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RESUMEN

Diversos autores han identificado un alto potencial ornamental y de bioprospeccion en el
germoplasma nativo, en el cual, aun queda mucho por explorar. En este sentido, la utilizacion
de plantas nativas supone varias ventajas sobre las plantas introducidas por su importante
adaptacion a condiciones edafoclimaticas adversas. El objetivo de este trabajo es presentar
una recopilacion de estudios realizados por el Grupo de Investigacion en Floricultura (GIFLOR)
de la Universidad de Chile, en cuanto a la propagacion de las especies nativas chilenas:
Pasithea coerulea, Salpiglossis sinuata, Malesherbia linearifolia, Schizanthus hookeriy Junellia
spathulata. Ademas, dada la importancia de este atributo en el area ornamental se presenta
un trabajo promisorio realizado en la caracterizacién de color (HPLC, espectrofotometro y
carta de colores) en P. coerulea. En los estudios de propagacion se aplicaron diferentes
técnicas de escarificacion y estratificacion, presencia o ausencia de luz, en el caso de las
semillas, y diferentes condiciones de cultivo ex vitro e in vitro, utilizando explantes nodales
vegetativos. En cuanto a la germinacion, se obtuvo como mejores resultados: la combinacion
de escarificacion con H,SO, y estratificacion en frio para P. coerulea (93%); estratificacion
con GA, en S. sinuata (85%); estratificacion con GA, en M. linearifolia (25,6%); tratamiento en
oscuridad para S. hookeri (86,7%). En la propagacion in vitro a partir de segmentos nodales
de J. spathulata, se obtuvo una media de 8,2 brotes activos, combinando BAP y Kinetina. La
caracterizacion del color en P. coerulea permitio identificar compuestos flavonoides, aldehidos
benzoicos, y acidos hidroxicinamicos, los cuales serian responsables de la coloracién y
estabilidad del color, junto con la determinacion de la intensidad colorante (longitud de onda
de 620 nm), donde se obtuvieron valores relacionados con el azul. Por su lado, la evaluacion
visual presenté mayor frecuencia del azul violeta (RHS 94A). Si bien existen diversos factores
que aun se deben estudiar para lograr la domesticacion de especies nativas, los protocolos
de propagacién obtenidos permitiran establecer un banco de germoplasma para continuar las
investigaciones con miras al mejoramiento genético de estas especies.

Palabras clave: flora nativa, germinacion, técnicas de propagacion, caracterizacion color,
planta ornamental.
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ABSTRACT

Various authors have identified a high ornamental and bioprospecting potential in native
germplasm, in which much remains to be explored. In this sense, the use of native plants
has several advantages over introduced plants due to their important adaptation to adverse
edaphoclimatic conditions. The objective of this work is to present a compilation of studies
carried out by the Floriculture Research Group (GIFLOR) of the University of Chile, regarding
the propagation of Chilean native species: Pasithea coerulea, Salpiglossis sinuata, Malesherbia
linearifolia, Schizanthus hookeri and Junellia spathulata. In addition, given the importance of
this attribute in the ornamental area, a promising work carried out in the colour characterization
(HPLC, spectrophotometer and color chart) in P. coerulea is presented. In the propagation
studies, different scarification and stratification techniques, presence or absence of light, in the
case of seeds, and different ex vitro and in vitro culture conditions were applied, using vegetative
nodal explants. Regarding germination, the best results obtained were: the combination of
scarification with H,SO, and cold stratification for P. coerulea (93%); stratification with GA, in
S. sinuata (85%), stratification with GA, in M. linearifolia (25.6%); dark treatment for S. hookeri
(86.7%). In the in vitro propagation from nodal segments of J. spathulata, an average of 8.2
active shoots was obtained, combining BAP and Kinetin. The characterization of the colour in
P. coerulea allowed to identify flavonoid compounds, benzoic aldehydes, and hydroxycinnamic
acids, which would be responsible for the pigmentation and colour stability, together with the
determination of the colouring intensity (wavelength of 620 nm), where values related to blue
were obtained. On the other hand, the visual evaluation showed a higher frequency of blue
violet (RHS 94A). Although there are several factors that still need to be studied to achieve the
domestication of native species, the propagation protocols obtained will allow the establishment
of a germplasm bank to continue this research, focusing on the breeding of these species.
Keywords: native flora, germination, propagation techniques, color characterization,
ornamental plant.

