Bosque

ISSN: 0304-8799
revistabosque@uach.cl

Universidad Austral de Chile
Chile

PREHN, DORIS; SERRANO, CAROLINA; BERRIOS, CARMEN GLORIA; ARCE-JOHNSON,
PATRICIO
Micropropagacion de Quillaja saponaria Mol. a partir de semillas
Bosque, vol. 24, nim. 2, agosto, 2003, pp. 3-12
Universidad Austral de Chile
Valdivia, Chile

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173114405001

Cémo citar el articulo &\ ( //! @

Numero completo . ., o
P Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1731
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173114405001
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=173114405001
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=1731&numero=14405
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173114405001
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1731
http://www.redalyc.org

Bosque (Valdivia) - Micropropagacion de Quillaja saponaria Mol. a parti...  http://mingaonline.uach.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S07

ﬁ‘ Inicio Web Reﬂstas W Web Biblioteca B

A I.,,:_w F Ii' ';F ,_
§"’UACh S ? E;Gh .

Sistena de Bibliotecas

Articulos 1 E Busgqueda articulos ——

BO/ QUL

Bosque (Valdivia)

ISSN 0717-9200 version on-line Como citar este articulo

ke Agregar a favoritos
G Enviar a e-mail

E Imprimir HTML

Bosque (Valdivia) v.24 n.2 Valdivia ago. 2003

Bosque, Vol. 24 N° 2, 2003, pp. 3-12

ARTICULOS

Micropropagacion de Quillaja saponaria Mol. a partir de semillas =

Micropropagation of Quillaja saponaria Mol. starting from seed
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Summary

Quillay is an endemic tree that grows between the IV and IX regions of Chile. Because the bark of
quillay has a high commercial demand, a propagation program for the large-scale economic production
of this tree was developed. For this purpose, a protocol was designed for the in vitro culture of quillay
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seeds. Seeds were disinfected with Dithane, sodium hypochlorine and hydrogen peroxide, and then
stratified in MS culture medium. Explants were obtained from the germinated plants and transferred to
establishment medium. Supplementation with casein hydrolysate, magnesium sulfate and glutamine
were appropriate to establish quillay seedlings, and the addition of 1 mg/L BAP to the culture medium
resulted in a high number of lateral shoots. The elimination of casein hydrolysate and the addition of
0.1 mg/l indolebutyric acid (IBA) induced roots in 59% of the shoots. Rooted plants were acclimated in
a culture chamber and transferred to the greenhouse. This protocol generated 120 plants that after six
months possess new leaves and a size between 20 and 70 cm.

Key words: quillay, micropropagation, seeds, casein hydrolysate.
Resumen

El quillay es un arbol endémico chileno que crece entre las regiones IV y IX. Dada la alta demanda por
la corteza de este arbol, se ha desarrollado un programa de propagacién para su produccion masiva y
econdmica. Para este efecto se disefi6 un protocolo para el cultivo in vitro de semillas de quillay. En
primer lugar, las semillas se desinfectaron utilizando Dithane, hipoclorito de sodio y peréxido de
hidrégeno, para luego ser estratificadas en el medio de cultivo MS. De las plantas germinadas se
obtuvieron explantes que se traspasaron a un medio de establecimiento. Ademas, se determind que el
suplemento de hidrolizado de caseina, sulfato de magnesio y Glutamina es adecuado para establecer
plantulas de quillay. La adicién al medio de cultivo de 1 mg/l de BAP permitié obtener una alta tasa de
multiplicacién de brotes laterales. La remocion del hidrolizado de caseina y la adicion de 0,1 mg/l de
IBA indujo raices en un 59% de las plantulas. Posteriormente, las plantas enraizadas fueron
aclimatadas en camara de cultivo y se traspasaron a invernadero. Hasta la fecha se poseen 120 plantas
en invernadero que presentan hojas nuevas y un tamafio que fluctia entre 20 y 70 cm.

Palabras claves: quillay, micropropagaciéon, semillas, hidrolizado de caseina.

Abreviaciones: BAP-6-bencilamino purina; IBA-acido indol butirico; MS-medio Murashige & Skoog;
HC-hidrolizado de caseina.

