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Aji de zorra, piojillo

Passifloraceae

Cipsua

Habitat y distribucion en Chile:

Muy escasa. Crece en pocos sectores, generalmen-
te en quebradas secas del limice del desierto, sien-
do componente de ki vegetacion de las quebradas
pedregosas. En Chile se encuentra en la Cuesta B
Aguil y Quebrada de Cardones. entre os 1700 y
2500 m. Ha sido descrita para b region de Tarapaci.

Endémica.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la escarificacion mecénica y
guimica sobre la germinacion de Malesherbia auristipulata (Passifloraceae), in vitro,
emulando las condiciones de su habitat natural. Las semillas se desinfectaron
previamente y se establecieron tratamientos con exposicion a 4°C en diferente
tiempo de exposicién y sometiendo a diferentes condiciones de escarificacion. Las
semillas se recolectaron en una poblacién localizada en la cuesta El Aguila, sector
guebrada de Cardones, region de Arica y Parinacota (1.800 msnm), se separaron
agrupando en lotes de 90 semillas. Las evaluaciones consideraron parametros de
germinacion (velocidad de germinacion), determinando el mejor tratamiento. La
escarificacion mecénica fue el tratamiento de mejor respuesta. Esta especie fue
reclasificada en peligro critico (CR) por el comité de Clasificacion de Especies
Silvestres del Ministerio del Medio Ambiente, segun criterios UICN*, version 3.1: una
poblacion presente en un sector muy acotado, con un area de ocupacion menor a
10 Km?, sujeta a acciones antrépicas por la construccion de la carretera, instalacion
de bodegas para maquinarias, efectos climaticos como las lluvias estivales que
arrastran ramas o incluso plantas completas, depredadores como orugas que se
alimentan de apices y botones florales de ejemplares en diferentes estados
fenoldgicos.

Palabras Clave: Escarificacién, Germinacioén, Malesherbia auristipulata Ricardi,
Tratamientos Pre- germinativos.

*UICN corresponde a Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza.



SUMMARY

The objective of this study was to determine the effect of mechanical and chemical
scarification on the germination of Malesherbia auristipulata (Passifloraceae), in
vitro, emulating the conditions of its natural habitat. The seeds were previously
disinfected and treatments were established with exposure to 4°C at different
exposure times and subjecting them to different scarification conditions. The seeds
were collected in a town located on the Cuesta El Aguila, sector quebrada de
Cardones, Arica and Parinacota region (1,800 masl). The seeds were separated in
the laboratory, grouping in batches of 90 seeds. The evaluations considered
germination parameters (germination speed), determining the best treatment.
Mechanical scarification was the best response treatment. This species was
reclassified as Critically Endangered (CR) by the Wild Species Classification
Committee of the Ministry of the Environment, according to IUCN* criteria, version
3.1: a population present in a very limited sector, with an area of occupation of less
than 10 km2, subject to anthropic actions due to the construction of the road, the
installation of warehouses for machinery, climatic effects such as summer rains that
carry branches or even whole plants, predators such as caterpillars that feed on the

apices and flower buds of specimens in different phenological stages.

Key Words: Scarification, Germination, Malesherbia auristipulata Ricardi, Pre-

germinative Treatments.

* JUCN corresponds to the International Union for the Conservation of Nature.



1. INTRODUCCION

La propagacion de plantas consiste en la multiplicaciéon, por medios sexuales como
asexuales, de las especies vegetales. Un estudio de la propagacion de plantas
presenta tres aspectos diferentes: conocer las manipulaciones mecanicas y
procedimientos técnicos, cuyo dominio requiere de experiencia, siendo ejemplo de
ello el proceso de injerto o0 propagacion por estacas, aspecto que puede
considerarse como el arte de la propagacion. El segundo aspecto, requiere del
conocimiento de las estructuras y el proceso fisiologico de desarrollo vegetal, lo cual
constituye la ciencia de la propagacion. Por ultimo, el tercero aspecto se fundamenta
en el conocimiento de los requerimientos propagativos de las distintas especies
vegetales, asi como los distintos métodos con los cuales es posible propagarlas. En
gran parte, el método seleccionado debe estar en relacion con la respuesta de la

especie que se propaga Yy la situacidén en que se efectta (Hartmann y Kesler, 1990).

En la naturaleza, la propagacion sexual - por semillas - es uno de los principales
sistemas de reproduccion de las plantas y uno de los més eficientes. A las plantas
joévenes obtenidas por semillas se les llama plantulas, término que en horticultura
puede aplicarse durante toda la vida de la planta, aunque en botanica se aplica
especificamente al periodo inmediato que sigue a la germinacion de las semillas. La
siembra de la semilla es el inicio fisico de la obtencion de plantulas, sin embargo, la
semilla misma es el producto final de un proceso de crecimiento y desarrollo
efectuado en la planta progenitora. Ese proceso de desarrollo se inicia con la fusion
de los gametos masculino y femenino para formar, dentro del ovario de la flor, una

sola célula (el cigoto) (Solomon et al., 2001).

El éxito de los métodos de propagacion descritos, permite su aplicacion a plantas
nativas, particularmente si estan en algun grado de vulnerabilidad en su ambiente

natural.

Malesherbia auristipulata, aji de zorra o piojillo, es una especie endémica, de
distribucion restringida y muy escasa en su medio natural (Gengler-Nowak, 2002,
Riedemann et al., 2006). Habita en las quebradas pedregosas de la precordillera de
la regién de Tarapaca (Ricardi, 1965, 1967), entre 1.800 a 2.500 msnm. La mayoria
de los registros provienen de la cuesta El Aguila en el sector de Quebrada de
Cardones, donde comparte su habitat con el cactus candelabro (Browningia
candelaris) (Riedemann et al.,, 2006). Crece en cursos someros formado por

aluviones donde en algin momento hubo paso de agua (Belmonte, 2011).



1.1 Hipotesis

La estratificacion y escarificacion quimica y/o mecénica, reduce el estado de reposo
(dormancia o latencia) de las semillas de Malesherbia auristipulata.

1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo general

e Contribuir a entender el proceso germinativo de semillas de Malesherbia
auristipulata, sometidas a diferentes tratamientos de estratificacion y

escarificacion.

1.2.2. Objetivos especificos

e Evaluar la viabilidad del embrién.

e Evaluar la germinacion de semillas de Malesherbia auristipulata sometidas a
diferentes temperaturas: 4, 7, 20 y 30°C.

e Evaluar la germinacion de semillas de Malesherbia auristipulata sometidas a
tratamientos de escarificacion mecdanica y quimica.

e Seleccionar el mejor tratamiento para inducir la germinacién de semillas de

Malesherbia auristipulata.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes

Malesherbia auristipulata es una especie arbustiva, ornamental, que puede crecer
hasta dos metros de altura. Tiene tallo lefioso ramificado desde la base; todas las
ramas terminan en una inflorescencia de variada longitud (de 5 a 40 cm), con hojas
pequefias oscuras, pilosas. Las flores pueden medir hasta 22 cm de largo por casi

1 centimetro de ancho.