INTRODUCCION

La flora vascular chilena esta compuesta de aproximadamente 5.000 especies nativas, de
las cuales un 50% se catalogan como endémicas (Marticorena, 1990). Esta gran diversidad
ha generado un creciente interés en utilizar especies nativas en vez de plantas exdticas para
su cultivo ornamental. Esto debido a la gran adaptacién de estas especies a condiciones
edaficas y climaticas extremas, asi como también frente a la escasez hidrica (Saldias, 2009).
Econdmicamente, las plantas ornamentales constituyen un rubro creciente a nivel mundial,
por lo que es imprescindible el conocimiento de su biologia y propagacion, generando
programas de domesticacion con el fin de incorporar al mercado nuevas variedades (Alonso
et al., 2009). Segun ODEPA (2014), en Chile, el panorama econémico del comercio exterior
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de flores muestra una tendencia ascendente de las exportaciones e importaciones y un fuerte
incremento en el consumo nacional de flores importadas. Sin embargo, aun existe una falta
de conocimiento respecto a aspectos botanicos y ecoldgicos de las plantas nativas, esto
sumado a la escasez de protocolos adecuados de propagacion, que limitan el manejo de
estas especies para una apropiada domesticacion, que permita la conservacion y utilizacion
productiva de las mismas (Doll et al., 2013). En cuanto a los métodos de propagacion de
especies nativas ex situ, ademas de los comunmente conocidos, existen otros no tradicionales,
como la propagacion in vitro. Esta técnica cada vez mas utilizada para propagar especies
nativas o endémicas permite controlar las condiciones de cultivo, se puede aplicar a un amplio
espectro de especies, requiere menor espacio y se obtiene una alta tasa de multiplicacion
(Pierik, 1997; Atarés, 2007). Dentro de las especies nativas chilenas que se describen con
potencial ornamental se encuentran: P. coerulea, S. sinuata, M. linearifolia, S. hookeri y J.
spathulata (Figura 1).

Figura 1. Flores e inflorescencias de especies nativas con potencial ornamental: Pasithea coerulea (A), Junellia
spathulata (B), Malesherbia linearifolia (C), Salpiglosis sinuata (D) y Schizanthus hookeri (E).
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Pasithea coerulea (Ruiz et Pavon) D. Don, conocida como azulillo es una especie
monocotiledonea, geodfita, perteneciente a un género monotipico, de Ila familia
Xanthorrhoeaceae. Esta especie esta descrita como nativa de Chile y Perd (Mufioz; 1966;
Navas, 1973; Mufioz, 1985). En Chile, presenta una distribucion geografica que va desde la
region de Antofagasta hasta la region de Los Rios, siendo particularmente comun en la zona
central-mediterraneo, donde crece preferentemente en el sector costero y valles interiores,
(Hoffmann, 1998; Schiappacasse et al., 2002). Debido a sus caracteristicas morfolégicas, en
especial por sus tépalos azules, color poco frecuente y muy apreciado en el ambito ornamental,
el azulillo presenta un gran potencial desde el punto de vista ornamental. Por esta razén,
resulta importante identificar individuos que sean interesantes para su domesticacion y futuro
mejoramiento genético, asi como mejorar los protocolos de germinacion de la especie.

Por su parte, la especie S. sinuata, pertenece a la familia Solanaceae y corresponde a una
hierba perenne de hasta 80 cm de altura, que presenta un tallo erecto, con flores tubulares,
que florecen durante primavera. Dentro de sus caracteristicas destacan su gran diversidad de
colores, ademas del peculiar aroma a cacao que presentarian sus tallos, siendo una especie
muy atractiva desde el punto de vista ornamental (Navas, 1973).

En cuanto a la especie M. linearifolia (Cav.) Pers., su nombre comun es estrella azul de
cordillera. Es una planta endémica de Chile, que habita en las alturas de la Cordillera de los
Andes, comunmente en cerros y quebradas (Hoffmann, 1998; Navas, 2001). Es importante
considerar las condiciones geograficas y climaticas por las cuales se ven afectadas las semillas
por lo cual es importante evaluar métodos pregerminativos para romper la dormancia. Esta
especie presenta unas llamativas flores azules/violaceas y una vistosa arquitectura, que la
hacen interesante desde un punto de vista ornamental.

Schizanthus hookeri es una especie endémica de Chile y Argentina, que pertenece a la familia
Solanaceae, la cual habita entre los 1.300 y 3.000 m de altitud. En Chile se encuentra desde
la region de Coquimbo hasta la region de La Araucania. Es una planta anual de hasta 80
cm de altura, con flores de 2 a 3 cm de largo, color violaceas, rosadas o purpuras con una
gran mancha amarilla en el I6bulo central, cualidades que hacen que la especie posea un
alto valor ornamental. Debido a esto, este estudio busca desarrollar un método eficiente de
propagacion, ya que no existen descritos en esta especie.