INTRODUCCION

El quillay (Quillaja saponaria Molina) es un arbol endémico chileno que crece entre las regiones IV y IX
(Wiberg 1991 y Lara 1997). Esta especie se caracteriza por crecer en suelos pobres, tolerar altas
fluctuaciones térmicas y condiciones extremas de sequia. De su madera y corteza se extraen las
saponinas, las que son moléculas de gran importancia econémica (Hoffmann 1995).

Las saponinas son alcaloides de tipo triterpenoide producidas durante el metabolismo secundario de
arboles de quillay. Las saponinas poseen diversos usos farmacéuticos e industriales, entre los que se
destacan sus propiedades de adyuvante inmunolégico (Dalsgaard 1995 y Kensil 1996). Se han
purificado distintas fracciones de saponinas, siendo la fraccién de saponinas QS21 la menos téxica al ser
utilizada como adyuvante en animales (Kensil et al. 1991). Esta saponina se ha utilizado en el control y
prevencion de enfermedades infecciosas, céancer, desérdenes autoinmunes, tratamiento de SIDA,
infeccibn neumococal, control de la malaria y tratamiento de la tuberculosis (Cainelli et al. 1995,
Newman 1992, Wu 1992, Chavali y Campbell 1987a y b, JP 7112939). Las saponinas de Quillaja
saponaria también poseen actividades de agente espumante y emulsificante, por lo que se han utilizado
en la industria cosmética y elaboracion de champues (Bombardelli et al. 1988). Otro uso es el de
pesticida biolégico, especialmente en el control de hongos y nematodos (Osbourn 1996). Esta propiedad
se basa en la estructura quimica de la saponina, la que forma complejos con los esteroles presentes en
las membranas celulares originando microporos que causan la lisis celular. Gracias a esta capacidad, las
saponinas disminuyen el colesterol en animales (Mitra y Dungan 1997). También, las saponinas se han
utilizado como neutralizadores de olores en criaderos de cerdos, aves y animales domésticos, y en la
biodegradacion de grasas en procesos aer6bicos y anaeré6bicos en tratamiento de efluentes organicos
(Cheeke 1996, Nagasaka 1995).
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Debido a la alta demanda por corteza de quillay, principal fuente de saponinas, y al cambio de uso de
los suelos quillalleros, se disminuy6 la existencia de arboles adultos. Esto motivé el desarrollo de un
programa silvicola y de manejo forestal completo para esta especie, respaldado por un programa de
propagacion. El objetivo del programa es obtener la produccion masiva, eficiente y econdmica de
arboles de quillay con un alto contenido de saponinas de buena calidad y de baja toxicidad. Para este
propdsito, en este trabajo se implementaron técnicas de multiplicacion por cultivo in vitro
(micropropagacioén) a partir de semillas de arboles de quillay, seleccionados por su contenido y calidad
de saponinas. Ademas, se disefiaron los medios de cultivo para cada etapa de propagacion, es decir,
germinacion de semillas, elongacion, multiplicaciéon y enraizamiento de plantulas. La formulacion de
estos medios de cultivo permitié aportar los nutrientes y sales minerales, segun los requerimientos de
las plantulas, y las hormonas adecuadas para una exitosa micropropagacion. Ademas, se establecié un
procedimiento de aclimatacidon para el traspaso a invernadero de las plantas obtenidas mediante cultivo
in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal y condiciones de cultivo: se utilizaron semillas de quillay cosechadas entre marzo y
abril de cuatro arboles provenientes de Antuco, en la cordillera de la octava regién, y de cuatro arboles
de San Carlos de Apoquindo, en la region metropolitana. Posteriormente, las semillas se secaron y se
mantuvieron en bolsas de papel a temperatura ambiente. Previo a los ensayos de desinfeccion, las
semillas se lavaron con detergente (Quik). Luego, las semillas se establecieron en frascos de vidrio de
5x8 cm con 20 ml de medio de cultivo, los que se mantuvieron en cdmara de crecimiento (T 20+6°C,

25 umol s'lm'z) para iniciar la germinacién y posteriormente el cultivo.

