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RESUMEN

Para los bancos de germoplasma enfocados en semillas, el mayor desafio es
mantener la calidad fisiologica del material durante un largo periodo de tiempo. Para
promover la germinacion, se han evaluado alternativas como el tratamiento de
semillas con hormonas vegetales, con quitina y sus derivados y estratificacion de
semillas en frio. Se han encontrado resultados alentadores utilizando
concentraciones exdgenas de giberelinas, 4cido indolacético y melatonina, pero su
alto costo limita su accesibilidad. En busca de optimizar la germinacién en
Colobanthus quitensis, una planta que crece en condiciones extremas como la
Antértica y sobre la cual se realizan varios estudios de adaptacion a estrés abidtico,
en este estudio se evalud el efecto del tiempo de conservacion, la modificacion del
medio de germinacion y diferentes tratamientos osmoéticos en la capacidad de
germinacion in vitro de las semillas. Se encontr6 que un medio sin adicion de
nutrientes (agar + sacarosa) promueve una mayor germinacion en comparacion a
medios con diferentes concentraciones del medio basal Murashige y Skoog (MS). El
tratamiento osmotico con PEG y KCl demostré ser efectivo para mejorar la
germinacién de las semillas. Los productos a base de quitina, en las concentraciones
probadas, no mostraron mejoras significativas en la germinacion. Se concluye que, el
tiempo de conservacion afecta significativamente la germinacién de las semillas de
C. quitensis, y la modificacion del medio de germinacion y el tratamiento osmotico
pueden mejorar este proceso. Estos resultados son fundamentales para la
propagacion y conservacion adecuada de C. quitensis en bancos de germoplasma.
Se sugiere continuar investigando y optimizando los tratamientos para aumentar la
viabilidad de las semillas y facilitar la investigacion con esta especie. Ademas, se
recomienda investigar posibles mecanismos de dormancia y analizar su influencia en

la germinacion de las semillas de C. quitensis.
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ABSTRACT

For germplasm banks focused on seeds, the major challenge is to maintain the
physiological quality of the material over a long period of time. To promote
germination, alternatives such as seed treatment with plant hormones, chitin and its
derivatives and cold stratification of seeds have been evaluated. Encouraging results
have been found using exogenous concentrations of gibberellins, indolacetic acid and
melatonin, but their high cost limits their accessibility. In search of optimizing
germination in Colobanthus quitensis, a plant that grows in extreme conditions such
as Antarctica and on which several studies of adaptation to abiotic stress have been
carried out, this study evaluated the effect of storage time, modification of the
germination medium and different osmotic treatments on the in vitro germination
capacity of seeds. A medium with no nutrient addition (agar + sucrose) was found to
promote higher germination compared to media with different concentrations of
Murashige and Skoog (MS) basal medium. Osmotic treatment with PEG and KCI
proved to be effective in improving seed germination. Chitin-based products, at the
concentrations tested, did not show significant improvements in germination. It is
concluded that, storage time significantly affects the germination of C. quitensis seeds,
and modification of the germination medium and osmotic treatment can improve this
process. These results are fundamental for the proper propagation and conservation
of C. quitensis in germplasm banks. It is suggested to continue investigating and
optimizing treatments to increase seed viability and facilitate research with this
species. In addition, it is recommended to investigate possible dormancy mechanisms

and analyze their influence on the germination of C. quitensis seeds.
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1. INTRODUCCION

Los bancos de germoplasma tienen como objetivo conservar plantas de interes,
optimizar su conservacion y brindar conocimientos cientificos sobre el uso de los
recursos fitogenéticos (Cortés et al. 2017). EI mayor reto de los bancos de
germoplasma enfocados en la conservacion de semillas es mantener un material con

alta calidad fisiol6gica durante el mayor tiempo posible (FAO, 2014).

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. (Caryophyllaceae) se distribuye desde México
hasta la peninsula Antartica desarrollandose en condiciones de fuertes vientos, bajas
temperaturas, baja disponibilidad de nutrientes, déficit hidrico, alta radiacion UV,
aerosoles de agua salada y cobertura de nieve (Alberdi et al. 2002; Smith, 2003;
Chwedorzewska, 2009), por lo que sus mecanismos morfologicos, fisioldgicos,
bioquimicos y genéticos han sido estudiados (Cuba-Diaz et al. 2014; 2017b; Koc et
al. 2018). Por esta razon, C. quitensis puede ser empleada como modelo para
estudios ecofisiologicos sobre estrés ambiental (Cuba-Diaz et al. 2014; 2019). La
inaccesibilidad a las areas de distribucién es una limitante para el desarrollo de
investigaciones que utilizan a C. quitensis como planta modelo; por lo que, nueve de
sus poblaciones se propagan en el Laboratorio de Biotecnologia y Estudios
Ambientales (LBEA) de la Universidad de Concepcion, Campus Los Angeles, lo que
ha generado la creacion de una coleccion activa de germoplasma. Con el desarrollo
de pruebas de germinacion, se ha observado que algunas poblaciones de C. quitensis
tienen dificultades para germinar, lo que se ha relacionado con la presencia de
dormancia (Gielwanoswska et al. 2011; Cuba-Diaz et al. 2019) o al deterioro producto
del tiempo de conservacion. Los problemas germinativos dificultan la propagacion de
la especie en condiciones controladas y, por tanto, el correcto funcionamiento de la

coleccién de plantas antarticas del LBEA.

Existen variadas alternativas para promover la germinacién como el empleo de la
estratificacion de semillas en frio o la escarificacion con acido sulfarico (H2SOa4)
(Pipinis et al. 2017; Cuba-Diaz et al. 2019), el tratamiento con hormonas vegetales
(Tourmietal. 2017) o el tratamiento osmético (De Carvalho et al. 2017). La efectividad

de estos tratamientos depende de la especie, aunque la meta es encontrar la
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alternativa mas econdmica que promueva en mayor medida la capacidad de

germinacion de las semillas (Coelho y Romano 2021; Mihir et al. 2022).

El tratamiento de las semillas con concentraciones exdgenas de giberelinas, acido
indolacético y melatonina contribuye a incrementar la germinacion y aumenta la
cantidad de pelos radicales, con lo que se incrementa la captacion de nutrientes
promoviendo el crecimiento y rendimiento de las plantas (Park et al. 2005; Carranza
et al. 2016). A pesar de la eficacia de estas hormonas, su costo es elevado, lo que
dificulta su accesibilidad (Alvarez et al. 2020) y existen reportes donde se considera
gue la acumulacion de hormonas es un factor que puede afectar de forma positiva o
negativa en la germinacion de las semillas (Kosakivska et al. 2019). Una alternativa
para mejorar el proceso germinativo se centra en modificar el medio de germinacién
(Miransari y Smith, 2014) utilizando, entre otros, productos naturales a base de
quitina; los cuales son econémicos y han favorecido el proceso germinativo en
especies como Dendrobiun digibbum var. Compactum CT White (orquidea cooktown)
y Dendrobium formosum Roxb. Ex Lindl (Coelho y Romano, 2021). Por otro lado, el
osmo-acondicionamiento o tratamiento osmoético de las semillas con sales puede
promover la capacidad de germinacién, ya que regula la tasa de absorcién de agua
de las semillas contribuyendo a la uniformidad del crecimiento inicial de las plantulas
(Marin et al. 2007; Yang et al. 2021). En el manejo de C. quitensis son pocas las
experiencias que evallan estrategias que estimulan la germinacién, por lo que, el
objetivo de esta investigacion es evaluar alternativas para potenciar la germinacion
de las semillas de C. quitensis in vitro. Esta investigacion contribuye al cumplimiento
de dos de Los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la agenda 2030 de las
Naciones Unidas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Bancos de germoplasma

Los bancos de germoplasma son colecciones de material vivo en forma de semillas,
bulbos, poleny esporas que se conservan a temperaturas entre -20°C y 4°C, aunque
se pueden conservar a -196°C (criopreservacion); para mantener el material con
Optima calidad fisioldgica por el mayor tiempo posible (Solberg et al. 2020). Segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO): “los
bancos de germoplasma desempefian un papel fundamental en la conservacion, la
disponibilidad y el uso de una amplia diversidad fitogenética para la mejora de los
cultivos y con ello la seguridad alimentaria y nutricional”. Ademas de asegurar la
disponibilidad continua de los recursos fitogenéticos para futuras investigaciones,
reproducciones y mejora del suministro de semillas para un sistema agricola

sostenible y resiliente (Cortés et al. 2017).