La especie nativa J. spathulata pertenece a la familia Verbenaceae, la cual presenta una gran
distribucion en Chile, desde la cuidad de La Serena hasta Talca, habitando entre los 1.900
y 2.200 m de altitud. Es una especie arbustiva de hasta 1,5 m de altura (Riedemman et al.,
2014), que florece entre los meses de noviembre y febrero, presentando una inflorescencia
terminal, aromatica y de color lila (Peralta et al., 2008), cualidades que le otorgan un gran
atractivo desde el punto de vista ornamental.
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Respecto a la caracterizacion de color, la investigacion se ha enfocado en estudiar en forma
prospectiva a las antocianinas presentes en flores de azulillo. Estos compuestos polifendlicos
otorgan color (desde el rojo al azul) ala mayoria de las flores, frutos, hojas y tallos de las plantas,
constituyendo el mayor grupo de pigmentos solubles en agua del reino vegetal (Strack y Wray,
1994). Los compuestos antocianicos, asi como los copigmentos, juegan un rol importante en
la naturaleza, ya que, al encontrarse asociados al color, atraen polinizadores y diseminadores
de semillas cuando este color se expresa en flores y frutos respectivamente (Taiz et al., 2006).
Desde el punto de vista del mercado ornamental y por ende del fitomejoramiento, el color de
las flores es de suma importancia, uno de los atributos mas apreciados por los consumidores
a la hora de comprar flores, por lo que estudios prospectivos permitirian comprender de mejor
forma esta caracteristica en especies nativas con potencial ornamental (Aros et al., 2015;
Aros et al., 2020).

El objetivo de este trabajo, es presentar los estudios realizados por el Grupo de Investigacion
en Floricultura de la Universidad de Chile, resultados que se han obtenido principalmente a
través de memorias de pregrado y proyectos de investigacion, los cuales se han centrado
en la domesticacion a través de la propagacion tradicional e in vitro, y la caracterizacion de
aspectos de interés ornamental como son el color.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para los estudios de propagacién se recolectaron semillas para todas las especies, v,
ademas, en J. spathulata, se recolectaron segmentos nodales de 2,0 cm de largo con dos
pares de yemas axilares. Todo el material fue recolectado entre los afios 2012 y 2017, desde
la pre-cordillera y cordillera de la zona central de Chile. Las principales localidades fueron
Farellones, en la comuna de Lo Barnechea, Pirque, El Cajén del Maipo, dentro de la regién
Metropolitana, y en Machali, region de O’Higgins (en el caso de P. coerulea). Los experimentos
fueron realizados entre los afos 2012 y 2017. Para la caracterizacion del color, se utilizaron
flores frescas de P. coerulea.

Propagacioén

Pasithea coerulea. El estudio de propagacion se llevo a cabo utilizando un disefio con modelo
factorial 2 x 3, con dos factores: estratificacion y escarificacion. Los niveles fueron dos para
el caso de la estratificacion (con estratificacion 4 °C y sin estratificacion 25 °C) y tres para el
factor escarificacion (solucion con acido sulfurico (H,SO,) al 98% v/v, por 1 min, lavado por
flujo de agua por 72 h, y sin escarificacién). El disefio fue realizado con 6 tratamientos, 3
repeticiones por tratamiento y 25 semillas por repeticiéon. En los tratamientos de escarificacion,
las semillas fueron lavadas por flujo de agua durante 72 horas, o a través del sumergimiento
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en una solucion de H,SO, (98% v/v) durante 1 minuto. Para la estratificacion las semillas
fueron colocadas en bolsas con arena de lampa y una solucién con fungicida de Pomarsol
forte 80% WP (Anasac), concentracion de 2 g/L, luego fueron expuestas a una temperatura
de 4 £ 1 °C, durante 4 semanas. Es importante mencionar que, para todos los tratamientos,
las semillas fueron embebidas con agua destilada durante 24 h, por 24 °C, también las
semillas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio (3% v/v), durante 10 min. Posterior a
los tratamientos, las semillas fueron dispuestas en placas Petri, con papel filtro en una camara
de germinacién a 24 °C en total oscuridad. El riego se realizé con una solucién con fungicida,
Pomarsol forte (Anasac), concentraciéon de 2 g/L. Se evalud el porcentaje de germinacién
de cada placa y la velocidad de germinacion durante 10 semanas para los tratamientos sin
estratificacion y durante 6 semanas para los tratamientos con estratificacion, ya que estas
ultimas presentaron una rapida germinacién. Para la evaluacién de germinacion se consideré
como semilla germinada aquella que emitié radicula. Se consideré ademas para este ensayo
la aparicion de plumula, con el fin de estimar el porcentaje de semillas que llegan al estado de
plantula. La frecuencia de observacién fue cada 3 dias. La velocidad de germinacion se midié
como la relacion del numero de semillas germinadas por el total de dias desde la siembra
(Scott et al., 1984). Para el analisis estadistico se realizé un Analisis de Varianza (ANDEVA),
y en el caso de existir diferencia significativa entre las medias de los tratamientos, se realizé
una prueba de comparaciones multiples de Tukey, con una probabilidad de p < 0,05.

