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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo desarrollar un protocolo para la germinacion in
vitro y produccion de plantas de Copiapoa megarhiza (Rumpler) Britton & Rose vy
Copiapoa coquimbana Britton & Rose , especies de cactaceas endémicas de Chile y en
categorizacion como vulnerable y en peligro de extincion.

En la fase de ensayo de germinacion, se aplicé tratamiento de desinfeccién, utilizando
como fungicida, hipoclorito de sodio y etanol, junto con el control sin la adicion de
fungicida para determinar su efecto en la germinacién de las semillas. Se realizaron
analisis estadisticos paramétricos de ANOVA de una via y test HSD de Tukey para
comparar los resultados. Ademas, se calcul6 el porcentaje de germinacion, tiempo medio
de germinacion e indice de germinacion para cada tratamiento. Los resultados
demostraron que el tratamiento con fungicida durante la germinacion in vitro fue crucial,
alcanzando un 100% a los 20 dias, en comparacion al no tratado donde el porcentaje de
germinacion fue de 62,5 para C. megarhiza 'y de 78% para C. coquimbana. Las semillas
tratadas con fungicida también mostraron un tiempo medio de germinacion mas corto de
5y 4 dias; y un indice de germinacion mas alto de 1, 94 y 2,49 a diferencia de las no
tratadas de 1,18y 1,77.

Para la produccion de plantas in vitro, se utilizé6 un medio de cultivo complementado con
hormonas de crecimiento para la produccion de brotes y elongacion de raices en la
propagacion de las plantulas germinadas y se obtuvo un 100% de supervivencia para las
plantulas desarrolladas in vitro en un periodo de 6 meses.

En conclusidn, el protocolo de desinfeccion con fungicida durante la germinacion in vitro
fue crucial para el éxito en la germinaciéon y propagacion de las especies de la familia
Cactaceae estudiadas. Ademas, el protocolo de produccién de plantas in vitro resulté en
la generacién exitosa de plantulas saludables y con caracteristicas morfologicas
similares a las especies de origen. Estos resultados tienen implicancias importantes para
la conservacion de especies en peligro de extincién y proporcionan una base para futuras
investigaciones y aplicaciones en la propagacién y manejo sostenible de estas especies

Unicas y valiosas.



ABSTRACT

The present study aimed to develop a protocol for in vitro germination and plant
production of Copiapoa megarhiza (Rimpler) Britton & Rose and Copiapoa coquimbana
Britton & Rose, cacti species endemic to Chile and categorized as vulnerable and
endangered.

In the germination test phase, disinfection treatment was applied, using sodium
hypochlorite and ethanol as fungicide, together with the control without the addition of
fungicide to determine its effect on seed germination. Parametric statistical analyses of
one-way ANOVA and Tukey's HSD test were performed to compare the results. In
addition, germination percentage, mean germination time and germination index were
calculated for each treatment. The results showed that the fungicide treatment during in
vitro germination was crucial, reaching 100% after 20 days, compared to the untreated
one where the germination percentage was 62.5 for C. megarhiza and 78% for C.
coquimbana. The fungicide-treated seeds also showed a shorter mean germination time
of 5 and 4 days; and a higher germination index of 1, 94 and 2.49 as opposed to the
untreated of 1.18 and 1.77.

For the production of in vitro plants, a culture medium supplemented with growth
hormones was used for the production of shoots and root elongation in the propagation
of germinated seedlings, and 100% survival was obtained for the seedlings developed in
vitro in a period of 6 months.

In conclusion, the fungicide disinfection protocol during in vitro germination was crucial
for the successful germination and propagation of the studied Cactaceae family species.
In addition, the in vitro plant production protocol resulted in the successful generation of
healthy seedlings with morphological characteristics similar to the species of origin. These
results have important implications for the conservation of endangered species and
provide a basis for future research and applications in the propagation and sustainable

management of these unique and valuable species.



1. INTRODUCCION

La conservacion de la biodiversidad es crucial para garantizar la existencia y el uso
sostenible de especies Unicas y endémicas. En el caso de Chile, reconocido como uno
de los hotspot de biodiversidad a nivel mundial, alberga una flora destacada por su alto
nivel de endemismo y su importancia para la identidad, cultura y economia del pais. Sin
embargo, muchas especies vegetales en Chile enfrentan amenazas que ponen en riesgo
Su supervivencia, y un preocupante porcentaje se encuentra en peligro o en peligro critico
de extincion (Pafitrur- De la Fuente et al. 2022). Este es el caso del género Copiapoa
Britton & Rose, restringido a un cinturdn latitudinal en Chile, entre Tocopilla y el Valle del
Choapa (Hoffman y Walter 2004). Las especies de este género habitan en condiciones
especificas, como laderas rocosas orientadas al norte y noreste, baja abundancia de
vegetacion y mayor sequedad (Schultz 2006). Su distribucién es discontinua, formando
poblaciones separadas por kildmetros (Schultz 2006). Dos especies de este género
enfrentan distintas amenazas, Copiapoa megarhiza (Rimpler) Britton & Rose endémica
de la Regién de Atacama y Copiapoa coquimbana Britton & Rose endémica de la Region
de Coquimbo (Schultz 2006).

C. megarhiza, caracterizada por espinas gruesas y pocos tallos, ha experimentado la
fragmentacion de sus poblaciones debido a la antropizacién del paisaje, con la afectacion
de grandes areas debido a la actividad minera. Su distribucidon natural se encuentra
severamente fragmentada, y se estima una disminucién en la disponibilidad de héabitat
en el contexto de cambio climatico actual (MMA 2023). Por otro lado, C. coquimbana, de
crecimiento en cojin y con una distribucion mas meridional, se enfrenta a amenazas
como la expansion de zonas urbanas, construccién de tranques y desertificacion en su
distribucion natural (MMA 2006). Ademas, ambas especies se han visto afectadas por la
destruccion de sus ecosistemas originales debido a la actividad humana y efectos del
cambio climético. Un ejemplo de intervencion humana son los intentos de relocalizacion
gue se centran en el rescate de germoplasma y reubicacion de especies vegetales, pero
para las cactaceas, especialmente las de tipo globular, se ha optado por el trasplante

completo del individuo, mientras que, para las especies columnares de mayor tamafo,
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se considera la reproduccion vegetativa a partir de esquejes (Ministerio del Medio
Ambiente, 2021). Lamentablemente, en muchas ocasiones, estos intentos de
relocalizacion han resultado en un bajo porcentaje de supervivencia para las especies

trasplantadas (Pefa 2023. com. pers).

Ante este panorama, es fundamental establecer estrategias de conservacion efectivas
para garantizar la supervivencia de estas especies y su presencia en su habitat natural.
Una técnica viable para lograrlo es el cultivo in vitro, que consiste en la germinacién de
semillas y la conservacion de los recursos genéticos. Junto con la creacién de bancos
de germoplasma, esta técnica se presenta como una estrategia fundamental para la

restauracion de especies en estado critico.
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2. MARCO TEORICO
Género Copiapoa (Cactacea)

El género Copiapoa perteneciente a la familia Cactacea, esta restringido a un cinturén
latitudinal en Chile, habitando exclusivamente entre Tocopilla (22°S) y las colinas
costeras al norte del Valle del Choapa (31° 20° S), desde el nivel del mar hasta los 1300
m de altitud (Myers et al. 2000). Los factores que lo restringen en su distribucién son
simples en cuanto al género, pero para las poblaciones individuales son complejos. La
ubicacion geogréafica es muy importante en la distribucion del género Copiapoa, ya que
las laderas rocosas orientadas al norte y al noroeste, mas secas, calurosas y con menos
vegetacion, son las mas pobladas, lo que indica que la competencia de otras plantas
puede haber sido el factor mas importante para su establecimiento geografico; lo que no
significa que las cactaceas de este género no puedan crecer en laderas con menos horas
de sol directo o con ubicacién mas al sur de su zona de distribucion, es solo que las
poblaciones mas densas siempre se encuentran en las laderas méas soleadas y con
menos vegetacion (Schulz 2006). A menudo tienen una distribucion discontinua,
formando poblaciones distintas separadas de las poblaciones vecinas por kilometros.

Algunas excepciones a esto ocurren en los valles de Huasco y Elqui (Schulz 2006).

