3).

Ademés de las formas tradicionales de propa-
gacion de plantas, via semillas o estacas, la micro-
propagacion in vitro es una herramienta que, aun-
que menos popular, no es menos ventajosa, permi-
tiendo atas tasas de multiplicacion en un corto
tiempo, haciendo posible la propagacion durante
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todo €l afio con una produccion programada y fa-
cilitando el control de organismos patdgenos (4).
De esta manera, ademas de permitir la produccion
de clones para el establecimiento de plantaciones
con caracteristicas homogéneas en un corto plazo,
la micropropagacion puede representar una alter-
nativa para rescatar especies valiosas que van ca-
mino a la extincion.

El cultivo de embriones implica el aislamiento
de un embrién y su germinacion in vitro, con el
fin de obtener una planta viable, pudiendo tener
varias utilidades como el acortamiento del ciclo
de mejora, prevencién de aborto embrionario, su-
peracion de la incompatibilidad, produccion de
haploides, entre otros (5). Por otra parte, esta téc-
nica es Util para inducir la germinacion de semi-
Ilas maduras en letargo, superando las restriccio-
nes ocasionadas por la cubierta de la semilla o del
endospermo (4). El estado de desarrollo en que se
encuentren los embriones es de vital importancia,
yaque determinalos requerimientos necesarios del
medio de cultivo a utilizar. Asi, €l cultivo de em-
briones inmaduros normalmente da paso a un pro-
ceso de embriogénesis somatica continua, en vez
de una germinacion precoz (5); en cambio, los
embriones maduros son mas competentes para dar
origen a procesos organogénicos (4). En Chile, la
propagacion de embriones cigéticos maduros ha
sido ampliamente utilizada para propagar, entre
otras especies, a Gomortega keule (6), Gevuina
avellana (7), Araucaria araucana (8), Castanea
sativa (9, 10), Pitavia punctata (11, 12) y Pinus
radiata (13, 14).

En este trabajo se analiza la micropropagacion
de Rauli por medio del cultivo de embriones ma-
duros aislados, con € fin de determinar € medio
de cultivo éptimo para la propagacion de la espe-
cie y establecer las concentraciones hormonales
adecuadas en la fase de proliferacion, para la ob-
tencion de microtallos enraizables.

MATERIAL Y METODOS

El ensayo se realizd en el Laboratorio de
Biotecnologia Forestal de la Facultad de Ciencias
Forestales de la Universidad de Concepcion. Como
material vegetal inicia se utilizaron semillas de
Rauli, cosechadas en el afio 1999, procedencia
Jauja, arbol plus N° 5 cdédigo 11. Estas se mantu-
vieron en remojo en agua corriente durante 48
horas, para extraer con facilidad la testa de la se-
millay evitar €l efecto de ciertos compuestos que
pudieran inhibir la germinacién (15). A continua-
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cion, en una camara de flujo laminar, se inici6 la
asepsia superficia de las semillas mediante lava
do en solucion de etanol a 70% v/v durante 3
minutos, seguido de tres enjuagues de 2 minutos
cada uno, con agua destilada estéril. Luego las
semillas fueron inmersas en una solucion de hipo-
clorito de sodio, con un 2% de cloro activo duran-
te 20 minutos, para luego realizar tres enjuagues
con agua destilada estéril durante 2 minutos cada
uno, todo lo anterior bajo agitacién constante. Con
laayudade pinzasy bisturi, bajo unalupa estereos-
copica se procedié a extraer los embriones, los
gue posteriormente fueron sembrados en tubos de
ensayo conteniendo 15 ml de medio de cultivo
gelificado con agar-agar. Estos se mantuvieron en
la cdmara de crecimiento durante una semana en
oscuridad a una temperatura de 25 + 1°C, hasta su
germinacién. Unavez desarrollados los hipocotil os
delas plantulas, fueron trasladadas a fotoperiodo de
16 horas e intensidad luminica de 3.000 lux.

En una primera etapa de establecimiento se
utiliz6 e medio MS (16) y BTM (Broadleaved
Tree Medium), ambos con sus macronutrientes
diluidos a 50%, gjustando el pH a 5,8. Ambos
medios fueron gelificados con agar-agar a 0,7%.
En la etapa de proliferacion, se evaluo €l efecto de
la concentracion hormonal en la tasa de multipli-
cacion, estudiando 3 fases. En la fase 1 se varié
tanto la auxina (AIB) como la citoquinina (BAP);
mientras que en la fase 2, solo varié la concentra-
cién de auxina, manteniendo estable la concentra-
cion de citoquining, y la fase 3, sin inclusion de
hormonas a medio de cultivo (cuadro 1).