Salpiglossis sinuata. Para la germinacion de las semillas se utilizaron distintas
concentraciones de AG, (0, 50, 150, 250 mg L), con 3 repeticiones por tratamiento y 20
semillas por repeticién, se utilizé un disefio completamente aleatorizado, las semillas fueron
tratadas luego de una desinfeccién, con etanol al 95%, durante 5 minutos, utilizando luego cloro
comercial al 10%, por 20 minutos, para posteriormente realizar 3 enjuagues con agua destilada
estéril, inmediatamente se aplican los tratamientos con AG3Y dejandolos en esta solucién en
movimiento por 24 horas. Se realizdé una siembra en placas Petri con medio MS (Murashige y
Skoog, 1962), suplementado con 30 g sacarosa L', 7 gagar L™, pH 5,8. Se dispusieron en una
camara a 24 °C, en condiciones de luz y oscuridad. Se evaluo la germinacion, durante 35 dias,
considerando semilla germinada aquella que emitio radicula, y luego las plantas germinadas
en forma aleatoria fueron traspasadas a tubos de ensayo con el mismo medio suplementado
con distintos tipos de citoquininas: kinetina (KIN), thidiazuron (TDZ), isopenteniladenina (2ip)
y bencilaminopurina (BAP). Para cada hormona se utilizaron las siguientes concentraciones:
0,1mgL", 0,5mgL" 1mgL" respectivamente, con cuatro repeticiones por tratamiento, una
planta por unidad experimental. Transcurridos 21 dias, se midieron fuera del medio y bajo
camara de flujo, el peso, la longitud y el numero de hojas de cada planta. Tanto para el ensayo
con semillas como plantas, se realizoé un disefio completamente aleatorizado, para el analisis
estadistico se realizd un Andlisis de Varianza (ANDEVA), con Test de Tukey, con un nivel de
significancia de un 5%.
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Malesherbia linearifolia. Las semillas se sometieron a tratamientos de escarificacion y
estratificacion. Los niveles de escarificacion fueron: testigo, H,SO, al 98% v/v, por 1 minuto
y lavado con flujo de agua por 72 h. Los niveles de estratificacion correspondieron a: testigo,
acido giberélico (AG,) 50 ppm por 48 h, AG, 100 ppm por 48 h, y tratamiento de frio (0 °C por 4
semanas), realizando seis repeticiones para cada uno, y 15 semillas por unidad experimental.
Se utilizé un Disefio Completamente Aleatorizado con Estructura Factorial de Tratamientos.
Se realizé una desinfeccion superficial de las semillas que consistié en el uso de etanol al 90%
(v/v) por 10 minutos, para luego utilizar cloro comercial (5% hipoclorito de sodio) al 20% (v/v)
mas 1 gota de detergente industrial durante 20 minutos, con posterior enjuague. Las semillas
fueron dispuestas en placas Petri en condiciones in vitro, con medio MS, suplementado con
30 g sacarosa L', 7 g agar L, pH 5,8, en oscuridad total, a 21 °C. Se evaluo el porcentaje
y velocidad de germinacién cada tres dias, por 90 dias en total, para lo cual se considero
una semilla germinada aquella que emitio radicula. Para la velocidad, se midio el tiempo que
tardaron los tratamientos en llegar al 50% de germinacion. Los datos fueron evaluados con
un ANDEVA con un nivel de confianza del 95%, Al existir dependencia de los niveles de los
factores se realizaron varias pruebas de rango fijo de Tukey.

Schizanthus hookeri. Se realizaron tratamientos para la germinacion de semillas, por
medio de la exposicion a la luz con fotoperiodo 16/8, y tratamiento con oscuridad total. Cada
tratamiento consté de 3 repeticiones, con 10 semillas por cada placa, es decir, en cada
unidad experimental. Para iniciar la propagacion in vitro, las semillas fueron desinfectadas
superficialmente con etanol 90% (v/v) durante 15 min, cloro comercial (5% hipoclorito de
sodio) al 20% (v/v) por 20 min y finalmente fueron enjuagadas con agua destilada estéril. Para
la siembra se utilizaron placas Petri que contenian 25% de medio de cultivo MS, con 30 g de
sacarosa L', 7 g de agar L' y un pH ajustado a 5,7. Luego las placas se mantuvieron en una
camara de crecimiento con una temperatura de 18 + 1 °C, para el tratamiento en oscuridad
las placas se cubrieron con papel aluminio. Se evaluo el porcentaje de germinaciéon y como
criterio de evaluacién se consideré como semilla germinada, aquella con una radicula de al
menos 4 mm de largo. Las evaluaciones se realizaron cada 3 dias, durante 4 semanas. Para
el andlisis estadistico se realizé un Analisis de Varianza (ANDEVA), con Test de Tukey.