La conservaciéon de semillas en bancos de germoplasma es la forma mas eficaz de
conservar, compartir y mejorar genéticamente la agrobiodiversidad (Whithehouse et
al. 2020). Cada especie requiere de protocolos de almacenamiento propios para
optimizar su conservacion. Los bancos de germoplasma verifican la calidad fisiol6gica
de sus semillas mediante el desarrollo de pruebas de germinacion y analisis de vigor
(Mangena, 2021). Para el correcto desarrollo de estas pruebas, se deben conocer las
caracteristicas de las especies que se estan analizando (Yang et al. 2021). La
inadecuada conservacion de semillas genera su deterioro, el cual esta asociado con
la pérdida de la integridad de las membranas celulares, cambios en las actividades
enziméaticas, disminucion en la actividad de las proteinas y en la sintesis de acidos

nucleicos, asi como dafios en el ADN (Arellano et al. 2022).

Desde 2009 en el Campus Los Angeles de la Universidad de Concepcion, se
mantiene una coleccién de especies vasculares antarticas, donde se mantienen
diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis, asi como ejemplares de
Deschampsia antarctica (segunda especie nativa de la Antéartica) y de las especies
no nativas de Poa annua y Juncus bufonius. Esto ha permitido la obtencion de una

coleccién de semillas de C. quitensis provenientes de su propagacion y crecimiento
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en condiciones controladas en el LBEA. C. quitensis, ha sido ampliamente estudiada
dentro del LBEA por su potencial aplicacion biotecnologica orientada en el
perfeccionamiento de protocolos de cultivo in vitro (Acufia, 2014; Cuba-Diaz et al.
2014, 2020; Burgos, 2020), su respuesta fisiologica a la salinidad (Kastel, 2014;
Klagges, 2015; Cuba-Diaz et al. 2017a), los efectos de los iones de Fe®*" en la
germinacion (Farias, 2018) y ademas del manejo y analisis de semillas en los bancos
de germoplasma (Cuba-Diaz et al. 2019; Vasquez, 2019). De las cuales, varias de

estas lineas de investigacion, contindan actualmente en desarrollo en el LBEA.

2.2 Colobanthus quitensis

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. Pertenece a la familia Caryophyllaceae,
comunmente conocida como perla o clavelito antartico, se distribuye desde los 17°N
(México) hasta los 68°S (Peninsula Antartica) y en rangos altitudinales que van desde
los 0 a los 4200 m s.n.m (Smith et al. 2003; Convey 2012, Cuba-Diaz et al. 2019).
Esta amplia distribucion latitudinal y altitudinal (Moore 1970) ha contribuido a la
variabilidad fenotipica y genética en sus poblaciones (Gianoli et al. 2004; Cuba-Diaz
et al. 2017b). Para realizar investigaciones sin necesidad de acceder a sus zonas
naturales de distribucién, es vital poseer material vegetal de diferentes poblaciones
gue representan su diversidad genética, lo que se ha logrado mediante su
propagacion en condiciones de laboratorio (Sanhueza et al. 2017; Cuba- Diaz et al.
2014, 2019, 2020). Esto ha permitido generar un banco de semillas producidas ex
situ, donde se han observado rapidas pérdidas de germinacion (Cuba-Diaz et al.

2019), cuya causa aun no se ha definido.

La propagacion en condiciones de laboratorio ha permitido identificar que la
germinacion de C. quitensis se prolonga entre los 30 a 60 dias (Kellmann-Sopyla y
Gielwanoswska, 2015; Farias, 2018; Cuba-Diaz et al. 2019), aunque su tiempo medio
de germinacién se encuentra entre los dias 11 y 20 (Sanhueza et al. 2017). Diversas
investigaciones se han enfocado en analizar en qué condiciones de estrés, C.
guitensis es capaz de germinar y como esto influye sobre los indices germinativos
(Cuba-Diaz et al. 2015; Sanhueza et al. 2017; Vasquez 2017; Farias 2018; Dulska et

al. 2019). Sin embargo, pocos hacen alusion al empleo de alternativas para promover
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este proceso, uno de los cuales se centrd en el efecto de la escarificacién con acido
sulfurico y la estratificacion en frio (Cuba-Diaz et al., 2019). A pesar de esto, las
poblaciones antarticas mantienen porcentajes de germinacién bajos, mientras que el
tiempo de germinacion es elevado (Cuba-Diaz et al. 2019), por lo que se deben

buscar alternativas para favorecer este proceso.

2.3 Alternativas para potenciar la germinacion

Una de las primeras causas que genera problemas germinativos es el empleo de
protocolos inadecuados de germinacién, por lo que la modificacion de factores
externos como la iluminacién, temperatura y humedad pueden ser la respuesta a este
problema (Varela et al. 2011). En estudios de germinacion en lentejas, se observo
gque el empleo de luz continua favorece este proceso y modifica los perfiles
polifendlicos y la actividad bioldgica de las semillas (Swieca et al. 2012; Ostojic et al.
2022). Mientras que la modificacion del tratamiento osmatico y/o la temperatura a la
gue estan sometidas las semillas de Amaranthus dubius (Moyo et al. 2022) y Prosopis
laevigatta aumenta su germinacion (Contreras-Navarrete et al. 2021; Bhatt et al.
2022).

Cuando los problemas en la germinacion se mantienen alin en presencia de
condiciones Optimas y un buen protocolo de germinacion, se pueden emplear
alternativas para potenciar este proceso, por ejemplo, el empleo de hormonas
sintéticas o la escarificacion con acido sulfarico, el cual ha permitido alcanzar un 87%
de germinacion en diferentes especies vegetales (Pereira et al. 2016; Cuba-Diaz et
al. 2019). Ademas, la utilizaciéon de productos a base de quitina o los tratamientos

osmoticos favorecen la germinacion (Ventury et al. 2022).

En algunas especies se puede observar que, al estar en un habitat adaptadas al
déficit hidrico, constante aerosol marino, altas concentraciones de sales y/o bajas
concentraciones de nutrientes, como es el caso de C. quitensis, estas deben
desarrollar adaptaciones y estrategias para sobrevivir. Es por esto que se consideran
estas especies capaces de germinar en condiciones in vitro con menores
requerimientos de macro y micronutrientes, hormonas reguladoras del crecimiento,

entre otros (Llanes et al. 2016; Hussains et al. 2019). Por lo cual, podemos considerar
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gue al utilizar medios bajos en nutrientes pero ricos en azlucares como fuente de

carbono, aumentara la germinacion inicial de esta especie.

