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RESUMEN

La cactaceas son plantas emblematicas, su comercio, aprovechamiento irracional, destruccién del habitat, y lento
crecimiento estan ocasionado que muchas esten en alta vulnerabilidad. Oreocereus psudofossulatus, es un cactus
endémico, distribuido en los Valles Xéricos Interandinos de la Puna del norte de Bolivia. La presente investigacion
tiene como objetivo evaluar el comportamiento germinativo y describir morfolégicamente el desarrollo inicial de O.
psudofossulatus en condiciones in vitro. Asi mismo, determinar el porcentaje de germinacién con pruebas pre-
germinativas de remojo en agua en sustratos de papel en cajas Petri. Al igual que, cuantificar el porcentaje de
germinacién en sustratos de arena, tierra negra y humus de lombriz (ex situ). Ademas, comparar las caracteristicas
morfométricas de brotes procedentes de cultivo in vitro y de cajas Petri. Las semillas fueron sembradas en diferentes
técnicas, una en medio de cultivo MS/2, en sustratos de papel en cajas Petri y en sustrato de tierra negra, arena y
humus de lombriz, esta Ultima en dos tratamientos T1 (1:1:1) y T2 (1:1:2). Las variables evaluadas fueron porcentaje
de viabilidad y geminacién. Las semillas de O. psudofossulatus presentaron un 83 % de germinacién en el medio
MS/2; 72.7 % en sustrato de papel (cajas petri) y con un 95.6 % de viabilidad. El tratamiento de sustratos que
presenté mayor porcentaje de germinacion (35 %) fue en el T-2 (1:1:2). In vitro desde la emergencia de la radicula
pasaron por cuatro fases hasta la conversion de plantas (70 %) en 42 dias, con esta técnica se reduce el tiempo de
cultivo lo que no sucederia en condiciones naturales, ya que las semillas estan expuestas a climas aridos con deficit
de agua por encontrarse en habitat Xéricos.
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ABSTRACT

Cactaceae are emblematic plants, their trade, irrational exploitation, habitat destruction, and slow growth are causing
many of them to be highly vulnerable. Oreocereus psudofossulatus, is an endemic cactus, distributed in the Xeric
Inter-Andean Valleys of the Puna of northern Bolivia. The present research aims to evaluate the germination behavior
and morphological description of the initial development of O. psudofossulatus under in vitro conditions. Likewise, to
determine the germination percentage with pre-germination tests of soaking in water on paper substrates in Petri
boxes. Also, to quantify the percentage of germination in substrates of sand, black soil and earthworm humus (ex
situ). In addition, to compare the morphometric characteristics of sprouts from in vitro culture and Petri dishes. Seeds
were sown in different techniques, one in MS/2 culture medium, in paper substrates in Petri boxes and in substrate
of black soil, sand and earthworm humus, the latter in two treatments T1 (1:1:1) and T2 (1:1:2). The variables
evaluated were percentage viability and gemination. O. psudofossulatus seeds showed 83 % germination in MS/2
medium; 72.7 % in paper substrate (petri boxes) and 95.6 % viability. The substrate treatment that presented the
highest germination percentage (35 %) was T-2 (1:1:2). In vitro, from radicle emergence through four phases until
plant conversion (70 %) in 42 days, with this technique the cultivation time is reduced, which would not happen under
natural conditions, since the seeds are exposed to arid climates with water deficit because they are in Xeric habitat.

Keywords: cactus, Oreocereus psudofossulatus, in vitro germination, culture medium, viability, seeds.
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INTRODUCCION

En Bolivia, hasta el momento, se han registrado entre
250 a 300 especies de cactaceas (80 % endémicas),
agrupadas entre 36 a 40 géneros, por lo que es
considerado, conjuntamente con Perl y noroeste de
Argentina, el segundo centro de diversidad de
cactaceas a nivel mundial (Hunt, 1992; Hunt et al.,
2006).