Junellia spathulata. Se realizaron 3 tratamientos pre-germinativos de estratificacion para las
semillas de la especie, con AG,: 50 mg L™ por 48 h; AG,: 100 mg L por 48 h; y tratamiento de
frio (4 °C por 4 semanas en condiciones humedas), junto con el tratamiento testigo con agua
destilada por 48 h. Se realizaron 5 repeticiones en cada tratamiento y la unidad experimental
correspondid a una placa de Petri con 25 semillas cada una. Previo a los tratamientos, se
realizd una desinfeccion superficial de las semillas que consistié en el uso de etanol al 90%
(v/v) por 10 minutos, para luego utilizar cloro comercial (5% hipoclorito de sodio) al 20% (v/v),
mas 1 gota de detergente industrial durante 20 minutos. Posteriormente, se realizaron 5
enjuagues con agua destilada estéril. Las semillas fueron sembradas en placas Petri en un
medio de cultivo ¥2 MS, para posteriormente evaluar su germinacion cada tres dias por ocho
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semanas, como criterio de evaluacién se consideré como semilla germinada, aquella con una
radicula. Ademas, se cuantificé la velocidad de germinacion, midiendo el tiempo que tardaron
los tratamientos en llegar al 50% de germinacion, es decir, a los 1,5 milimetros de radicula.

En cuanto a los ensayos de propagacién de segmentos nodales, se consideraron 6
tratamientos, utilizando un disefio completamente aleatorizado, donde en el medio de cultivo
base utilizado fue MS suplementado con 30 g L' de sacarosa y 7,5 g L' de agar, junto
con distintas concentraciones de BAP (1,0 mg L"), KIN (0,1 mg L") y BAP (2,0 mg L") +
KIN (0,1 mg L"), segun correspondiera el tratamiento (Tabla 1). Inicialmente, se realizé una
desinfeccion superficial de los segmentos nodales, que consistié en el uso de etanol al 90%
(v/v) por 10 minutos, para luego utilizar cloro comercial (5% hipoclorito de sodio) al 20% (v/v),
mas 1 gota de detergente industrial durante 20 minutos, luego se realizaron 5 enjuagues con
agua destilada estéril. Luego del establecimiento de los segmentos, se midi6 el promedio de
largo total de brotes (cm) y emision de brotes secundarios activos (n°), es decir aquellos que
no se encontraron deshidratados al momento de la evaluacion. Las evaluaciones se realizaron
una vez por semana, durante ocho semanas. Los resultados de cada ensayo se analizaron
por separado a través de un analisis de varianza (ANDEVA) con un nivel de confianza del
95%. Al existir dependencia de los niveles de los factores se realizaron varias pruebas de
rango fijo de Tukey con un nivel de significancia de un 5% para evaluar la relacién de cada
nivel de un factor con respecto al otro factor.

Tabla 1. Tratamientos aplicados a segmentos nodales in vitro de Junellia spathulata.

Tratamientos propagacion in vitro por segmentos nodales
(mg L")

0 BAP y O KIN
2 BAPy 0 KIN

2BAPy 0,1 KIN

0 BAPy 0,1 KIN
1 BAP y 0 KIN

1 BAPy 0,1 KIN

Caracterizacién de color en P. coerulea. La descripcion del perfil antocianico se realizé con
tépalos de 5 flores de la especie, donde se analizé por medio del sistema HPLC, acoplado
a un detector de fotodiodos alineados (DAD). Fueron extraidos los tépalos de las flores, y
luego se realizaron extracciones con una mezcla de metanol (MeOH)-H,O (1:1 % v/v). La
muestra fue filtrada e inyectada en el cromatografo (Angilent, 1200). Para la determinacion de
la intensidad colorante del extracto se utilizé parte de la muestra anterior, la cual fue filtrada
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y depositada en una cubeta de cuarzo y evaluados en el espectrofotometro (Shimadzu,
UV-1700) a tres longitudes de onda: 420, 520, 620 nm. Para la obtencién del extracto no
antocianico, se utilizaron 4,5 mL de la muestra del macerado obtenido que se concentraron en
el rotavapor (Buchi, R-210) a 37 °C, para luego ser completado el volumen con agua destilada
hasta los 10 mL. Posteriormente se realizaron 6 extracciones, las tres primeras con 10 mL
éter etilico y las siguientes con 10 mL de acetato de etilo. A la mezcla se depositaron 5 g de
sulfato de sodio, que luego de ser filtrada se llevaron nuevamente al rotavapor a 37 °C. La
muestra seca se restituy6 con 1 mL de una mezcla MeOH-H,O (1:1% v/v). Luego fue filtrada
(filtro de 0,22 pm) y finalmente se inyectan 100 pL al cromatégrafo.