2.4 Quitina y sus derivados

Uno de los enfoques para mejorar la germinacion es el uso de productos organicos
de origen natural en el medio de cultivo como alternativa a los reguladores de
crecimiento sintéticos (Wiszniewka et al. 2013), ya que estos influyen sobre procesos
fisiolégicos y bioguimicos de las semillas durante la germinacién (Coelho y Romano,
2021). La quitina es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza, luego
de la celulosa; el cual es un biopolimero lineal, altamente insoluble en agua, ademas
de contener un alto peso molecular y una estructura porosa lo que favorece la
absorciéon de agua (Sastosque-Cala et al. 2007). La quitina esta formada por glucidos
nitrogenados, los cuales forman parte del exoesqueleto de los artrépodos y los
hongos (Lopiz et al. 2017). Los compuestos a base de quitina o sus derivados, han
incrementado el porcentaje de germinacion (Ventury et al. 2022), funcionan como
reguladores del crecimiento en plantas y contribuyen al control de enfermedades y
plagas (Ramirez et al. 2010). Dentro de los derivados de este compuesto se
encuentra el quitosano (CHT) que es la forma desacetilada de la quitina, cuyo
compuesto se ha utilizado para mejorar la germinacion de semillas in vitro y su
crecimiento, asi como para la acumulacién de metabolitos secundarios (Nge et al.
2006; Marmol et al. 2011; Coelho y Romano, 2021). Debido a su origen natural,
disponibilidad, precio, seguridad para los humanos y el medio ambiente; su uso en el
cultivo de tejidos vegetales ha ido en aumento (Kananont et al. 2010), aunque su
empleo aun se encuentra en fase experimental (Coelho y Romano, 2021). Las
nanofibras de quitina (NANOF) son solubles en agua lo que facilita su uso como
fertilizante en el cultivo hidroponico de tomate y como promotor del crecimiento en
coles y fresas (Aklog et al. 2016; Egusa et al. 2020). Ademas, el empleo de estos
productos en los medios de cultivo puede favorecer la germinacion de semillas, ya
sea acelerando el tiempo de germinacion o aumentando el porcentaje de germinacion
(Velasquez, 2008; de Olivera y de Olivera, 2020; Espinosa-Cavazos et al. 2020).
También, se han utilizado para contrarrestar infecciones de patdgenos, ya que

inducen la resistencia sistematica a enfermedades (Parada et al. 2018).
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2.5 Tratamiento osmatico

El osmo-acondicionamiento de las semillas permiten un rapido y sincronizado
establecimiento de plantulas debido a que este tipo de tratamiento promueve la
germinacion (Gammoudi et al. 2021). Es un tratamiento efectivo para retardar el
deterioro fisiolégico de las semillas, propiciado por la produccion de radicales libres
(Black y Bewley, 2000). Esta técnica se ha utilizado en especies como Capsicum
annum L., Lycopersicon, Suaeda maritima y Pinus nigra para obtener una mayor
velocidad en la germinacion (Michel y Kaufmann, 1973; Gammoudi et al. 2021; Seal
et al. 2021).

Los tratamientos osmaoticos mas comunes se basan en el empleo de soluciones de
polietilenglicol (PEG), cloruro de potasio (KCI) y quitosano (CHT) (Labanowska et al.
2013; Su et al. 2021). Estos se aplican en concentraciones entre 1% y 10% (Jorge et
al. 2019; Carvalho et al. 2020; Li et al. 2020) por un periodo de 1 a 5 dias previos a
la germinacion (Semba et al. 2021). A pesar de esto, se ha demostrado que someter
las semillas a este proceso solo por 24 horas genera una mayor efectividad y una

menor pérdida en la capacidad germinativa (Marin et al. 2022).

En cuanto a las soluciones utilizadas en el tratamiento osmotico el uso del PEG en
semillas de tomate, zanahoria, sorgo y cebolla, estimulé en mayor medida la
germinacion (Haigh y Barlow 1987; Marin et al. 2007). En un estudio realizado por
Benadjaoud et al (2002) se evaluo el uso de KCI sobre la capacidad de germinacion
en semillas de Lavandula stoechas bajo condiciones de estrés hidrico y salino; se
demostré6 que el uso de KCI en altas concentraciones aumenté la tasa de
germinacion, al mitigar los efectos negativos de la salinidad y el estrés hidrico en la

germinacion de estas semillas poco tolerantes a la salinidad y el déficit hidrico.
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3. HIPOTESIS

La reduccion del contenido de nutrientes en el medio de germinacién, la adicion de
quitosano o nanofibras de quitina y la aplicacién de tratamientos osmoticos

promueven la germinacion in vitro de semillas de Colobanthus quitensis.

4. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar alternativas para potenciar la germinacion in vitro de semillas de C.

quitensis.

Objetivos especificos

» Investigar el impacto de la modificacion de las concentraciones de
nutrientes en el medio de cultivo in vitro sobre el proceso de germinacion.

» Analizar el efecto de la incorporacion de productos a base de quitina en el
medio de cultivo in vitro sobre la germinacion de las semillas.

» Evaluar el efecto de los tratamientos osmaéticos en las semillas de C.

quitensis como método para mejorar la germinacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de las poblaciones de C. quitensis: Punta Hannah (pH),
Arctowski (pA), La Marisma (pPA), Laredo (pL) y Conguillio (pC) (Fig. 1, Tabla 1), las

cuales se obtuvieron a partir de plantas propagadas en condiciones de jardin comdn

en el LBEA (Fig. Anexo 1). Las plantas se mantienen en recipientes de poliestireno

(Plumavit) con una mezcla de suelo:turba:vermiculita (3:2:1) en cémara de

crecimiento a 13 + 2°C, humedad relativa entre 75-85%, fotoperiodo de 16/8 horas

luz/oscuridad e intensidad luminica de 100+20 umol m s-1. Las semillas obtenidas

de la propagacion vegetal se almacenan a 4°C.

Tabla 1. Sitios de recoleccion de las poblaciones de Colobanthus quitensis.

POBLACION | ABREVIATURA | SITIO DE RECOLECCION | COORDENADAS

Punta Hannah | pH Punta Hannah, Isla | 62°39’S; 60°37°'W
Livingstone, Shetlands del
Sur, Antartica

Arctowski pA Cercanias Base Polaca | 62°09’'S; 58°28'W
Arctowski, Isla Rey Jorge,
Shetlands del Sur,
Antértica

La Marisma pPA Punta Santa Maria, Sur de | 53°22’S; 70°58'W
Punta Arenas

Laredo pL Sector Laredo, Norte de | 53°58’S; 70°49'W
Punta Arenas

Conguillio pC Parque Nacional Conguillio | 38°40’S; 71°39°'W
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Figura 1. Localizaciéon de diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis.
Distribucién de las poblaciones La Parva (pPar), Conguillio (pC), Vega (pV), Laredo
(pL), La Marisma (pPA) y Omora (pOm) Chile. b) Acercamiento del pasaje del Drake
donde se localizan c) las Shetland del Sur y se distribuyen las poblaciones Peninsula
Byers (pBy), Punta Hannah (pH), Arctowski (pA) y Elefante (pEl) (Koc et al., 2018,
modificado por Arroyo 2023). Con flecha roja se sefalan las poblaciones estudiadas

en esta investigacion.

5.2 Experimento 1: Censo de las semillas

Se realizd un inventario de semillas de pH, pA, pPA, pL y pC presentes en el LBEA,
las cuales habian sido colectadas desde los afios 2015 hasta 2022. El objetivo era
ordenar y contabilizar las semillas de las diferentes poblaciones para lo cual se
agruparon por trimestres: S1 (enero, febrero y marzo), S2 (abril, mayo y junio), S3
(ulio, agosto y septiembre) y S4 (octubre, noviembre y diciembre) del afio

correspondiente. El censo se realizo contabilizando las semillas una por una (en el
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caso de las colecciones con menor numero de semillas). En el caso de las
colecciones con mayor numero de semillas, se pesaron 5 mg y se contabilizé la
cantidad de semillas, para luego pesar el total de las semillas y estimar el total de
semillas. Debido al tamafio que tienen estas semillas, se utilizé esta metodologia para

contabilizarlas, ya que al ser pequefias se dificulta su conteo (Fig. 2).

-—

1

Figura 2. Semillas de Colobanthus quitensis sobre papel milimetrado.