El medio basico para el cultivo de semillas de quillay contiene los macro, micronutrientes y vitaminas
descritas para el medio MS (Murashige and Skoog 1962). Estas fueron obtenidas de Sigma Chemical
CO., St Louis, USA, al igual que las hormonas IBA (acido indol butirico), BAP (6-bencil amino purina) y
Zeatina. y los suplementos HC (hidrolizado de caseina) y Glutamina. Como fuente energética se uso
azucar lansa® (30 g/l) y como gelificante agar nacional Midesa® (6 g/l). El pH para todos los medios
de cultivo fue de 5,8. Como agentes antimicrobianos se us6é etanol (98%), agua oxigenada (100
volumenes) e hipoclorito de sodio (10%) de grado técnico y como fungicida se utilizaron Dithane y
Ridomil, de Bayer®.

Ensayos de desinfecciébn y germinacion: las semillas utilizadas en estos ensayos corresponden a dos
arboles de la precordillera de Santiago (RM). Previamente, para todos los ensayos las semillas fueron
sumergidas durante 25 min en una soluciéon de Dithane (5 g/l) bajo agitacién constante. Posteriormente
se efectuaron remojos en etanol (50% y 70%), hipoclorito de sodio (rango de 1 a 2%) y agua
oxigenada (50, 60 y 75 vol.) a diferentes tiempos (cuadro 1). Después de cada aplicacion de etanol e
hipoclorito de sodio se realizaron 3 lavados con agua destilada por 3 minutos, y de 10 minutos después
de usar agua oxigenada. Se desinfectaron semillas estratificadas por 48 h en agua (estratificacion en
humedad) y semillas secas, que se estratificaron a 4°C por 48 h después de la desinfecciéon, en medio
de cultivo MS so6lido. El hipoclorito de sodio se aplic6 por 3 min para la desinfeccion de semillas
estratificadas en agua y por 10 min para las semillas secas.

CUADRO 1

Resultados de los ensayos de desinfeccion sobre la contaminacion y germinacion de semillas de quillay.
Results of disinfection assays in the contamination and germination of quillay seed.

N° plantas N° plantas
Ensayos Agentes desinfectantes® contaminadas/Total | germinadas/Total
(%)6 (%)
Etanol mas Etanol 0%, HS2 0% 48/60 (80) 42/60 (70)
Hipoclorito de sodio (HS) [Etanol 70%, 1 min. 30/60 (50) 25/60 (42)
(Semillas humedas) Etanol 70%; 1 min. HS 1,5%; 3 min. 12/60 (20) 0/60 (0)
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Hipoclorito de sodio®
(Semillas humedas)

H20,"
(Semillas secas)

Hipoclorito de sodio®
(Semillas secas)

Etanol 50% 30 s; HS 1,5%; 3 min.

0%
1%
1,1%
1,2%
1,3%
1,4%

Sin H>O0>

50 vol.; 10 min.
50 vol.; 6 min.
60 vol.; 10 min.
60 vol.; 6 min.
75 vol.; 10 min.
75 vol.; 6 min.

0%

1,4%; 10 min.
1,6%; 10 min.
2%; 10 min.

15/60 (25)

42/60 (70)
39/60 (65)
39/60 (65)
36/60 (60)
34/60 (57)
27/60 (45)

140/200 (70)
100/200 (50)
120/200 (60)
100/200 (50)
104/200 (52)
0/200 (0)
0/200 (0)

144/200 (72)

124/200 (62)
60/200 (30)
16/200 (8)

http://mingaonline.uach.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S07

30/60 (40)

45/60 (75)
42/60 (70)
34/60 (56)
39/60 (65)
48/60 (80)
44/60 (73)

150/200 (75)
140/200 (70)
184/200 (92)
110/200 (55)
180/200 (90)
14/200 (7)
40/200 (20)

150/200 (75)
114/200 (57)
134/200 (67)
158/200 (79)

1. El proceso de desinfeccion incluye al antifungico Dithane 5 g/l por 25 minutos y a este tratamiento se

le aplican los ensayos presentados.
2. Solo Dithane 5 g/l por 25 minutos

3. La concentraciéon de etanol de todos los tratamientos fue de 50% y el tiempo de aplicaciéon fue de 30
segundos. El tiempo de aplicacion de hipoclorito de sodio es de 3 min en todos los tratamientos.

