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Resumen

El género Lachemilla (Focke) Rydberg (Rosaceae) es considerado uno de los grupos de plantas
mas ecoldgicamente importantes y ricos en especies de los paramos andinos, sin embargo, no
ha sido muy estudiado. La presente investigacién es el primer reporte sobre morfologia,
viabilidad y cultivo in vitro de las especies Lachemilla hispidula (L.M. Perry) Rothm., Lachemilla
holosericea (L.M. Perry) Rothm., Lachemilla mandoniana (Wedd.) Rothm. y Lachemilla nivalis
(Kunth) Rothm., con el objetivo de determinar un protocolo de germinacién in vitro de semillas
para cada una de estas especies. En primer lugar, se realizd una caracterizacién morfolégica de
los frutos y semillas, obteniendo datos de peso, dimensiones y nimero de semillas por fruto.
Seguido, se llevé a cabo pruebas de viabilidad, con resultados de 59, 63, 65 y 64% para L.
hispidula, L. holosericea, L. mandoniana y L. nivalis, respectivamente. A continuacion, se
establecié el protocolo de desinfeccion, donde el tratamiento éptimo para L. hispidula, L.
holosericea y L. nivalis fue utilizar una solucién de NaClO al 2% y 10 min de tiempo de inmersidn;
mientras que L. mandoniana necesita NaClO al 2% y 15 min de tiempo de inmersion.
Finalmente, para las pruebas de germinacion in vitro, el mejor tratamiento fue con temperatura
ambiente (9-20°C) y fotoperiodo de 12h, donde L. mandoniana presenté el mayor porcentaje de

germinacion de las cuatro especies con 63.3 + 10.4% vy L. nivalis el menor con 45.0 £ 5.0%.

Palabras clave:

e PARAMO

¢ MORFOLOGIA
e VIABILIDAD

e DESINFECCION

e CULTIVO



14

Abstract

The genus Lachemilla (Focke) Rydberg (Rosaceae) is considered one of the most ecologically
important and species-rich groups of plants in the Andean moors, however, it has not been
extensively studied. This research is the first report on the morphology, viability and in vitro
culture of the species Lachemilla hispidula (L.M. Perry) Rothm., Lachemilla holosericea (L.M.
Perry) Rothm., Lachemilla mandoniana (Wedd.) Rothm. and Lachemilla nivalis (Kunth) Rothm.,
with the aim of determining an in vitro seed germination protocol for each of these species.
First, a morphological characterization of the fruits and seeds was carried out, obtaining data on
weight, dimensions and number of seeds per fruit. Viability tests were then carried out, with
results of 59, 63, 65 and 64% for L. hispidula, L. holosericea, L. mandoniana and L. nivalis,
respectively. Next, the disinfection protocol was established, where the optimal treatment for L.
hispidula, L. holosericea and L. nivalis was to use a 2% NaClO solution and 10 min of immersion
time; while L. mandoniana needs 2% NaClO and 15 min of immersion time. Finally, for the in
vitro germination tests, the best treatment was with room temperature (9-20°C) and a
photoperiod of 12h, where L. mandoniana presented the highest percentage of germination of

the four species with 63.3 £ 10.4% and L. nivalis the least with 45.0 £ 5.0%.

Keywords:

e PARAMO

e MORPHOLOGY
e VIABILITY

e DISINFECTION

e CULTURE
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Capitulo I: Introduccién

Antecedentes

El pdramo presenta atributos ecolégicos, geograficos y socioecondmicos que le dan un
alto valor estratégico, como su importancia hidrica, su alto grado de endemismo y su uso para
las poblaciones (Hofstede et al., 2002). En el Ecuador, este ecosistema tropical se encuentra
comunmente a una altitud promedio de 3300 msnm, valor que varia debido a condiciones

geoldgicas, antropicas y climaticas (Beltran et al., 2009).

Existen diferentes formas de vida vegetal, donde cada una representa un plan de
crecimiento Unico para enfrentar climas extremos, bajas temperaturas nocturnas, altos niveles
de radiacion y suelos generalmente pobres en nutrientes (Cuesta et al., 2014; Llambi, 2015).
Como consecuencia de estas adaptaciones evolutivas, muchas de las plantas en el pdramo no se
encuentren en ningun otro ecosistema en el mundo (Mena et al., 2001; Morocho & Chuncho,

2019).