En la actualidad Malesherbia auristipulata fue reclasificada por el Comité de
Clasificacion de Especies Silvestres del Ministerio del Medio Ambiente. En su
Décimo sexto Proceso de Clasificacion (2019) reclasificé la especie dandole la
categoria En Peligro Critico (CR), segun los criterios UICN version 3.1: en Chile se
ha detectado una poblacién que habita en un sector muy acotado, menor a 10 Km?,
en la cuesta el Aguila, Quebrada de Cardones (1.800 msnm), Region de Arica y
Parinacota (GPS 19K 0408005/7957540).

2.2 Malesherbia

El género Malesherbia fue descrito originalmente por Hipdlito Lopez y Juan Pavon
y Jiménez en su obra de 1794 Florate peruvianae et Chilensis Prodomus como parte
de los resultados de su viaje de exploracion botanica a Sudamérica. Con este acto
ellos decidieron honrar la memoria del mecenas francés amante de la botanica
Gillaume-Chrétien de Lamoignon de Malesherbes quien fuese decapitado el mismo
afio como consecuencia de la Revolucion en Francia. Dadas las particulares
caracteristicas de Malesherbia, por mucho tiempo este género se tratd como una
familia independiente (Malesherbiaceae). Sin embargo, actualmente y, de acuerdo
a los esfuerzos de reconstruccién filogenética molecular, el género se encuentra

considerado dentro de la familia Passifloraceae (Rodriguez y Marticorena, 2019).

La descripcidon del género se hizo en base a la especie Malesherbia tubulosa (Cav.)
J. St.-Hil. que habita en el Peru, pais donde en la actualidad se reconocen unos 15
taxa incluyendo dos hibridos (Beltran et al., 2018). No obstante, el género presenta
su mayor diversidad en Chile, tanto por el nUmero de especies (16), asi como por
gue en este territorio estan representadas las cinco secciones que albergan el rango
de la diversidad morfol6gica apreciable en el género (Gengler, 2003, FiguralA-E).
Es probable que esta amplia variabilidad morfologica sea la responsable de que en
Chile las distintas especies de Malesherbia se conozcan comunmente por nombres
muy variados y disimiles, dificultando el reconocimiento de parentesco entre ellas,
como por ejemplo Estrella de la cordillera, Hierba miel, Aji de zorra, Piojillo, entre

otras (Op.cit).



Figura 1. Aspecto general de la flor y el habito vegetativo en el género

Malesherbia Ruiz y Pav., en sus cinco secciones. A. Seccion Malesherbia, M.
auristipulata. B. Seccién Xeromontana, M. deserticola. C. Seccién Cyanipetala, M.
paniculata. D. Seccién Parvistella, M. humilis var. humilis. E. Seccién Albitomenta,
M. fasciculata var. fasciculata. F. Habito subarbusto de M. tenuifolia en el lecho de
una quebrada. G. Habito subarbustivo de M. linearifolia al costado de un rio entre
rocas H. Habito herbaceo perenne de M. lactea en planicies de altura. Fuente:
Kester Bull-Herefiu, 2018.



2.3 Variacion morfologica

Malesherbia habita de modo natural en Chile en la zona andina y costera del norte
del pais, en un territorio de mas de 2.000 km de extension y de un rango altitudinal
de hasta 4.000 msnm. A las representantes de Malesherbia les acomoda en general
crecer en laderas asoleadas y sobre sustratos inestables. Suelen crecer en areasy
sitios puntuales y aun asi no necesariamente en un alto ndmero poblacional
(Echefique, 2018).

Las especies de Malesherbia presentan aspectos disimiles entre ellas respecto a la
constitucién de su flor e inflorescencia (Figural). Se pueden registrar al menos tres
“tipos” de flores de Malesherbia. En primer lugar, la de forma tubular (Figura 1A)
gue se corresponde con el de la especie tipo del género y que caracteriza a la
seleccion homénima “Malesherbia” dentro del género Malesherbia, agrupando 15
especies de las 27 aceptadas dentro del género, entre ellas se incluyen a las taxa
peruanas y cuatro de las chilenas con distribucién en el extremo norte en el pais, y

entre los que dominan tonos rosados y rojizos en la flor (Figura 1A) (Op.cit).

El aspecto estrellado y acampanulado en el resto de las especies (FiguralB-D), con
colores que varian desde tonos blanquecinos y amarillentos hasta celestes,
azulados y lilas. Por altimo, como en el caso de la especie Malesherbia fasciculata
en la que sus flores son diminutas en tamafo y se aglomeran en inflorescencias
densas y globulares (Figura 1F), otorgandole a la planta un aspecto bastante

diferente al resto de los otros representantes del género (Op.cit).

Las especies Malesherbia en su mayoria son subarbustos o hierbas perennes
(Figura 1F-H) y suelen florecer profusamente y durante un largo periodo el aiio. Solo
existe una especie de habito anual: M. humilis (Figura 1D), que posee el mayor
rango de distribucion en Chile desde la Region de Arica y Parinacota hasta la region
del Maule, continuando incluso hacia la Patagonia Argentina (Gengler-Nowak,2003,
Hernandez et al., 2014).

La diversidad floral y habitos de crecimiento en el género, sugiere que la relacion
sistematica entre si no corresponde al mismo género La diversidad floral y habitos
de crecimiento en el género, sugiere que la relacion sistematica entre si no

corresponde al mismo género (Echefique, 2018).

2.4 Morfologia floral

La flor de Malesherbia responde a un patrén Gnico de organizacion que, aunque
bastante unico dentro de las Angiospermas, si es comun a todos los integrantes del

género (Engler.,1894). La flor esta compuesta por un tubo floral o hipanto en cuyo



borde superior se adosan cinco Iébulos calicinos (sépalos) y cinco pétalos en
alternancia entre si (Fig.2A). Hacia el interior y rodeando la garganta del tubo se
encuentra una estructura circunferencial de variable extension denominada corona
(Fig.2B), la que normalmente se aprecia como una cinta dentada de altura variable.
Los verticilos fértiles se encuentran unidos a la base del tubo floral a través de una
especie de pedestal denominado Androginéforo (Fig.2C) que sostiene a cinco
estambres rodeando un ovario unicelular que este coronado por tres estilos
bastantes extendidos (Fig.2D). La suma de estas caracteristicas comunes a todos
los integrantes del género, en parte también lo son de otros integrantes de la familia

como las Passiflora (Echefiique, 2018).