4. La concentracién de hipoclorito de sodio en todos los tratamientos fue de 1,4% y el tiempo de
aplicacion fue de 10 minutos. No se emple6 etanol.

5. La concentraciéon H2O> fue de 60 volumenes y el tiempo de aplicacién fue de 6 minutos en todos los
tratamientos. No se emple6 etanol.

6. La contaminacion se evalud sobre el total de las semillas germinadas y no germinadas a los 10 dias
después de la siembra y se incluye la contaminacion fingica y bacteriana.

Ensayos de suplemento nutricional: se realizaron diversos ensayos con distintos componentes de cultivo
para definir el medio de mantencién adecuado de las plantulas generadas a partir de las semillas. Los
parametros evaluados en el medio de cultivo fueron: presencia de HC (0, 30, 100, 200 y 300 mg/l),
Glutamina (0, 150 mg/l) y diferentes concentraciones de sulfato de magnesio (185, 370 y 555 mg/l).

Ensayos de multiplicacidn y enraizamiento: para la multiplicacién de las plantulas se ensayaron las
citoquininas BAP (1 mg/l) y Zeatina (1 mg/l). Se seccionaron en explantes con 2 y 3 entrenudos, se
cortaron las raices, los brotes laterales y se eliminaron las hojas cloréticas. Los reguladores de
crecimiento se aplicaron durante un mes y luego las plantulas se traspasaron a un medio de
mantencién (cuadro 2). La tasa de multiplicacion se determind con la siguiente férmula:

N© total de plantulas + N©° total de
brotes
Tasa de
multiplicacién:

N° total de plantulas

Para el enraizamiento se utilizaron explantes y brotes provenientes del ensayo de multiplicacién. En
primer lugar se evalu6 el efecto de la remocién del HC sobre el enraizamiento, y luego se ensayaron
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distintas concentraciones de la auxina IBA (0-0,05-0,1-0,15-0,2 mg/l). El tratamiento hormonal se
aplicé durante un mes, y después los explantes se traspasaron a un medio de formacién de raiz (cuadro
2).

CUADRO 2

Composicion de los medios de cultivos para micropropagacion de quillay a partir de semillas.
Composition of the culture medium used for the micropropagation of quillay at the seed stage.

1 Medio Medio Medio _Medlo_ , Med'?,
MS L L, - ., estimulacion | formacion
establecimiento | mantencion | multiplicacion . p
de raiz de raiz
Macronutrientes
NH4NO3 1.650 825 825 825 825 825
KNO3 1.900 950 950 950 950 950
MgS04x7H20 370 185 370 370 370 370
KHoPO4 170 85 85 85 85 85
CaCLox2H»0 440 22 22 22 22 22
Micronutrientes
CoClox6H20
CUSO4XEH0 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
MnSOaxH20 22,3 22,3 22,3 22,3 22,3 22,3
Kl 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
ZNS04x7H20 8,6 8,6 8,6 8,6 8,6 8,6
NaMoO4x2H20 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
H3BO3 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2
Quelato de fierro
NasEDTAX2H.0
FeSO4x7H>0 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3
27,8 27,8 27,8 27,8 27,8 27,8
Vitaminas
Ac. ascorbico
Ac. nicotinico 0 50 50 50 50 50
Piridoxina 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Tiamina-HCI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Glicina 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
2 2 2 2 2 2
Comp. organicos
Mioinositol
HC 100 100 100 100 100 100
L-Glutamina 0 0 100 100 0 0
L-cisteina 0 0 150 150 150 150
AzGcar 0 0 0,01 0,01 0,01 0,01
Agar Midesa® 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000 30.000
6.000 6.000 6.000 6.000 6.000 6.000
Reguladores
crecimiento
IBA
BAP 0 0 0 0 0,1 0
0 0 0 1 0 0
pH
5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8
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Ensayos de aclimatacion de plantas de quillay enraizadas: para los ensayos de aclimatacién se utilizaron
plantas enraizadas de un tamafio de aproximadamente 7 cm. Las plantas fueron extraidas de los medios
de cultivo sdlidos, eliminandose el agar con agua corriente. Luego, éstas se sumergieron en una
soluciéon con el fungicida Ridomil 0,5 g/l y se plantaron en un sustrato de vermiculita (6 mm) en
contenedores plasticos de 1 |. Las plantas se cultivaron durante dos meses en una cdmara de
crecimiento Sanyo a temperatura constante de 20°C, luz continua de 25 pmol stm™ y humedad
relativa de 90%, la cual se disminuyd progresivamente a 50%. Se efectuaron riegos diarios con agua
potable y 2 veces por semana con solucién 1/4 (un cuarto de macronutrientes y micronutrientes
completos). Luego de 2 meses en cadmara de cultivo, se traspasaron a un invernadero en maceteros de
plastico de 3 | con sustrato tierra:perlita:corteza de pino compostada (Gromor® 6 mm), y se cubrieron
con malla de sombra para disminuir la pérdida de humedad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacion y desinfeccion de semillas: se ha descrito que para la germinacién de semillas de quillay es
necesario que éstas sean sometidas a un golpe de frio y humedad (Wiberg 1991). Esta etapa, llamada
estratificacion (Salisbury y Ross 1994), se ha realizado habitualmente embebiendo las semillas en agua
y manteniéndolas a 4°C entre 48 a 60 horas. Durante esta etapa, la semilla se encuentra sumergida en
agua activdndose su metabolismo y, posiblemente, el de agentes contaminantes. Con el objetivo de
determinar la incidencia del proceso de estratificacion en la contaminacién de las semillas in vitro, se
realizaron ensayos de estratificacion seca en el medio de cultivo después de la desinfeccién y
estratificacion en humedo antes de la desinfeccion.

