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RESUMEN

En la presente investigacion se estudiaron los efectos de bencilaminopurina (BAP), acido giberélico (GA,) y fluridona
(FLU) sobre la germinacion in vitro de murtilla (Ugni molinae), una especie nativa de Chile. La semilla de murtilla presenta
una fuerte dormancia, razon por la cual se realizaron dos ensayos a fin de mejorar la germinacion. Los resultados indican
que FLU, un inhibidor de la sintesis de ABA, fue el mas eficaz en romper la dormancia. La combinacion de 10 uM de FLU
con BAP o GA, mejoraron la germinacion, siendo FLU + GA, la mas optima, ésta fue capaz de elevar la germinacién de
34% en el testigo a 96% a los 60 dias. Lo anterior sugiere que en los mecanismos de dormancia de la semilla de U. molinae
esta involucrada la presencia de ABA.

PaLABRAS cLAVE: Dormancia, murtilla, acido abscisico, Mirtaceas.

ABSTRACT

In the present investigation, the effects of benzylaminopurine (BAP), gibberellic acid (GA,) and fluridone (FLU) on in-vitro
germination of murtilla (Ugni molinae), a native species to Chile were studied. Murtilla seed has a strong dormancy, the
reason why two trials were performed to improve the germination. The results show that FLU, an inhibitor of the synthesis
of ABA, was the most effective in breaking dormancy. The combination of 10 pM FLU with BAP or GA3 improved
germination, FLU + GA, was the optimum combination. It raised the germination from 34% in the control seed to 96% up
to 60 days after treatment. The results also suggest that in the mechanisms of seed dormancy of U. molinae the presence

of ABA is involved.

Keyworbps: Dormancy, murtilla, abscisic acid, Myrtaceae.

INTRODUCCION

Murta o murtilla (Ugni molinae Turcz.), es una Mirtacea
nativa de Chile, crece de forma silvestre en el Sur de
Chile, desde la Region del Maule hasta el Rio Palena,
esta presente tanto en la Cordillera de la Costa como en
la Cordillera de los Andes en los tipos forestales roble-
rauli-coigiie, coigilie-rauli-tepa y roble-hualo-ciprés de
las Guaitecas (Hoffmann 2005). Tanto hojas como frutos
poseen numerosas caracteristicas nutritivas y medicinales
como efectos analgésicos, anti-inflamatorios, astringentes,
actividad antimicrobiana y antioxidante (Hauser et al. 2014,
Suwalsky & Avello 2014).

La germinacién in vitro se utiliza con éxito para
muchas especies y ha demostrado ser superior a otras
técnicas como la germinacion ex vifro en sustratos o con
papel filtro (Ghanbari et al. 2012). La germinacion in
vitro permite producir plantulas asépticas como fuente de
explantes (Larson et al. 2006), la produccioén de hibridos
interespecificos (Pereira-Netto et al. 2006), la produccion
de hibridos somaticos (Correia & Canhoto 2010), la
produccion de callos (Rodriguez et al. 2014a), la induccion
a la poliploidia (Dhooghe et al. 2011), y la germinacion de
semillas provenientes de cruzamientos controlados para
programas de mejoramiento vegetal, donde la semilla es
un material muy valioso y escaso (Rodriguez 2011). En las
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especies nativas es frecuente observar una fuerte latencia
o dormancia en sus semillas, lo que les permite sobrevivir
y eludir las condiciones ambientales desfavorables, en
cambio en especies cultivadas los mecanismos de latencia
han sido atenuados por efecto de la seleccion artificial y
domesticacion, facilitando con ello su manejo productivo
(Bewley et al. 2013).