5.3 Experimento 2: Efecto del tiempo de conservacion en la capacidad de
germinacion de las poblaciones de C. quitensis

5.3.1 Prueba de germinacién

Previo a la prueba de germinacion se realiz6 una prueba de flotaciébn (Suma vy
Srimathi, 2014), a partir de la cual se seleccionaron las semillas viables para realizar
la prueba de germinacion. Se consideraron como viables las semillas que quedaron
en el fondo del recipiente posterior a las 24 horas en agua destilada. Posteriormente,
las semillas viables se germinaron in vitro, para lo cual se desinfectaron con etanol al
70% por 30 segundos en agitacibn constante en un vortex, seguido de una
esterilizacion con hipoclorito de sodio al 5% (NaOCI 35 gl'! blanqueador comercial)
durante 7 minutos en agitacion. Finalmente, las semillas se enjuagaron tres veces
con agua destilada estéril (Cuba-Diaz et al. 2017a). De cada poblacion se sembraron
doce semillas al azar por placa Petri, considerandose cada placa como una réplica,
con un total de tres réplicas por poblacién. EI medio para la germinacion in vitro
contenia medio MS 100% (Murashige y Skoog, 1962), sacarosa 3%, pH ajustado a
5.7 y agar 0,7%. Las semillas se colocaron a germinar durante 32 dias a temperatura
de 18 + 2°C, con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad y una intensidad luminica

de 45 ymol m?s™. Se consideré como semilla germinada, aquella cuya radicula tenga
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el doble del tamafio de la semilla (Sanhueza et al. 2017; Cuba-Diaz et al. 2019). Con

los datos tomados se calculo el porcentaje de germinacion (PG):

PG (%) = %x 100, donde, n: numero de semillas germinadas al finalizar el ensayo; N:

ndmero total de semillas sembradas.

5.3.2 Analisis de la pérdida de la germinacion de C. quitensis con el tiempo de
conservacion

Se realizO un andlisis de la influencia del tiempo de conservacion sobre la
germinaciéon de C. quitensis, sin tener en cuenta el factor poblacional. Para esto, se
agruparon los datos del experimento anterior, por lo que el n muestral y la cantidad

de réplicas fue diferente para cada periodo de tiempo analizado (Tabla Anexo 1).

5.4 Experimento 3: Modificacién del medio basal de germinacion de C. quitensis
Se realiz6 una prueba de germinacion a semillas con un afio de conservacion, para
lo cual se hizo un “pool” de semillas de diferentes poblaciones de C. quitensis. En
este experimento, solo se modificd las concentraciones de nutrientes del medio de
cultivo basal empleado en el experimento 2, empleandose medio MS (Murashinge y
Shooge, 1962) al 0, 25, 50 y 100%. Para este ensayo se mantuvieron las mismas
condiciones de desinfeccién previas (Cuba-Diaz et al. 2017a) y de germinacion
(Sanhueza et al. 2017; Cuba-Diaz et al. 2019). Se tomaron al azar 15 semillas que
fueron sembradas en placas Petri, con un total de cuatro réplicas por tratamiento,
considerandose cada placa como una réplica. Las semillas utilizadas en este
experimento fueron seleccionadas considerando el periodo de conservacion
entregado en el censo realizado en el experimento 1 y sus fechas se encontraban en
el periodo S1- 2022 (1-3 meses de conservacion a 4°C). De acuerdo con esto se

calcularon los siguientes indices:

5.4.1 Porcentaje de germinacion

5.4.2 Tiempo medio de germinacion (MGT)
MGT =} ni*t/n donde ni: numero de semillas germinadas en el dia t; n: numero de

semillas germinadas en el ensayo.
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5.4.3 Tiempo al que se alcanza el 50% de la germinacion (T50) (Come,1970):

TS50 = [(n/2)—nq)*(T2— T1)]

nz—mny

+ T, donde n: porcentaje final de semillas germinadas, ni:

porcentaje de semillas germinadas por debajo de n/2, n2: porcentaje de semillas
germinadas por encima de n/2, Ti: nUmero de dias que corresponden a ni. y Tz:
namero de dias que corresponden na.

5.5 Experimento 4: Pruebas de germinacion de semillas en medio con derivados
de quitina

5.5.1 Preparaciéon de medios con productos de quitina

En base al mejor medio de cultivo in vitro que se obtuvo en el experimento 4, se
prepararon los nuevos medios a los que se les incorporé NANOF y CHT al 5y 10%.
Debido a las caracteristicas de estos compuestos el pH del medio se ajustd
lentamente a 5.5 para evitar la formacion de grumos (Tabla 2). Al igual que en el
experimento 3, se tomaron al azar 15 semillas que fueron sembradas en placas Petri,
con un total de cuatro réplicas por tratamiento, considerandose cada placa como una
réplica. Las semillas utilizadas en este experimento fueron seleccionadas
considerando el periodo de conservacion entregado en el censo realizado en el
experimento 1 y sus fechas se encontraban en el periodo S1- 2022 (1-3 meses de
conservacion a 4°C). Con estos datos se calculé PG, MGT y T50, descritas en el
punto 5.4.1,5.4.2,5.4. 3.

Tabla 2. Tratamientos con productos de quitina (CHT y NANOF) incorporado en el
medio basal modificado (agar + sacarosa) de germinacion para semillas de

Colobanthus quitensis a pH 5.5.

Tratamiento pH Medio de germinacion
Control pH 5.5 A+S

Nanofibras de quitina 5% pH 5.5 A+ S + NANOF 5%
Nanofibras de quitina 10% | pH 5.5 A+ S + NANOF 10%
Quitosano 5% pH 5.5 A+S+ CHT 5%
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Quitosano 10% pH 5.5 A+ S+ CHT 10%

5.6 Experimento 5: Pruebas de tratamiento osmatico

En este experimento las semillas se sumergieron en agua destilada (control), PEG al
5y 10% (Michel y Kaufman, 1973) y KCl al 5y 10% (Wiggans y Gardner, 1959)
durante 24 h previo a su germinacion in vitro (Tabla 3). Se utilizaron semillas de C.
guitensis de un afio de conservacion, las cuales se colocaron en medio con agar
0,7%, sacarosa 3% y pH 5,7 (Tabla 3). Se mantuvieron las mismas condiciones de
desinfeccion antes mencionadas (Sanhueza et al. 2017; Cuba-Diaz et al. 2017a,
2019). En esta ocasion, al igual que en el experimento 4, se tomaron al azar 15
semillas que fueron sembradas en placas Petri, con un total de cuatro réplicas por
tratamiento, considerandose cada placa como una réplica. Las semillas utilizadas en
este experimento fueron seleccionadas considerando el periodo de conservacion
entregado en el censo realizado en el experimento 1 y sus fechas se encontraban en
el periodo S1- 2022 (1-3 meses de conservacion a 4°C). Con estos datos se calculd
PG, MGT y T50, como se describi6 en el punto 5.4.1;5.4.2y 5.4. 3.

Tabla 3. Tratamientos osmoticos empleados para estimular la germinacién de
Colobanthus quitensis aplicado 24 horas previas a su sembrado en medio basal de

germinacién modificado (agar + sacarosa).

Tratamiento Periodo Medio + pH

Agua destilada (control) | 24h A+ SconpH5.7
PEG 5% 24h A+ SconpH5.7
PEG 10% 24h A+ SconpHb5.7
KCI 5% 24h A+ SconpH5.7
KCI 10% 24h A+ SconpH5.7
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5.7 Disefio experimental y andlisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los tratamientos y el control se desarrollaron
mediante ANOVA de una via (one way ANOVA), en caso de todos los experimentos
cumpliendo los supuestos de normalidad, homogeneidad de varianza e
independencia de errores, y aplicando el test HSD de Tukey, usando el software
STATISTICA (v12.0). Los gréficos fueron desarrollados utilizando el promedio + DS
con el programa SigmaPlot (v12.0). Letras distintas indican diferencias significativas

entre los tratamientos (p <0,05).

6. RESULTADOS

6.1 Experimento 1: Censo de semillas de C. quitensis.

El censo realizado permitié clasificar y agrupar a las semillas de la coleccion por
trimestres (S1, S2, S3y S4) (Tabla 4). La diferenciacion por trimestres permite realizar
estudios sobre la viabilidad de las semillas de acuerdo con el tiempo de conservacion.
Se observo que las poblaciones que contaban con mayor nimero de semillas fueron
pL con 110.819 semillas de los afios 2017 a 2022 y pC con 61.311 semillas de los
afos 2015 a 2021. De las cinco poblaciones censadas, pH, pA, pPA 'y pL cuentan con
semillas colectadas durante el primer trimestre del afio 2022 lo que facilitd la seleccion

de material para los ensayos posteriores.