Copiapoa tiene flores insertas en la lanosidad apical caracteristica de este género. Las
yemas florales se producen en las areolas dentro de la lana, que no se abren
rapidamente y parece que las temperaturas mas altas y el aumento de la luz solar
aceleran la velocidad a la que se abren los capullos (Schulz 2006). Entre octubre y
noviembre, es el periodo de maxima floracion de los cactus en Chile, y las copiapoas
también florecen en estos meses, pero también se puede extender durante un periodo
mas prolongado hasta el mes de marzo (Schulz 2006). Las flores generalmente solo se
producen una o dos a la vez desde cada apice. Teniendo en cuenta el tamafio del género,
el tamafo y el color de las flores es notablemente similar, con un diametro de 15 a 30
mm. El color de la flor es amarillo y el rojo esta presente en diversos grados en muchas
especies. El color de los tépalos exhibe color méas rojo que los pétalos y, a menudo,
poseen una raya central roja (Schulz 2006).
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Un individuo de Copiapoa con multiples ramas producira literalmente cientos de miles de
semillas a lo largo de su vida. Estas semillas son pequefias, negras y brillantes. Por lo
general, varian en tamafio de 0,8 a 1,8 mm (Schulz 2006). Ademas de la genética, el
tamafno de las semillas depende de una serie de factores ambientales que incluyen la
estacion, la salud de la planta y la cantidad de semillas fértiles en la fruta (Schulz 2006).
Las semillas en cultivo germinan rapidamente, dentro de 4 o 5 dias y las plantulas crecen
relativamente lentas. En el habitat, las plantulas de menos de 3 meses se encuentran
con frecuencia después de grandes eventos de lluvia, sin embargo, ninguna parece

sobrevivir a su primer afo (Schulz 2006).

En cuanto al crecimiento, en su habitat natural es lento y se mide en uno o dos milimetros
por afio en todas las especies. Las especies inmaduras de este género carecen de
lanosidad apical, ya que solo varias especies producen una farina blanquecina a medida
gue maduran mientras que las plantas con un apice grande son de mediana edad y estan
en la flor de la vida y aquellas plantas con un &pice alargado estan cerca del final de sus
vidas (Schulz 2006). Otra forma de ver la salud y la edad es por la proporcién de verde
fotosintético en el tallo superior en comparaciéon con el tallo inferior negro o naranja;
cuanto menor es el porcentaje de tallo superior fotosintético, mas vieja es la planta, lo
gue significa mas cerca de la muerte, ya que una vez que la planta decae, parece no

poder recuperarse, incluso si se dan las condiciones ideales (Schulz 2006).

Las especies de este género enfrentan multiples factores de vulnerabilidad que aumenta
la susceptibilidad a las amenazas a su conservacion, en los que se pueden mencionar
sus distribuciones restringidas, vulnerables a la recoleccion ilegal tanto de plantas
longevas como de semillas para el comercio horticola y las colecciones privadas, la
mineria, la agricultura, la construccion de carreteras, erosion genética, etc. (Villalobos et
al. 2023). Sumado a lo anterior, el aumento de la aridez debido al cambio climatico es
una amenaza que representa un riesgo directo para la supervivencia de las especies de
este género (Goettsch et al. 2015). También se suman los Planes de manejo de flora
como una problematica que afectan a las especies del género, que consisten en el

rescate y trasplante de especies arbustivas, suculentas y herbaceas, singulares y en
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categorias de conservacion, mediante la recuperacion de su germoplasma (semilla) y
material vegetativo, dentro de los cuales se encuentra la medida de rescate y
relocalizacion de cactaceas (Figura 1 y 2), donde el manejo para estas en cactaceas
globulares se enfoca en el trasplante del individuo completo, y para especies columnares
de mayor tamafio se considera la reproduccidn vegetativa a partir de esquejes, para lo
cual se buscan preservan los perfiles de suelos en la relocalizacién, considerando las
caracteristicas de los tipos vegetativos, como distribucion, pero con planes de monitoreo
minimos donde muchas veces mas del 50% de las especies relocalizadas no logran
supervivencia dentro de los plazos estipulados, teniendo grandes pérdidas de especies

vulnerables (Pefia 2023, com. pers).
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FIGURA 1. Copiapoa coquimbana en sitio de relocalizacién (Pefia, 2022)
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FIGURA 2. Copiapoa megarhiza en sitio de relocalizacién (Pefia, 2022)
Copiapoa megarhiza

Se caracteriza por espinas gruesas y pocos tallos. Los tallos de la especie,
especialmente los de mayor tamafio estan unidas a las raices tuberosas por un cuello
estrecho, por lo que es comun ver tallos aparentemente removidos por animales, tiene
una floraciébn con especial rigurosidad después de la lluvia, en ocasiones hasta 10
botones florales pueden aparecer (Figura 3). Las espinas son inicialmente de color
marrén oscuro cuando son nuevas y rapidamente se vuelven de un gris apagado (Schulz
2006). La polinizacion de esta especie la realizan distintas especies de abejas y moscas,
y se ha observado que hormigas cumplen un rol importante como polinizadores y

dispersores de semillas (Hoffman y Walker 2004).
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FIGURA 3. Copiapoa megarhiza en ambiente natural donde se puede observar el crecimiento de sus raices y sus botones
florales (Pefia, 2022)

Las plantas de C. megarhiza que crecen en zonas, donde la niebla no penetra libremente,
tienen espinas de color marrén dorado en sus tallos inferiores, y las plantas expuestas
en laderas orientadas al oeste conservan el color gris en la parte inferior de sus tallos,
aunque las plantas mas viejas pueden tener tallos alargados de hasta 350 mm, la
mayoria estdn moribundas o en mal estado (Schulz 2006). Estas plantas, que crecen en
lo que no se considera el tipico entorno ideal, suelen ser mas sanas que las plantas de
las laderas mas soleadas del norte y pese a que las laderas sur parecen ser las mas
ideales para el establecimiento y crecimiento de la especie, ya no tiene la capacidad de
establecer plantulas en un entorno tan hostil y seco, lo que significa que solo sobreviven
las maduras y establecidas en las laderas rocosas. C. megarhiza es endémica de la
region de Atacama, posee poblaciones severamente fragmentadas por la antropizacion
del paisaje, hay extirpacion de grandes areas con individuos producto de la actividad
minera (Ficha técnica de MMA de C. megarhiza, 2023). Habita en los cerros y valles al
sur y norte de Copiap0 (Figura 4). La comparacion entre la distribucion potencial presente
y la futura sugiere una fuerte disminucion en la disponibilidad habitat bajo cambio
climatico y su extensién abarca 272 km2 (Pillet et al. 2022, Ficha técnica de MMA de C.

megarhiza, 2023).
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FIGURA 4. Distribucién geografica de C. megarhiza en los cerros y valles de Copiap6 (Schulz 2006).

Actualmente se ha propuesto categorizar a esta especie de Vulnerable a En Peligro
(MMA 2023). Dentro de las principales amenazas que ponen en peligro se encuentran la
recoleccion ilegal, cambio climéatico y sequia, construccidon de caminos, proyectos

energéticos y mineria (Ficha técnica de MMA de C. megarhiza, 2023).
Copiapoa coquimbana

Cactus de crecimiento en cojin, ramifica vigorosamente desde la base con cabezas
redondeadas, presenta raiz pivotante corta (Hoffmann y Walter 2004). Las plantas
pueden ser bajas y formar matas o tener tallos erectos, Pueden ser espinosos y grises o
ser oscuros con espinas cortas y tallos mas anchos. Las espinas pueden ser rectas o
curvas, gruesas o delgadas. Las costillas pueden ser rectas u onduladas, el cuerpo
puede ser de color verde oscuro, oliva o claro, flores de 2,5 a 5,5 cm de longitud,
perfumadas, de color amarillo o rojizas por dentro y rojas o marrones por fuera y posee

frutos de color café rojizo (Figura 6) (Hoffmann y Walter 2004).
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FIGURA 6. Crecimiento y floracidon de C. coquimbana en hébitat natural (Pefia, 2023)

El rango de distribucion geografica la hace ser la especie de Copiapoa con distribucién
mas meridional, creciendo entre las latitudes 29° 20" y los 31°16°S, es endémica de la
Region Coquimbo (Figura 7). Se estima que su rango de extensiéon es de 17.536 km2
(Villalobos et al. 2023).
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FIGURA 7. Distribucién actualizada geografica de C. coquimbana

Sus principales amenazas en el corto plazo son la ampliacion de zonas urbanas,
construccion de tranques y trabajos agricolas, mientras que la principal amenaza a largo
es el proceso de desertificacion. Esta clasificada como especie Casi Amenazada (MMA
2006).