Los resultados presentados en el cuadro 1 indican que los tratamientos con etanol no eliminan la
contaminacion y reducen la germinacion de las semillas de quillay. En las semillas estratificadas en
humedad, el hipoclorito de sodio al 1,5% reduce la contaminacién pero afecta la germinacion.
Concentraciones méas bajas de hipoclorito de sodio no controlaron la contaminacién flungica ni
bacteriana, la cual se increment6 durante la estratificacion en humedad. Por lo tanto, la estratificacion
en humedad favorece la contaminacion y sensibiliza las semillas a los desinfectantes utilizados.

En los ensayos de desinfeccion de semillas secas se observé que una alta concentracion de H>O» afect6
fuertemente el porcentaje de germinacion de las semillas (cuadro 1). Sin embargo, al utilizar
concentraciones de H>O, de 60 voliumenes (por 6 min) se obtuvo un 90% de germinacién y un 52% de
contaminacioén, principalmente debida a hongos. Esto indica que el H202 controlé principalmente la
contaminacién bacteriana y que un 1,4% de hipoclorito de sodio no fue suficiente para eliminar los
hongos. Al incrementar la concentracion de hipoclorito de sodio al 2%, sobre la base de un tratamiento
con 60 volumenes de H>02, se obtuvo un 79% (158 de 200) de germinaciéon y sélo un 8% (16 de 200)
de contaminacion de las semillas. Estos resultados permiten definir que se debe realizar la desinfeccién
de las semillas secas y posteriormente su estratificacion en medio MS sodlido. El protocolo de
desinfeccién es: Dithane 5 g/l por 25 min, hipoclorito de sodio al 2% por 10 min y 60 volumenes de
H>02> por 6 min, cada aplicacién seguida de 3 enjuagues con agua destilada estéril.

Este protocolo fue validado con 500 semillas de 5 arboles (precordillera VIII Region y RM). Los
resultados indican que la germinaciéon depende del arbol madre fluctuando entre 61 y 92%. El
establecimiento de las plantas germinadas, que se evalu6 a través de su crecimiento, también vari6 de
acuerdo al genotipo del arbol madre. El porcentaje de plantas que elongaron de 2-4 cm/mes fluctué
entre 23 y 83% en los distintos genotipos. También se registraron diferencias importantes en el estado
nutricional y en el enraizamiento espontaneo de las plantulas. Los resultados indican que el éxito de la
germinacion in vitro de semillas de quillay, el crecimiento de las plantulas y el enraizamiento se
encuentran estrechamente relacionados con el origen materno de las semillas.