Justificacion o Importancia del Problema a Resolver

Los paramos son uno de los hotspots mds importantes del planeta al albergar gran
diversidad de especies y tener un alto grado de endemismo (Eguiguren et al., 2015; Myers et al.,
2000). Alli habitan alrededor de 125 familias, 500 géneros y 3400 especies de plantas vasculares
(Caranqui et al., 2016). Entre sus familias mas representativas se encuentran: Asteraceae,

Cyperaceae y Rosaceae (Sabogal & Quinteros, 2013).

La familia Rosaceae contiene cerca de 100 géneros y 3000 especies distribuidas por todo
el mundo, aunque la mayoria se encuentran en las zonas templadas del hemisferio norte
(Pedraza et al., 2004). En esta familia se encuentra el género Lachemilla (Focke) Rydberg, el cual,

aunque se encuentre ampliamente distribuido en las montafias neotropicales y en la region alto-
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andina del norte de Sudamérica, existen escasos estudios taxonédmicos y su ecologia es

practicamente desconocida (Romoleroux, 2004).

Debido a esto, se desea realizar estudios de morfologia, viabilidad, desinfeccién y
germinacioén en este género, utilizando una de las aplicaciones de la biotecnologia para la
produccién masiva de plantas llamada cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro de plantas

(Sharry, 2015).

Objetivos
Objetivo General:
e Determinar un protocolo de germinacién in vitro de semillas de cuatro especies del género

Lachemilla (Focke) Rydberg (Rosaceae) recolectadas en el Parque Nacional Cayambe Coca,

Ecuador.

Objetivos Especificos
e Caracterizar el peso y las dimensiones de frutos y semillas de cuatro especies del género
Lachemilla (Focke) Rydberg.
e Determinar la concentracidn y tiempo de inmersién de hipoclorito de sodio para la
desinfeccidon de semillas de cuatro especies del género Lachemilla (Focke) Rydberg.
e Establecer la temperaturay condiciones de luz para la germinacidn in vitro de semillas de

cuatro especies del género Lachemilla (Focke) Rydberg.



17

Capitulo Il: Marco Tedrico

Los Paramos, Ecosistemas Menospreciados y Amenazados

Caracteristicas Generales de los Pdramos

Los paramos estan distribuidos dentro de la zona humeda de los Andes ecuatoriales
entre 119N y 89S de latitud, principalmente en Venezuela, Colombia, Ecuador y el norte de Peru,
también en algunas zonas de Costa Rica y Panama (Fernandez et al., 2015). Su vegetacién esta
muy adaptada a condiciones fisico-quimicas y climaticas como: temperaturas bajas, vientos
fuertes, humedad relativamente alta, nubosidad alta, baja presién atmosférica, radiacion

ultravioleta intensa, y efectos de secado por el viento (Morocho & Chuncho, 2019).

Es posible, que las condiciones extremas de luz y temperatura hayan jugado un papel
determinante en la seleccién y evolucidn de las caracteristicas adaptativas de las plantas (Rios &
Cadenas, 2005). Por lo que, estas montafias albergan la flora tropical mas diversa en el mundo,
con un alto grado de endemismo a nivel de especies y géneros (MAE, 2018). Por otro lado, los
paramos denotan gran importancia ecolégica y econdmica, ya que varios millones de personas
depende de éstos directa o indirectamente, generando recursos con la produccion de alimentos
agricolas, la gestion de turismo y recreacion (Hofstede et al., 2002; Morocho & Chuncho, 2019).
En Ecuador, el pdramo abarca cerca del 6% del territorio nacional, donde, entre 3500 especies
de plantas vasculares han sido reportadas y posiblemente un 60% de ellas son endémicas (Reyes
et al., 2015; Sklenar & Balslev, 2005). Desafortunadamente, menos del 40% de esta area esta

protegida formalmente (Carrillo et al., 2019).

Relevancia de los Padramos Como Ecosistema
Los paramos son ecosistemas de gran valor ecoldgico por sus servicios de agua, suelo y

biodiversidad con la mayor heterogeneidad ambiental (Vargas, 2013). Su importancia
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biogeogriéfica, evolutiva, ecoldgica y econdmica lo hacen Unico, y las especies que se han
adaptado a él no se encuentran en ningun otro lugar, convirtiéndolo en un ambiente
sumamente fragil (Fernandez et al., 2015). Entre los ecosistemas alpinos tropicales el paramo es
el mas diverso, principalmente por su gran extensidn geografica, ademas de tener un elevado
nivel de endemismo (Aguirre et al., 2015; Sklenar & Balslev, 2005). Aproximadamente, el 6.7%
de las plantas endémicas del mundo se observan a lo largo del gradiente montafioso que se

extiende entre 3200 y 4500 m s. n. m. (Carrillo et al., 2019).