Tabla 4. Censo de semillas de diferentes poblaciones de Colobanthus quitensis de la
colecciéon del LBEA. En el cuadro de los meses, se hace referencia al periodo de
tiempo (meses) que llevaban almacenadas las semillas al momento del censo. El
periodo se clasifico en S1 (enero-febrero-marzo), S2 (abril-mayo-junio), S3 (julio-

agosto-septiembre) y S4 (octubre-noviembre-diciembre).
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Poblacién [Periodo |Peso de semillas total (mg) [NUmero de semillas estimadas |Meses
$4-2020 67,4 1.375 16218
pH $3-2021 108,3 2.209 7a9
$4-2021 72 1.469 4a6
$2-2020 344,7 5.791 22a24
oA $3-2020 522,8 8.783 19a21
$1-2021 675,7 11.352 13a15
$4-2021 215,9 3.612 4a6
S2-2019 38,1 594 34a36
oPA $2-2021 155,9 2.432 10a 12
$4-2021 618,3 9.645 4a6
$1-2022 617,8 9.638 la3
$4-2017 462,5 8.048 52a54
$1-2020 106,9 1.860 25a 27
$2-2020 233,9 4.070 22a24
$3-2020 841,8 14.647 19a21
ol S4-2020 551,1 9.589 16a 18
$1-2021 889,1 15.470 13a15
$2-2021 772 13.433 10a12
$3-2021 893 15.538 7a9
$4-2021 853,1 14.844 4a6
$1-2022 765,5 13.320 la3
$3-2015 487,1 9.060 82a84
$2-2016 669,2 12.447 70a 72
S2-2017 318,6 5.915 58 a 60
pC $1-2020 801,8 14.913 25a 27
$3-2020 850,2 15.814 19a21
$4-2020 61,7 1.148 16a18
$2-2021 108,3 2.014 10a 12

6.2 Experimento 2: Capacidad de germinacion de las poblaciones de C.
quitensis con el tiempo de conservacion.

En el caso de pPA se mantienen los porcentajes de germinacion cercanos al 100%
en todo el periodo de andlisis, pC pierde su porcentaje de germinacién posterior a los
24 meses de conservacion, y en el caso de pL se mantiene su porcentaje de
germinacion alto durante los meses 7 a 24 de conservacion, con valores que superan
el 60% de germinacion, mientras que las poblaciones pH y pA durante los primeros

meses de conservacion tuvieron una baja e incluso nula germinacion (Fig. 3a 'y 3b).
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Las semillas de pL y pC con mas de 2 afios de conservacion mostraron una
disminucion de su germinacion(Fig. 3 d y e), mientras que pPA no se vio afectada
(Fig. 3c).
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Figura 3. Porcentaje de germinacion en semillas de las poblaciones de Colobanthus

quitensis con distintos tiempos de almacenamiento (mes 1 hasta mes 84 de
almacenamiento). a) poblacién Punta Hannah (pH); b) Arctowski (pA); ¢) La Marisma
(pPA); d) Laredo (pL) y e) Conguillio (pC). Todos los tratamientos se evaluaron hasta
los 30 dias desde la siembra. Las barras representan el promedio + DS (n= 15, 4
réplicas). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun
ANOVA de una via seguido de un test de Tuckey HSD (p<0,05).
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6.2.1 Prueba de germinacion C. quitensis sin tener en cuenta el factor
poblacional.

Al analizar el comportamiento germinativo de C. quitensis, en funcion del tiempo de
almacenamiento se observo que hasta los 9 meses de conservacion la germinacion
tiende a ser menor que en las semillas conservadas por 12 a 36 meses. Posterior a

este tiempo, hay una disminucion significativa del porcentaje de germinacion (Fig. 4).
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Figura 4. Porcentaje de germinacion de Colobanthus quitensis en funcién del tiempo
de conservacion obviando las poblaciones. Se evalué a los 30 dias desde su
sembrado. Las barras representan el promedio + DS (n= 15, 4 réplicas). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA de una

via seguido de un test de Tuckey HSD (p=<0,05).

6.3 Experimento 3: Modificacién del medio basal de germinacién de C. quitensis
6.3.1 Porcentaje de germinacion de semillas sembradas en medios con distintas
concentraciones de MS

Al realizar la prueba de germinacion con diferentes concentraciones de MS en los
medios (0, 25, 50 y 100), se observé que el mayor porcentaje de germinacion se

obtuvo en el medio sin MS (46,5%) mientras que los menores porcentajes de
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germinacién se registraron en los medios con 25% (26,7%), 50% y 100% de MS
(24,4% en ambos casos) (Fig. 5).
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Figura 5. Porcentaje de germinacion de semillas de Colobanthus quitensis
sembradas en medios con distinta concentracién (%) de Murashige y Skoog (MS)
Todos los tratamientos se evaluaron hasta los 30 dias desde su sembrado. Las barras
representan el promedio £ DS (n= 15, 4 réplicas). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas segun ANOVA de una via seguido de un test de
Tuckey HSD (p=<0,05).

6.3.2 Tiempo medio de germinacion de semillas sembradas en medios con
distintas concentraciones de MS

No se observaron diferencias significativas entre las distintas concentraciones del
medio (agar + sacarosa, MS al 25%, 50% y 100%) en el tiempo medio de germinacién
(MGT) (Fig. 6). Donde en el medio con MS 50% se establece un MGT de 9,11 dias;
MS 25% de 9,91 dias; MS 100% de 10 dias y finalizando con agar + sacarosa con
10,38 dias.
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Figura 6. Tiempo medio de germinacion de semillas (dias) de Colobanthus quitensis
sembradas en medios con distinta concentracion de Murashige y Skoog (MS). Todos
los tratamientos se evaluaron hasta los 30 dias desde su sembrado. Las barras
representan el promedio £ DS (n= 15, 4 réplicas) utilizando un total de 240 semillas.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun ANOVA

de una via seguido de un test de Tuckey HSD (p<0,05).

6.3.3 Tiempo al que se alcanza el 50% de la germinacion (T50) de semillas
sembradas en medios con distintas concentraciones de MS

El tiempo al que se alcanza el 50% de la germinacién de C. quitensis, es similar para
todos los tratamientos. Para el medio con agar 0,7% y sacarosa al 3%, se observé un
T50 de 8 dias al igual que el medio con 25% y 100% MS. Mientras que para el medio
con 50% de MS, el T50 se alcanz6 a los 7,5 dias (Fig. 7).
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Figura 7. T50% de las semillas de Colobanthus quitensis sembradas en medios con
distintas concentraciones de Murashige y Skoog (MS). Todos los tratamientos se
evaluaron hasta los 30 dias desde su sembrado. Las barras representan el promedio
+ DS (n= 15, 4 réplicas) utilizando un total de 240 semillas. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas segun ANOVA de una via seguido de un
test de Tuckey HSD (p=<0,05).

6.4 Experimento 4: Pruebas de germinacion de semillas en medio con
componentes de quitina

6.4.1 Porcentaje de germinacién con productos de quitina

La incorporacion de NANOF y CHT al medio de cultivo no estimul6 positivamente el
PG respecto al control. Los PG mas altos se obtuvieron en el medio sin compuestos
de quitina (control) (40%), seguido de CHT 5% (38%), NANOF al 5% (37%) y 10%
(30%). El tratamiento con CHT 10% (26,7%) gener6 el menor PG respecto al control
(Fig. 8a).

6.4.2 Tiempo medio de germinacion en medios con productos de quitina
Segun el analisis MGT utilizando productos de quitina, NANOF y CHT en diferentes

concentraciones, no se observan diferencias significativas entre los tratamientos. En
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donde se puede observar que el mejor resultado se ve reflejado en el control con un
MGT de 6 dias, al igual que en el caso de NANOF al 5%, en el caso de NANOF al
10%, CHT al 5% y 10%, el MGT arroj6é como resultado 8 dias (Fig. 8b).
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Figura 8. Porcentaje de germinacion (a), tiempo medio de germinacion (b) y T50 (c)
de semillas de Colobanthus quitensis en medios de cultivo in vitro con productos
derivados de quitina adheridos al medio. Todos los tratamientos se evaluaron hasta
los 30 dias desde su sembrado. Las barras representan el promedio + DS (n= 15, 4
réplicas) utilizando un total de 300 semillas. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas segan ANOVA de una via seguido de un test de
Tuckey HSD (p<0,05).