En la figura 1A se observa la secuencia de germinacion de una semilla de quillay, destacandose la
emergencia de la radicula primaria y el hipocoétilo. Después de 2 meses, se produce la formacion de
plantulas con 5-6 entrenudos y de 6 a 7 cm de tamafo (figura 1B). Estas plantulas se seccionaron y se
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traspasaron a un medio de establecimiento (figura 1C).

I
B T
! -~

Figura 1: Etapas de la micropropagacion de quillay a
partir de semillas. A. Germinacién de semillas de
quillay. B. Plantulas de quillay obtenidas a partir de
semillas. C. Explantes obtenidos de plantulas de
quillay. D. Multiplicacién de explantes de quillay. E.
Enraizamiento de plantulas de quillay, desarrollo
radicular. F. Plantas de quillay en invernadero.
Micropropagation steps of Quillay (Quillaja saponaria
Mol.) seeds. A. Quillay seeds germination. B. Quillay
seedling plants obtained from the seed. C. Quillay
stem cuttings obtained from the seedlings. D.
Quillay stem cuttings multiplication. E. Quillay
seedlings rooting, rooting system development. F.
Quillay plants in greenhouse.

Suplemento nutricional: en las plantulas de quillay cultivadas in vitro aparecieron sintomas de clorosis
aproximadamente a las 6 semanas de cultivo. Para determinar la causa de ésta se realiz6é un analisis de
nutrientes de plantulas y brotes de quillay obtenidos de semillas cultivadas in vitro. El analisis foliar del
material clorético arrojé una marcada deficiencia de nitrégeno metabdlico, 56% comparado con un 93%
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del material proveniente de plantulas verdes. Sin embargo, los valores de nitrégeno nitrico o nitrégeno
amoniacal fueron normales. Ademas, tanto en las muestras de material clordtico como verde se
encontré deficiencia de magnesio. Los valores normales de magnesio en plantas van de 0,1-0,8% en
tejido seco (Salisbury y Ross 1994), sin embargo en las muestras in vitro se registré un valor de
0,06%.

Con el objetivo de aumentar la cantidad de nitrégeno metabdlico disponible para los brotes de quillay
mantenidos in vitro y disefiar un medio de crecimiento, se ensayaron distintas concentraciones de HC y
Glutamina. Ademas, se evalu6 el efecto de magnesio (MgSO4x7H>0) suplementario. En el cuadro 3 se
observa que plantulas sometidas a tratamientos con mayor concentraciéon de HC (100 mg/l y mayores)
presentan un mejor estado nutricional pero un bajo porcentaje de raices y menor tamafio. Suponemos
que al no formar raices se dificulta la absorciéon de nutrientes, lo que se traduce en un mal transporte
de éstos y en un crecimiento deficiente. La ausencia de raices en los medios con mayores
concentraciones de HC se podria deber a que las plantulas detectan la presencia de un exceso de
compuestos organicos, lo que inhibiria la maquinaria celular encargada de formar raices. Esto explicaria
por qué en ausencia 0 una concentracion baja de HC se promueve la formaciéon de raices. De este modo,
una plantula que enraiza en un medio nutricional pobre crece en forma adecuada, pero el crecimiento
en estas condiciones se acompafa de un déficit nutricional. Sin embargo, al adicionar al medio de
cultivo Glutamina (150 mg/l), manteniendo 100 mg/l de HC, se observé una disminuciéon importante de
la clorosis, aumenté del enraizamiento y elongacion del tallo (cuadro 3). Esta respuesta se explica dado
que la Glutamina es el aminoacido que aporta la mayor fuente de nitrégeno en forma de amonio, y al
ser incorporado directamente al medio de cultivo permite reducir el gasto energético de las plantulas
para la sintesis de aminoacidos y, posiblemente, aumentar la divisién celular. Ademas, se observé que
el tratamiento con 370 mg/l de magnesio disminuye la clorosis y aumenta la formacién de raices en
comparacion con el control. El medio recomendado para mantener y elongar de plantas de quillay se
presenta en el cuadro 2.