La morfologia de algunas plantas que actian a manera de esponjas para retener el agua,
hace que los paramos sean fundamentales para la regulacién hidrolégica, asi el agua se
almacena en periodos hiumedos y se libera progresivamente en periodos secos (Ledn Gorddn,
2014; Podwojewski, 1999). Por otro lado, los paramos disponen grandes cantidades de carbono
acumulado en sus suelos, convirtiéndose en la mayor reserva de carbono en el mundo (Ayala et

al., 2014; Sklenar & Balslev, 2005).

Actividades que Amenazan a los Pdramos

Los paramos son considerados como uno de los biomas mds estratégicos y vulnerables
del norte de Sudamérica y el Neotrdpico (J. A. Morales & Estévez, 2006). Actualmente, es uno de
los ecosistemas mdas amenazados debido a la expansion de las zonas de cultivo, practicas
pecuarias, quemas y sobrepastoreo, la introduccién de especies no nativas, mineria, caceria y el

calentamiento global (Basantes, 2010; Beltran, 2011; Fiallos, 2010).

La alteracidn de su vegetacion hace que los suelos se vuelvan inestables, dejando de
retener materia organica, agua y nutrientes (Reyes et al., 2015). Estos impactos afectan la
capacidad de captacidn de agua y recreacion, junto con la calidad de vida de la gente que

depende de este ecosistema (Aguirre et al., 2013). Se estima que medio millén de personas
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viven en los paramos del Ecuador, con poco acceso a servicios bdsicos como alimentacion,
vivienda, educacién, capacitacion y salud, haciendo que el manejo y conservacion del

ecosistema sean propuestas complicadas (Reyes et al., 2015).

Rosaceae, una Familia Vegetal Representativa de los Paramos

Generalidades de la Familia Rosaceae

La familia Rosaceae es la tercera familia de plantas mas importante econémicamente en
las regiones templadas (Diaz, 2010). Sus productos tienen una gran demanda por sus valores
nutricionales y estéticos, y su cultivo impulsa las economias regionales (Shulaev et al., 2008).
Entre estos se incluyen particularmente frutos comestibles y flores vistosas u ornamentales,
pero también algunos cultivos maderables y medicinales o nutracéuticos (Hummer & Janick,

2009).

En el Ecuador se han registrado 11 géneros y 70 especies nativas, en su mayoria
distribuidas en la zona altoandina sobre los 2500 m de altitud (Romoleroux, 2017). De las 70
especies nativas 12 son endémicas, incluidas en los géneros Polylepis, Rubus y Lachemilla (Le6n-

Yanez et al., 2019).

Generalidades del Género Lachemilla (Focke) Rydberg

En 1888, Focke consideraba a Lachemilla dentro del género Alchemilla de la familia
Rosaceae, junto con Eualchemilla y Aphanes (Gaviria, 1997). Sin embargo, Rydberg (1908) y
Rothmaler (1937) trataron a Lachemilla como un género distinto basandose en sus diferencias
florales y distribucién geografica (Romoleroux, 2009). El género Lachemilla (Focke) Rydberg
engloba aproximadamente 80 especies de hierbas y arbustos que se distribuyen en América del
Sur y Central, desde México hasta el norte de Chile y Argentina, entre 2200 y 5000 m de altitud

(Gehrke et al., 2008; Kalkman, 2004; Romoleroux, 2004). El area de mayor diversidad se
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encuentra en la regidn entre Venezuela y Ecuador con 36 especies, de las cuales 27 estan

distribuidas en Ecuador (Samaniego et al., 2018).

Importancia de las Especies de Lachemilla (Focke) Rydberg de Estudio

Lachemilla (Focke) Rydberg es considerado uno de los grupos de plantas mas
ecolégicamente importantes y ricos en especies de los paramos andinos (Gehrke et al., 2008).
Estos forman extensas asociaciones vegetales que trabajan como reservorios naturales de agua
en paramos y superparamos (Romoleroux, 2004). Por lo que, son empleados en proyectos de

reforestacidn y para evitar la erosidn de los suelos (Tanguila & Pico, 2020).