En condiciones naturales, la semilla de murtilla tiene un
sistema de dispersion endozoocoria, dado por la ingestion
de los frutos por algunos animales (Figueroa 2003),
presentando una baja germinacion respecto a otras Mirtaceas,
producto de una fuerte dormancia (Smith-Ramirez et al.
1998, Rodriguez et al. 2014b). La dormancia o latencia en
semillas se manifiesta de distintas formas segun la especie,
consiste en la interrupcion de los acontecimientos internos
de una semilla viable para completar su germinacion bajo
condiciones propicias. Baskin & Baskin (2004) definen
como semilla en dormancia, aquella que no tiene la capacidad
de germinar durante un periodo especifico de tiempo bajo
una combinacion de factores fisicos y medioambientales
que de otro modo serian favorables para la germinacion. En
la dormancia enddgena o embrionaria el embrion impide la
germinacion, la que puede ser causada por un mecanismo de
inhibicion fisiologica del embrion (inhibicion metabolica,
incremento del acido abscisico y produccion de compuestos
fendlicos) o relacionada con la inhibicién de la germinacion
durante la etapa de desarrollo y crecimiento del embrion
(morfologica) (Finch-Savage & Leubner-Metzger 2006).

El control de la dormancia ha sido atribuido a varios
reguladores inhibidores, tales como acido abscisico (ABA),
y promotores como las giberelinas (GAs), citoquininas
y etileno (Linkies & Leubner-Metzger 2012, Wilson et
al. 2014a). El 4cido abscisico (ABA) es un sesquiterpeno
obtenido a partir de carotenoides, y esta involucrado
en la dormancia de semillas para muchas especies. Se
inactiva irreversiblemente por hidroxilacion, dando lugar
al acido faseico y dihidrofaseico, o reversiblemente por
conjugacion con monosacaridos (Baskin & Baskin 2014).
Se ha relacionado la dormancia de ABA con la induccion de
la sintesis de proteinas de almacenamiento en las semillas
e inhibicion de la sintesis de proteinas relacionadas con
la movilizacion de reservas (Kermode 2005). Durante el
desarrollo de la semilla, el contenido de ABA inicial es bajo,
aumentando rapidamente para alcanzar un maximo a la
mitad o finales de la maduracion, quedando asi la dormancia
primaria establecida y luego declina gradualmente durante
la desecacion y almacenamiento de la semilla (Gubler et al.
2005).

Existen inhibidores del ABA como, fluridona (FLU), un
producto de origen organico, inhibidor de la enzima fitoeno
desaturasa, que convierte el fitoeno a fitoflueno en la via
de la biosintesis de carotenoides (Kondhare ef al. 2014).
Los carotenoides son los principales precursores del ABA
en plantas, por lo tanto, la inhibicion de la carotenogénesis
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también implica impedir la biosintesis de ABA. Muchos
investigadores han encontrado en inhibidores de ABA,
como fluridona y norfluorazon, cominmente utilizados
como herbicidas (Sun et al. 2012), una herramienta util para
estudios de germinacion y rompimiento de la dormancia
tanto para embriones cigoticos (Popova 1995, Koornneef et
al. 2002) como somaticos (Garcés et al. 2014). El balance
entre ABA y niveles de GAs tiene un rol importante en la
regulacion de la dormancia. EI ABA induce la promocion
y mantencion de la dormancia, mientras que las GAs
especialmente GA, promueve la progresion para el inicio de
la germinacion. Las sefiales del medio ambiente regulan este
balance modificando la expresion de enzimas biosintéticas
y catabolicas (Finkelstein et al. 2008). La regulacion del
nivel de dormicion es consecuencia de un balance dinamico
entre los procesos de sintesis y degradacion del ABA y
de las GAs, donde la salida de la dormicidn se asocia con
un incremento en la concentracion de GAs (Sawada et al.
2008), cambios en los tejidos a la sensibilidad a las GAs
(Benech-Arnold et al. 2006), una reduccion del contenido
de ABA (Millar et al. 2006) y una pérdida en la sensibilidad
a este compuesto (Gualano ef al. 2007).

Una manera eficiente de estudiar los efectos de productos
quimicos que promueven la germinacion es la adicion de
ellos a medios de cultivo para la germinacion in vitro, en
relacion a esto, la hipotesis planteada es que es posible
romper latencia de la semilla de U. molinae a través de
tratamientos de giberelina (GA,), bencilaminopurina (BAP)
y fluridona (FLU). Los objetivos de esta investigacion son
determinar las concentraciones adecuadas de GA,, BAP y
FLU, como también estudiar los efectos combinados de
estos productos sobre la germinacion de murtilla, para poder
recomendar un tratamiento quimico eficaz para romper la
fuerte dormancia que presentan las semillas de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos ensayos. El primero, para determinar la
mejor concentracion (1, 10y 100 uM) de GA,, BAPy FLU
mas un testigo, totalizando 10 tratamientos y el segundo para
ver los potenciales efectos combinados entre los mejores
tratamientos de GA,y BAP con el mejor tratamiento de
FLU, totalizando seis tratamientos (GA; 10 uM, BAP 10
uM, FLU 10 uM, GA, 10 uM + FLU 10 uM, BAP 10 uM +
FLU 10 uM, y testigo).