6.4.3 T50 de semillas con productos de quitina
Se observo al igual que en el caso del MGT, el control nos arroja un mejor resultado
con un T50 igual a 5 dias, en el caso de los medios con NANOF al 5y 10%

incorporado en el medio, obtuvo como resultado 6 dias en los que se demora en
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alcanzar el 50% de germinacion en las semillas, y en el caso de los productos con
CHT al 5y 10% en los medios, se obtuvo el resultado mas alto con un igual a 7 dias
(Fig. 8¢c)

6.5 Experimento 5: Pruebas de tratamiento osmético

6.5.1 Porcentaje de germinacion en semillas con tratamiento osmoético

El empleo de tratamiento osmético con PEG y KCI previo a la germinacion determiné
gue, de todos los tratamientos, los mayores PG se obtuvieron con PEG al 10% y KCI
al 5% (73,3%), seguido de KCl al 10% (67%), para posterior mostrar una disminucion
en el porcentaje en los casos de PEG al 5% (42%) y el control (38%). (Fig. 9a).

6.5.2 Tiempo medio de germinacién (MGT) en semillas con tratamiento
osmotico

Se observaron diferencias significativas en cuanto al MGT, en donde los mejores
resultados se establecieron con PEG al 5%, KCl al 5% y PEG al 10% con un resultado
de 7 dias, seguido por KCI al 10% con 8 dias y finalizando con el control, el cual dio

el resultado mas alto con 9 dias (Fig. 9b)

39



a) 1o b) 2
. a
= a a ®
£ % 10 T ab ab
Z 80 a =
Q T z T
% I oo v Lo
Z 8
= w0 b 3 I T
ir b z
3 it 1 -
5 | 0"
w
g e
< g 4
= m
o] =
O 20
® o,
o a
a p
w
=
0 - : . - - 0 . . . . .
CONTROL PEGS  PEG10 KC1S KC1 10 T . K10
c) 12
a
10 - T Tb
1M .
0
< bf: e
Q 61 T
|2
4
2_
0 - - - - -
CONTROL PEG5  PEG10 KCl 5 KCi10

Figura 9. Porcentaje de germinacion (a), tiempo medio de germinacion (b) y T50 (c)
de semillas de Colobanthus quitensis sometidas a tratamiento osmaético previo a la
siembra en medios basal de germinacion Agar + Sacarosa. Todos los tratamientos
se evaluaron hasta los 30 dias desde su sembrado. Las barras representan el
promedio + DS (n= 15, 4 réplicas) utilizando un total de 300 semillas. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas segun ANOVA de una via seguido
de un test de Tuckey HSD (p<0,05).

6.5.3 Velocidad de germinacion (T50) en semillas con tratamiento osmaotico

El empleo de PEG al 10%, permitié que el 50% de las semillas germinaran en 5,73
dias, seguido por PEG al 5% con un tiempo de 6 dias, con una diferencia decimal
seguido por KCI al 5% con un tiempo de 6,34; KCl al 10% con 7,9 dias y finalizando
con el control, el cual se demor6 en mayor tiempo (8,9 dias) (Fig. 9c).
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7. DISCUSION

El deterioro fisioldgico de las semillas y las condiciones de germinacion son factores
fundamentales que influyen en la capacidad de germinacion (Hernandez et al. 2015).
El tiempo y las condiciones de conservacion de las semillas producen su
envejecimiento, lo que se traduce en su deterioro fisiolégico, el cual constituye un
fendmeno irreversible (Zhang et al. 2021). Se ha observado que las semillas de C.
quitensis producidas ex situ, muestran una reduccion de su capacidad germinativa a
pesar de conservarse a 4°C (Cuba-Diaz et al. 2019). La conservacion a esta
temperatura es frecuente en diferentes especies de interés, ya que, se considera que
las temperaturas mas bajas contribuyen a prevenir el deterioro y prolongar su
longevidad (van Treuren et al. 2018; Davies et al. 2020). Debido a que C. quitensis
posee semillas ortodoxas (Kellmann-Sopyta y Gietwanowska, 2015), Ila
criopreservacion podria ser una alternativa futura para mantener su viabilidad y, por

ende, altos porcentajes de germinacion.

Asi mismo, al crear un entorno 6ptimo para la germinacion y emplear productos que
estimulan este proceso, se pueden atenuar los efectos negativos del deterioro y lograr
mayores porcentajes de germinacion (Ashraf y Foolad, 2005). Esta investigacion se
centré en evaluar el efecto que tienen diferentes procedimientos en el porcentaje de
germinacion (PG), el tiempo medio de germinacion (MGT) y el tiempo que se requiere
para alcanzar el 50% de la germinacion (T50), ya que son tres de los indices mas
empleados para evaluar la viabilidad de los lotes de las semillas (ISTA, 2017; Azis et
al. 2021).

7.1 Experimento 1: Censo de semillas de C. quitensis

Las colecciones de semillas deben tener un control del material que se conservan
con el objetivo de mantener los recursos en 6ptima calidad fisioldgica (Taylor, 2020;
Whitehouse et al. 2020). Existen pocas referencias sobre el proceso germinativo de
semillas de C. quitensis después de su conservacion por diferentes periodos de
tiempo (Kellmann-Sopyla y Gielwanowska, 2015); por esta razon se censo la

coleccion del LABEA. La clasificacion del material por fecha de colecta es una
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practica estandar en las colecciones vegetales, pues permite estimar cudl lote de
semillas tiene mayor probabilidad de presentar deterioro fisiologico (Rao et al. 2007),
aungue esto se confirma realizando pruebas de germinacion y/o vigor (Sanhueza et
al. 2017; Zhou et al. 2019; Raju-Ahmed et al. 2020). El tiempo y condiciones de
conservacion optimos de las semillas varian con la especie (De Vitis et al. 2020). La
posibilidad de conservar semillas de C. quitensis por largos periodos de tiempo, se
debe a su capacidad de producir semillas ortodoxas (Kellmann-Sopyla y

Gielwanowska, 2015; Real Jardin Botanico de Kew, https://data.kew.org/sid/;

Ontivero 2023 com. pers. datos no publicados). A pesar de esto, si se garantizan
temperaturas éptimas y bajos contenidos de humedad relativa se puede prolongar el

periodo de viabilidad de las semillas (Vertucci et al. 1994; Taylor, 2020).

7.2 Experimento 2: Capacidad de germinacion de diferentes poblaciones de C.
quitensis en relacion con el tiempo de conservacion.

Al analizar la capacidad de germinacion de las diferentes poblaciones, se observo
gue el tiempo de conservacion ejercid una influencia negativa en la germinacion,
excepto en pPA (Fig. 3). Esto es de esperarse, ya que a medida que se prolonga la
conservacion, hay mayor probabilidad de que ocurra deterioro de los tejidos, mayor
acumulacion de especies reactivas del oxigeno y dafios en la maquinaria enzimatica,
lo que genera afectaciones en el PG (Wagner y Oplinger, 2017). También, se observo
gue no todas las poblaciones tienen la misma capacidad germinativa o se ven
afectadas de igual forma por el deterioro ocasionado por la conservacion, ya que la
poblacion pH presenté los menores PG independientemente del tiempo de
almacenamiento (Fig. 3a) y se es necesario seguir investigando con esta poblacion.
Estudios anteriores han establecido que las diferentes poblaciones de C. quitensis
tienen diferente capacidad germinativa, siendo las poblaciones antarticas las que
muestran menor porcentaje de germinacién (Cuba-Diaz et al. 2019). Ademas de
observarse que en pA, se vio que el proceso de conservacion en frio le favorece,
pero, no se sabe con seguridad que es lo que sucede posterior a los 24 meses de

conservacion.
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7.2.1 Prueba de germinacién C. quitensis a nivel especie

Al analizar la germinacién sin tener en cuenta el efecto poblacional, se aprecian tres
fases en la viabilidad de las semillas: (1) un periodo de baja germinacion hasta los 9
meses, (2) una maxima germinacion desde los 10 hasta los 36 meses y (3) después
de los 36 meses existe una disminucién de la germinacién, a partir de los 54 meses
(Fig. 4). A pesar de esto, debido a la falta de material conservado entre los 36 y 54
meses se desconoce en qué punto comienza a disminuir la germinacion. La primera
fase detectada puede estar relacionada con la presencia de dormancia en C.
quitensis (Cuba-Diaz et al. 2019), cuya presencia disminuye la capacidad de
germinacion (Klupczynska y Pawtowski, 2021). Por otro lado, la conservacion a bajas
temperaturas se considera un proceso de estratificacion que puede eliminar la
dormancia (Cavieres y Arroyo, 2000; Song et al. 2023) y puede ser una de las razones
de que se detecte una mayor germinacion luego de que las semillas se conservan en
estas condiciones por varios meses. La fase final detectada, se debe al
envejecimiento de las semillas que impide que germinen aun cuando se conserven

en condiciones que favorecen la germinacion(Gokdas et al. 2022).