Las poblaciones de cactaceas en distintos
ecosistemas constituyen elementos muy importantes
para la caracterizacion de distintas formaciones
vegetacionales, funcionamiento de los ecosistemas y
rigueza en diversidad y endemismos la destruccion y
fragmentacion de habitats, escaso conocimiento
acerca de la hiologia basica de las especies y
extraccion selectiva descontrolada de las mismas. Los
valles secos interandinos, ubicados entre 1 500 — 3 200
m s.n.m. son ecosistemas diversos en plantas
vasculares: casi 1 300 especies poseen caracteristicas
particulares en cuanto a su topografia, que
proporcionan un ecosistema con condiciones
climaticas propicias para el crecimiento de cactéceas,
constituyéndose en una zona representativa de la
diversidad de esta familia. Segln Loépez (2003) la
importancia de las cactaceas es enorme al ser la
segunda familia mas numerosa y la segunda con
mayor numero de especies endémicas en los Valles
Secos de Bolivia. En el caso de estos valles en el
departamento de La Paz se han registrado 12 especies
(Beck y Valenzuela, 1991), cuyo estado poblacional,
biolégico y de conservacion actualmente se
desconocen. Esto aunado a la pobre germinacién y
lento crecimiento en su habitat natural en general en
las especies de cactus (Sdnchez y Hernandez 2002).

La germinacién y el establecimiento, son las fases mas
criticas del ciclo vital de las plantas, debido a que son
mas vulnerables al estrés ambiental, competencia,
depredacion y enfermedades (Angevine y Chabot,
1979 y Fenner 1985 citados en Donovanl et al., 1993).
Este problema se acrecienta mas, en las cactaceas
debido a las condiciones adversas en las que crecen
en su habitat natural; ya que, la germinacién es
considerada una de las fases més cruciales para la
sobrevivencia y perpetuacion de una especie (Meiado
et al., 2008). En cactaceas entre los requerimientos
mas importantes para que se lleve a cabo la
germinacion, se encuentran la disponibilidad de agua
para la imbibicién de la semilla y la cantidad de luz
recibida. Otro aspecto, importante que se debe
considerar en las estrategias de conservacién de

cactaceas, es el lento crecimiento que presentan
algunas especies, lo que influye no sélo en que algunas
plantas alcancen su madurez hasta una edad muy
avanzada, sino también en una de las etapas del ciclo
de vida mas criticas para la sobrevivencia de los
individuos (fase de plantula), consecuentemente el
tamafio que alcancen los individuos en los primeros
meses de vida es fundamental para su establecimiento
y desarrollo (Valiente-Banuet y Godinez-Alvarez,
2002).

Para amortiguar este problema, es posible desarrollar
tareas de conservacién para la proteccion de las
especies de cactus en cuanto a su forma de
propagacion. Es en este sentido, el presente trabajo de
investigacion tiene como objetivo evaluar el
comportamiento germinativo y describir
morfolégicamente el desarrollo inicial de
O. psudofossulatus en condiciones in vitro. Asi mismo,
determinar el porcentaje de germinacion con pruebas
pre-germinativas de remojo en agua en sustratos de
papel en cajas Petri. Al igual que, cuantificar el
porcentaje de germinacion en sustratos de arena, tierra
negra y humus de lombriz (ex situ). Ademas, comparar
las  caracteristicas morfométricas de  brotes
procedentes de cultivo in vitro y de cajas Petri.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién de la zona de estudio

El 4rea de colecta de material vegetal esta ubicada
hacia el sector noroeste, oeste, sur, suroeste, y sureste
de la provincia Murillo, presentando una zona semiarida
por su ubicacidn geogréficay por las lluvias orograficas.
Se caracteriza por la presencia de formaciones
montafiosas poco elevadas, de relieve irregular y muy
pedregosas. Las unidades geomorfolbgicas
comprenden lechos de rios, terrazas y planicies,
abanicos aluviales, quebradas laterales y laderas
pronunciadas. La vegetacion, por la fuerte influencia
humana, determina un tipo predominantemente
arbustivo, con plantas espinosas Yy suculentas
(cactaceas). ElI matorral abierto se distribuye en las
laderas, quebradas y terrazas altas, sobre los rios o en
las planicies pedregosas (Beck y Garcia, 1991). Entre
los arbustos espinosos se observan a los géneros
Adesmia (Leguminosae), Proustia y Dasyphyllum
(Compositae); cactaceas columnares, y rastreras,
como Oreocereus pseudofossulatus, Echinopsis
lageniformis, E. bridgesii subsp. bridgessi y E.
pentlandlii, asi como la “tuna”, Opuntia ficus-indica,
O. sulphurea y Corryocactus melanotrichus. Segun
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Ibisch y Mérida (2003), el area comprende la ecoregion
de la Puna Nortefia y sus subecoregiones de Puna
himeda entre los 3 810 - 4 000/4 100 m y la Puna
subhumeda entre los 3 200 - 4 100/4 200 m, de
acuerdo a los niveles de humedad prevaleciente en el
ambiente. La distribucion de O. pseudofossulatus, en
la provincia Murillo del departamento de La Paz se da
entre los 3 000 a 4 000 m de altura en los valles secos
de los cinco municipios de la provincia, estos son La
Paz, Palca, Mecapaca, Achocalla y El Alto.