MATERIAL VEGETAL

Las semillas utilizadas en los ensayos de germinacion se
obtuvieron de frutos cosechados el 2009 de una poblacion
de murtillas de la localidad de Curifianco, sector costero de
Valdivia, Chile 39° 40’ S, 73° 21° O. Los frutos maduros
fueron colocados en maceracion por 5 dias, con un cambio
de agua diario, al final se separo la semilla del resto de la
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pulpa y se secaron en camara a 25+ 2 °C. Las semillas secas
fueron almacenadas por seis meses a 4 °C.

DESINFECCION DE SEMILLA

Las semillas utilizadas para el ensayo de germinacion
fueron desinfectadas en camara de flujo laminar con tres
soluciones en forma secuencial (fungicidas, alcohol y cloro).
La solucion de fungicidas (2 g L' de Mancozeb, 0,6 g L!
de Benomil, mas unas gotas de Tween 20) se aplico a las
semillas bajo agitacion constante por 20 min, luego se les
adicion6 etanol 70° por 5 s e hipoclorito de sodio (NaOCl)
al 2 % v/v (cloro activo) por 10 min, finalizando con tres
enjuagues consecutivos con agua destilada estéril.

PRUEBA DE VIABILIDAD DE SEMILLAS

Se determino la viabilidad de las semillas desinfectadas
a través del test de tetrazolio en cinco repeticiones de 25
semillas cada una (ISTA 2001). A las semillas se les realizo
un pequeno corte de la testa en la zona micropilar y se
le aplicé una solucién acuosa al 1% de cloruro de 2, 3, 5
trifenil tetrazolio reposando en esta solucion por 24 h a 30
°C en oscuridad. Se consider6 viable aquella semilla que
tenia el embrién completamente tefiido rojo.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo consistieron en agua destilada
gelificada con 7 g L' de agar microbiologico® Merck,
ajustando el pH a 5,8 con 1,0 N hidroxido de potasio (KOH)
y 1,0 N de acido clorhidrico (HCI). Los medios fueron
esterilizados en autoclave por 20 min a 121°C a 1 atm de
presion, para luego dosificar en camara de flujo laminar 10
mL de medio por placa Petri desechable estéril de 60 x 15
mm.

SIEMBRA Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las semillas desinfectadas fueron sembradas en condiciones
estériles bajo una camara de flujo laminar. Se sembraron un
total de 25 semillas por placa con un marco de siembra de 5 x
5 unidades. Al finalizar la siembra las placas fueron selladas
con parafilm M® y luego incubadas en cdmara de cultivo a
25 £+ 1 °C, con tubos fluorescentes de luz fria blanca en un
fotoperiodo de 16 h luz, 8 h de oscuridad y una intensidad
luminica de 50 pmol m? s™! (tubos Philips TLD 36W/54).

ANALISIS ESTADISTICOS

Se utilizé un diseflo completamente al azar para todos los
tratamientos. Los graficos fueron realizados con el programa
SigmaPlot 10.0. La unidad experimental consistio en una
placa con 25 semillas cada una. Cada tratamiento consto
de cuatro placas. Se evaluo el porcentaje de germinacion
diariamente hasta los 60 dias de la siembra. Los resultados
se expresan como promedio + el error estandar. Para el
caso de germinacion maxima (G, ) se realizo un analisis
de varianza (ANDEVA) y la prueba de Duncan con el

programa SPSS version 15.0 para lo cual los porcentajes
de germinacion se transformaron al arcoseno de la raiz
cuadrada del porcentaje dividido por 100.
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Ficura 1. Porcentaje de germinacion acumulada de U. molinae
bajo diferentes concentraciones de BAP, GA, y FLU. Barras
verticales representan el error estdndar del promedio. Letras
distintas son diferentes significativamente, de acuerdo al test de
Duncan (p<0,05).