Ambas especies se encuentran clasificadas en rangos de amenaza segun el Ministerio
de Medio Ambiente. Las clasificaciones segun el Reglamento para la Clasificacion de
Especies Silvestres, se puede definir como especie Casi Amenazada cuando habiendo
sido evaluada, no satisface, actualmente los criterios para las categorias En Peligro
Critico, En Peligro o Vulnerable, pero esta préximo a satisfacer los criterios de estos
ultimos, o posiblemente los satisfaga, en el futuro cercano, mientras que para una
especie categorizada En Peligro, enfrenta un riesgo muy alto de extincion en estado
silvestre, es decir, cuando la probabilidad de que la especie desaparezca en el mediano
plazo es alta (UICN, 2012).

Dado su caracter endémico que distinguen a las especies del género Copiapoa, es de
vital importancia establecer un sistema de conservacion que salvaguarde la
biodiversidad, ya que su reproduccién natural es dificil, lo que aumenta riesgo de
extinciéon de estas especies, de esta manera, se puede fomentar la recuperacion de sus
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poblaciones en su habitat original, siendo una estrategia viable para lograr este objetivo
la utilizacion del cultivo in vitro, como lo han demostrado investigaciones previas en

investigaciones con cactaceas (Lazaro-Castellanos et al. 2018).
Estrategias de conservacion en plantas

La diversidad de plantas en el mundo estd disminuyendo de manera alarmante, y solo
alrededor del 10% han sido evaluadas por la Lista Roja Mundial de la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (WWF, 2020). Las principales amenazas incluyen
la destruccion del habitat y el cambio en el uso del suelo debido a la urbanizacién y la
expansion de la agricultura; ademas, el cambio climatico plantea nuevos desafios para

la gestidn de los recursos vegetales (Le Roux et al. 2019; Petit et al. 2018).

Es importante comprender el papel fundamental que desempefian las especies y
reconocer la necesidad de desarrollar estrategias de conservacion a largo plazo. Las
plantas son elementos esenciales en el funcionamiento de los ecosistemas terrestres, ya
gue constituyen la base estructural y ecolégica de estos sistemas. Su existencia resulta
vital para garantizar la salud, alimentacion y bienestar humano. Ademas, las plantas son
responsables de la produccion del oxigeno que respiramos, regulan la humedad
ambiental, mantienen la calidad de los suelos y contribuyen a la estabilidad climatica
(Antonelli et al. 2019). Ademas, la flora y la vegetacién son fundamentales para la
identidad, cultura y economia de un pais, ya que proporcionan bienes y servicios que

afectan el bienestar humano (Ardisana et al. 2017).

En este contexto, los recursos genéticos se convierten en un pilar fundamental para
hacer frente a estos desafios (Walters et al. 2021). La conservacion de los recursos
genéticos puede llevarse a cabo in situ (en la naturaleza) o ex situ (generalmente en
bancos de germoplasma) (Pafitrur-De la Fuente et al. 2022). Dependiendo de la especie,
se pueden utilizar diferentes métodos, como el almacenamiento de semillas, la
preservacion de tejidos vegetales in vitro, la criopreservacion o la conservacion de

plantas en el terreno (Salazar et al. 2006).
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La conservacion de las diversas especies vegetales en Chile reviste una importancia
crucial debido a su reconocimiento como uno de los 34 hotspot mundiales de
biodiversidad (Martinez-Harms et al. 2021). Chile alberga una flora Unica y destacada por
su alto nivel de endemismo (Mittermeier et al. 2011). Lamentablemente, al igual que
ocurre a nivel mundial, estas especies no estan exentas de amenazas que ponen en
riesgo su supervivencia (Urbina-Casanova et al. 2016). Aunque solo se ha evaluado y
clasificado el 13% de las plantas en Chile segun el reglamento de clasificaciéon de
especies silvestres, una preocupante cifra del 46% de ellas se encontraria en peligro o
en peligro critico de extincion (Pafitrur- De la Fuente et al. 2022).

Dado que las plantas representan un recurso Unico e invaluable para Chile, es
fundamental protegerlas para asegurar su existencia, conservacion y uso sostenible,
tanto para las generaciones presentes como las futuras (Pafitrur- De la Fuente et al.
2022). La conservacion de la diversidad vegetal no solo es esencial para preservar el
patrimonio natural de Chile, sino que también tiene un impacto directo en la calidad de
vida de las personas, en la provision de servicios ecosistémicos y en el desarrollo
sostenible del pais (Squeo et al. 2012); por lo que se requiere una atencion urgente y
acciones concretas para salvaguardar estas especies vegetales y garantizar continuidad
en el tiempo (MMA 2017).

Es por esto, que los bancos de germoplasma son una estrategia fundamental para el
mantenimiento del material vegetal (Alcantara et al. 2017). El término "germoplasma" se
refiere a cualquier tejido vivo de una planta capaz de generar un nuevo individuo
(Ardisana et al. 2017). Puede incluir semillas u otras partes utilizadas para la propagacion
vegetativa convencional, como esquejes, bulbos, tubérculos, asi como la regeneracién a
través del cultivo de tejidos, como células, yemas o polen (Walters et al. 2021). El
concepto de germoplasma se origind en la descripcion de August Weismann sobre los
componentes de las células germinales responsables de la herencia, lo que se relaciona
con la funcién del ADN como portador de informacién genética (Black et al. 2006). En el

contexto de los recursos fitogenéticos, el banco de germoplasma se refiere a un lugar

21



dedicado a la conservacion de la diversidad genética de las especies vegetales mediante

el resguardo del germoplasma (Donoso 2022).

Dentro de los bancos de germoplasma, se encuentran los bancos de germoplasma de
material in vitro, los cuales son especialmente utilizados para la micropropagacion o
propagacion clonal in vitro (Lema- Ruminska et al. 2014). Esta técnica de cultivo in vitro
se ha extendido ampliamente y se utiliza como una herramienta para obtener multiples
plantas de manera asexual; ademas, se utiliza para superar problemas de germinacion
de semillas en diversas especies vegetales (Abdalla et al. 2022). La propagacion in vitro
garantiza una multiplicacion rapida y masiva de copias genéticamente idénticas de
plantas individuales en un periodo relativamente corto y en un espacio limitado que
permite rejuvenecer variedades antiguas y regenerar rapidamente nuevas variedades
(Cardoso et al. 2018). Ademas, las plantas propagadas in vitro pueden adquirir
caracteristicas mas deseables para investigaciones especificas (Bhojwani & Dantu,
2013). Posee ventajas este tipo de banco de germoplasma, dentro de las cuales se
mencionan espacio y recursos reducido donde se almacena una gran cantidad de
material genético, un menor riesgo de contaminacion al estar en un ambiente estéril y
controlado, multiplicacion rapida de los recursos materiales disponibles, mantencién de
caracteristicas genéticas al preservar la integridad genética del material (Loyola-Vargas
and Ochoa-Alejo 2018), mientras que dentro de las desventajas de esta técnica estan
las limitaciones en la diversidad genética ya que las muestras estan limitadas a la
diversidad genética inicialmente recolectado lo que podria no reflejar la variabilidad
genética de la especie, también el riesgo de pérdida total del material en laboratorio , y

posteriores problemas de adaptacion a condiciones naturales (Das et al. 2017).