Metodologia

Los frutos de O. psudofossulatus fueron colectados de
las poblaciones naturales del municipio de Palca,
misma que se encuentra en una cabecera del valle de
La Paz en el departamento del mismo nombre. Los
frutos maduros fueron colectados y llevados a las
instalaciones de la Unidad de Biotecnologia Vegetal de
la Carrera de Biologia de la Universidad Mayor de San
Andrés. Cada fruto fue colocado dentro una Petri y se
esperé que estas se abrieran de forma natural, y
posteriormente se procedi6 a extraer las semillas para
secarlas a temperatura ambiente dentro del
laboratorio.

Pruebas de viabilidad

Se realizd mediante la prueba topogréfica de tetrazolio,
siguiendo el protocolo sugerido por el ISTA (2020), que
consiste en fracturar las semillas para permitir el paso
de la solucién (0.1% cloruro 2,3,5; trifenil-2H
tetrazolio), hacia la regién del embrién. Las semillas
permanecen en esta solucion durante cinco dias en
completa oscuridad, registrando posteriormente el
numero de semillas teflidas de rojo como viables. Se
tuvieron seis repeticiones y cada una de ellas
constituida por 100 semillas.

Pruebas de germinacion in vitro

Las semillas fueron desinfectadas con alcohol al 70 %
durante dos minutos para posteriormente sumergirlas
en una solucion de hipoclorito al 1 % durante 45
minutos y, dentro de la camara de flujo laminar se
realizaron enjuagues con agua destilada estéril. Luego
fueron sembradas en el medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962) (M.S.) a la mitad de su concentracién
suplementado con 10 % de leche de coco, 20 g de
sacarosay el pH fue ajustado a 5.8. Una vez finalizada
la siembra se llevaron a la sala de crecimiento y
expuestas a un fotoperiodo de 16/8 horas luz y
oscuridad.

Pruebas de germinacion ex situ en cajas petri

Previamente, las semillas fueron remojadas durante 24
horas y estas se sembraron sobre una capa de papel
toalla humeda dentro de cajas Petri. Cada una de estas
cajas, representa una unidad de evaluacion y esta
conformada por 50 semillas, con seis repeticiones.

Pruebas de germinacién ex situ en sustrato

En condiciones de vivero se sembraron en 600 semillas
en contenedores plasticos en dos tipos de sustrato de
tierra negra, arena y humus de lombriz, conformado las
combinaciones de sustratos para dos tratamientos T1
(1:1:1) y T2 (1:1:2) respectivamente.

Variables de respuesta

Porcentaje de germinacion: se contabilizé el nimero de
semillas que germinaron, es decir, se observé la
emergencia de la radicula de cada unidad experimental,
y posteriormente en base a la siguiente formula, se
determind el porcentaje de germinacion.

Numero de semillas germinadas

100 (1)

%Germinacion = - : -
Total de semillas por unidad experimental

En el caso, de las pruebas in vitro se realizd la
evaluacién a los 7, 14, 21, 28, 36 y 42 dias
respectivamente. No obstante, para las pruebas de
geminacion en cajas Petri y en sustrato se realiz6 la
evaluacion al cabo de 42 dias.