Figure 1. Cumulative germination percentages of U. molinae
under different concentrations of BAP, GA, and FLU. Vertical
bars represent the standard error of mean. Different letters are
significantly different according to Duncan test (p<0.05).
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RESULTADOS

La prueba de tetrazolio determind un 97% de viabilidad para
las semillas desinfectadas. Las semillas viables presentaron
embriones de color rojo intenso con una zona central no
tenida, correspondiente al eleosoma.

ENsayo 1. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE GA, BAP Y FLU
EN LA GERMINACION IN VITRO DE U. MOLINAE

Independiente de los tratamientos utilizados, la semilla de
murta inicié su germinacion a partir del noveno dia (Fig. 1A,
1By 1C). En general, los productos quimicos estimularon la
germinacion respecto al testigo que alcanzo una germinacion
maxima (G ) de 37%. En los tratamientos con BAP
las concentraciones de 1 y 10 uM lograron diferencias
significativas respecto al testigo (57 y 60% respectivamente)
en cambio GA, solo fue superior con 10 uM (49%). El
incremento de la concentracion de los quimicos aplicados de
102100 uM en BAPy GA, no logro elevar significativamente
la germinacion. Los tratamientos con FLU fueron los
que obtuvieron los mayores valores promedios (mayor a
80%) (Fig. 2), siendo eficaz en todas las concentraciones
empleadas y significativamente superior al testigo (Fig. 1C).
No se observo un efecto depresor a concentraciones altas
(100 uM) como fue el caso de BAPy GA.,.

Por otra parte, el tiempo medio para alcanzar la
germinacion maxima (TM, momento en que se alcanza
el 50% del valor G_ ) oscil6 entre 13 a 19 dias en los
tratamientos de GA,con 100 uM y 10 uM respectivamente,
encontrandose los demas tratamientos entre estos rangos.

El patron sigmoidal de las curvas de germinacion

acumulada (Fig. 1A, 1B y 1C) esta precedido de una fase
comprendida entre la siembra y el inicio de germinacion
(0-8 dias), luego se inicia una fase exponencial donde los
porcentajes de germinacion ocurren en forma acelerada
para luego empezar a desacelerarse y finalmente quedar en
forma estacionaria con poco o ninglin incremento respecto a
la germinacion, esta ultima fase se inicia después de los 30
dias en la semilla tratada con FLU y después de los 40 dias
para el caso de los ensayos con GA, y BAP.

ENsavo 2. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE GA, Y BAP coN
FLU SOBRE LA GERMINACION IN VITRO DE U. MOLINAE

Todos los tratamientos quimicos fueron significativamente
superiores al testigo (p<0,05). Los tratamientos de GA,,
BAP y FLU en concentracion de 10 uM favorecieron la
germinacion (72, 68 y 81%, respectivamente) en relacion
al testigo, el que obtuvo un 39% a los 60 dias (Fig. 3),
como lo observado en el ensayo anterior. La combinacion
de FLU con GA, o BAP logr6 un efecto sinérgico
importante, superando los altos porcentajes de FLU por si
solo, alcanzando 96 y 92% a los 60 dias respectivamente,
que son los valores mas altos registrados para esta
investigacion, haciendo germinar casi la totalidad de la
semilla viable. Al analizar la cinética se puede observar
que los tratamientos combinados aunque no inciden en el
inicio de la germinacion, consiguen acelerar la curva de
germinacion logrando en 20 dias posterior a la siembra,
la germinacion de mas del 85% de la semilla, con un
TM igual a 13 dias en ambos casos, convirtiendo a estos
tratamientos en los mas promisorios para germinar semilla
de murtilla.

Ficura 2. Germinacion de semilla de U. molinae en presencia de 10 pM de Fluridona. A) Germinacion in vitro en placa Petri. B) Detalle de
semilla germinada. Cotiledon (Co), testa (T), opérculo (Op), hipocétilo (Hi), pelos radicales (Pr) y raiz (R). Barras: 5 mm.