¢Qué es entonces lo que determina la variabilidad en la apariencia floral entre
especies de Malesherbia? La respuesta esta, en que las apariencias tubulares
poseen un hipanto estirado, caliz y corola de poco desarrollo y pobre apertura, asi
como una corona profusa (Fig.2E). Por el otro lado, aquellas de apariencia
campanular y estrellada presentan un mayor crecimiento y apertura de los I6bulos
del perianto. En suma, los segmentos mas desarrollados de la flor son aquellos que
llaman la atencidn del observador y le distrae de tomar en cuenta el resto. Asi, en
las flores de apariencia tubular casi no se nota el disminuido perianto (Fig.2D, E),
mientras que en las flores de perianto profuso no se aprecia el tubo floral que de
igual modo se encuentra alli, aunque de forma mas bien conica y escondido por los
limbos abiertos (Fig.2A, B) (Op.cit).

A su vez, el particular casi de M. fasciculata responde a la retencion en tamafio de
sus yemas florales y a la no elongacién de los internodios de su inflorescencias
densas y globosas (Fig.1E), aunque en rigor la morfologia floral sea la misma que

en el resto de especies (Fig.2F) (Op.cit).



Figura 2. Morfologia floral en Malesherbia. A. Flor de M. linearifolia vista de lado
mostrando el tubo floral o hipanto en la base y los I6bulos calicinos y pétalos que se
desprenden de su extremo superior. B. Flor de M. linearifolia mostrando l6bulos de
perianto abierto y en su interior una corona manifiesta rodeando las estructuras
reproductivas. C. Flor de M. lirana var. Bracteata cuyo tubo floral ha sido abierto en
su base para poner en manifiesto el Androginéforo que sostiene el ovario y
androceo. Notese los nectarios de color amarillo humedos por su secrecién. D. Flor
de M. tenuifolia cuyo hipanto ha sido abierto longitudinalmente y que pone de
manifiesto el Androginéforo que sostiene al ovario y androceo. No6tense los cinco
estambres que terminan en las anteras amarillas y los tres estilos que terminan en
los estigmas lilas. E. Flor de M. auristipulata que se le han retirado algunos pétalos
y sépalos para poner de manifiesto la gran extension de la corona. Notense la menor
extension de los I6bulos del perianto de la corona misma. F. Detalle de una flor de
M. fasciculata var. fasciculata exhibiendo similar morfologia que el resto de las
especies. Fuente: Kester Bull-Herefiu, 2018.

Esta lista de caracteristicas hace a la flor de Malesherbia especial, ya que
normalmente las flores tubulares suponen un tubo exclusivamente coralino (es decir
qgue no porten a los sépalos) y que ademas mantengan a los estambres adosados
a él. Esto puede apreciarse en taxa pertenecientes a las Lamiales como las
llamativas flores tubulares de Argilia, Mitraria, Desfontinia, etc. Por otro lado, otras
familias que si poseen flores son hipantos con Iébulos calcinos, como por ejemplo
Fuchsia y Oenothera en las Onagraceae, o Myrtaceae, suelen inducir también a los
estambres en la garganta del tubo. Si esto fuese poco, la presencia de la corona y



la existencia del Androginéforo se suman a la lista de caracteristicas poco usuales

dentro de las angiospermas (Echefiique, 2018).

2.5 Desarrollo floral

La génesis floral ocurre cripticamente al interior de los botones o yemas en la planta
y su visualizacion es normalmente solo posible a través de la microscopia
electronica, la que arroja imagenes en blanco y negro. El nacimiento de los 6rganos
florales en Malesherbia ocurre a una dimensién bajo el tercio de milimetro en el que
se revelan interesantes imagenes organicas de inusitada simetria y atractivo
aspecto. Asi, es posible apreciar temporalmente el surgimiento del meristema floral
(Fig.3A), los l6bulos del céliz como primer 6rgano que aparece (Fig.3B), los pétalos
como minusculas emergencias (Fig.3C), las anteras en el centro de la superficie
(Fig.3D), asi como la corona (Fig.3E) alrededor de los estambres y la diversidad de
tricomas (Fig.3F) (Kester Bull-Herefiu, 2018).
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Figura 3. Desarrollo floral en Malesherbia. A. Jévenes meristemas florales
alrededor del meristema inflorescencial en M. tocopillana. B. Desarrollo de l6bulos

del caliz como primer 6rgano en formarse en M. densiflora.



C. Geénesis de cinco pétalos vistos como minusculas emergencias alternando a lo
mas grandes y centrales primordios de estambres en M. paniculata. D. Corona
rodeando a los jovenes estambres en M. auristipulata. F. diversidad de tricomas en
el exterior del hipanto en formacion en M. deserticola. Fuente: Kester Bull-Herefiu,
2018.

2.6 Distribucion, especiacion y taxonomia

De las 16 especies gque crecen en Chile, doce son endémicas al pais, estando M.
auristpulata y M. tenuifolia compartidas con el Perd y M. humilis y M. lirana con
Argentina. Algunas de las especies endémicas crecen en éareas aisladas y
territorialmente bastantes restringidas. Entre esta M. tocopillana (Fig. 4A) que solo
se encuentra en las inmediaciones de Tocopilla en la region de Antofagasta y que
por disponibilidades hidricas sujetas variaciones climaticas ha sido colectada en
ocasiones (Garcia y Leubert., 2005). También se destaca también M. corallina (Fig.
4B) que fue descrita recién en el afio 2003 (Mufioz y Pinto, 2003) y avistada hasta
ahora solo en las cercanias de Sibaya de la region de Tarapaca. También se puede
mencionar a M. densiflora (Fig. 4C) restringida a la quebrada de Paipote en la region
de Atacama (Ricardi, 1967).

Figura 4. Especies de Malesherbia de distribucion restringida. A. M. tocopillana en

guebradas de las cercanias de Tocopilla con influencia maritima. B. M. coralina en
las cercanias de Sibaya. C. M. densiflora en la quebrada de Paipote. Fuente: Kester
Bull-Herefiu, 2018.

Estos microendemismos contrastan con la amplia distribucion de otras especies
como el arriba mencionado rango distribucion de M. humilis (Fig. 1D), al cual se
suman el de M. lirana (Fig. 5A-C), habitante a lo largo de unos kilbmetros de la
cordillera de los Andes desde la regién de Atacama hasta la region Metropolitana,
o como M. fasciculata (Fig. 1E, 2F) y M. lactea (Fig. 1H) que se extienden a lo largo

de cerca de 600 km, la primera en los valles centrales entre la regién de coquimbo



y del Libertador Bernardo O’Higgins, y la segunda en las planicies de altura
asociadas a la cordillera de Domeyko desde la region de Antofagasta hasta
Atacama (Echeiiique, 2018).