En la etapa de establecimiento se utilizd un
disefio experimental completamente al azar, en el
cual se compararon dos medios de cultivo (MS'y
BTM), con el objetivo de determinar diferencias

CUADRO 1

Tratamientos de proliferacion segin variaciones
de la concentracion de citoquinina 'y auxina
(mglY), parafase 1,2 y 3.

Proliferation treatments according to variations of auxin and
cytokinin concentrations, (mg/l), for phases 1, 2 and 3.

Fase 1 Fase 2 Fase 3
Tratamiento
BAP/AIB | BAP/AIB | BAP/AIB
TO 0,0/0,0 0,0/0,0 0,0/0,0
Tl 0,5/0,05 0,5/0,07 0,0/0,0
T2 1,0/0,10 0,5/0,10 0,0/0,0
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entre ellos, por medio de andlisis de varianza, para
experimentos de factor Unico. Cada tratamiento se
repitié quince veces. Como respuesta se evaluo la
longitud del tallo (mm) y el nimero de yemas. En
la etapa de proliferacion se siguié de la misma
forma un disefio experimental completamente alea-
torio, utilizando el medio elegido en la etapa ante-
rior. En una primera fase se compararon tres nive-
les de auxina y citoquinina, considerando como
unidad experimental un recipiente con 3 explantos,
con 5 repeticiones cada uno. La variable respuesta
fue la longitud de los explantos. En la segunda
fase se probaron 3 relaciones citoquinina/auxing;
en dos casos se mantuvo constante € nivel de
citoquinina elegido en la fase 1, elevandose la
concentracion de auxina. En este caso, se evalua-
ron la longitud del tallo (mm), €l nimero de ye-
mas y nimero de tallos nuevos por explanto. Por
ultimo, en la tercera fase se pasaron todos los
explantos obtenidos en las fases anteriores a me-
dio MS con la concentracion hormonal mejor eva
luada la fase anterior, registrando como respuesta
la longitud de los explantos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la etapa de establecimiento, los resultados
indican que el nimero de yemas no se ve afectado
por el medio utilizado, porque tanto MS,,, como
BTMy,, producen pléntulas con igual nimero de
yemeas (figura 1).

La evaluacion del efecto del medio de cultivo
tampoco arroj6 diferencias en la longitud de los
microtallos, aun cuando M S también fue superior
a BTM en esta variable morfolégica. Las dife-
rencias entre ambos medios de cultivo se origi-
nan principalmente por mayores contenidos de
sulfato de amonio (240 mgl-1) y sulfato de potasio
(860 mgl'1) en el medio BTM. Estas diferencias
entre los medios pueden llevar a una menor ex-
presion de yemas adventicias, pero debido a que
se trata de macronutrientes, su efecto es relativa-
mente bajo.

Pese a no existir diferencias significativas en-
tre los dos medios de cultivo probados, se €eligio
MS para las posteriores fases de la propagacion in
vitro de Rauli.

En la primera fase de la etapa de proliferacion,
el andlisis de varianza indica que no existe dife-
rencia significativa para la variable longitud de
explantos entre los tratamientos 0,5/0,05 mgl-t de
BAP/AIB y 1,0/0,1 mgl-1 de BAP/AIB, aprecian-
dose, sin embargo, un mayor desarrollo de los

NUmero de yemas
w
1

2 T 1
MS BTM
Medio de Cultivo

Figura 1. Induccion de yemas adventicias en microtallos
de Rauli segin el medio de cultivo utilizado. En las
barras, letras iguales indican que no existen diferencias
significativas (o = 0,05).

Adventitious bud induction in Rauli microshoots according to
the culture media. On the bars, the equal letters indicate don’t
exist significant differences (o = 0.05).

explantos en el tratamiento control, existiendo en
este caso diferencias significativas con la concen-
tracion 1,0/0,1 mgl-1 de BAP/AIB (figura 2). El
mayor indice de longitud de explantos confirma
gue con una baja concentracion de citoquinina, o
con la ausencia de ésta, se consigue una mayor
elongacion celular (17).

En estas condiciones de cultivo, los explantos
en presencia de hormonas exdgenas presentan for-
macion de callo con maltiples puntos de creci-
miento, los que forman nuevos explantos que pue-
den ser excindidos para multiplicacion. Este fac-
tor hizo que, pese a no existir diferencia estadis-
tica entre el tratamiento con 0,5/0,05 mgl-1 de
BAP/AIB y € control, se optara por e primero
para continuar con la fase siguiente.