Este género es utilizado con fines medicinales y ambientales (Romoleroux, 2014). En
Colombia y Ecuador son aprovechados en la medicina popular, empledndolos en infusiones para
el tratamiento de la enteritis, diarreas, disenterias y hemorragias intestinales (Gonzalez, 2011,
Gonzdlez et al., 2012). Se han realizado varios estudios para analizar su potencial bioactivo,
demostrando la presencia de compuestos fendlicos, principalmente taninos y flavonoides, y
tienen gran actividad antioxidante, antitumoral, antiinflamatoria, cicatrizante, entre otras

(Alvarez et al., 2020; Ayca & Arias, 2012).

Descripcion de Lachemilla hispidula (L.M. Perry) Rothm.

Segun Fernanda Samaniego (2014), Lachemilla hispidula es un subarbusto de 30-40 cm
de largo. Tallos erectos a ligeramente decumbentes, a veces ramificados hacia el dpice, toda la
planta con tricomas hispidos, excepto las inflorescencias. Hojas distales reducidas,
formando vainas verticiladas lobuladas alrededor del tallo, margen revoluto. Inflorescencias en
cimas glomeruladas terminales o laterales, flores bisexuales, pedicelo ligeramente piloso, dos

estambres, ovario infero y fruto aquenio ovoide.
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Descripcion de Lachemilla holosericea (L.M. Perry) Rothm.

Segun Katya Romoleroux (2019a), Lachemilla holosericea es una hierba cespitosa,
procumbente a ligeramente decumbente. Tallos ramificados, las ramas producen raices. Hojas
distales alternas, simples, lamina tripartida, margen revoluto. Inflorescencias en cimas
glomeruladas, flores bisexuales, pedicelo sericeo-villoso, dos estambres, ovario infero y fruto

aquenio ovoide-globoso.

Descripcion de Lachemilla mandoniana (Wedd.) Rothm.

Segun Katya Romoleroux (2019b), Lachemilla mandoniana es una hierba estolonifera,
rastrera. Tallos en ramas ligeramente ascendentes, ocasionalmente con tricomas villosos.
Hojas alternas compuestas, [ldmina deltoide-ovada con dos a tres pares de
foliolos lobulados. Inflorescencias en cimas glomeruladas o flores solitarias, flores

bisexuales, dos estambres, ovario infero y fruto aquenio semi ovoide-globoso.

Descripcion de Lachemilla nivalis (Kunth) Rothm.

Segln Katya Romoleroux (2019c), Lachemilla nivalis es un subarbusto hasta 60 cm de
largo. Tallos erectos o ligeramente decumbentes, a veces ramificados hacia el dpice, con
tricomas villosos-sericeos. Hojas distales reducidas, formando vainas verticiladas alrededor del
tallo con 10 - 15 Iébulos, margen ligeramente revoluto. Inflorescencias en cimas glomeruladas

terminales o laterales, flores bisexuales, dos estambres, ovario infero y fruto aquenio ovoide.

Cultivo de Tejidos Vegetales

Cultivo de tejidos es el cultivo de protoplastos, células, tejidos, érganos, embriones o
semillas in vitro (Pierik, 1997). La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas
dentro de un frasco de vidrio en un ambiente artificial con dos caracteristicas fundamentales: la

asepsia y el control de los factores que afectan el crecimiento (Castillo, 2004; Sharry, 2015).
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Desde 1975, el cultivo in vitro de plantas vasculares ha mostrado un desarrollo
espectacular (Pierik, 1997). Métodos para la germinacion de semillas, micropropagacion, cultivo
de meristemas y cultivo de callos, dan como resultado la produccién y regeneracion de
individuos viables de muchas especies vegetales (Fay, 1994; Garcia et al., 2010). Estos métodos
han adquirido una gran importancia industrial en el drea de la propagacion de plantas,
eliminacion de enfermedades, mejoramiento de plantas y producciéon de metabolitos

secundarios (Leva & Rinaldi, 2012).

El utilizar métodos de cultivo in vitro para la germinacién de semillas es una buena
estrategia, debido a que, en algunas especies la germinacién es baja o nula por factores como
latencia o requisitos especificos de luz, humedad y temperatura (Fay, 1994). Esto puede ayudar
a la conservacion de plantas de paramos que se encuentran amenazadas. Ademas, la
propagacion de plantas por medio de semillas es de gran importancia, al intervenir en el

mantenimiento de la diversidad genética de las especies (Amador et al., 2013).