Descripcion morfolégica: las evaluaciones se realizaron
al cabo de seis semanas consecutivas, de las cuales se
categoriz6 sus fases de desarrollo durante el proceso
de germinacion hasta la conversion de plantulas en
condiciones in vitro.

Mediciones morfométricas: de los brotes procedentes
de las pruebas de cultivo in vitro y de las cajas Petri, se
tomaron mediciones de la longitud de raices (mm) y de
brote (mm), y diametro de brote (mm) pasado los 42
dias después de la siembra.

Andlisis de datos

Al tratarse de variables cualitativas y descriptivas del
proceso de germinacion, se caracterizé cada fase y el
tiempo que toma en desarrollar las semillas hasta
planta. La variable de respuesta, porcentaje de
germinacion para cada tipo de ensayo, se analiz6 a
través de una media estadistica y desviacion estandar.
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Mientras, para las variables morfométricas de longitud
de raices (cm) y de brote (cm), y diametro de brote
(mm) se comparo a través de una prueba de T-Student
entre las semillas sembradas en cultivo in vitro y en
cajas Petri. Dicha informacién se analizé empleando el
programa estadistico (infoStat L version 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION
Viabilidad de las semillas

En cuanto a las pruebas de viabilidad un 95.6 % de las
semillas de O. psudofossulatus son viables. Este
parametro es un indicador del potencial de
germinacion, la viabilidad de las semillas de cactus es
muy variable, asi en un estudio realizado por Salas
etal. (2011) en A. myriostigma, A. capricorne y S. sherii
obtuvieron los valores mas altos en cuanto a viabilidad
(100.0 %) mediante la prueba de tetrazolio, a diferencia
de E. reicheinbachii y M. prolifera (31.0 y 33.0 %
respectivamente). Ademas, es importante considerar
la longevidad de las semillas ya que, segun Trejo y
Garza (1993) para algunas especies de cactaceas la
viabilidad es limitada en semillas frescas o recién
colectadas y aumenta a los dos o tres afios, reportando
que las semillas de M. heyderi de cero afios de edad
tiene un porcentaje de germinacién menor, a diferencia
de las de dos y tres afios. Es importante aclarar
que las semillas de O. psudofossulatus, después de la

colecta pasaron tres semanas en el laboratorio hasta
que madure el fruto y empiecen abrirse de manera
natural.

Fases de desarrollo durante el proceso de
germinacién hasta la conversién de plantas

En O. psudofossulatus se categorizé en cinco fases
distintivos de desarrollo durante el proceso de
germinacion y sus respectivas caracteristicas que a
continuacion se explica. Fase 0: Ruptura de testa, entre
los 7 y 14 dias la absorcion de agua por imbibicion en
el medio de cultivo, causa el hinchamiento y la ruptura
final de la testa en forma paralela al micrépilo (zona
ecuatorial) se observa el embrion de color blanco; Fase
1: Emergencia de la radicula, entre los 15 y 20 dias, la
radicula emerge por la zona del micropilo, tiene forma
cbnica y es de color blanquecino; Fase 2: Emergencia
de la plumula, emerge entre los 21 y 27 dias, es una
estructura cilindrica que crece perpendicular al sentido
de la radicula. La testa se queda adherida al area
apical; Fase 3: Desprendimiento de la testa, entre los
28 y 34 dias, el brote apical se alarga y ensancha. Una
vez desprendida la testa se observa que la zona apical
presenta una hendidura central de donde emergeran
posteriormente las espinas; Fase 4: Aparicion de
espinas, entre los 35 y 42 dias, la hendidura central
empieza a envaginarse para dar lugar a un cumulo de
espinas.