7.3 Experimento 3: Modificacion del medio de germinacion de C. quitensis

Las plantas que se desarrollan en condiciones extremas, como ambientes aridos,
frios 0 con escasez de recursos, muestran un mejor desempefio germinativo en
medios con baja disponibilidad de nutrientes (Rodriguez et al. 2014). Las especies
adaptadas a estas condiciones presentan estrategias de conservacion de energia,
mayor eficiencia en la germinacién y aprovechamiento 6ptimo de recursos para
prosperar en suelos pobres (Urbina et al. 2015). Las semillas analizadas en este
estudio provenian de plantas cultivadas en jardin comun donde el suelo es fértil, sin
embargo, fueron capaces de germinar mejor en un ambiente sin hormonas o
reguladores del crecimiento (Fig. Anexo 3). Se sabe que las plantas muestran cierto
grado de memoria genética, por lo que una vez que vuelven a ser expuestas a
condiciones de estrés para las cuales presentan adaptaciones son capaces de
responder favorablemente a dicha condicién (Wang et al. 2021). Esto puede haber
influido en que las semillas de C. quitensis tuvieran mayor PG in vitro en el medio

compuesto solo por agar y sacarosa, respecto a las diferentes concentraciones del
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medio MS. Ademas, se sabe que las especies expuestas a ambientes extremos
tienden a germinar mejor en condiciones sin hormonas o reguladores de crecimiento
(Llanes et al. 2016) (Fig. 5).

7.4 Experimento 4. Pruebas de germinaciéon de semillas en medio basal con
componentes de quitina

Las alternativas utilizadas para promover la germinacioén en C. quitensis en estudios
anteriores han sido la escarificacion con &cido sulfturico y la estratificacion en frio,
procesos que pueden ser engorrosos o requerir largos periodos de tiempo (Ruhland
y Day, 2001; Kellmann- Sopyla y Gielwanowska, 2015; Cuba-Diaz et al. 2019). Como
alternativa a estos procedimientos, el empleo de productos derivados de quitina en el

medio de cultivo in vitro surge como una opcion.

Los compuestos de quitina se han utilizado en sus inicios en concentraciones altas
en tratamientos previos al sembrado, ya que potencian la germinacién y estimulan el
crecimiento de las raices. (Tsugita et al., 1993; Khan et al., 2002). En funcion de esto,
se esperaba que tuvieran resultados similares utilizando concentraciones altas
direcramente en los medios de cultivos, ademas, los experimentos de esta
investigacion se enfocaron en el empleo de productos a base de quitina en
concentraciones de 5% y 10%. En semillas de maiz se utilizé 5% de CHT, el cual tuvo
un efecto positivo en el crecimiento de las plantas (raices, retofios y hojas) (Pefia et
al. 2016). Debido a estos resultados se establecidé la incégnita de si a mayor
porcentaje de productos a base de quitina, se pueden ver resultados positivos, tanto
en la germinacion como el desarrollo de las plantulas. De acuerdo con los resultados
entregados dentro del experimento, posterior a los 30 dias se pudo observar un
crecimiento radicular en medios de MS + productos de quitina (Fig. Anexo 4), lo que
concuerda con lo reportado por varios autores (Tang et al. 2014; Mesa et al. 2015;
Mehta et al., 2022; Liao et al. 2023). En uno de los ensayos realizados de manera
preliminar se observo un mayor desarrollo radicular al afiadirle al medio los productos
de quitina (Fig. Anexo 5). Debido a los resultados obtenidos es que se sugiere realizar

otros ensayos, enfocados principalmente en estimular el crecimiento radicular,
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ademas de sugerir que se realicen ensayos con productos de quitina en

concentraciones inferiores a las que ya se utilizaron.

7 5 Experimento 5: Pruebas con tratamientos osmaoticos

Los tratamientos osmaticos se establecieron como una alternativa para estimular los
indicadores del proceso germinativo. De los tratamientos osméticos, el empleo de KCI
al 5%, constituy6 la mejor opcion para estimular la germinacion y disminuir el tiempo
en que se demora en germinar, ya que, si bien no se ven diferencias significativas por
cada indice por separado, al momento de analizar todos los indices en conjunto, el
gue nos entrega un mejor resultado es este (Fig. 9). Estos beneficios se observaron
cuando se empled KCI para estimular el porcentaje de germinacion de Cichorium
intybus, ademas de disminuir gradualmente el tiempo en que se demoraron las
semillas en germinar (Sadeghi y Robati, 2015). Segun un estudio realizado por
Sadeghi y Robati (2012), el KCI demostré la mayor eficiencia en el proceso de
germinacion en semillas, esto de acuerdo con la ventaja osmética que tiene el ion
potasio (K*) para mejorar la saturacion de agua en las células de la semilla. Esto
significa que el potasio podria facilitar la absorcion de agua por parte de las células
de la semilla, lo cual es esencial para que comience el proceso de germinacion
(Elouaer y Hannachi, 2012). Un menor tiempo requerido para la germinacién genera
ventajas en el establecimiento, crecimiento, y desarrollo de plantulas en condiciones
de estrés (Roni et al. 2015; Almas et al. 2013). Por tanto, para C. quitensis es
beneficioso que sus semillas germinen rdpidamente ya que la mayoria de sus habitats
estan asociadas a condiciones ambientales extremas (Moore, 1970; Cuba-Diaz et al.
2013).

El empleo de PEG al 10% y KCI al 5% permitié obtener un PG de 73,3% (Fig. 9a), sin
embargo, de ambos tratamientos, el KCI al 5% logré disminuir el tiempo requerido
para el proceso de germinacion (Fig. 9b y c). Por esta razon, se considero que el KCI
al 5% resulté ser el mejor tratamiento osmatico. Ademas, aumento el largo radicular

respecto al control (Figs. Anexo 6;7).
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8. CONCLUSIONES

e EIl tiempo de conservacion influye en el PG de C. quitenis, aunque no afecta
por igual a todas las poblaciones.

e La viabilidad de las semillas de C. quitensis no se ve afectada hasta los 36
meses de conservacion y luego disminuye desde los 54 meses de
conservacion a 4°C.

e El medio de germinacién compuesto solo por agar y sacarosa estimula la
germinacién en mayor porcentaje en C. quitensis.

e El empleo de KCI al 5% como tratamiento osmotico mejora el proceso
germinativo de C. quitensis, mientras que el empleo de productos a base de
guitina no favorece este proceso al menos en las concentraciones estudiadas
(5y 10%).

En resumen, se confirma que el tiempo de conservacion afecta significativamente la
capacidad de germinacién de las semillas de C. quitensis. Ademas, se identifica que
la modificacion en la concentracion de nutrientes en el medio de germinacion puede
influir en el proceso de germinacion. Por otro lado, los tratamientos osmoticos
muestran un impacto positivo en el porcentaje de germinacién, mientras que los
compuestos de quitina no demuestran una mejora significativa en la germinacion, por

lo menos a las concentraciones estudiadas en esta investigacion.