Hipétesis
Hipdtesis nula (Ho): No existe un protocolo para la germinacion in vitro de las semillas de
cuatro especies del género Lachemilla (Focke) Rydberg (Rosaceae) recolectadas del Parque

Nacional Cayambe Coca, Ecuador.

Hipodtesis alternativa (Hi1): Existe un protocolo para la germinacion in vitro de las semillas
de cuatro especies del género Lachemilla (Focke) Rydberg (Rosaceae) recolectadas del Parque

Nacional Cayambe Coca, Ecuador.
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Capitulo lll: Metodologia

Recoleccién y Tratamiento Preliminar del Material Vegetal

El material vegetal se obtuvo en parcelas previamente seleccionadas y delimitadas por
el proyecto Consorcio Alemdan-Ecuatoriano sobre Biodiversidad (BIO-GEEC), dentro del Parque
Nacional Cayambe Coca. Se recolectd en bolsas de papel frutos maduros de las especies:
Lachemilla hispidula (L.M. Perry) Rothm., Lachemilla holosericea (L.M. Perry) Rothm., Lachemilla

mandoniana (Wedd.) Rothm. y Lachemilla nivalis (Kunth) Rothm.

Se los etiquetd con el cddigo de accesidn fijado por el proyecto, su respectiva ficha de
muestreo y fotografia. Se dejé secar el material vegetal a temperatura ambiente por dos dias,
posteriormente se extrajeron los frutos y semillas de los restos vegetales y fueron almacenados

en frascos de vidrio a 5°C en oscuridad hasta ser utilizados.

Identificacion de las Especies
Las especies recolectadas fueron correctamente identificadas utilizando las colecciones

del Instituto Nacional de Biodiversidad — INABIO.

Caracterizacion Morfoldgica de Frutos y Semillas

Para el pesaje, se pesd en una balanza analitica cinco lotes de 100 frutos y 100 semillas,
obteniendo un promedio de dichos lotes. Para el dimensionamiento, se tomé fotografias de 100
frutos y 100 semillas con la cdmara del estereoscopio MSHOT, luego se midid el largo y ancho
utilizando el programa ImageJ 1.49v, obteniendo un promedio de las dimensiones.
Adicionalmente, se determind el nimero de semillas por fruto, obteniendo la cantidad minima,
maxima y promedio de semillas en 30 frutos. Este procedimiento se realizé para las cuatro

especies seleccionadas.
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Pruebas de Viabilidad de las Semillas

La prueba de viabilidad con la solucién de cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio (TZ) fue
preparada segun el protocolo de la Asociacion Internacional de Ensayos de Semillas-ISTA (2016).
Las semillas fueron punzadas levemente con una aguja a un tercio de su longitud. Tras verificar
que tienen embridn se las remojo en agua durante 18 h. Finalmente, se colocaron en tubos
Eppendorf con la solucién TZ al 1% y fueron incubadas a 30°C en oscuridad durante 20 horas. Al
finalizar del tiempo de tincidn, las semillas fueron enjuagadas con agua y examinadas en el
estereoscopio. La presencia de coloracién roja se considera como tejido viable, mientras que
una falta de coloracién representa que el embrién no es viable (Cottrell, 1948; Hartmann &

Kester, 1975).

La variable evaluada fue el porcentaje de viabilidad en 100 semillas con embrién, se lo
calculd segun la férmula: viabilidad (%) = numero de semillas tefiidas / niUmero total de semillas
con embridn x 100. Ademas, se obtuvo el porcentaje de semillas con embrién y semillas huecas
presentes en 200 semillas escogidas al azar. Este procedimiento se realizé para las cuatro

especies seleccionadas.

Pruebas de Desinfeccion de Semillas

Se realizé un lavado a las semillas con agua corriente, seguido de una solucién de
detergente al 1% durante 15 minutos en agitacion, después, se las enjuagdé dos veces en agua
destilada y una ultima con agua estéril por 5 minutos. A continuacién, se sumergieron las
semillas en una solucidn de hipoclorito de sodio (NaClO) mds 3 gotas de Tween-20 en agitacion.
Finalmente, se realizaron tres lavados con agua estéril, y fueron sembradas en cajas Petri con

medio Agar-Agar a 5 g/L dentro de una camara de flujo laminar. Se realizaron seis tratamientos
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variando la concentracion y tiempo de inmersidn del NaClO, como se detalla en la Tabla 1. Los

resultados se observaron durante 4 semanas manteniéndolos a temperatura ambiente.