Cee——

Figura 1. Fases de desarrollo durante el proceso de germinacion in vitro en O. psudofossulatus: a) Fase 0: ruptura de testa;
b) Fase 1: emergencia de la radicula; c) Fase 2: emergencia de la pliumula; d); Fase 3: desprendimiento de la testa;
e) Fase 4: aparicion de espinas.
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La Fase 1 o emergencia de la radicula, es un
pardmetro muy importante para determinar el
porcentaje de germinacion, ya que es una sefial de que
la semilla se renueva y comienza otro ciclo de su vida.
La germinacién es el tiempo durante el cual el embrion
adquiere independencia, por esto las caracteristicas
en cuanto a la estructura y las funciones de estas

juegan un papel importante en la sobrevivencia de los
individuos en un habitat particular. En la Figura 2 se
observa, que gradualmente se presentan cambios de
una Fase a otra a lo largo del tiempo de evaluacion,
alcanzado su maximo desarrollo de los brotes de
O. pseudofossulatus hasta los 42 dias en Fase 3 y
Fase 4 con 18 y 70 % respectivamente.
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Figura 2. Porcentaje individuos en diferentes Fases de desarrollo de O. pseudofossulatus in vitro en diferentes tiempos de
evaluacion. a) Fase 0: ruptura de testa; b) Fase 1: emergencia de la radicula; c) Fase 2: emergencia de la plumula;
d); Fase 3: desprendimiento de la testa; €) Fase 4: aparicién de espinas.

Germinacién in vitro

En condiciones in vitro de O. psudofossulatus en el
transcurso del tiempo la germinacion fue ascendiendo
de manera exponencial hasta la quinta semana (36
dias) y pasa a una fase estacionaria en la sexta
semana (42 dias). De acuerdo a los resultados
obtenidos bajo estas condiciones alcanz6 un 83 % de
germinacion (Figura 3).

920
80 -
70 -
60 - 66
20 1 53
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7 14 21 28 36 42

Tiempo de evaluacion (dias)

Figura 3. Variacién de la germinacion de
0. pseudofossulatus in vitro a lo largo del tiempo.

Los porcentajes de germinacion en otras especies de
cactus en condiciones in vitro es variable en el caso de
Mammillaria pectinifera fue de 95.0 % (Navarro y
Deméneghi, 2007) y en Ferocactus glaucescens fue de
48.0 % (Santos, 2005), Acanthocereus occidentalis,
Britton fue de un 90.0 % de germinacion (Garza et al.,
2005). Ademas, los porcentajes de germinacién
también estan influenciados por otros factores fisicos y
guimicos, como es el caso de la especie Trichocereus
candicans bajo condiciones de luz y temperatura que
varian considerablemente (luz blanca, luz roja y en la
oscuridad) y determinaron que combinando estos dos
factores los mayores porcentajes de germinacion
(94.8 %) fueron logrados por T. candicans con
temperaturas de 30°C y bajo luz blanca (Méndez,
2011).

Germinacion ex situ en cajas petri y sustrato

Al cabo de seis semanas (42 dias) se determiné que las
semillas de O. pseudofossulatus germinaron en un
72.7 + 23.99 % en sustrato de papel (cajas petri). Sin
embargo, en condiciones de vivero se obtuvo un 28 y
35 % de semillas emergidas en los dos sustratos T1
(1:1:1) y T-2 (1:1:2) respectivamente de tierra negra,
arena y humus de lombriz.
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La germinaciébn en ambos tipos de sustrato es
significativamente menor a la de cultivo in vitro (83 %),
esto podria deberse a las condiciones de alta humedad
y nutrientes en cantidades adecuadas que provee el
cultivo in vitro, condiciones no presentes en sustrato de
papel y sustratos. En relacion a estudios ex situ, Ortiz-
Arcos (2006) encontro que al someter las plantulas de
Pachycereus weberi (Cactaceae, endémica de
América) a luz solar directa y con semisombra en
ambos casos ningln plantin llegd a sobrevivir bajo
estas condiciones naturales. Comparando semillas
con plantulas de cactus se puede asumir que una de
las limitaciones para la germinacion y sobrevivencia
son las inclemencias del tiempo como las altas
temperaturas y escasez de agua que afectan en el
establecimiento de las plantulas (Mandujano et al.
1996; Ortiz-Arcos, 2006). Por otro lado, las
caracteristicas del suelo son determinantes para la
germinacién y establecimiento de nuevos individuos,
ya que las condiciones edéficas en las cuales algunas
especies viven pueden ser altamente especializadas.
En cactus columnares como Cephalocereus trajani,
Neobuxbaumia tetetzo, Pachycereus fulviceps vy
Stenocereus gummosus, al igual que algunos cactus
globosos como Mammillaria crucigera, estan
asociados con tipos particulares de suelo (Valiente-
Banuet y Godinez-Alvarez, 2002). Por otro lado, la
textura del suelo puede afectar draméticamente la
disponibilidad de agua evitando el establecimiento de
ciertas especies y favoreciendo la de otras
dependiendo de los requerimientos particulares y
tolerancia de cada una para su establecimiento y
crecimiento (Rojas y Vazquez, 2000).