También existen los bancos de semillas, que funcionan como verdaderas bévedas donde
se almacenan y protegen millones de semillas en condiciones de baja temperatura (-
20°C) y humedad (15% HRe) (Alcantara et al. 2017). Esta conservacion especializada
permite mantener las semillas viables durante largos periodos de tiempo. La principal
finalidad de estos bancos es proporcionar una copia de seguridad o respaldo de

diferentes especies de plantas, ya sean cultivadas o nativas, ante el riesgo de su
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completa desaparicion o extinciéon (Pafitrur- De la Fuente et al. 2022). Principales
ventajas de los bancos de semillas es la conservacion a largo plazo del material y de una
diversidad de especies vegetales incluyendo conservacion de especies silvestres, lo que
también conlleva facilidad de almacenamiento y manejo lo que también permite la
facilidad de intercambio entre instituciones y paises (Peres 2016), pero a la vez posee
limitaciones que lo vuelven una desventaja como la dependencia constante de técnicas
de conservacion tradicionales con las condiciones controladas, como bajas temperaturas
y humedad, la viabilidad de las semillas se puede ver comprometida, también
limitaciones en especies recalcitrantes (Das et al. 2017).

Estrategias de conservacién en cactaceas

Como modo de estrategia de conservacion en cactaceas, en los ultimos afios, se ha
llevado a cabo la propagacion in vitro de aproximadamente 300 especies de cactus,
siendo el mayor productor Corea del Sur (Lema-Ruminska et al. 2014). Esta técnica se
ha utilizado principalmente con fines ornamentales, agricolas e industriales. Ademas, se
han establecido bancos de germoplasma con el objetivo de preservar y restablecer
especies en su habitat natural, también a nivel mundial, se pueden encontrar grandes
colecciones de cactus resguardados en Jardines Botanicos (Torres-Silva et al. 2021).
Estas colecciones albergan especies endémicas de diversos paises y desempefian un
papel importante en la conservacion de la biodiversidad de los cactus (Medeiros et al.
2006; Zoghlami et al. 2012; Civatti et al. 2017).

En Chile, se han establecido bancos de germoplasma basados en la coleccion de
semillas conocidos como Red de Bancos de Germoplasma constituidos por cinco bancos
fitogenéticos, como resultado de un arduo trabajo de recoleccidon durante 20 afios (2001-
2021) a cargo del INIA. Estos bancos albergan un total de 1302 especies diferentes, lo
gue representa aproximadamente el 28% de la flora chilena. La coleccion incluye
diversas poblaciones de semillas, abarcando una amplia diversidad genética que
engloba 118 familias y 405 géneros, y dentro de las funciones mas relevantes de estos

bancos se encuentra la preservacion de los recursos genéticos (Ledn-Lobos et al. 2018).
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Este banco de germoplasma no solo proporciona una muestra representativa de la
poblacién, sino que también es de gran utilidad para el desarrollo de protocolos de
germinacion, evaluacion de viabilidad a largo plazo y distribucién de duplicados a otros
bancos de semillas (Pafitrur-De la Fuente et al. 2022). Sin embargo, es importante
destacar que la mayoria de las especies de la flora chilena conservadas en este banco
de germoplasma (84%) aun no han sido evaluadas oficialmente en cuanto a su estado
de conservacién segun los procesos establecidos por el RCE del Ministerio de Medio
Ambiente (MMA 2023). Por lo tanto, la informacion actualizada sobre su estado de
conservacion es limitada. A pesar de esta limitacion, se estima que alrededor del 33%
de las plantas amenazadas (clasificadas como vulnerables, en peligro o en peligro critico
de extincién) que han sido evaluadas mediante los procesos del RCE, se encuentran
siendo conservadas en estos bancos de germoplasma (MMA 2022). Esta labor de
conservacion resulta fundamental para asegurar la supervivencia de estas especies en

peligro (Pafitrur-De la Fuente et al. 2022).

Dentro de la coleccion de semillas que posee el INIA, se destacan las muestras
resguardadas de la familia Cactaceae (Figura 8) entre las que se encuentran C.
megarhiza (8 muestras conservadas) y C. coquimbana (9 muestras conservadas). Estas
especies representan ejemplos de la diversidad y la importancia de conservar el
germoplasma de la flora chilena para futuras investigaciones y acciones de conservacion
(Hoffman y Walker 2004).

A Nativas Conserva
Conservadas |Conservados | Endémicas Conservadas Conservado | Conservadas | Conservados

Familia Géneros or género or género or género por or género das por s por familia or familia or familia
porg porg porg género porg familia p P P

Airampoa 1 1 0 1 1 294 14 81 87

Austrocactus 2 2 1 1 3

CACTACEA

Browningia 1 1 0 1 2

Copiapoa 17 18 17 0 39
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Corryocactus 1 1 0 1 1

Cumulopuntia 2 2 0 2 30

Eriosyce 35 38 35 0 103

Eulychnia 6 6 6 0 37

Halageocereus 1 1 1 0 5

Leucostele 6 8 5 1 20

Maihuenia 1 1 0 1 2

Maihueniopsis 6 6 6 0 27

Miqueliopuntia 1 1 1 0 20

Oreocereus 1 1 0 1 4

FIGURA 8. Numero de semillas de la familia Cactacea conservadas en los bancos de germoplasma de
semillas del INIA. (Fuente. Categorias de géneros conservados en el Banco Base de Semillas INIA, 2022)

La conservacion de la diversidad genética es de vital importancia para la preservacion
de la biodiversidad en su nivel mas fundamental ya que se refiere a la variedad de genes
presentes en una especie, tanto dentro de sus poblaciones como entre ellas (Korotkova
et al. 2021). Esta diversidad genética desempefia un papel crucial en la resistencia de
las especies a su entorno, ya que, a mayor variabilidad genética, mayor sera la
probabilidad de supervivencia frente a cambios ambientales (Ministerio del Medio
Ambiente, 2016). Tambien almacena el valor evolutivo y la capacidad de adaptacion de

una especie a los ecosistemas en los que habita (Pafiitrur-De la Fuente et al. 2022).

Ante las amenazas tanto antropogénicas como del cambio climatico, resulta imperativo
desarrollar nuevas técnicas de conservacion y preservacion para las especies endémicas
de nuestro pais. Estas técnicas desempefaran un papel fundamental en el resguardo de
la integridad genética de estas especies y facilitaran la restauracion de sus poblaciones
en su habitat natural (Pérez-Molphe-Balch et al. 2015).
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Para cactaceas en el &mbito de conservacion y de sus estudios en las diversas especies
gue existen, se han hecho diversas investigaciones y acciones para poder abordar los
principales problemas y aprovechar las potencialidades, las que son conservacion y
estudio en bancos de germoplasma con conservacién de semillas y de tejidos en
cacticeas, investigaciones de técnicas de propagacion y cultivo in vitro, estudios de
ecologia y distribucién lo que proporciona informacion y manejo de las especies en sus

habitats naturales; restauracion de habitats (Lema-Ruminska et al. 2014).

En el caso particular de Chile , que alberga una gran variedad de cactus, en los que
muchos poseen caracteristicas de ser especies endémicas y que enfrentan amenazas
similares a las ya mencionadas en las especies en estudio, se han implementado
esfuerzos significativo para la conservacion de estas especies, donde se han incluido
creacion de areas protegidas tales como el Parque Nacional Pan de Azucar ubicado en
la region de Antofagasta y Atacama (Conaf 2023), junto con los bancos de germoplasma
de semilla que estan bajo el funcionamiento del INIA (Pafitrur-De la Fuente et al. 2022),
donde se realizan diversos estudios en las semillas que tienen en el banco, como

estudios de germinacion con diversos tratamientos (Pafitrur et al. 2020).

La eleccion de estas cactaceas no es aleatoria; Copiapoa, perteneciente a una familia
botanica Unica, simboliza la riqueza endémica de Chile. Su fragilidad frente a la
degradacion del habitat y baja tasa de supervivencia en intentos de reubicacién como se
menciond, subrayan la urgencia de estrategias efectivas para las especies en estudio
(MMA 2006, Pefa 2023).

La propuesta de cultivo in vitro se fundamenta en su potencial para la conservaciéon
genética y la creacion de bancos de germoplasma, esenciales para la restauracion de
estas especies en peligro. Este enfoque no solo protege a Copiapoa, sino que también
sienta las bases para futuras investigaciones, aportando al entendimiento y conservacion

de la biodiversidad unica de Chile.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Establecer un protocolo de cultivo in vitro optimizado para la germinacion y propagacion

de dos especies de Copiapoa: C. megarhiza'y C. coquimbana .