En general, las especies de amplia distribuciéon se subdividen a su vez en
variedades que probablemente se han ido diferenciando concomitantemente a la
extension en los rangos de distribucion y colonizacion de nuevos habitats. La
diferencia alcanzada hasta el momento entre estas poblaciones ha sido en realidad
demasiado menor como para que a ojos de los taxdnomos entiendan dichos grupos
como especies distintas, sino que mas bien prefieren mantenerlas como variedades
dentro de las especies. Este es el caso por ejemplo de las tres variedades que
crecen en Chile de M. lirana: M. lirana var. bracteata (Fig.5A) principalmente en la
regiobn de Atacama, M. lirana var. lirana (Fig. 5B) entre la regién de Coquimbo y
Metropolitana, y M. lirana var. subglabrifolia (Fig. 5C), que, aunque de amplia
distribucion en la vertiente de los Andes, solo se encuentra en escasa presencia en
Chile en el valle del alto Maipo. Otro ejemplo es la especie anual M. humilis que en
su extensién presenta cinco variedades, dentro de las cuales destaca M. humilis
var. propinqua (Fig.5D) con sus conspicuas flores y que esta restringida a los valles

del Elqui y Limari en la regiéon de Coquimbo (Echefique, 2018).

Figura 5. Variedades en especies de Malesherbia de amplia distribucién.

A. M. lirana var. bracteata. B. M. lirana var. Lirana. C.M. lirana var.
subglabrifolia. D. M. humilis var. propinqua. Fuente: Kester Bull-Herefiu,
2018.
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Un escenario de diferenciacion geografica con contrastes mas acentuados entre
taxas divergentes que sean considerados como especies distintas, podria reflejar el
proceso de especiacion finalizado. Probablemente este sea el caso entre M.
linearifolia (Fig. 1G, 2A, B, 6A), presentes en cerros y valles de la regién del
Libertador Bernardo O’Higgins por el sur hasta el sur de la region de Coquimbo, y
su especie hermana, M. paniculata (Fig. 1C, 6B) que se extiende desde esta zona
hasta el norte de la regibn de Coquimbo. No seria de extrafiar que en la zona
limitrofe de ambas distribuciones existiesen ejemplares con caracteristicas
intermedias o0 con combinaciones de caracteristicas inusuales. Ambos aspectos
podrian estar explicados como el resultado de la hibridacion entre ambos taxa en la
zona adyacente. Esto trae como consecuencia que ejemplares colectados en estas
zonas de transicién no sean siempre faciles de asignar en una u otra categoria. Es
mas, es probable que ejemplares de estas caracteristicas colectadas en una misma
localidad sean determinadas por algunos taxnomos como una especie y por otros
como la alternativa. Un fenomeno artefactual de estas caracteristicas en las bases
de datos lleva a la larga a concluir que un mismo sitio o region es habitado por dos
especies, cuando lo mas probable es que se trate de una de ellas, o incluso de un
taxon hibrido (Echefique, 2018).

Tal vez el caso de mayor confusién o dificultad taxon6mica de esta naturaleza se
produzca en la region de Atacama entre los valles del rio Salado y el rio Copiap6 en
qgue, en una extension latitudinal de unos 200 km habitan las especies M. rugosa
(Fig.6C) y M. obtusa (Fig. 6D) a moderada altura (600 - 2000 msnm). Ambas
especies se describieron originalmente en el sector sur de dicho territorio en los
parajes del rio Copiapd y no muy distante entre si: la primera por Claudio Gay en
las cercanias del actual tranque Lautaro, y la segunda, unos 40 afios mas tarde y
40 km rio abajo por Rodulfo Philippi en la localidad de Pabellon. A esto se suma que
hacia finales del siglo XIX en la Flora de Chile de Carlos Reiche (1898) se
mencionaba al menos ocho especies distintas que habitaban la zona arriba descrita,
reflejando probablemente reiterados procesos de especiacion ocurridos en los
diversos valles de esta region. Sin embargo, en el exhaustivo trabajo que hiciera
Ricardi (1967) para la monografia del género, se sinonimiza la mayoria de ellas
reduciendo el numero de especies aceptadas para la zona solo las dos arribas
mencionadas. No cabe duda que la diversidad morfologica de la zona (Fig. 6C-H),
sumada a la posible hibridacion entre tipos y la natural mezcla de caracteres han
hecho bastante dificil procurar una determinacion certera y consecuente a los

ejemplares colectados en la zona (Op.cit).
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Figura 6. Especiacion y variabilidad interespecifica. A. Mapa con sitios de colecta
de M. linearifolia y de B. M. paniculata C. M. rugosa var. rugosa en su sitio tipo
cercano al embalse Lautaro en la region de Atacama. D.M. obtusa var. obtusa
cercano a su sitio tipo a orillas del rio Copiapé. E. M. rugosa var. rugosa en el sector
de la Puerta en la quebrada de Paipote. Nétese la gran diferencia respecto del sitio
tipo. F. M. rugosa var. pseudopulverulenta en localidad tipo 20km al sur de Tierra
Amarilla. G. M. obtusa var. johnstanii en localidad tipo en Quebrada de Agua Dulce.
H. M. rugosa var. rugosa en localidad cercana a Puquios. Notese la variabilidad
entre representantes de M. rugosa var. rugosa entre C, E y H. Fuente: Kester Bull-
Herefiu, 2018.

Otra fuente de variacién en las plantas de Malesherbia es el cambio de aspecto que
puede sufrir la planta en su estructura vegetativa a lo largo de la temporada. Como
los individuos aparentemente se encuentran en activo crecimiento y floracion
durante largo tiempo, no es poco comun observar que ramas brotadas tardiamente
presentan hojas y bracteas cada vez mas pequefias (Fig. 7A). Esto puede incluso
tener draméticos efectos en la especie anual M. humilis que puede pasar de tener
un aspecto de pequefia y sutil hierba (Fig. 1D) a principios de temporada a
convertirse en un cojin con multiples ramas y diminutas hojas y flores, ya sea por
las condiciones benignas de crecimiento y/o por encontrarse en un periodo tardio
de la fenologia (Fig. 7B). Esto mismo llevo a considerar durante mucho tiempo que
ejemplares con estas caracteristicas pertenecerian a la especie bajo el nombre de
M. multiflora, asunto que Gengler-Nowak (2002) esclarecié reconociendo dichos
ejemplares como pertenecientes a las ya descritas variedades de M. humilis
(Echefiique, 2018)
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Figura 7. Variabilidad intraespecifica temporal en Malesherbia. A. M. rugosa var.
pseudopulverulenta mostrando ramas con hojas y bracteas reducidas. B. M. humilis
var. parviflora mostrando un habito marcadamente ramificado. Fuente: Kester Bull-
Herefiu, 2018.

2.7 Antecedentes generales de la Familia Passifloraceae

2.7.1 Caracteristicas de la familia Passifloraceae

Passifloraceae corresponde a una familia perteneciente, segun Cronquist (1988) al
orden Violales, sin embargo, investigaciones recientes la sittan en el orden
Malpighiales. Es una familia constituida aproximadamente de 660 especies a nivel
mundial, las cuales se encuentran distribuidas en 17 géneros, y estos, a su vez, se
agrupan en dos tribus, Paropsieae y Passifloreae; el primero agrupa 6 de los 17
géneros y el segundo 11 de estos. De este total de géneros, solamente cuatro-se
encuentran en el continente americano (Androsiphonia, Dilkea, Mitostemma vy

Passiflora), todos pertenecientes a la tribu Passifloreae (Feuillet et al., 2003).
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Figura 8: M. auristipulata A. Habito de crecimiento B. ramas con flores y hojas, C

y D. Flor solitaria. Fuente: Benavides, 2019.