Tabla 1

Tratamientos para la desinfeccion de semillas del género Lachemilla (Focke) Rydberg.

Concentracion de hipoclorito
Tratamiento Tiempo de inmersién [min]
de sodio [%]

T1 0 10
T2 1 10
T3 2 10
T4 0 15
T5 1 15
T6 2 15

La unidad experimental fue una caja Petri con 25 semillas y se realizaron tres
repeticiones para cada tratamiento. En total se necesitaron 75 semillas por tratamiento, 450 por
especie. La variable evaluada fue el porcentaje de contaminacidon mediante la observacion de
semillas contaminadas por hongo o bacteria. El porcentaje se calculd segun la férmula:
contaminacion (%) = nimero de semillas contaminadas / nimero total de semillas x 100. Este

procedimiento se realizd para las cuatro especies seleccionadas.

Pruebas de Germinacion in vitro de Semillas
Se separaron las semillas huecas de las semillas con embridn al colocarlas en un frasco
lleno de agua revolviendo vigorosamente. Las semillas con embridn tienden a ser mas densas y

se hunden hasta el fondo, mientras las semillas de mala calidad tienden a flotar, por lo que, los
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escombros y semillas huecas se pueden desechar facilmente (Ashworth et al., 2002). Con las
semillas recolectadas, se realizé una escarificacion mecdnica punzandolas levemente con una
aguja a un tercio de su longitud, perforando la testa, y finalmente fueron sembradas en cajas

Petri con medio Agar-Agar a 5 g/L dentro de una camara de flujo laminar.

Se analizé la influencia de temperatura y luz en la germinacién de las semillas durante
60 dias, utilizando tres temperaturas diferentes y dos condiciones de luz, como se detalla en la
Tabla 2. La posicion de las cajas Petri varié dentro de las camaras de germinacion cada semana,
para minimizar las diferencias espaciales en iluminacion y temperatura. Los tratamientos de

oscuridad se realizaron cubriendo totalmente las cajas Petri con papel aluminio.

Tabla 2

Tratamientos para la germinacion in vitro de semillas del género Lachemilla (Focke) Rydberg.

Tratamiento Temperatura [°C] Condiciones de luz
T1 5 Fotoperiodo de 12 h
T2 9 - 20* Fotoperiodo de 12 h
T3 30 Fotoperiodo de 12 h
T4 5 Oscuridad
T5 9-20* Oscuridad
T6 30 Oscuridad

Nota: *Temperatura ambiente en el Distrito Metropolitano de Quito, obtenido de la Red de
Estaciones Automaticas Hidrometeoroldgicas del Instituto Nacional de Meteorologia e
Hidrologia (INAMHI), durante los meses de octubre y noviembre (2021).

La unidad experimental fue una caja Petri con 20 semillas, se realizaron tres repeticiones

para cada tratamiento. En total se necesitaron 60 semillas por tratamiento, 360 por especie. La
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variable evaluada fue el porcentaje por dia y porcentaje final de germinacion, considerando
como germinado cuando el radical sobresalia 1 mm mas alla de la cubierta de la semilla. El
porcentaje se calculd segun la férmula: germinacién (%) = nimero de semillas germinadas /
numero total de semillas sembradas x 100. Este procedimiento se realizé para las cuatro

especies seleccionadas.

Analisis Estadistico

Estadistica Descriptiva de la Caracterizacion Morfolégica
Para el peso se sacé el promedio y desviacidn estandar de cinco lotes de 100 frutos y
100 semillas. Para el dimensionamiento se sacé el promedio y desviacidn estandar de 100

medidas de largo y ancho para frutos y semillas.

Estadistica de las Pruebas de Desinfeccion y Germinacion in vitro

Las pruebas de desinfeccidon y germinacion in vitro presentan un Disefio Factorial
Completo 3x2 con tres réplicas. En primer lugar, se realizé un grafico Q-Q (grafico cuantil-
cuantil) para verificar si los valores obtenidos se ajustan a una distribucion normal. A
continuacion, se realizé una prueba de Shapiro-Wilk para comprobar la homocedasticidad de la

varianza (Valor - p > 0.05).