Para conseguir la elongacién de los puntos de
crecimiento en la segunda fase se mantuvo cons-
tante la concentracion de BAP (0,5 mgl-l), va-

_ 2
€ a
£ 21
@ ab
° 204
T
o 19
o b
3 18]
2 17/
-
16 T T )
Control (0,5/0,05) (1,000,1)

Concentracion de BAP/AIB (mgl)

Figura 2. Elongacién de explantos de Rauli cultivados
en medio MS segulin variaciones en la concentracién de
auxinasy citoquininas.

Elongation of Rauli explants cultured in the MS medium
according to variations in auxin and cytokinin concentrations.
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riando la concentracion de AIB entre 0,07 y 0,1
mgl-1, respectivamente. En estas condiciones, los
resultados indican que parala variable longitud de
tallo existe un efecto positivo significativo, de re-
ducidas concentraciones de hormona, presentan-
dose diferencias significativas entre los tratamien-
tos Control y 0,5/0,07 mgl- de BAPy AIB con €l
tratamiento inicial de 0,5/0,1 mgl-* de BAP/AIB
(figura 3).

La elongacion caulinar se ve restringida a me-
dida que aumenta la concentracién hormonal en el
medio de cultivo, situacion que ha sido descrita
como un indicador de elevados niveles endégenos
de reguladores del crecimiento vegetal, especial-
mente poliaminas (18), los que actlan como
cofactores morfogeénicos (19). El efecto inhibito-
rio de la elongacion caulinar por un aumento en la
concentracion exégena de hormonas es diferencial
para cada tipo de hormonas (20), con lo cua una
reduccion de los niveles, ya sea de auxina o cito-
quinina, tiene efectos distintos.

Los resultados muestran un aumento significa-
tivo de la elongacion caulinar ante una disminu-
cién de la concentracion de AIB en e medio de
cultivo, generadndose diferencias significativas con
el tratamiento que mantiene 0,1 mgl-1 de AIB en
el medio, sin que €l resultado de la aplicacion de
0,07 mgl-1 de AIB resulte en diferencias significa
tivas con € Control, libre de hormonas. Esta re-
duccién de AIB a niveles de 0,07 mgl?! estimula
nuevos puntos de crecimiento (figura 4), como
efecto de larelativa mayor concentracion de BAP,
produciéndose finos brotes que acompafian al bro-
te central, megjorando la tasa de proliferacion del
cultivo. Esta mejora en la tasa de proliferacién en
el tratamiento 0,5/0,07 mgl-l de BAP/AIB es
significativamente mayor a aquella obtenida en los
otros tratamientos (figura 6), 1o que indica una

nN
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=
o
o

2R e
o ~ o

Longitud de tallo (mm)

=
J1

Control (0,5/0,07) (0,5/0,1)

Concentracion de BAP/AIB (mgl—)

Figura 3. Elongacion de explantos de Rauli cultivados
en medio MS manteniendo constante la concentracion
de BAP y reduciendo significativamente AIB.
Elongation of Rauli explants cultured in MS medium, with a
same level of BAP and decreasing of IBA concentrations.
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Control (0,5/0,07)

Concentracion de BAP/AIB (mgl—)

(0,5/0,1)

Figura 4. Ndmero de nuevos tallos por explanto de raul
después de 40 dias de cultivo en medio MS. Letras
distintas sobre las barras indican diferencias significati-
vas (a = 0,05).

Number of new shoots of Rauli explants after 40 days of culture
in the MS medium. Different letters on the bars indicate
significant differences (o = 0.05).

mayor formacién de puntos de crecimiento gene-
rado por la citoquinina'y una mejor elongacion y
manifestacion de estos puntos de crecimiento, como
resultado de un balance auxinico adecuado (5).

Por otra parte, a mayores niveles de BAP (1,0
mgl1) y AIB (0,1 mgl-1) sdlo se obtiene un mayor
desarrollo de callo en los explantos, sin la apari-
cién de yemas adventicias (figura 5). Cuando se
reduce |la dosis de hormonas exdgenas, |a respues-
ta de los microtallos se expresa en un incremento
del nimero de yemas adventicias, posiblemente
como resultado de una reduccion del efecto de
dominancia apical que inducen las atas concen-
traciones de hormonas (20). Ademés, aun cuando
las diferencias no son significativas, se observa un
mayor nimero de yemas adventicias en € trata-
miento Control, indicando la posibilidad de una
mayor reduccion de los niveles exdgenos de hor-
monas en esta especie durante e cultivo (figura5).

El menor nimero de nuevas yemas del trata-
miento 0,5/0,1 mg I-* de BAP/AIB se debe a una
expresion de la mayor concentracion de auxina y
auna saturacion de citoquininas (21). Este resulta-
do hace aconsegjable cultivar los microtallos en
medio base en la fase de desarrollo de yemas u
otros puntos de crecimiento.