De la misma forma se cuantificé que al cabo de seis
semanas (42 dias) después de la siembra en
condiciones in vitro las semillas alcanzaron un 18.0 y
70.0 % respectivamente a Fases superiores de 3y 4
(desprendimiento de la testa; y aparicién de espinas)
(Figura 1y 2). Sin embargo, las que fueron sembradas
en sustrato de papel alcanzaron a desarrollarse hasta
la Fase 2 (emergencia de la plumula) en un 42.7 %y
el resto permanecieron en la Fase 1 (emergencia de la
radicula).

Segun los resultados obtenidos a través de la prueba
de T-student se evidencié diferencias significativas
(P<0001) en las variables estudiadas de la longitud de
raices y de brote, y diametro de brote de
O. pseudofossulatus sembrados en condiciones in
vitro (medio de cultivo MS/2) y en cajas petri (sustrato
de papel). Donde, es notorio que los brotes
procedentes de cultivo in vitro son en los que se

obtienen mayor longitud de la raiz (4.73 £ 1.92 mm) y
del brote apical (6.70 = 2.06 mm) al igual que el
didmetro (3.32 £ 0.67 mm) del mismo, en relacion a las
procedentes de sustrato de papel (Figura 4). Esta
diferencia se debe a que las semillas que fueron
sembradas in vitro el medio de cultivo M.S./2,
proporciona condiciones adecuadas de humedad, que
es un iniciador de para que se dé la imbibicion del agua
y consecuentemente la germinacién; ademas de
proporcionar macro y micronutrientes y vitaminas las
mismas que favorece su crecimiento y desarrollo.

6.70 & In vitro
A ¥ Cajas Petri

4.73

3.32

Longitud y diametro (mm)

O P N W b OO O N ©
1

Longitud raiz  Longitud brote Diametro brote

Figura 4. Longitud de raices (mm) y de brote (mm), y
diametro de brote (mm) de O. pseudofossulatus sembrados
en condiciones in vitro (medio de cultivo MS/2) y en cajas
petri (sustrato de papel) a los 42 dias de evaluacion.

Al analizar las técnicas de germinacion se concluye que
las mejores opciones para la obtencion de plantines de
O. pseudofossulatus de manera ex situ, es a traves del
cultivo in vitro, ya que las plantas se pueden propagar
de forma masiva; o en su defecto en cajas petri para ser
transplantadas a sustrato. Tal como recomienda Ortiz-
Arcos (2006), la propagacion de Pachycereus weberi
(Cactaceae) ex situ es la mejor opcion, ya que las
semillas pasan por grandes adversidades que les
impiden llegar a su etapa adulta en su habitat natural
debido a que crecen en habitat Xéricos.

Figura 5. Vitroplanta de O. pseudofossulatus en el medio de
cultivo MS/2.
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CONCLUSIONES

Las semillas O. psudofossulatus presentaron un 83 %
de germinacién en el medio de cultivo M.S. (Murashige
y Skoog, 1962) a la mitad de concentracion, 72.7 % en
sustrato de papel (cajas petri) y 95.6 % de viabilidad.
Se obtuvo un 35 % de semillas emergidas en el
sustrato T-2 (1:1:2) de tierra negra, arena y humus de
lombriz. Desde la emergencia de la radicula pasaron
por cinco fases hasta la conversion de plantas en un
70 % en un tiempo de 42 dias (seis semanas) desde la
siembra en condiciones in vitro. Las semillas que
fueron sembradas en cultivo in vitro fueron en los que
se obtienen mayor longitud de la raiz (4.73 mm), de
brote apical (6.70 mm) y de diametro (3.32 mm), en
relacién a las procedentes de sustrato de papel.
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