2.7.2. Distribucion geografica

Hasta el afio 2002, Gengler-Nowak, describid 24 especies del género Malesherbia,
las cuales viven en hébitats aridos del desierto costero del Pacifico y los Andes
adyacentes de Argentina, Chile y Peru. Los taxones con distribucion en Chile y Peru
son raros; por esta razén, la familia proporciona un excelente estudio de caso para
la biogeografia de esta region del oeste de Sudamérica. El analisis filogenético de
los datos de la secuencia ITS, utilizando Turneraceae como grupo externo, muestra
correlaciéon entre la filogenia y la distribucién de Malesherbiaceae. Kester Bull-
Herefiu, 2020, actualizo los taxones de Malesherbia nativos en Chile, incluyendo 14
especies y 10 variedades; de las cuales 9 especies y 9 variedades son endémicas
del territorio.

Habita en las quebradas pedregosas de la precordillera de la region de Tarapaca
(Ricardi 1965, 1967), entre 1.800 msnm hasta alrededor de 2.500 msnm. La mayoria
de los registros provienen de la cuesta El Aguila en el sector de Quebrada de

Cardones, Region de Arica y Parinacota, donde comparte su habitat con el cactus
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candelabro (Browningia candelaris) (Riedemann et al., 2006). Crece en cursos
someros formado por aluviones donde en algin momento hubo paso de agua
(Belmonte, 2011).

2.7.3. Condiciones edafocliméaticas

Malesherbia auristipulata se desarrolla en climas desérticos, de escasez de agua y
extensa sequia. Las precipitaciones en su hébitat natural son de tipo estival
altiplanica. Esta es una clasica precipitacion que ocurre en la zona altiplanica del
Norte Grande que se concentra en los meses de noviembre y marzo. Durante este
periodo, la precipitacion es originada por tormentas convectivas (masa de aire que
ascienden) que se desarrollan durante la tarde y primeras horas de la mafiana. Los
dias con episodios lluviosos tienden a agruparse en secuencias de alrededor de una
semana, separadas por episodios secos de similar duracion (ONEMI, 2012). En un
registro publicado (Agromet, 2012), se indica que, entre un periodo estival a otro,
las precipitaciones pueden varian de 100 y 200 mm en un par de dias. En 2018 se
registro una precipitacion acumulada de 126,8 mm, mientras que en 2019 se registro
una precipitacion acumulada de 208,6 mm (Agromet, 2019). También el agua es
proporcionada por la humedad relativa del lugar, y la captacién de ella en rocas y

sus relieves.

Los periodos de luz son amplios, considerando que se desarrolla en un clima
desértico, se puede extender hasta 12 horas en invierno, y de alta intensidad ya que
no existe ningun tipo de vegetal que proyecte sombra ni sombra intervenida por el
hombre, considerando que la radiacion es intensa, no es perjudicial en su desarrollo.
Belmonte (2011), estipula que se desarrolla en lugares donde alguna vez hubo paso
de agua, es decir, el suelo en el que crece esta cubierto por sedimentos arenosos y

aluviones de rocas y piedras arrastrados por las bajadas eventuales (Tabla 1).

Los detalles de los registros ambientales se indican en la Tabla 1.

Tabla 1: Registro de parametros ambientales de cuesta El Aguila (2018 y 2019).

Afio Velocidad del Radiacion Temperatura Presion (mbar) Numero de
Viento (Km/h)  Solar (Mj/m2) Suelo 10cm (°C) horas de frio

2018 7,2 22,5 24,5 913,7 141
2019 6,5 22,4 24,7 913,6 54

Fuente: Agromet, 2019.

2.8 Estructura de las semillas

La semilla constituye una de las innovaciones mas importantes de las plantas
vasculares que surgieron durante el curso de la evolucion. Es uno de los elementos
responsables del dominio actual de las plantas superiores en la flora del planeta.

Cuando se examina una semilla inmadura, se ve que tiene una serie de tegumentos

16



0 capas que la protegen, asi como una gran cantidad de sustancias nutritivas
almacenadas. De este modo, el ovario no solo protege del ambiente al gametofito
femenino, sino que también suministra nutrientes y energia a la nueva plantula que
surge cuando la semilla germina. Tales condiciones parentales permiten la mejor
adaptacioén de las plantas vasculares al medio y hacen posible el predominio de un
grupo vegetal sobre otro. La evolucion de la semilla constituye un mecanismo

invaluable de adaptacion a la vida en la Tierra (Hartmann et al., 1990).

La cubierta o testa (epispermo) de la semilla protege al embriébn de muchas
inclemencias del ambiente. EI embridon puede permanecer latente durante mucho
tiempo, hasta que existan condiciones adecuadas para germinar y disponibilidad de
sustancias de reserva que le brinden energia hasta que la planta pueda sobrevivir
por si misma (Hartmann et al., 1990).

2.8.1. Latencia de la semilla

Sanabria et al. (2004), sefialan que el estado de latencia es un mecanismo de
supervivencia ante la presencia de condiciones ambientales desfavorables, tales
como, temperaturas muy bajas, alternancia de épocas secas y humedas y, climas
desérticos. Courtis (2013), indica que factores intrinsecos (embriones
fisiol6gicamente inmaduros, inhibidores, presencia de tegumentos duros, viabilidad
de las semillas) y extrinsecos (ambiente, agua, temperatura y gases) inducen
latencia. Por otro lado, Madueiio et al. (2006), afirman que cuando existe latencia,
se debe a condiciones de la testa y el letargo termina en el momento en que ésta
se agrieta o debilita por acciones mecanicas o quimicas o por el efecto del ambiente.
Existen dos tipos de latencia, una es la latencia impuesta (ambiental), en que las
semillas no germinan porque las condiciones no son las mas apropiadas para ello.
Otra es la latencia innata (enddgena), en que las semillas no germinan, aunque se
encuentren en un ambiente favorable, debido a la existencia de ciertas condiciones
endogenas que se lo impiden. Este es el mecanismo que generalmente se conoce

como latencia de semillas (Maduefio et al., 2006).

2.8.2. Germinacion de la semilla

La propagacion por semillas es uno de los métodos principales de reproduccion de
las plantas en la naturaleza y uno de los mas eficientes y mas utilizados en
propagacion de plantas cultivadas. A las plantas obtenidas por semillas se les llama
plantulas, un término que en horticultura puede aplicarse durante toda la vida de la
planta, aunque en botanica se aplica mas especificamente al periodo inmediato que

sigue a la germinacion. Ese proceso de desarrollo se inicia con la fusion de los
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gametos masculino y femenino para formar, dentro del ovario de la flor, una sola

célula (el cigoto) (Hartmann et al., 1990).