Objetivos especificos

e Evaluar ensayos de germinacion in vitro utilizando un disefio aleatorio y diferentes
tratamientos de desinfeccion, para medir el porcentaje de germinacion, tiempo
medio de germinacién, indice de germinacién en ambas especies y porcentaje de

contaminacion.

e Evaluar el porcentaje de supervivencia de las plantulas para determinar la

viabilidad del protocolo de cultivo in vitro.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Se utilizaron semillas recolectadas en terreno de 9 sitios de recoleccién de Copiapoa
megarhiza y 7 sitios de recoleccion de Copiapoa coquimbana (Tabla 1) (Figura 9, Figura
10). Las semillas fueron sometidas a siembras in vitro de manera aleatoria para cada
especie. Se realizaron pruebas de germinacion para ambas especies y se llevaron a cabo
ensayos de germinacion en cuadruplicado durante un periodo de 8 semanas para la

produccién de plantulas.

A partir de las plantulas germinadas, se obtuvieron brotes que fueron utilizados
previamente en el proceso de micropropagacion del material vegetal para el estudio en
medio de cultivo alimentado con reguladores de crecimiento, donde se observé
crecimiento de la planta como de raices, para comparar el crecimiento caracteristico de
raiz pivotante junto con un cuello de unién a la planta en C. megarhiza y la raiz pivotante

corta de C. coquimbana.

C. megarhiza C. coquimbana

CM1 cc1
CM2 cCc2
CM3 cC3
CM4 CcC4
CM5 CC5
CM6 CC6
CcMm7 cc7
CM8

CM9

Tabla 1. Sitios de recoleccion de semillas de Copiapoa megarhiza y Copiapoa coquimbana utilizados
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# Copiapoa megarhiza

Google Earth

FIGURA 10. Zona de recoleccién de semillas para Copiapoa coquimbana

29



3.2. Ensayo de germinacion.

Se asignaron al azar semillas de cada especie de sus zonas de recoleccion (C.
megarhiza y C. coquimbana) en el Laboratorio de Bioquimica y Biotecnologia de la
Universidad de Concepciéon, Campus Los Angeles. Cada tratamiento const6 de la
siembra de semillas en condiciones de asepsia bajo una camara de flujo laminar
horizontal (Esco® AHC-2A1). Se utilizaron 4 placas Petri por tratamiento, considerando
cada una de ellas como una réplica. En cada placa se sembraron 8 semillas, lo que
resultdé en un total de 35 semillas por tratamiento. Las semillas germinaron durante un
periodo de 20 dias bajo condiciones controladas de temperatura 20 + 2°C, fotoperiodo
de 16/8 horas y una intensidad luminica de 28-45 umol m-? s'1. Se realizaron diferentes
tratamientos de desinfeccion de semillas. El primer tratamiento consistié en sumergir en
una solucion de fungicida (Captan 100 gr Anasac) disuelto en agua destilada durante 20
minutos con agitacién continua. Luego, las semillas fueron desinfectadas con etanol al
70% durante un minuto con agitacién continua, seguido de un lavado con hipoclorito de
sodio al 5% durante 10 minutos con agitacién continua, todo en vortex. Finalmente, las
semillas se lavaron 3 veces con agua destilada estéril, durante un minuto cada vez, se
secaron con papel absorbente esterilizado. Fueron llevadas a cabo en tubos Eppendorf
de 1,5 ml. El segundo tratamiento fue el control, que siguié los mismos pasos que el
tratamiento anterior, pero sin la adicion de fungicida.

Los medios de cultivo utilizados para la siembra de semillas in vitro consistieron en el
medio basal MS (Murashige & Skoog, 1967). Este medio se complement6 con sacarosa
al 3% ajustando el pH A 5,7, y se afiadi6 agar al 0.8%. Antes de su utilizacién, el medio
de cultivo fue esterilizado en autoclave (Huxley® HL-340) a 121 °C y 1 atm durante 20
minutos, y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Luego, se homogeneiz6 mediante
agitacion manual y se dispensaron 20 ml de medio en cada placa Petri. Las placas fueron

selladas con Parafilm y se etiquetaron con las fechas correspondientes.

En este ensayo se determinaron el porcentaje de germinacién, el tiempo medio de
germinacion, el indice de germinacién y el porcentaje de contaminacion para ambas

especies.
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Estos indices de germinacion se calcularan en base a:

- El porcentaje de germinacion fue obtenido a partir del célculo (Caroca et al. 2016):

(N" de semillas germinadas)

PG (%) = x 100

N° de semillas sembradas

- El tiempo medio de germinaciéon fue calculado a partir (Tompsett & Pritchard,
1998):

MGT= (2 de dias de germinacion de todas las semillas)/

N° total de semillas germinadas)

- El indice de germinacion fue calculado a partir (Walter et al. 2006):

(N° total de semillas germinadas)
N° total de semillas sembradas

- Gl= x 100

3.3.  Produccion de plantas in vitro

Con base en los mejores resultados de germinacion in vitro obtenidos mediante el
tratamiento de desinfeccion con fungicida, se realizaron siembras de semillas de los 9
sitios de recoleccion de C. megarhizay los 7 p C. coquimbana. Para lograr la germinacion
total, se sembraron 3 semillas por frasco y se mantuvieron durante un periodo de 30 dias.
Se analiz6 el porcentaje de germinacion, el tiempo medio de germinacion, el indice de
germinacién para cada especie para medir la eficacia de la germinacion en ambas
especies. Los ensayos se generaron en cuadruplicado para cada punto de las zonas de

recoleccion.

A partir de las plantulas germinadas, se llevo a cabo la propagacion del material vegetal
durante periodos de 4 semanas en un medio de cultivo complementado con hormonas
de crecimiento. El medio de cultivo utilizado fue el medio basal MS (Murashige y Skoog
1967), complementado con las hormonas reguladoras de crecimiento KIN (Kinetina) 1
mg/L y AIA (acido-indolacético) a 0,1 mg/L. Como fuente de carbono se le adiciond
sacarosa al 3% complementado con agar al 0.8% con un pH al 5,7%. Antes de su
utilizacién, el medio de cultivo fue esterilizado en autoclave (Huxley® HL-340) a 121 °C
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y 1 atm durante 20 minutos, y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Luego, se
homogeneiz6 mediante agitacion manual y se dispensaron 30 ml de medio en cada
frasco de vidrio. Todos los frascos fueron sellados con papel celofan transparente para

mantener las condiciones de esterilidad.

Después de un periodo de 6 meses desde la siembra, se evalu6 el porcentaje de
supervivencia de las plantas para determinar su viabilidad y eficacia del protocolo de

cultivo in vitro.

3.4. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los tratamientos y el control para el ensayo de
germinacién se evaluaron mediante ANOVA de una via y aplicando test a posteriori de
HSD Tukey, usando el software STADISTICA (v12.0) con un nivel de significancia de
p<0,05. Los graficos fueron realizados utilizando el promedio DS con el programa
SigmaPlot (v12.0). Letras distintas indican diferencias significativas entre los

tratamientos (p<0,05)
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4. RESULTADOS
4.1. ENSAYO DE GERMINACION

4.1.1. Porcentaje de germinacion (PG)

Fue calculado para los tratamientos con previa desinfeccién fungicida y control sin
fungicida para ambas especies (Figura 11). Las semillas alcanzaron un 100% de
germinacion total entre los 15 y 20 dias (Figura 12), mientras que las semillas sin previo
tratamiento de desinfeccidén sin fungicida fueron contaminadas en su totalidad o sin

respuesta a germinacion.

FIGURA 11 . Desarrollo y germinacion total de las especies en estudio a los 20 dias. a) Germinacién de C.
megarhiza. b) Germinacién de C. coquimbana., bar= 0.5 cm.

En la Figura 12 se puede observar que para los tratamientos con captan utilizados en su
etapa de desinfeccion presentan un 100% de germinacion total a los 20 dias de
tratamiento para ambas especies de cactaceas en comparacion a los tratamientos en los
gue no se les fue aplicado el fungicida en su proceso de desinfeccion, demostrando que

si hay diferencia significativa en los tratamientos.
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FIGURA 12. Porcentaje de germinacion evaluado en un periodo de 20 dias para C. coquimbana y C. megarhiza con
tratamiento de desinfeccion utilizando captan como fungicida y sin captan. Los valores fueron expresados en porcentaje

del 1 al 100%. Diferencias significativas (p<0,05).