Ademas, para la determinacién del color en forma visual se utilizé una carta de colores RHS
Mini Colour Chart (Royal Horticultural Society, UK), en flores de P. coerulea con los tépalos
completamente extendidos de 60 flores. Se evaluo la frecuencia de repeticion de los colores.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluaciones de propagaciéon
Pasithea coerulea

Mediante la evaluacion se obtuvo como resultado una mayor germinacién (93,3%) en los
tratamientos de escarificacién que fueron sometidos a una posterior estratificacion, los cuales
se correlacionaron positivamente con la aparicion de plumula (89,3%) y la velocidad de
germinacion (0,40- 0,41 n° semillas/dia) (Tabla 2). Esto indicaria que la interaccion entre estos
tratamientos pre-germinativos afectaria significativamente la germinacion en las semillas.

Tabla 2. Porcentaje de germinacion, porcentaje de aparicion de plumula y velocidad de germinacion de semillas de
Pasithea coerulea, luego de ser sometidas a diversos tratamientos de escarificacion y estratificacion.

. Tratamiento de . .. Aparicién Velocidad de

Tratamiento de . .. Germinacion i . ..
. .. estratificacion de Plumula  Germinacién (n°
escarificacion (%) . i

(°C) (%) semillas/dia)
Sin escarificar 251 12,0 a 9,3a 0,07 a
H,SO, 25 69,3 c 58,7 c 0,29 bc
Lavado 25 429b 36,0b 0,20b
Sin escarificar 42 69,3 ¢c 64,0 c 0,33 cd
H,SO, 4 93,3d 89,3d 0,40d
Lavado 4 93,3d 89,3d 0,41d

Con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
'Semillas permanecieron a 25 °C durante 4 semanas.
2Semillas permanecieron a 4 °C, durante 4 semanas.
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Revisando la literatura se encuentra que similar resultado obtuvo Sun et al. (2006) en la
especie Iris lactea, especie herbacea, gedfita con semillas de estructura similar y presencia
de dormancia al igual que P. coerulea, donde se observé una mayor germinacién al usar
tratamientos combinados, obteniendo un porcentaje de germinacién por sobre el 80%.
En este sentido, en estudios anteriores en P. coerulea, se logro obtener un porcentaje de
germinacion considerable (84%) al usar lavado o escarificacion, pero este resultado se obtuvo
luego de 6 semanas desde la siembra (Gonzalez, 1998). Sin embargo, el uso de solo uno de
estos dos métodos no seria satisfactorio para lograr un alto porcentaje de germinacion, ya
que el embridn, por su morfologia y respuesta fisioldgica a las temperaturas, necesitaria de
la estratificacion para lograr superar la dormancia (Zhou et al., 2009). Ademas, uno de los
tratamientos con mejores resultados fue con lavado mas estratificacion, lo que sugiere que los
tratamientos con lavado pudieron haber removido inhibidores de la germinacion, tales como
compuestos fendlicos que se sittian en el exterior de las semillas y que impedirian el paso del
oxigeno al embridn, ya que estos compuestos actuarian como un filtro (Palazoén et al., 2001).

Salpiglossis sinuata

Para la germinaciéon de S. sinuata, el mejor tratamiento fue la aplicacion de 150 mg L' de
GA,, con presencia de luz (85% de germinacion), encontrando diferencias significativas
respecto al tratamiento sin aplicacion de AG, y en oscuridad (10% de germinacion). Para
la evaluacion del crecimiento aéreo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos para el peso del explante (g) y longitud (cm). Pero si
para el numero de hojas, obteniéndose el mayor rendimiento en los tratamientos con BAP
(1 mg L")y KIN (0,5 mg L") (Tabla 3).

Tabla 3. Promedio del nimero de hojas desarrolladas por Salpiglossis sinuata, luego de ser tratado con distintos
tipos y concentraciones de citoquininas.

Tratamientos Citoquininas

Media N° hojas

Tipo de Concentraciéon
Citoquinina (mg/mL)

1 20,25 a
BAP 0,5 10,50 ab

0,1 8,75 ab

1 525b

KIN 0,5 20,00 a
0,1 12,25 ab

1 9,25 ab

2ip 0,5 7,00 ab

0,1 12,50 ab
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Tratamientos Citoquininas

Tipo de Concentracion  Media N° hojas
Citoquinina (mg/mL)
1 4,75b
TDZ 0,5 4,75b
0,1 4,75b
Control 0 475b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Malesherbia linearifolia