Segun Courtis (2013) y Moreno-Martinez (1996), la germinacién se define como la
emergencia y el desarrollo de aquellas estructuras escenciales que provienen del
embrion y que manifiestan la capacidad de la semilla para producir una planta
normal bajo condiciones favorables. La aparicion de la radicula o raiz embrionaria
es el evento que evidencia el fenébmeno de la germinacion. El siguiente en emerger
es el hipocotilo, el cual lo hace en forma de gancho invertido, accion empleada para

proteger la delicada punta del tallo.

2.8.3. Escarificacion

Proceso que consiste en raspar o desgastar el epispermo o testa (mecanica o
quimicamente) antes de la siembra, para inducir la germinacion. En el ambiente
natural, ocurre en el momento en que las semillas pasan por el aparato digestivo de
algunos animales; también se produce por la digestion del epispermo por bacterias
(Coa et al., 2014) o por el desgaste mecanico a que son sometidas las cubiertas

seminales por el efecto abrasivo de la superficie de piedras o arena.

2.8.4. Escarificacién quimica

Consiste en el uso de &cido sulfurico concentrado que debilita y degrada las

cubiertas seminales rompiendo la latencia de la cubierta. (Hartmann y Kesler, 1990)

2.8.5. Escarificacién mecéanica

Consiste en utilizar un medio eléctrico o algun elemento de corte, que desgaste los
tegumentos y permite la entrada de humedad a la semilla una vez sembrada. Para
grandes cantidades de semillas no es practico el uso del tratamiento (Coa et al.,
2014).

2.8.6. Escarificacion Térmica

Método que facilita el ablandamiento de la testa de la semilla, en agua a
temperaturas (45 y 70°C) por 24 horas para luego proceder prontamente a la
siembra. Schmidt (2000) y Gonzélez et al. (2005), sefialan que los tratamientos de
inmersion de las semillas en agua caliente son ampliamente utilizados y se obtienen

resultados favorables, similares a los de escarificacién quimica.
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2.8.7. Estratificacion

Método que simula las condiciones invernales, considerando que algunas semillas
necesitan este estimulo para iniciar la germinacion. Este método consiste en
mantener, durante un periodo de tiempo, las semillas a temperaturas de 5°C,

promoviendo la germinacion, tal como sefala Balaguera et al. (2010).

3. MATERIALES Y METODO

3.1 Materiales

Para esterilizar materiales e instrumentos experimentales, tales como algodon,
agua destilada, arena, turba, puntas para micropipetas, placas de Petri, vasos

precipitados y para la preparacion de medios de cultivo, se utilizo autoclave.

Para masar reactivos y elementos propagativos, tales como Nitrato de potasio
(KNO3)- 0,5 gramos, Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio — 0,1 gramo, Auxinas indol
acético (AIA) — 0,5 gramos, Acido Giberélico (AG3) — 0,001 gramos, se utilizé
balanza analitica. Ademas, se utilizO mechero bunsen, sacarosa, vitaminas y

nutrientes, afladidos con espatula y/o pipeta, segun correspondio.

Para la desinfeccion de las semillas se utilizd hipoclorito concentrado 5,25%, agua
destilada y cloruro de sodio. Para esterilizar instrumentos tales como bisturi, pinzas,
espatula de metal, tijeras de diseccion y se trabajé con mechero Bunsen y camara

de flujo laminar, con delantal, mascarilla y guantes.

Los sustratos que se ocuparon en cada metodologia fueron, agar agua (A.A), arena,

turba+ perlita (esterilizada) y suelo de la cuesta de El Aguila.

Se trabajo bajo microscopio estereoscopico (Lupa) para la diseccion de las semillas
y observacion de germinacion de ellas, también para conformar la tincion de la

prueba de tetrazolio.

3.2. Metodologia

3.2.1. Colecta de material vegetal

La primera colecta de semillas de la poblacion de Malesherbia auristipulata Ricardi
se hizo en la cuesta El Aguila, sector Quebrada de Cardones, a 1.800 msnm, region
de Arica y Parinacota. Las semillas se obtuvieron de flores maduras que se

encuentran en su periodo de fructificacion, colectando semillas mensualmente.
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Paralelamente, se registro el desarrollo fenolégico de la planta. Las semillas se
guardaron en frascos de vidrios, debidamente rotulados, en laboratorio de
Fitopatologia, ubicado en la Parcela N°27 de la Colonia Juan No€, km 12 de la

carretera A-27 del valle de Azapa.

Las semillas se limpiaron de restos de material vegetal que pueda tener en su
cubierta o de aquellas que vengan dentro del receptaculo floral, y se agruparon en
cantidades iguales o semejantes, para los distintos procesos de germinacién a que

se sometieron (Figura 9 Ay B).

Para evaluar el efecto del despunte de semillas previamente desinfectadas con
alcohol 95%, hipoclorito de sodio 2%, alcohol al 20% y agua estéril (2 enjuagues)
todo esto por 2 minutos, fueron sometidas a 3 tratamientos pregerminativos de
despunte apical con bisturi. Se incluyé un testigo TO: sin frio y a temperatura
ambiente, con dos tratamientos T1: 48 horas frio y T2: 72 horas frio a 4°C, usando
30 semillas por tratamiento, 90 en total con 3 repeticiones; Cada repeticidn consistio
en placas de Petri con agar agua, donde se colocaron 10 semillas por placas y se

cubrieron con papel aluminio, situandose en el refrigerador con temperatura de 4°C

y las TO en el mesén de laboratorio a una temperatura constante entre los 23° a
25°C.

Figura 9: Flores maduras de M. auristipulata A. Flores maduras B. Semillas
recolectadas en terreno. Fuente: elaboracién propia.
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3.2.2. Prueba de viabilidad

Para comprobar la viabilidad del embrion se aplicé el test de tetrazolio (TZ) (Ruiz,
2009). Para ello, primero las semillas se embebieron en agua por 10 minutos, luego
se cortaron transversalmente con bisturi y se sumergieron en una solucion de
tetrazolio al 1%, por 18 horas, dispuestas en placas de Petri, permaneciendo en
oscuridad. Al cabo de este tiempo, los tejidos embrionarios vivos se tifieron de
rosado, permitiendo determinar semillas viables. En este estudio se trabajo con 90
unidades experimentales y 3 repeticiones, definiendo como unidad experimental a
una placa de Petri con 30 semillas-

3.2.3. Pruebas de germinacién

Para determinar la germinacién de las semillas, se evalud la influencia de los
sustratos y nutricién en la germinacion, sobre la semilla. Para ello, se sembraron
semillas de Malesherbia auristipulata en bandejas de germinacién con turba (Peat
moss 25 Kg) esterilizada. A las bandejas sembradas se les aplic6 una solucién
nutritivataminas , nutrientes y glucosa (0,5 g de K2HPO4, 0,2 g de MgSOa4 * 7H20,
0,1 de NaCl, 0,02 g de CaCl. * 2H20 , 0,5 gr de agar. 2ml de solucion de
micronutrientes, 2ml de azul de bromotimol (0,5% en KOH 0,2 N): 4ml de Fe (lll) -
EDTA (1,64% p / v) y 1 ml de solucién de vitamina. El pH se ajusto6 a 6,8. Solucion
de micronutrientes contenida (por litro): 0,4 g CuSO4 - 5H20, 0,12 g ZnS0O4 - 7TH20,
1,4 g H3BO3, 1,0 g Na2Mo0O4 - 2H20. y 1,5 g de MnSO4 - H20. La solucién de
vitamina consistié (mg por litro): 100 mg de biotina y 200 mg de piridoxal HCI) y, la
otra bandeja se reg6 con agua destilada (Mufioz et al.,2020). Luego estas bandejas
se incubaron a una temperatura de 26,5 a 27,7 °C, observando la respuesta durante
3 semanas.