En la tercera fase de la etapa de proliferacion,
los explantos fueron cultivados en medio MS libre
de hormonas para evitar asi la formacion de callo
y estimular el crecimiento (figura 6a, b). En algu-
nos explantos, a las tres semanas de cultivo en
medio base, se origina la formacion espontanea de
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NUmero de yemas
@
Q

Control (0,5/0,07) (0,5/0,2)
Concentracion de BAP/AIB (mgl)

Figura 5. NUmero de nuevas yemas en microtallos de
rauli inducidas en medio MS con diferentes concentra-
ciones de hormonas. Letras iguales sobre las barras in-
dican que no existen diferencias significativas (o = 0,05).
Number of new buds in microshoots of Rauli induced in MS
medium with different hormone concentrations. Equal letters
on the bars indicate dont’ exist significant differences
(a = 0.05).

raices (figura 6b). Estos sistemas radiculares mues-
tran caracteristicas morfolégicas normales y faci-
litan el posterior proceso de aclimatacion de plan-
tas. No obstante no haber estudiado el proceso de
induccion rizogénicain vitro para este tipo de ma-
teria y especie, los resultados preliminares mues-
tran una fase de manifestacion aceleraday un pro-
ceso de generacion de raices secundarias completo
en un periodo no superior a 30 dias, situacion que
hace prever una facil etapa de aclimatacion de
micropléantulas a condiciones ex vitro.

A partir de esta fase de cultivo, las tasas de
multiplicacion son exponenciales, favoreciendo el

establecimiento de cadenas proliferativas de Notho-
fagus procera parala produccién masiva de micro-
tallos con caracteristicas morfofisiol 6gi cas adecua-
das para el proceso de enraizamiento (figura 6a).
Asimismo, la manifestacion espontanea de raices
adventicias (figura 6b) permite la seleccién tem-
prana de lineas clonales con elevado potencial
rizogénico, estableciendo mecanismo de seleccion
temprana y la posterior produccién de micro-
plantulas.

La fase de elongacion caulinar se completa a
partir de las tres semanas de cultivo, momento en
gue los explantos alcanzan una longitud promedio
de 22,6 mm (figura 7). El andlisis de varianza para
esta variable indica que no existe diferencia signi-
ficativaentre el tratamiento Control y el tratamiento
0,5 mgl't de BAP y 0,07 mgl-l de AIB, pero si
entre éstos y €l tratamiento 0,5 mgl-t de BAP y
0,1 mgl-1 de AIB.

Los resultados de elongacion caulinar, de pro-
liferacion de yemas adventicias y las caracteristi-
cas morfofisioldgicas de los microtallos logrados
después de las fases de induccion hormonal, se-
guida de una fase de manifestacion y elongacion,
permiten hipotetizar que los Nothofagus chilenos
responderén positivamente a cultivo in vitro, cuan-
do se les aplica una reducida cantidad de hormona
exogena a medio de cultivo. De la misma mane-
ra, pone de manifiesto la necesidad de estudiar los
niveles endégenos de hormonas, para establecer
indicadores de la competencia morfogénica de cada
tipo de explanto y especie.

Figura 6. Explantos de rauli después de 21 dias de cultivo en medio MS libre de hormonas. &) Proliferacion de
mdltiples tallos; b) Proceso de enraizamiento espontaneo.

Rauli explants after 21 days of culture in MS medium free of hormones. &) Multiple shoot proliferation; b) Spontaneous rooting
process.
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24,5
24
235
23
22,51
22
21,5

21 T T |
Control (0,5/0,07) (0,5/0,1)

Concentracion anterior de BAP/AIB (mgl-2)

Longitud microtallos (mm)

Figura 7. Longitud de microtallos provenientes de fase
2 después de 30 dias en medio MS libre de hormonas
(fase 3). En las barras, letras distintas indican diferen-
cias significativas (a = 0,05).

Length of microshoots from phase 2, after 30 days of culturein
MS free hormone medium. On the bars, the different letters
indicate significant differences (a = 0.05).

CONCLUSIONES

El cultivo in vitro de Nothofagus procera, a
partir de embriones maduros, requiere su germi-
nacion en medio MS libre de hormonas y los
macronutrientes diluidos a 1/4; una etapa de in-
duccion de multiples yemas adventicias a partir de
segmentos nodales en medio MS completo suple-
mentado con 0,5 mglt de BAP y 0,07 mgl-1 de
AlB; y una etapa de elongacion o proliferacion de
multiples tallos en medio MS completo, libre de
hormonas. Los subcultivos posteriores deben con-
siderar un pulso de hormonas (0,5 mgl-t de BAPy
0,07 mgl-1 de AIB) por no més de dos semanas,
seguido de un cultivo por treinta dias en medio
MS completo libre de hormonas.
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