FIGURE 2. Seed germination U. molinae in presence of 10 uM Fluridone. A) /n vitro germination in Petri dish. B) Detail of germinated seed.
Cotyledon (Co), testa (T), cover (Op), hypocotyl (Hi), root hairs (Pr) and root (R). Bars: 5 mm.
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FiGura 3. Porcentaje de germinacion acumulada de U. molinae bajo efectos simples o combinados de FLU con BAP y GA,. Letras distintas
son significativamente diferentes de acuerdo al test de Duncan (p < 0,05).

Figure 3. Cumulative germination percentages of U. molinae under simples or combined effects of FLU with BAP and GA,. Differents

letters are significantly different according to Duncan test (p < 0.05).

DISCUSION

Laelevada viabilidad y baja germinacion de los tratamientos
testigos corroboran la tesis que la semilla de murtilla
presenta una fuerte dormancia. Tanto GA,, BAP y FLU
en concentracion de 10 pM fueron capaces de romper la
dormancia de una buena proporcion de la semilla tratada.

Si bien a BAP no se le atribuye un rol protagonico en
la germinacién como a la interaccion AIB-GAs (Linkies
& Leubner-Metzger 2012), algunos investigadores como
Hossain et al. (2010), Moradi & Otroshy (2012) han
mejorado la germinacion con el uso de BAP, como las
encontradas en el presente trabajo. Las citoquininas estan
presentes en el desarrollo de la semilla y se acumulan
preferentemente en el endospermo e intervienen en las
actividades fisiologicas y metabdlicas de las semillas. El
BAP activa la division celular en el embridn contribuyendo
a su desarrollo (Kucera et al. 2005). Las citoquininas
aunque no estan involucradas directamente en el quiebre
de la dormancia, permiten disminuir el nivel de inhibidores
de la germinacion especialmente de ABA y hacen a la
semilla mas sensible a las GAs (Bewley et al. 2013, Guan
etal.2014).

Por otra parte, para muchos autores el GA, ha sido
el tratamiento mas efectivo para romper la dormancia
(Khanna et al. 2013, Baskin & Baskin 2014). Al respecto,
dos mecanismos de accion se han propuesto para explicar
el papel de las GAs en el control de la germinacion. Uno
es la induccion de la expresion de los genes que codifican
las enzimas que hidrolizan en el endospermo sustancias

de reserva a moléculas mas sencillas, para que el embridén
disponga de moléculas estructurales y de la energia
necesaria para iniciar la sintesis de sus propias moléculas
(Rayorath et al. 2008). Un segundo mecanismo consiste
en un estimulo directo sobre el potencial de crecimiento
del embrién, segiin lo sugerido para Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. (Karssen & Lacka 1986). No obstante, este
crecimiento esta condicionado ya que puede ser restringido
por el &cido abscisico producido en el embrion, generdndose
entre. ABA y GA, una relacion antagonica respecto a
la germinaciéon (Karssen et al. 1983, Kim et al. 2014).
Piskurewicz et al. (2009) encontraron que en A. thaliana
las GAs promueven la ruptura de la testa, opuestamente
ABA reprime principalmente la ruptura del endospermo
con independencia de los niveles de GAs. Araya et al.
(2000) y Pedroza-Manrique & Tupaz-Villacorte (2008) en
sus investigaciones, han obtenido efectos similares a los de
este ensayo en las especies Alnus acuminata Kunth e Ilex
kunthiana Triana & Plachon, respectivamente. En algunos
casos, la aplicacion exogena de GAs puede sustituir la
estratificacion en frio, como en Michelia yunnanensis
Franch (Han et al. 2010), Myrica rubra A.Chev. (Chen et
al. 2008) o como en Annona muricata L. que puede tener
efectos sinérgicos al combinarlo con estratificacién (Lobo
et al. 2007), o con escarificacion como en Cyclocarya
paliurus (Batal) Iljinskaja (Fang ef al. 2006).

Otras hormonas también tienen un rol promotor en la
germinacidn, como los brasinoesteroides, que incrementan
la biosintesis de etileno y estimulan la elongacion del
hipocoétilo en presencia de luz (Steber & McCourt 2001,
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Piotrowska & Bajguz 2011). Contrariamente, los jasmonatos
la inhiben (Linkies & Leubner-Metzger 2012, Song et al.
2014).