CUADRO 3

Evaluacion de requerimientos nutricionales organicos e inorganicos en el cultivo in vitro de plantulas
provenientes de semillas de quillay.
Evaluation of organic and inorganic nutrients of the in vitro culture of quillay seedlings grown from

seed.
: Componentes | N° plantas con clorosis® N° plantas con N° de plantas
Tratamientos del medio® /Total (%) raiz/Total (%) elongadas®/Total (%)
HC 0 34/113 (30) 26/113 (23) 60/113 (53)
30 mg/I 35/125 (28) 21/125 (17) 55/125 (44)
100 mg/I 9/90 (10) 10/90 (11) 32/90 (36)
200 mg/I 11/110 (11) 10/110 (9) 25/110 (23)
300 mg/I 8/100 (8) 0/100 (0) 20/100 (20)
MgSO4x7H202 0 3/80 (4) 16/80 (20) 36/80 (45)
370 mg/I 8/80 (10) 12/80 (15) 34/80 (43)
555 mg/I 16/80 (20) 16/80 (20) 28/80 (35)
Glutamina® 0 19/80 (24) 20/80 (25) 30/80 (38)
150 mg/I 13/80 (16) 29/80 (36) 37/80 (46)

1. El medio basal corresponde al medio de establecimiento descrito en la cuadro 1.

2. En todos los tratamientos se utilizaron 100 mg/l de hidrolizado de caseina.

3. En todos los tratamientos se utilizaron 370 mg/l de MgSO4x7H20 (Ver cuadro 1) y 100 mg/l de
hidrolizado de caseina.

4. Corresponde a clorosis de hojas basales y apicales.

5. El porcentaje de elongacién corresponde a las plantas que presentaron crecimiento de 2 o mas
entrenudos.
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Multiplicacidn y enraizamiento de plantas: con el objetivo de multiplicar las plantulas de quillay se
realizé la induccién durante un mes de brotes laterales utilizando BAP (1 mg/l) y Zeatina (1 mg/l) en
concentraciones ajustadas en ensayos previos (datos no mostrados). En el cuadro 4 se observan los
resultados del ensayo de multiplicacién, aplicados a plantas crecidas por 2 meses en el medio de
mantencién (sin reguladores de crecimiento). La citoquinina BAP (1 mg/l) fue la méas adecuada para
esta etapa, ya que se obtuvo una tasa de multiplicacién de 3 brotes/mes, con un menor porcentaje de
clorosis y callo en los brotes obtenidos. En la figura 1D se observan plantulas de quillay con brotes
laterales en un medio sin hormonas, luego de un mes de induccién con BAP.

Durante el enraizamiento se observé un efecto inhibitorio del HC sobre la formacion de raices, por lo
cual se evalud la remocién de este suplemento. En el cuadro 5 se observa un incremento en la
capacidad espontanea de formar raices en un medio sin HC (30%, 16 de 52 plantas) por sobre el
control con HC (1,9%, 1 de 52 plantas). Sin embargo, esto ultimo se acompafié de un mayor porcentaje
de plantas que presentaron clorosis. No tenemos conocimiento del por qué plantas arraigadas presentan
clorosis en sus hojas, ello puede reflejar incompletos requerimientos nutricionales o condiciones
ambientales adversas.

Con el objetivo de inducir raices en las plantulas obtenidas de semillas de quillay sin comprometer su
estado nutricional, se realizé un ensayo con distintas concentraciones de IBA por un mes en un medio
de mantenciéon sin HC. En el cuadro 5 se observa que a una concentracion de 0,1 mg/l de IBA se
obtiene el mayor porcentaje de enraizamiento (59%, 28 de 48), lo cual es consistente con el mayor
porcentaje de elongacién (70%, 34 de 48). En la figura 1E se observan plantulas con raices después de
2 meses de induccién con IBA 0,1 mg/l. Luego de 3 meses en el medio sin HC, las plantulas con raices
fueron traspasadas al medio de mantencién con HC, de modo de alcanzar un 6ptimo estado nutricional
previo a la aclimatacién en invernadero. Basandose en los resultados obtenidos, se postula que se debe
incluir HC (100 mg/l) al inicio del cultivo para nutrir inicialmente el explante, luego removerlo para
inducir raices y finalmente traspasar las plantulas enraizadas a un medio con HC para obtener un
establecimiento adecuado.

CUADRO 4

Efecto de BAP y Zeatina en la induccidon de brotes en plantulas obtenidas del cultivo in vitro de semillas
de quillay.
Effects of BAP and zeatine in shoot induction in seedlings from in vitro culture of quillay seeds.