34



4.1.2. Tiempo medio de germinacion (MGT)
El tiempo medio de germinacion para C. megarhiza con fungicida en su proceso de
desinfeccion y para el control fue de 5 dias y para C. coquimbana con fungicida en su

proceso de desinfeccion y para el control fue 4 dias, habiendo diferencias significativas

en MGT entre especies, pero no tratamientos (Figura 13).
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FIGURA 13 . Tiempo medio de germinacion evaluado en un periodo de 20 dias para C. coquimbana y C. megarhiza con
tratamiento de desinfeccioén utilizando captan como fungiciday sin captan. Test utilizado HSD Tukey; existieron diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05).
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4.1.3. indice de germinacion (Gl)

A partir de este parametro se evaluo el éxito de la germinacion de las semillas para los
tratamientos en las especies evaluadas. Los resultados arrojaron diferencias
significativas para ambas especies en los dos tratamientos llevados a cabo (Figura 14),
pero para C. coquimbana tuvo un mayor indice de germinacion de 2,49 en la germinacion
que utilizé6 captan en su proceso de desinfeccion y sin captan fue de 1,77. Para C.
megarhiza con la utilizacién de captan fue de 1,94, teniendo un indice mayor que sin la

utilizacion de capitan que fue de 1,18.
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FIGURA 14. indice de germinacién evaluado en un periodo de 20 dias para C. coquimbanay C. megarhiza con tratamiento
de desinfeccion utilizando captan como fungiciday sin captan. Los valores fueron expresados en porcentaje del 1 al 100Test
HSD de Tukey, las letras indican diferencias significativas (p<0,05). Las barras indican errores estandar.
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4.1.4. Porcentaje de contaminacion
El porcentaje de contaminacion en las semillas indicé la proporcion de semillas que
presentan un tipo de contaminacion, como microorganismos, y se calculé tanto para el

tratamiento con fungicida como el control (Figura 14).

N° de semillas contaminadas
N° total de semillas analizadas) X100

Contaminacion (%) = (
Los mejores resultados fueron evaluados para el tratamiento que tuvo menor porcentaje
de contaminacién, y los peores resultados los que tuvieron mayor porcentaje
contaminacion (Figura 15). Para los tratamientos con captan C. megarhiza tuvo una
respuesta de 34% y para C. coquimbana un 0%, mientras que para los tratamientos
controles fue para C. megarhiza de 72% de contaminacion y para C. coquimbana fue de
4% (Figura 16).

FIGURA 15. Placas que muestran el porcentaje de contaminacion en semillas para los tratamientos con fungicida en su
proceso de desinfeccién y paralos controles para ambas especies: a) C. coquimbana b) C. megarhiza.
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FIGURA 16. Porcentaje de contaminacion evaluado en un periodo de 20 dias para C. coquimbana y C. megarhiza con
tratamiento de desinfeccion utilizando captan como fungicida y sin captan. Los valores fueron expresados en porcentaje
del 1 al 100%. Test de Tukey, nivel de diferencias significativas (p<0,05). Las barras indican errores estandar.

38



4.2. PRODUCCION DE PLANTAS IN VITRO
Copiapoa megarhiza

4.2.1. Porcentaje de germinacion (PG)

Para el establecimiento del siguiente tratamiento para la produccion de plantas, luego de
la germinacion de semillas y su periodo de tiempo de 8 semanas de estudio, se obtuvo
el porcentaje de germinacion para todas las semillas de C. megarhiza, obteniendo
diversos resultados (Figura 17). Se registr6 un porcentaje de germinacion total de un
45,37% del total de 108 semillas sembradas, lo que fue demostrado con una curva de

germinacion total. (Figura 18).

FIGURA 17. Desarrollo y germinacién total luego de 8 semanas de la especie C. megarhiza.
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FIGURA 18. Porcentaje de germinacion evaluado en un periodo de 8 semanas para C. megarhiza con tratamiento de
desinfeccidn utilizando captan como fungicida. Los valores fueron expresados en porcentaje del 1 al 100%.

4.2.2. Tiempo medio de germinacion (MGT)

El tiempo medio de germinacién fue evaluado durante las 8 semanas en las que se llevo
a cabo el ensayo (Figura 19). Para lo que fue analizado por los puntos de localizacion de
la especie para tener un promedio estandar del tiempo, dando diferentes respuestas,
estableciendo que no hubo un tiempo medio de germinacion estandar para todas las
semillas ya que CM1 fue de 9 dias, CM2 de 2 dias, CM3 de 3 dias, CM4 de 5 dias, CM7
de 2 dias y CM8 de 5 dias, observandose distintas respuestas, excepto para las semillas
de los puntos CM5, CM6 y CM9 donde no hubo respuesta germinativa.
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FIGURA 19. Tiempo medio de germinacion evaluado en un periodo de 8 semanas para C. megarhiza con tratamiento de
desinfeccidn utilizando captan como fungicida. Los valores fueron expresados en dias. Nivel de significancia (p<0,05).

4.2.3. indice de germinacion (Gl)

Los resultados para el indice de germinacion de las semillas luego de las 8 semanas
fueron analizados con los distintos puntos de la zona de recoleccion de la especie para
la obtencién de resultados (Figura 20). Todos los indices de germinacién estuvieron

cercanos al valor 1, a excepcion de aquellos que no tuvieron respuesta germinativa.
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FIGURA 20. indice de germinacién evaluado en un periodo de 8 semanas para C. megarhiza con tratamiento de desinfeccion
utilizando captan como fungicida. Los valores fueron expresados en valores de 0 a 1. Test de Tukey, las letras indican
diferencias significativas (p<0,05). Las lineas indican errores estandar. Las barras indican errores estandar.

4.2.4. Porcentaje de supervivencia

El porcentaje de supervivencia fue calculado a partir de las semillas germinadas durante
las 8 semanas, para su posterior crecimiento por un periodo de 6 meses de propagacion
en medio de cultivo con reguladores de crecimiento. Fue calculado para a partir de los
puntos de recoleccion de la especie, y presentaron respuesta germinativa a las 8
semanas (Figura 21). El porcentaje de germinacion para CM1 fue de 100%, para CM8
fue de 92%, el CM7 fue 89%, para CM4 de 75% siendo los mejores resultados de
supervivencia, y para CM3 fue de 66% y CM2 de 50%, teniendo respuestas favorables

para todos los que tuvieron respuestas germinativas, desarrollando plantas con raices.
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FIGURA 21. Porcentaje de supervivencia para C. megarhiza en un periodo de 6 meses propagadas en medio de cultivo con
reguladores de crecimiento; plantas desarrolladas a partir de las plantas que tuvieron respuesta germinativa luego de las 8
semanas. Diferencias significativas (p<0,05). Las barras indican errores estandar.

Copiapoa coquimbana

4.2.5. Porcentaje de germinacion (PG)

Para el establecimiento del siguiente ensayo para la produccion de plantas, luego de la
germinacion de semillas y su periodo de tiempo de 8 semanas de estudio, se obtuvo el
porcentaje de germinacion para todas las semillas de C. coquimbana, obteniendo un
38,09% de germinacién de un total de 84 semillas sembradas en los primeros 30 dias,
gue permanecieron constante. Los resultados fueron representados mediante la figura
22.

43



50

40

30 ~

20 ~

Germinacién (%)

10 1

T T T T 1T 1T 17T 17T 1T 1T 1T 1T T 1T 1T T T T T T T T T T T T T T°T1
1 2 ¥ 4 5 & T 8 3 MW 111213 14 15 1 17 15 12 2 3 2 I3 M 5 XD BH W

Tiempo (dias)

FIGURA 22. Porcentaje de germinacion evaluado en un periodo de 8 semanas para C. coquimbana con tratamiento de
desinfeccidn utilizando captan como fungicida. Los valores fueron expresados en porcentaje del 1 al 100%.