Al analizar la Fig. 3 queda claro que GA, y BAP
estimulan la germinacion cuando se combinan con FLU,
un inhibidor de la sintesis de ABA, dicho de otra forma,
el rompimiento de la dormancia de la semilla de murtilla
es mayor cuando los niveles de ABA son reducidos en
presencia de GA, o BAP exogeno.

En la biosintesis de giberelinas en 4. thaliana se han
estudiado algunos genes que codifican para enzimas que
activan o inactivan giberelinas, por ejemplo la enzima GA -
oxidasa cataliza la conversion de formas inactivas a formas
activas (GA, a GA,, 0 GA  a GA)), la enzima GA,-oxidasa
convierte formas activas en inactivas (GA, a GA,,, 0 GA, a
GA,) (Nonogaki et al. 2010).

En condiciones favorables para la germinacion, la semilla
embebida incrementa los niveles de GAs. En paralelo, los
niveles de ABA descienden rapidamente (Ogawa et al.
2003). Durante el desarrollo de la semilla, los contenidos
de ABA son inicialmente bajos, aumentando rapidamente
hasta alcanzar un punto maximo alrededor de la mitad de
la etapa de maduracion, después de este punto su funcion
es limitada porque su concentracion declina gradualmente
durante la desecacion de la semilla hasta llegar por debajo
de un nivel de inhibicion (Gubler ef al. 2005). Las GAs se
requieren para superar este estado inactivo ABA-inducido
(Bewley et al. 2013). Es importante el nivel real del ABA
durante la imbibicion; podemos encontrar que los niveles de
ABA aumentan durante la imbibicion en semillas dormantes
y no en las semillas no-dormantes (Debeaujon & Koornneef
2000, Grappin et al. 2000).

La aplicacion de FLU estimuld sustancialmente la
germinaciéon como lo observado en diversas especies
tales como Crithmum maritimum L. (Atia et al. 2009), A.
thaliana (Je et al. 2014), y Panicum virgatum L. (Duclos et
al.2014). La alta germinacion con FLU sugiere que el ABA
esta involucrado con la dormancia de U. molinae, al igual
que en muchas especies (Kusumoto et al. 2006, Feurtado et
al.2007). La biosintesis de ABA puede ser bloqueada con el
uso de FLU que interfiere en la biogénesis de carotenos, por
tanto bloquea la acumulacion de éstos y por consiguiente
las plantulas germinadas poseen una apariencia albina como
se observa en la Fig. 2A y 2B, debido a la oxidacion de
la clorofila en ausencia de carotenoides (Chen ef al. 2008,
Goggin et al. 2010). Se postula que el ABA esta involucrado
en la dormancia de la semilla de U. molinae ante situaciones
de estrés salino (Rodriguez et al. 2014a), como también
ocurre con A. thaliana (Wilson et al. 2014b). Otros
investigadores han logrado el rompimiento de la dormancia
utilizando norflurazon, otro inhibidor de la biosintesis de
carotenoides (Ali-Rachedi et al. 2004, Kusumoto et al.
2006).

Por otra parte, la sinergia observada en el caso de FLU
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y GA, puede ser explicada, porque ABA y GA, tienen
roles protagonicos y antagénicos en la germinacion. ABA
establece la dormancia durante la maduracion del embrion,
mientras que GA, es necesaria para romperla, de esta
forma contenidos bajos de ABA promueven la biosintesis
de giberelinas, mientras que contenidos altos regulan su
desactivacion (Steber & McCourt 2001, Nonogaki et al.
2010).

CONCLUSIONES

La semilla de U. molinae posee una fuerte dormancia, la
cual puede romperse a través de la aplicacion de BAP, GA,
y FLU especialmente en concentraciones de 1 y 10 pM. De
los tratamientos aplicados, el FLU fue el mas efectivo, lo
que sugiere que en la dormancia de murtilla esta involucrado
el ABA. Por otra parte, el bloqueo en la produccion de
ABA provocado por FLU sumado a la adicion de GA, y
BAP produjeron un efecto sinérgico, resultando en una
germinacion superior al 90%. De esta manera, se ha generado
un protocolo eficiente para promover la germinacion a fin
de aprovechar al maximo la semilla, ya sea con fines de
propagacion o mejoramiento vegetal.
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