En general, en todas las evaluaciones realizadas se presentd una muy baja o nula germinacién
para las semillas de esta especie. El mayor porcentaje de germinacion se obtuvo por medio
del tratamiento sin escarificacion combinado con estratificacion en 100 ppm de AG,, por 48
horas (25,56%). Por otra parte, los tratamientos de lavado + frio; sin escarificacion + frio;
H,SO, + frio y H,SO, + remojo en 100 ppm de AG,, no presentaron germinacion (Tabla 4). Esto
pudo deberse a la alta contaminacién que presentaron estos tratamientos o a la accion del
H,SO,, el cual posiblemente haya destruido la testa, inactivando el embrion. De esta forma,
un estudio realizado por Delanoy et al. (2006), en especies de la familia Passifloraceae, que
se vinculan genéticamente con M. linearifolia, hace referencia a que, si bien las especies
evaluadas pertenecen al mismo género, su comportamiento germinativo es diferente. En este
sentido, en comparacion al trabajo realizado, se obtuvieron similares resultado en cuanto
a los tratamientos testigo, en los cuales se obtuvieron bajos porcentajes de germinacion
de las especies ya que el tratamiento control consistié en un remojo por 48 horas en agua
destilada y a pesar de que en el trabajo de Ellis et al. (1985) se menciona la utilizacion del
embebimiento en agua destilada como tratamiento efectivo para la germinacion de Passiflora
spp se comprobd no efectivo para el caso de Malesherbia. En cuanto a la velocidad de
germinacion, el tratamiento que fue sometido a 100 ppm AG, por 48 h, fue el que presentd
mayor velocidad de germinacién a diferencia del resto de los tratamientos, logra presentar
semillas germinadas a un tiempo de evaluacion menor que los otros tratamientos, empezando
a manifestar germinacion de semillas al dia 5 y llegando a un pico a los 40 dias.
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Tabla 4. Porcentaje de germinacion en semillas de Malesherbia linearifolia, luego de ser sometidas a diversos
tratamientos de escarificacion y estratificacion.

Tratamiento de Tratamiento de Germinacion

escarificacion Estratificacion (%)
Frio? Oa
AG, 100 8,89 ab
Lavado
AG, 50 13,33 abc
Sin 8,89 ab
Frio Oa
AG, 100 25,56 ¢
Sin escarificar
AG, 50 14,44 bc
Sin 3,34 ab
Frio Oa
AG, 100 Oa
H 3
50, AG, 50 2,22 ab
Sin 2,22 ab

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
'Semillas permanecieron a 0 °C, durante 4 semanas.

Schizanthus hookeri

Se observé una mayor germinacion en el tratamiento sometido a oscuridad (86,67%) en
contraste con el tratamiento expuesto a luz (16,67%) (Tabla 5), con diferencias significativas.
Este resultado en la germinacion se puede atribuir a las condiciones naturales del lugar donde
se desarrolla la especie, ya que durante invierno existe sobre el suelo una capa de nieve que
no permite el paso de la luz, lo cual puede estar induciendo a las semillas latentes germinary
desarrollarse a partir de primavera, cuando las condiciones ambientales son mas favorables
para el desarrollo de las plantulas.

Tabla 5. Evaluacion del porcentaje de germinacion de Schizanthus hookeri, bajo condiciones de luz y oscuridad.

Temperatura Tratamientos Condiciéon  Germinacién
exposicion (°C) luz/oscuridad (%)
18+1°C Luz 16,67 a
18+1°C Oscuridad 86,67 b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05), para cada tratamiento.
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Junellia spathulata

Segun los resultados de la germinacion de las semillas se evidencia un muy bajo o nulo
porcentaje de germinacion de todos los tratamientos. Con los resultados obtenidos se realizé
un test de viabilidad sobre el total de las semillas no germinadas de los tratamientos. A partir
de este total se procedid a hacer el test bioquimico del tetrazolio, obteniendo como resultado
que solo un 3,14% de las semillas se encontraron viables. En cuanto a la evaluacion de los
segmentos nodales in vitro, la emisidn de brotes secundario muestra que hubo una interaccion
entre las fitohormonas BAP y KIN, por lo tanto, hay dependencia entre estos los factores. Es
asi, como los tratamientos con esta combinacion, a las 4 semanas de evaluacion se obtuvo
una media de 4,6 brotes activos, esta tendencia se sostuvo hasta las 8 semanas, donde se
obtuvo un promedio de 8,2 brotes activos (Figura 2).

Brotes activos

4sem. 8sem.  4sem. 8sem. 4sem. 8sem. | 4sem. 8sem. | 4sem. 8sem. | 4sem. 8sem.
0 BAP + 0 Kin 2 BAP + 0 Kin 2 BAP +0,1Kin | 0BAP +0,1Kin 1 BAP + 0 Kin 1 BAP + 0,1 Kin

Tratamientos

Figura 2. Promedio de brotes activos cultivados in vitro a las 4 y 8 semanas de Junellia spathulata.
Medias con una letra comun verticalmente no son significativamente diferentes (p>0,05).