4.2.6. Tiempo medio de germinacion (MGT)

El tiempo medio de germinacién fue evaluado durante las 8 semanas en las que se llevo
a cabo el ensayo (Figura 23). Lo que fue analizado por los puntos de localizacion de la
especie, para tener un promedio estandar del tiempo, dando diferentes respuestas,
estableciendo que no hubo un tiempo medio de germinacién estandar para todas las
semillas ya que el CC1 fue de 4 dias, para el CC3 y CC5 de 3 dias, para el CC6 de 5
dias, mientras que para el CC7 fue de 1. Para los CC2 y CCC4 no hubo tiempo medio
de germinacion al no tener respuesta germinativa.
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FIGURA 23. Tiempo medio de germinacion evaluado en un periodo de 8 semanas para C. coquimbana con tratamiento de
desinfeccién utilizando captan como fungicida. Los valores fueron expresados en dias. Diferencias significativas (p<0,05).
Las barras indican errores estandar.

4.2.7. indice de germinacion (Gl)

Los resultados para el indice de germinacion de las semillas luego de las 8 semanas
fueron analizados con los distintos puntos de la zona de recoleccion de la especie para
la obtencion de resultados (Figura 24). Los indices de germinacion variaron en valores

entre 1 a 2, a excepcién de aquellos que no tuvieron respuesta germinativa.

45



10

Gl

™~  Individuos

=
=

CC2 -

CC3 I

CC4 -
CC5
CC6
cc

FIGURA 24. indice de germinacién evaluado en un periodo de 8 semanas para C. coquimbana con tratamiento de
desinfeccion utilizando captan como fungicida. Los valores fueron expresados en valores de 0 a 2. Test de Tukey,
diferencias significativas (p<0,05). Las barras indican errores estandar.

4.2.8. Porcentaje de supervivencia

El porcentaje de supervivencia fue calculado a partir de las semillas germinadas durante
las 8 semanas, para su posterior crecimiento por un periodo de 6 meses de propagacion
en medio de cultivo con reguladores de crecimiento. Fue calculado a partir de los puntos
de recoleccion de la especie, y presentaron respuesta germinativa a las 8 semanas
(Figura 25). El porcentaje de supervivencia para el CC1 fue de 83%, para el CC3 fue de
75%, para el CC5 y CC6 de 50% y para el CC7 de 33%, lo que indicd respuestas

favorables y posteriormente tuvieron desarrollo de plantas con raices.
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FIGURA 25. Porcentaje de supervivencia para C. coquimbana en un periodo de 6 meses propagadas en medio de cultivo
con reguladores de crecimiento; plantas desarrolladas a partir de las plantas que tuvieron respuesta germinativa luego de
las 8 semanas. Test de Tukey, diferencias significativas (p<0,05). Las barras indican errores estandar.
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4.2.9. Porcentaje de supervivencia total de las especies

De un total de 108 semillas (9 sitios de recoleccion) semillas sembradas de C. megarhiza,
un total de 49 semillas dieron respuesta germinativa total, produciendo plantulas con
raices pivotantes con cuello de union a la planta, correspondiendo a un 45,37% del total
sembrado (Figura 26). Para C. coquimbana, de un total de 84 (7 muestras de sitios)
semillas sembradas, 32 semillas presentaron germinacién total con posterior desarrollo
de plantas y raices pivotantes cortas, correspondiendo a un 38,10% del total sembrado.
Esto demostré una similitud de desarrollo con las plantas que crecen en su zona de
origen (Figura 27).
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FIGURA 26. Analisis comparativo en porcentaje total de las especies germinadas totalmente que desarrollaron plantulas de
las especies C. megarhizay C. coquimbana
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FIGURA 27. Desarrollo de planta y raices luego de 6 meses en medio de cultivo con reguladores de crecimiento para C.
coquimbana y C. megarhiza. 9: a) Cultivo in vitro de C. coquimbana b) Cultivo in vitro C. megarhiza. 10): a) Desarrollo
radicular y vegetal de C. coquimbana in vitro b) Desarrollo radicular y vegetal de C. megarhizain vitro
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5. DISCUSION

El estudio de especies, como las presentadas en este estudio, C. megarhiza y C.
coquimbana, adquiere una importancia significativa debido a las diversas probleméticas
gue afectan su desarrollo en sus habitats de origen. Como se menciono, estas especies
integrantes de la familia Cactaceae enfrentan desafios en su conservacion,
especialmente cuando son especies endémicas que estan expuestas a la reduccién de
su poblacién debido a diversos factores, como interferencia antropogénica, destruccion,
degradacion y deterioro de la biodiversidad, expansion de la agricultura, recoleccion
como recursos bioldgicos, y desarrollo residencial y comercial, las que son solo algunas

de las amenazas (Lynch et al. 2020; Goettsch et al. 2015).

Al ser especies endémicas de Chile que enfrentan disminucion de sus poblaciones,
existe la responsabilidad de preservar su patrimonio natural para garantizar la
conservacion de estas cactdceas que se encuentran dentro de categorias como
vulnerable o en peligro de extincién (Hoffmann y Walker 2004). La pérdida de habitat y
la degradacion de los ecosistemas han llevado a una reduccion preocupante de sus
poblaciones (MMA 2006; MMA 2023), lo que aumenta la importancia de realizar
investigaciones que permitan restaurar su poblacion, y establecer estrategias de
conservacion efectivas y acciones de manejo sostenible que contribuyan a la
preservacion de estas y su biodiversidad Unica ante un contexto nacional en constante

cambio y desatrrollo.

Generar nuevas técnicas para un resguardo del material genético, es de gran importancia
para especies de caracter endémico y con reduccién en sus poblaciones, por lo que el
estudio de un protocolo para generar material in vitro y garantizar muestras vegetales
gue presenten caracteristicas similares a las especies en su entorno natural y sitios de

origen.
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Los resultados de este estudio muestran que el protocolo generado obtuvo respuestas
favorables para la germinacion y posterior produccion de plantas in vitro para las

especies estudiadas:

5.1. Ensayo de germinacion

El proceso de desinfeccion fue crucial para la germinacién de ambas especies, usando
fungicida, concentracion de hipoclorito de sodio y etanol, con un lavad, y fue crucial en
la generacion de plantas in vitro, especialmente en el caso de especies en peligro como
de extincion como las cactaceas estudiadas, ya que preservar las plantas madre en su
hébitat natural es de suma importancia (Lema-Ruminska et al. 2014). Esto se puede
discutir a partir de que la cubierta de la semilla de cactaceas confiere una mayor
resistencia a altas concentraciones y duraciones de agentes de esterilizacion en
comparacién con las partes verdes de las plantas (Da Costa et al. 2001), lo que ha
llevado al uso de diversos agentes desinfectantes para mejorar la germinacion in vitro.
En cactaceas, se ha empleado ampliamente el hipoclorito de sodio, aunque su eficiencia
es baja si no se combina con otros agentes desinfectantes, como el etanol, lo que ha
demostrado ser mas efectivo para neutralizar la contaminacién (Estrada-Luna et al. 2008;
Bhau and Wakhlu 2015; Pérez-Molphe-Balch et al. 2015). También se han utilizado
soluciones biocidas que contienen fungicidas, como captan a 3 mg/L, para lograr una
eficiencia de esterilizacion cercana al 90% en la desinfeccion de la superficie de las
semillas (Astello-Garcia et al. 2013), lo que demuestra la eficacia de los resultados en la
prueba de germinacion. Respecto a las concentraciones de hipoclorito y etanol, se han
obtenido buenos resultados al desinfectar las semillas de cactus con etanol al 70%

durante 1 minuto y soluciones de hipoclorito de sodio cercanas al 1% (Castro et al. 2011).

En el caso de las condiciones in vitro, la humedad en el recipiente de cultivo favorece a
algunas especies de semillas que naturalmente tienen una baja tasa de germinacién o
germinan de forma retardadas, antecedentes expuestos resaltan que las semillas de

Copiapoa tienen una germinaciéon ex situ mas lenta o poco exitosa en comparacién con
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los resultados obtenidos en el presente estudio, donde las especies Copiapoa megarhiza
y Copiapoa coquimbana alcanzaron un porcentaje de germinacion del 100% a los 20

dias del ensayo.