Si se cumplen estas dos pruebas de normalidad y homocedasticidad, se realizard una
prueba de andlisis de varianza (ANOVA) con nivel de significancia del 95% y un analisis Tukey. Si
no se cumplen, se realizard la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, con nivel de significancia
del 95%. Las pruebas estadisticas se realizaron con el software para analisis estadistico InfoStat

version 2020.
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Capitulo IV: Resultados

Caracterizacidon Morfoldgica de Frutos y Semillas

En la Tabla 3 se observa la fotografia de la flor, fruto y semilla de las especies:
Lachemilla hispidula (L.M. Perry) Rothm., Lachemilla holosericea (L.M. Perry) Rothm., Lachemilla
mandoniana (Wedd.) Rothm. y Lachemilla nivalis (Kunth) Rothm. Los frutos aquenios son
diferentes entre si variando el color, forma y textura; mientras que las semillas muestran gran

similitud, solo variando en su color.

L. hispidula tiene el fruto morado con amarillo, de forma ovalada y pubescente; su
semilla es semiovoide de color café con verde. L. holosericea tiene el fruto verde, de forma
ovalada y pubescente; su semilla es semiovoide de color café claro. L. mandoniana tiene el fruto
morado, de forma ovalada y liso; su semilla es semiovoide de color verde claro. L. nivalis tiene el
fruto morado con blanco, de forma ovalada y pubescente; su semilla es semiovoide de color

café oscuro.

Tabla 3

Flor, fruto y semilla de cuatro especies del género Lachemilla (Focke) Rydberg.

Especie Flor Fruto Semilla

L. hispidula

1mm 1mm
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Especie Flor Fruto Semilla

L. holosericea

L. mandoniana

L. nivalis

1mm 1 mm

La diferencia principal entre estas especies se encuentra en el tamafio de los frutos,
como se observa en la Figura 1a-1b y Tabla 4. El fruto mas grande y pesado pertenece a L.
holosericea con 2.33 mm de largo, 1.40 mm de ancho y 92.05 mg/100 frutos; a esta le sigue L.
nivalis, después L. hispidula y finalmente L. mandoniana con 1.56 x 0.92 mm y 32.89 mg/100
frutos. Por otro lado, las semillas no difieren en gran medida entre especies. La semilla mas
grande y pesada le pertenece a L. hispidula con 0.93 x 0.60 mm y 10.61 mg/100 semillas; a esta
le sigue L. nivalis, después L. mandoniana y finalmente L. holosericea con 0.77 x 0.52 mmy 7.87
mg/100 semillas. Adicionalmente, se determiné el nimero de semillas por fruto presentes en
cada especie. Se puede observar en la Figura 1c que L. holosericea tiene un promedio de 8
semillas por fruto, sobrepasando a las otras especies por mas del doble, ya que tienen un

promedio de 2 a 4 semillas por fruto.
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Figural

Caracterizacion morfoldgica de frutos y semillas de cuatro especies del género Lachemilla
(Focke) Rydberg.

a) Dimensiones
B Largo

# Ancho

Frute Semilla | Fruto Semilla | Fruto Semilla| Fruto Semilla
L. hispidula L. holosericea | L. mandoniana

L. nivalis

b) Peso
100

75

Fruto Semilla| Fruto Semilla' Fruto Semilla ' Fruto Semilla
L. hispidula

L. holosericea | L. mandoniana L. nivalis
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L. nivalis
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Nota: a) Dimensiones de largo y ancho de frutos y semillas. b) Peso promedio de 100 frutos y

100 semillas. c) Numero de semillas por fruto.

Tabla 4

Descripcién morfoldgica de frutos y semillas de cuatro especies del género Lachemilla (Focke)

Rydberg.
Estructura
Especie Largo [mm] Ancho [mm] Peso [mg]
Vegetal
Fruto 2.0288 +0.1330 1.1341 +0.1438 49.8960 + 5.9035
L. hispidula
Semilla 0.9256 + 0.0643 0.6032 + 0.0709 10.6100 £+ 0.1219
Fruto 2.3289 +0.2765 1.4040 + 0.2055 92.0460 + 8.5305
L. holosericea
Semilla 0.7748 + 0.0465 0.5234 +0.0510 7.8780 £ 0.9533
Fruto 1.5632 £ 0.1270 0.9228 + 0.0978 32.8860 + 6.8990
L. mandoniana
Semilla 0.8262 + 0.0649 0.5622 +0.0727 9.0780 +0.7395
Fruto 2.1861 £0.2717 1.2457 £ 0.1465 66.6300 = 4.0260
L. nivalis
Semilla 0.7993 + 0.0674 0.5754 + 0.0768 9.6540 + 1.0275