Estos resultados proporcionan informacion relevante para mejorar las metodologias
de germinacion in vitro de semillas de C. quitensis y, potencialmente, para su
propagacion y conservacion en bancos de germoplasma. Sin embargo, se sugiere
seguir investigando y optimizando los tratamientos y medios de germinacién para

aumentar la eficiencia del proceso y lograr una mayor viabilidad de las semillas.

Es por esto que se acepta la hipotesis planteada, ya que con el Unico tratamiento que
no se obtuvieron resultados favorables, fue en el caso de los productos de quitina,
pero se deja como sugerencia probar concentraciones mas bajas. Respecto del resto

de las variables estudiadas, se acepta la hipotesis, ya que en general los resultados
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obtenidos tanto en la modificacién del medio basal de germinacion y los tratamientos

osmoticos, promueven la germinacion de C. quitensis.

Ademas, se dejan futuras sugerencias, como, por ejemplo, hacer mediciones de
dormancia y analizar esta desde los tiempos iniciales de la semilla, y ademas analizar
si efectivamente existe un deterioro de las semillas en los tiempos finales, o después
de conservar las semilla un tiempo prolongado. Ademas, se sugiere repetir los
ensayos con compuestos de quitina en concentraciones inferiores a los 5%, e
incorporando el medio agar + sacarosa, cuyo resultado fue el que dio un mayor PG,
teniendo en consideracion que segun lo observado dejarlo sobre un periodo de
tiempo mayor a 3 semanas desde su germinacion, puede ser un factor negativo para
el crecimiento de la plantula, ya que una vez germinada empieza a necesitar los

nutrientes necesarios para su conservacion (Fig. Anexo 8).
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10. ANEXOS

Tiempo de Cantidad de Total de semillas
Periodo almacenamiento réplicas analizadas por periodo
(meses)
S1-22 1-3 6 72
S4-21 4-6 12 144
S3-21 7-9 6 72
S2-21 10-12 9 108
S1-21 13-15 6 72
S4-20 16-18 9 108
S3-20 19-21 9 108
S2-20 22-24 6 72
S1-20 25-27 6 72
S2-19 34-36 3 36
S4-17 52-54 3 36
S2-17 58-60 3 36
S2-16 70-72 3 36
S3-15 82-84 3 36

Tabla Anexo 1: Tabla de datos del n muestral utilizado para el experimento 2.

58



Figura Anexo 1: Plantas de Colobanthus quitensis cultivadas en Jardin Comun en el
Laboratorio de Biotecnologia y Estudios Ambientales, de las cuales se colectan las
semillas usadas en los estudios de germinacion in vitro. Las plantas crecen en camara
de crecimiento con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad a una temperatura de
13+ 2°C.
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Figura Anexo 2: Largo radicular de plantulas de Colobanthus quitensis germinadas
en medio con distintos porcentajes (%) de concentracion de Murashige y Skoog (MS).
La medicion se realiz6 al finalizar el ensayo (dia 30). Se realiz6 test de una via Tuckey

HSD. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura Anexo 3: Plantulas de Colobanthus quitensis al finalizar el ensayo preliminar
de productos de quitina (Quitosano y Nanofibras de quitina), para hacer comparacion
en la diferencia del largo radicular. En medio basal de 100% de MS vy ajustado a pH
5.5 para evitar grumos. Las fotos fueron tomadas a los 60 dias desde el experimento.
a) Medio MS 100% + Nanofibras de quitina (NANOF) 5%, PH 5.5; b) Medio MS 100%
+ Nanofibras de quitina (NANOF) 10%, PH 5.5; ¢) Medio MS 100% + quitosano (CHT)
5%, PH 5.5; d) Medio MS 100% + quitosano (CHT) 10%, PH 5.5; e) Medio MS 100%,
PH 5.5.

61



——i

HHOT

=
1
— T

LARGO RADICULAR {mmj

——a

E=N
1
—H— o

0 T T T T T
CONTROL NANOF 5 NANOF 10 CHT 5 CHT 10

CONCENTRACIONES DE MEDIOS CON PRODUCTOS DE QUITINA (%)

Figura Anexo 4: Largo radicular de plantulas de Colobanthus quitensis germinadas
en medio modificado (Agar + Sacarosa) mas concentraciones de productos de quitina
(Nanofibras de quitina (NANOF) y quitosano (CHT)), la medicion se realiz6 al finalizar
el ensayo (dia 30). Se realiz6 test de una via Tuckey HSD. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p > 0,05).
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b)

d)

Figura Anexo 5: Plantulas de Colobanthus quitensis a los 30 dias post ensayo de
germinacion, en medios Agar + Sacarosa pH 5.7, Con tratamiento osmaético aplicado
a las semillas de Colobanthus quitensis 24 horas previas al sembrado. a) control, se
aplica agua destilada a las semillas; b) Polietilenglicol (PEG) al 5%; c) Polietilenglicol
(PEG) al 10%; d) Cloruro de potasio (KCI) al 5% y e) Cloruro de potasio (KCI) al 10%.
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Figura Anexo 6: Largo radicular de plantulas de Colobanthus quitensis germinadas
en medio modificado (Agar + Sacarosa) sometidas a tratamiento osmotico previo a la
siembra. La medicion se realiz6 al finalizar el ensayo (dia 30). Se realizé test de una

via Tuckey HSD. Letras diferentes indican diferencias significativas (p > 0,05).
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Figura Anexo 7: Plantulas de Colobanthus quitensis a los 30 dias post ensayo de
germinaciéon, en medios con diferentes porcentajes del medio basal Murashige y
Skoog (MS) (a)100%, b)50%, c)25% y d)0%). Se empieza a apreciar el amarillamiento
de las plantas y las diferencias en el desarrollo radicular. En condiciones de camara
de crecimiento con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad a una temperatura de
20 + 2°C.
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Cuestionario de auto reporte sobre contribuciones primarias y secundarias a los Objetivos
de Desarrollo Sostenible, organizados por categorias.

En caso de que aplique, marque con una "X" un tnico Objetivo de Desarrollo Sostenible
como aporte principal y otro objetivo como aporte secundario.

Bloques

Objetivos

10

20

Personas

1. Poner fin a la pobreza en todas sus formas y en el mundo.

2. Poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la mejora de la
nutricién y promover la agricultura sostenible

3. Garantizar una vida sana y promover el bienestar de todos y todas
las edades.

4. Garantizar una educacion inclusiva y equitativa de calidad y
promover oportunidades de aprendizaje permanente para todos.

5. Lograr la igualdad de género y empoderar a todas las mujeres y las
nifias.

Planeta

6. Garantizar la disponibilidad y la gestion sostenible del agua y el
saneamiento para todos.

12. Garantizar modalidades de consumo y produccion sostenible.

13. Adoptar medidas urgentes para combatir el cambio climatico y sus
efectos.

14. Conservar y utilizar sosteniblemente los océanos, los mares y los
recursos marinos para el desarrollo sostenible.

15. Proteger, restablecer y promover el uso sostenible de los
ecosistemas terrestres, gestionar sosteniblemente los bosques, luchar
contra la desertificacion, detener e invertir la degradacion de las tierras
y detener la pérdida de biodiversidad.

Prosperidad

7. Garantizar el acceso a una energia asequible, fiable, sostenible y
moderna para todos.

8. Promover el crecimiento econémico sostenido, inclusivo y
sostenible, el empleo pleno y productivo y el trabajo decente para
todos.

9. Construir infraestructuras resilientes, promover la industrializacion
inclusiva y sostenible y fomentar la innovacion.

10. Reducir la desigualdad en los paises y entre ellos.

11. Lograr que las ciudades y los asentamientos humanos sean
inclusivos, seguros, resilientes y sostenibles.

Paz

16. Promover sociedades pacificas e inclusivas para el desarrollo
sostenible, facilitar el acceso a la justicia para todos y construir a todos
los niveles institucionales eficaces e inclusivas que rindan cuentas.

Asociaciones

17. Fortalecer los medios de implementacion y revitalizar la Alianza
Mundial para el Desarrollo Sostenible
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