En el segundo experimento, se estudid el efecto de diferentes estimulos en la

germinacion de las semillas.

Antes de realizar este experimento se procedio a desinfectar las semillas en alcohol
al 95%, hipoclorito de sodio al 2%, alcohol al 20% y agua esteril realizando 2

enjuages, por 2 minutos en cada etapa.

o Luz
Para determinar el efecto de la luz ambiental en la germinacion, se dispusieron en
placa Petri 30 semillas de M. auristipulata que contenian turba, perlita, arena,
algodon y suelo de la Cuesta el Aguila. 1 de las 3 placas Petri se expuso a luz
ambiente continua por 24 horas y otra placas de Petri se cubrié con papel aluminio
para asegurar oscuridad en su interior. Ambas placas estuvieron a un temperatura
ambiente aproximada de 24°C. Un tercer grupo de semillas, se sembro en placas

de Petri con agar agua (AA) y se incub0 en estufa a 27,7 °C, durante dos meses.
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e Radiacion PAR
Para evaluar el efecto de la radiacion PAR (umol/m?/seg) en la germinacioén de
semillas, se dispusieron de 30 semillas en 3 placas de Petri con agar agua (AA)y
se sometieron a diferentes intensidades luminicas en una camara de flujo activa
fotosintética. Se trabajé con dos intensidades, 150 y 320 PAR, por un periodo de 16
horas de radiacion y 8 horas de oscuridad, a una temperatura de 23,6°C. Se

consideraron 3 repeticiones por tratamiento.

e Fitoreguladores

Para evaluar la influencia de dos fitoreguladores en la germinacion de las semillas
de M. auristipulata, se trabajo con acido indol acético (AlA) y acido giberélico (AG3),
dispensados en agar agua (AA), en concentraciones de 0, 500, 1.000 y 1.500 ppm.
En cada placa se colocarén semillas separadas en grupos por su fecha de colecta
y por la posicion en el tallo (distal o proximal). Todas las semillas se desinfectaron
superficialmente con lavados de hipoclorito de sodio al 2% durante 5 minutos y tres
lavados posteriores con agua destilada estéril.

Las placas se incubaron a 27,7 + 2 °C. Los parametros que se evaluaron fueron:
la germinacién, relacionada con la posicién en el vastago floral y fecha de colecta.

e Escarificacion
La escarificacion de las semillas consistio en raspar la testa mediante tres procesos
abrasivos diferentes (quimico, térmico y mecanico).
La escarificacion quimica consistié en sumergir las semillas de M. auristipulata en
acido sulfarico concentrado por 0, 5, 10, 15y 20 segundos. Las semillas tratadas se
lavaron dos veces en agua destilada estéril y se sembraron en agar agua (A.A),
incubandolas a 27,5 + 2°C por dos semanas. En esta etapa se evaluo la velocidad

germinativa y la cantidad de semillas germinadas en 14 dias.

La escarificacibn mecanica consisti6 en el tratamiento abrasivo con arena
esterilizada (recolectada del lecho del rio San José, valle de Azapa) donde se
agitaron 90 semillas en un tubo de ensayo Falcon 50, a mediana intensidad con un
agitador, durante 5 minutos. Las semillas tratadas se pasaron por lijay arena y se
sembraron en agar agua (AA) en una estufa a 30°C. Se evalué la germinacion de

este método dentro de 4 semanas.
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3.2.4 Tratamiento germinativo de semillas en 48 horas frio a 4°C

En este experimento el factor de variacion fue el tiempo a 4°C, donde se dividieron
en 3 tratamientos de 10 semillas por placa. TO, escarificacion mecanica (arena) y
quimica (KNO3) a temperatura ambiente. T1, mismo procedimiento anterior, pero a
48 horas a4°Cy T2, a 72 horas a 4°C.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Germinacion de semillas

4.1.1. Tratamiento germinativo de semillas en 48 horas frio.

En un periodo aproximado de 28 a 30 dias las semillas de M. auristipulata sometidas
a 4°C por 48 horas, a escarificacion mecanica y quimica (KNOs) por 12 horas
presentaron un comportamiento parabdlico como se demuestra en la (Figura 10).
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Figura 10: Germinacion de semillas de M. auristipulata sometidas por 48 horas frio

a 4 °C. Fuente: elaboracién propia.

El tratamiento de escarificacion mecanica y quimica a 72 horas por 4°C (T2)
presentd mayor porcentaje de germinacion (Figura 11 Ay B), alcanzando 1,66% de
germinacion a los 28 dias de incubacion. El tratamiento de escarificacion mecénica
y KNO3 de 48 horas a 4°C (T1), present6 0,33 % de germinacion, sugiriendo efecto

deletéreo del tratamiento sobre la germinacion de semillas al presentar resultados
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menores al tratamiento de escarificacion mecénica y quimica con NO3 a
temperatura ambiente (TO testigo). Por otra parte, en los tratamientos germinativos
de 48 horas frio del dia 28 de octubre al 22 de noviembre de 2019, en placas de
agar agua (AA), se aprecia una contaminacion de Ryzopus nigricans en placas de
TO y T2 muy notorias y leves en las otras placas. La germinacion fue

desproporcional entre tratamientos 48 horas frio y 72 horas.

Figura 11. Semilla de M. auristipulata Germinadas. A y B: Radicula en diferentes

estados de desarrollo. Fuente: elaboracion propia.

4.1.2. Efecto de la hidratacion sobre la germinaciéon de semillas de M. auristipulata.
El efecto del nitrato de potasio en las semillas por 6, 24, 48 y 72 horas a 4°C, se
reflejé en que el TO alcanzé a 7% de germinacion, mientras que cuando se evalu6

4en 42 dias, se increment6 un 1%, llegando al 8% de germinacién. El T1 alcanzé

sélo el 3% de germinacion en todo el periodo de evaluacion (Tabla 2).
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Tabla 2: Semillas germinadas de M. auristipulata embebidas en KNO3s por tiempo

diferencial y sometidas a tres periodos de frio.