Tratamiento Tasa de N° plantas con N° plantas con N° plantas con callo
multiplicacion clorosis/Total (%) raiz/Total (%) basal/Total (%)
Medio
de mantenciéon? 1,1 44/80 (55) 3/80 (4) 0/80 (0)
BAP 1 mg/I 3 28/80 (35) 8/80 (10) 37/80 (46)
Zeatina 1 mg/I 2,2 29/80 (36) 5/80 (6) 42/80 (52)

1. El medio de mantencion es el descrito en la cuadro 1.

CUADRO 5

Efecto de la remocion de hidrolizado de caseina e IBA en el enraizamiento de brotes obtenidos del
cultivo in vitro de semillas de quillay.
Effects of casein hydrolysate removal and IBA treatment in the rooting of shoots obtained from in vitro



Bosque (Valdivia) - Micropropagacion de Quillaja saponaria Mol. a parti...  http://mingaonline.uach.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S07

culture of quillay seeds.

Tratamiento Componentes del N° plantas con N° plantas con N° plantas
medio de cultivo raiz /Total (%) clorisis/Total (%0) eIongadas3/TotaI

HC Medio de mantenci(’)nl 1/52 (2) 10/52 (19) 8/52 (15)

sin HC 16/52 (31) 12/52 (23) 15/52 (29)

IBA Medio de enraizamiento? 14/48 (29) 12/48 (25) 19/48 (40)

0,05 mg/l de IBA 15/48 (31) 7/48 (15) 32/48 (67)

0,1 mg/l de IBA 28/48 (58) 9/48 (19) 34/48 (71)

0,15 mg/I de IBA 23/48 (48) 9/48 (19) 24/48 (50)

0,2 mg/l de IBA 23/48 (48) 9/48 (19) 27/48 (56)

1. El medio de mantenciéon contiene 100 mg/l de hidrolizado de caseina.

2. El medio de enraizamiento no posee hidrolizado de caseina.

3. El porcentaje de elongacién corresponde a las plantas que presentaron crecimiento de 2 o mas
entrenudos.

Aclimatacion de plantas enraizadas: las plantulas enraizadas in vitro fueron traspasadas a sustrato
vermiculita y se mantuvieron por 2 meses en una cadmara de cultivo con alta humedad. Esta comenzd
en un 90% y se disminuy6 progresivamente hasta un 50%, previo del traspaso a invernadero. En esta
etapa ocurrié una pérdida del 24% de un total de 102 plantas, lo cual se debi6é principalmente a
deshidratacién. Seis meses después del traspaso a invernadero, las plantas establecidas poseen un
tamafo que fluctia entre 20 y 70 cm, presentando hojas verdes y activo crecimiento (figura 1F). Se
destaca que en esta etapa so6lo se registr6 un 4% (3 de 77 plantas) de pérdida de las plantas
traspasadas a invernadero, lo cual indica que el proceso de aclimataciéon resulté exitoso. Hasta la fecha,
en nuestro laboratorio hemos producido 120 plantas en invernadero, las que presentan un excelente
estado nutricional y crecimiento normal. En ensayos posteriores se evaluara la calidad de saponinas de
estas plantas y se comparara con la de los arboles progenitores. Ademas, se determinara la variacion
genotipica presente en estas plantas, obtenidas mediante micropropagacion, a través de analisis con
marcadores moleculares.

CONCLUSIONES

Como conclusion de los protocolos desarrollados en este trabajo se puede resumir que a partir de 100
semillas de quillay se establecen 79, las cuales en medio MS con 1 mg/l de BAP se triplican en un mes.
Cultivos establecidos por 3 afios presentan una tasa de multiplicaciéon de 6 (datos no mostrados).
Aproximadamente un 60% de los propagulos estimulados con IBA enraizan en in vitro, formando el
resto un callo rizogénico. Durante la aclimatacion se registran pérdidas (24% de 140 plantas
aclimatadas en el ensayo) por una alta susceptibilidad a la deshidrataciéon de las plantas y
posteriormente en invernadero puede ocurrir una pequefia pérdida adicional (4% en nuestro caso).
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