Es importante mencionar que las semillas utilizadas para la micropropagacion deben
germinar a temperaturas tipicas de cultivo in vitro de 20 = 2°C (Bouzroud et al. 2022).
Ademas, en este estudio se demostré que la germinacion puede ocurrir incluso sin
agregar reguladores de crecimiento al medio de cultivo, solo con la adicion de fuentes de
carbono como sacarosa y agentes gelificantes como el agar, lo que presenta ventajas al
evitar la estimulacion de contaminacion enddfita no deseada y sus efectos negativos en
la regeneracion y enraizamiento temprano de las plantulas generadas (Vidican et al.
2011).

5.2. Produccioén de plantas in vitro

Los resultados presentados indican que la generacién de plantas a través de técnicas de
cultivo in vitro fue exitosa para ambas especies. Esto puede atribuirse a que la
micropropagacion es un proceso realizado bajo condiciones asépticas y que utiliza
pequefias porciones de una planta y ha sido demostrado a través de diversos estudios
en el cual se han obtenido plantas a produccion de gran escala para diversas variedades
y especies comerciales, Yy utilizada como una herramienta para la conservacion de
especies en peligro de extincion (Lema-Ruminska et al. 2013; Lema-Ruminska et al.
2014; Hughes 2017; Jesus et al. 2019; Bouzroud et al. 2022).

Se obtuvieron plantas in vitro sanas y con caracteristicas morfolégicas como las especies
de origen, esto se pudo haber debido a la compaosicion del medio de cultivo, que incluyo
reguladores de crecimiento, una fuente de carbono, pH ajustado y agar jugd un papel
importante en la generacion de plantas in vitro. Es esencial encontrar el equilibrio

adecuado de reguladores de crecimiento, ya que un exceso puede ser perjudicial y
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provocar deformaciones morfoldgicas y retraso en el enraizamiento (Quiala et al. 2009;
Arellano-Perusquia et al. 2013; Lema-Ruminska et al. 2014). El aumento en la longitud
de los brotes in vitro observado en este estudio se atribuye a la presencia de auxinas,
gue estimulan la division y elongacién natural de las células, este estimulo también puede
lograrse mediante la combinacién de altas cantidades de citoquininas y cantidades
moderadas de auxinas (La Ojl and Pe 2020); los brotes generados mediante
micropropagacion crecen mas rapidamente en comparacion con las plantas propagadas
tradicionalmente en invernaderos, lo cual es de particular importancia para taxones de
crecimiento lento (Lema-Ruminska y Kulus 2014) ya que en condiciones naturales, el
crecimiento del tallo de algunas especies de cactus puede tardar de 2 a 3 afios en
invernaderos y mas de 4 afos en la naturaleza (Santos-Diaz et al. 2003). Sin embargo,
bajo condiciones in vitro controladas como las que se mantuvieron en este estudio en la
gue se incluyen humedad, contenido de sacarosa y reguladores de crecimiento
adecuados, el desarrollo de las plantulas de cactaceas puede ser varias veces mas
rapido que en condiciones ex vitro (Balen et al. 2009; Hua et al. 2015). Esto fue verificado
en el presente estudio, donde las especies estudiadas lograron desarrollar sistemas

radiculares y crecimiento en un periodo de solo 6 meses.

Se obtuvieron plantas in vitro saludables y con caracteristicas morfolégicas similares a
las especies de origen. Estos resultados pueden atribuirse a la composicién adecuada
del medio de cultivo Murashige and Skoog, que es el mas utilizado en cactaceas para
cultivo in vitro, junto con reguladores de crecimiento, fuente de carbono como la
sacarosa, pH ajustado y agar, lo que desempefid un papel crucial en la generacion
exitosa de las plantas in vitro. Es importante destacar que encontrar el equilibrio
adecuado de reguladores de crecimiento es esencial, ya que un exceso de estos puede
provocar deformaciones morfologicas y retrasar el enraizamiento (Lema-Ruminska et al.
2013; Lema-Ruminska et al. 2014; Hughes 2017; Jesus et al. 2019; Bouzroud et al.
2022).

El incremento en la longitud de los brotes in vitro observado en este estudio se debe a la

presencia de auxinas, que estimulan la divisién y elongacion natural de las células. Este
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estimulo también puede lograrse mediante la combinacién de altas cantidades de
citoquininas y cantidades moderadas de auxinas (La Ojl and Pe 2020) como fue utilizado

en este estudio.

Se obtuvieron plantas in vitro saludables y con caracteristicas morfolégicas similares a
las especies de origen. Estos resultados se atribuyen a la composicion adecuada del
medio de cultivo, que incluyd reguladores de crecimiento, una fuente de carbono, pH
ajustado y agar, lo cual desempefid un papel crucial en la generacion exitosa de las
plantas in vitro. Es importante destacar que encontrar el equilibrio adecuado de
reguladores de crecimiento es esencial, ya que un exceso de estos puede provocar
deformaciones morfolégicas y retrasar el enraizamiento (Quiala et al. 2009; Arellano-

Perusquia et al. 2013; Lema-Ruminska et al. 2014).

Los brotes generados tuvieron un crecimiento positivo bajo condiciones in vitro
controladas como las utilizadas en este estudio junto con el desarrollo de sistemas
radiculares, esto debido a que las cactaceas crecen mas rapidamente bajo estas
condiciones y puede ser varias veces mas rapido que en condiciones ex vitro (Balen et
al. 2009; Hua et al. 2015) como las tradicionalmente propagadas en invernaderos, lo cual
es especialmente relevante para taxones de crecimiento lento (Lema-Ruminska y Kulus
2014) ya que en condiciones naturales, el crecimiento del tallo de algunas especies de
cactus puede tomar de 2 a 3 afios en invernaderos y mas de 4 afios en la naturaleza
(Santos-Diaz et al. 2003), permitiendo tener plantas durante todo el afio, siendo
especialmente relevante para plantas con requisitos especificos (Lema-Ruminska y
Kulus 2014), como las cactaceas de este estudio, que presentan diferentes zonas
geograficas con distintos niveles de disponibilidad de agua y temperatura, por lo que la
técnica de micropropagacion permite superar las limitaciones asociadas con el clima y
las estaciones, lo que facilita la propagacion y conservacion de especies en condiciones

controladas.
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CONCLUSIONES

Los ensayos de germinacion in vitro utilizando diferentes tratamientos de
desinfeccion demostraron la importancia de la desinfeccion en la germinacion
exitosa de las semillas. El tratamiento con fungicida (Captan 100 gr Anasac)
demostré resultados significativamente superiores en cuanto a porcentaje de
germinacion, tiempo medio de germinacion e indice de germinacion en

comparacion con el tratamiento sin fungicida en el proceso de germinacion.

Los resultados obtenidos en la tasa de germinacion de ambas especies
demostraron que las semillas tratadas con el fungicida alcanzaron una tasa de
germinacién del 100% en un periodo de 20 dias. Por otro lado, las semillas que
no fueron desinfectadas con el fungicida mostraron alta contaminacion o falta de
respuesta germinativa. Ademas, se observé que las semillas tratadas con el
fungicida tuvieron un tiempo medio de germinacién mas corto, lo que indica una
germinacion mas rapida en comparacion con las semillas no tratadas. El indice de
germinaciéon también fue significativamente mayor en las semillas tratadas con el
fungicida, lo que indica la eficacia del tratamiento para el éxito de la germinacién.
Por dltimo, el porcentaje de contaminacién en las semillas fue menor cuando se
aplico el fungicida durante el proceso de desinfeccion, lo que confirma la

efectividad de este tratamiento en la reduccién de la contaminacion.

El establecimiento exitoso de las plantas germinadas in vitro de las semillas de los
puntos de recoleccion de C. megarhiza y C. coquimbana en medio de cultivo
complementado con hormonas de crecimiento fue evidenciado por el porcentaje
de supervivencia alcanzado en un periodo de 6 meses. Los individuos que
tuvieron respuesta germinativa presentaron porcentajes exitosos de
supervivencia, lo que puede demostrar una viabilidad del protocolo de cultivo in

vitro con la formacion de plantulas y raices.
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Estos resultados proporcionan una base para estudios a futuro en estas especies y
aplicaciones en la propagacion y conservacion de estas especies de cactus, para lo cual
se pueden afiadir estudios posteriores de citologia para estudios de viabilidad genética

en las plantas producidas mediante este protocolo, o protocolos en base al disefiado.
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