Exposicién a 4°C Semillas germinadas después de ser embebidas en
(Horas) KNOs3
(Numero de semillas)
6 24
Tiempo (Horas) Tiempo (Horas)

O |21 28|35 |42| 0 | 21|28 |35 |42

0 033 |3|]3)|0/(10|13|13]13

48 o7 /|8 |8 | 7|07 ]|7 10|10

72 O |13 |17 |17 |17 | O | 20| 23 | 23 | 23

Los resultados que mas destacaron por su diferencia tanto entre 6 y 24 horas de
imbibicién en nitrato de potasio (KNO3) fue el tratamiento T2 (Figura 12). Cuando se
evaluo después de 21 dias, la germinacién se mantuvo en 13% de promedio de
germinacion, y el de 24 horas en los mismos dias alcanz6 un 20%, rango que a los
28 dias tuvo un contraste significativo con un porcentaje de 17% en las primeras
horas y 23% en 24 horas de imbibicion, donde se mantuvieron ambos tratamientos

hasta los 42 dias con el mismo porcentaje.

T
Tratamiento 72 horas

Figura 12. Tratamientos de imbibicién 6 y 24 horas de Nitrato de potasio (KNO3s) en
72 horas frio a 4°C. Fuente: Elaboracion propia.
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4.1.3. Escarificacion mecanica mediante el despunte de semillas de M. auristipulata.

En la Tabla 3, se presenta el porcentaje y desviacion estandar de germinacion a
través de dos fechas del 2 al 5 de diciembre del 2019 y el dia 30 de diciembre al 17
de enero 2020, siendo el segundo la repeticion del tratamiento anterior. En forma
unitaria el que mejor porcentaje tuvo de los tratamientos fue el T1 con 28% Yy T2 con
el mismo porcentaje, la diferencia con el Tratamiento TO o testigo fue de un 27%.

Tabla 3: Valores totales de Germinacién de semillas de escarificacion mecanica
manual. Despunte apical desde el 2 al 5 de diciembre del 2019. Cada valor

representa el promedio de una repeticion.

TO T1 (48 hrsa [T2(72hrsa
Tratamientos (sin frio) 423C) 42C)
Semillas germinadas 23 +5,09 25+19,54 | 23+16,80
Semillas germinadas (%) 77,7 57,8 74,4

Debido al alto porcentaje de germinacion de la primera evaluacion (2 al 5 de
diciembre 2019), la misma evaluacién se replicé con 90 semillas y 3 repeticiones de
10 semillas cada una, las que se desinfectaron con alcohol al 95%, hipoclorito de
sodio al 2%, alcohol al 20% y agua estéril (2 enjuagues) por 2 minutos, luego se
realizo el despunte apical con bisturi y se dispusieron en placas de Petri con Agar

Agua.

En las Figuras 13y 14, se presentan el efecto de la escarificacion en la germinacion
por tratamiento. Estos resultados contrastan significativamente con los resultados
de pruebas anteriores, TO alcanza 77,7% de germinacién, siendo uno de los
tratamientos con mayor germinacion. Por otra parte, los tratamientos T1 presento
menor germinacion, con 57,8%, mientras que el T2 alcanz6 el 74,4% de

germinacion, demostrando que el despunte apical mejora la eficiencia germinativa.
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Figura 13. Germinacién (%) de semillas de M. auristipulata escarificadas

mecanicamente. Cada barra representa el promedio de 6 repeticiones.

También, dilucidar que, de las 90 semillas de muestra poblacional la germinacién
total del tratamiento TO es del 77,7% con una tendencia a variar por debajo o por
encima del 5,09%. Al igual que el tratamiento T1 y T2 con un total de 57,8y 74,4 %
con una propension de 19,54 y 16,80% respectivamente (Figura 14 A y B). El
tratamiento TO (sin frio) se diferencia del resto debido a que logra presentar semillas

germinadas a un tiempo de evaluacion menor que los otros tratamientos.
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Figura 14. Tratamiento de escarificacibn mecanica despunte apical de semillas TO:

sin frio a 4°C A y B semillas germinadas. Fuente: elaboracién propia.

4.1.4. Prueba de viabilidad de semillas mediante Tetrazolio (TZ).

Procedimientos de andlisis de la prueba de viabilidad de semillas mediante tetrazolio
(TZ) (Figura 15, Tabla 4). La prueba de viabilidad revela una serie de aspectos
esenciales para conocer, no solamente la calidad del lote, sino que también puede
servir de guia para identificar otros factores que pueden afectar a las semillas; entre
ellos la dormancia, que suele ser la causa de una menor germinacion. En la prueba

realizada en dos fechas de evaluacion donde se ocuparon 60 semillas por ensayo.

Hidratacion: para iniciar la actividad las semillas deben embeberse durante 10

minutos.
Corte o pinchazo: permite el control del tetrazolio (TZ) con los tejidos embrionarios.

Tincién: se sumergen en tetrazolio al 1%, por un cierto periodo de tiempo, puede

oscilar entre de 2 a 18 horas, depende de la especie
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Figura 15. Tincion de tetrazolio en el embridn de semillas de M. auristipulata. A.

resultado de tincibn de semillas B. semilla corte transversal tefiida. Fuente:

elaboracion propia.

Tabla 4: Prueba de viabilidad con Tetrazolio (TZ al 1%) en semillas de M.

auristipulata en dos fechas de evaluacion (1 de agosto y 12 de septiembre de 2019).

Fecha de Evaluacion | Pardmetro Test Tetrazolio
Positivo Negativo
1 agosto 2019 Cantidad semillas 16 14
Porcentaje (%) 53,3 46,7
12 septiembre 2019 | Cantidad semillas 23 7
Porcentaje (%) 76,7 23,3
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5. CONCLUSIONES

Considerando los resultados de los tratamientos de escarificacion y estratificacion
de semillas de M. auristipulata, se acepta la hipétesis experimental, ya que esta
especie tiene una dormancia latente o dormancia doble, la que se quiebra al llegar
a la combinacidon exacta entre temperatura, humedad y luz (y otros factores), tal

como lo haria normalmente en su héabitat natural de la precordillera.

Los parametros evaluativos que se establecieron para los métodos pre-germinativos
utilizados en cada tratamiento fueron replicas para emular el habitat donde
prevalece esta especie, para romper la dormancia que presentan las semillas,
teniendo en consideracion que el tratamiento mas eficaz fue el de escarificacion
mecanica con el método de despunte apical de semillas, pero considerando que el
corte debe ser exacto porque de no ser asi se corta parte de la radicula del embrién
dafiandolo por completo y descartando una semilla para el experimento. Por otra
parte, el tratamiento de remojo en nitrato de potasio mas agua y 72 horas de frio a
4°C, obtuvo buenos resultados, ya que se le otorga a la semilla condiciones
similares a las que tiene en su ambiente natural, y favorece la germinacion de ésta,
sumando el corte apical, es una buena técnica para obtener germinacion de semillas

que poseen una cubierta rigida.
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