La efectividad de BAP sobre KIN radicaria en la capacidad de proliferacion de brotes, dado
a sus efectos en el rompimiento de la dominancia apical e induccién de la proliferacion de
yemas axilares en explantes cultivados in vitro: Ademas, el BAP es una citoquinina que los
tejidos vegetales metabolizan de manera mas eficiente que otros reguladores hormonales
sintéticos (Delgado y Sanchez, 2014).

En cuanto allargo de brotes alas 4 semanas no hubo diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos. A las 8 semanas se obtuvo interaccién entre los factores BAP y KIN,
ya que se observé una mayor respuesta en los tratamientos donde se utilizé la combinacion
de las dos citoquininas, obteniéndose una mejor respuesta en el tratamiento donde se utilizd
la mayor concentracion de BAP en combinacion con KIN (2 mg L'BAP + 0,1 mg L' KIN), con
una longitud de brotes promedio de 2,02 cm.
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Caracterizacion de color en P. coerulea

Composicion Antocianica. En el cromatograma tipo realizado mediante HPLC-DAD (520
nm) se obtuvo el perfil de antocianos de extractos de P. coerulea. En el cromatograma tipo
por HPLC-DAD (280 nm) obtenido mediante analisis de HPLC (Figura 3) fue posible identificar
aldehidos benzoicos como la p-vainillina (peak 1), acidos hidroxicinamicos como los acidos
p-cumarico y ferulico (peaks 2 y 3 respectivamente), compuestos flavonoides derivados de la
quercetina, miricetina y kaempferol (peaks 4-11) y Di-OH-flavonol (picos 12 y 13).
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Figura 3. Cromatograma tipo obtenido por medio de HPLC-DAD de tépalos de Pasithea coerulea. Los compuestos
identificados son: p-vainillina (1), acido p-cumarico (2), acido ferulico (3), flavonoides derivados de quercetina,
miricetina y kaempferol (4-11) y Di-OH-flavonol (12 y 13).

Los resultados de absorbancia obtenidos por medio del espectrofotémetro para las longitudes
de onda 420, 520, 620 nm fueron 0,1370, 0,3646, 0,6177, respectivamente. Se puede
apreciar que existe mayor valor de absorbancia para longitud de onda de 620 nm, que se
relaciona con el color azul del espectro reflejado, seguido de 520 nm, relacionado con el
color rojo y por ultimo compuestos de bajo peso molecular que presentaron la absorbancia
con la longitud de onda de 420 nm relacionada con la radiacién reflejada que expresa el color
amarillo (Taiz et al., 2006).

Por ultimo, para la determinacién de color mediante la carta de colores se obtuvo una mayor
frecuencia (33 flores) para el color azul violeta (RHS 94A).
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CONCLUSIONES

La domesticacion y caracterizacion de especies nativas con potencial ornamental es el primer
paso para comenzar con programas de mejoramiento genético de estas especies. Por medio
de los estudios realizados se establecié un protocolo eficaz y rapido de propagacién por
medio de semillas de P. coerulea, utilizando un método combinado de estratificacion (4°C)
y escarificacion (H,SO, o lavado). En S. sinuata, la condicion de luz es mas favorable para
la germinacion, asi como altas concentraciones de AG,, lo que puede tener clara relacion
con las bajas temperaturas a las que se ve expuesta en su habitat durante el invierno. En
cuanto a M. linearifolia, la evaluacion realizada no es suficiente para llegar a una conclusion
de los resultados obtenidos, es posible que se requiera utilizar otros métodos, como por
ejemplo dosis mas elevadas de AG,, o con el fin de domesticar la especie utilizar individuos
clonales. En el caso de S. hookeri, los resultados obtenidos en este estudio son una primera
aproximacion a un método de propagacién masiva para la especie. En J. spathulata, si bien
no se lograron resultados favorables para la propagacion de semillas, y se deben realizar
mayores estudios al respecto, si se obtuvo un resultado favorable para establecer un sistema
de propagacion in vitro a partir de segmentos nodales, mediante la accion combinada de BAP
y KIN. Por ultimo, segun el analisis realizado se pudo determinar por un lado la composicion
antocianica de P. coerulea, ademas de otros compuestos de bajo peso molecular asociados,
los cuales podrian ser copigmentos. Dado el resultado de la absorbancia existiria relacion
entre ellos y antocianos que actuan directamente en el color de las flores, especificamente el
espectro que refleja el color de azul a violeta de P. coerulea. Si bien existen diversos factores
que aun se deben estudiar para lograr la domesticacion de especies nativas, los protocolos
de propagacion obtenidos permitiran establecer un banco de germoplasma para continuar las
investigaciones con miras al mejoramiento genético de estas especies.
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