Nota: Valores de largo y ancho promedio de 100 frutos y 100 semillas. Peso promedio de cinco

lotes de 100 frutos y 100 semillas.
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Pruebas de Viabilidad de las Semillas

Se obtuvo el porcentaje de semillas con embrién (Figura 2a), el cual es sumamente bajo,
no superando el 35% en ninguna de las especies. Siendo L. mandoniana, la especie del menor
porcentaje con un 24%. En la Figura 2b se observa que los porcentajes de viabilidad son muy
cercanos entre las cuatro especies, yendo de un 59% en L. hispidula a un 65% en L. mandoniana.
Considerando como viables a los embriones teflidos completamente (Figura 2c) y como no

viables a aquellos que no muestran ninguna coloracion (Figura 2d).

Figura 2

Resultados de viabilidad de cuatro especies del género Lachemilla (Focke) Rydberg.

a) Semillas con Embrion
L. hispidula 35%
L. holosericea 28%
L. mandoniana 24%
L. nivalis 33%
0% 25% 50% 75% 100%

Con Embridn Sin Embridn
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b) Viabilidad
L. hispidula

L. holosericea

L. mandoniana

L. nivalis

0% 25% 50% 75% 100%
" Viable m No Viable

d)

0.5 mm

0.5 mm

Nota: a) Porcentaje de semillas con embridn. b) Porcentaje de embriones viables. ¢) Embriéon de
semilla completamente tefido con la solucion de cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio
representando que es viable. d) Embrién de semilla no tefido representando que es no viable.
Pruebas de Desinfeccion de Semillas

Los porcentajes de contaminacidn mas altos (72 + 4; 69.3 £ 27.2; 88 + 4; 64 + 4%)
corresponden a los tratamientos en los que se utilizé una solucién de detergente como Unico
agente desinfectante. Al afiadir NaClO, el numero de semillas contaminadas disminuyo

considerablemente, como se observa en la Figura 3.
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Figura 3

Resultados de los tratamientos de desinfeccion aplicados en semillas de cuatro especies del

género Lachemilla (Focke) Rydberg.

L. hispidula L. holosericea
100% 100%
8 75% S 75%
3 2
£ £
E 50% E 50%
- I
s s
; 25% ;; 25% ﬁ
. e ~ =
TIL T2 T3 T4 T5 T6 TL T2 T3 T4 T5 T6
L. mandoniana L. nivalis
100% 100%
& 75% S 75%
< S
£ £
€ 50% E 50%
= i
5 g
§ 25% ﬁ ;I 25% i ﬁ
0% i ﬁ 0% ﬁ
TL T2 T3 T4 T5 T6 TIT T2 T3 T4 T5 T6

Nota: Tratamientos: T1 = NaClO 0% y 10 min inmersién, T2 = NaClO 1% y 10 min inmersién, T3 =
NaClO 2% y 10 min inmersién, T4 = NaClO 0% y 15 min inmersién, T5 = NaClO 1% y 15 min
inmersion, T6 = NaClO 2%y 15 min inmersion.

Se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis (Valor - p > 0.05) para determinar si
los tratamientos son significativamente diferentes entre si (Figura 4). Los tratamientos que
presentaron el menor porcentaje de contaminacion (0; 1.3 £ 1; 6.7 + 6%) fueron T3 y T6; éstos
utilizaron NaClO al 2%, variando el tiempo de inmersién. Por lo que, para L. hispidula, L.

holosericea y L. nivalis el mejor tratamiento de desinfeccién fue el tercero, con NaClO al 2% y 10
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minutos de tiempo de inmersidn; mientras que para L. mandoniana el mejor tratamiento fue el

sexto con NaClO al 2% y 15 minutos de tiempo de inmersion.

Figura 4

Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis en los tratamientos de desinfeccion

a) Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H D
% Contaminacion T1 3 0.720.04 0.72 14.29 0.0116
% Contaminacion T2 3 0.16 0.08 0.20
% Contaminacion T3 3 0.000.00 0.00
% Contaminacion T4 3 0.730.02 0.72
% Contaminacion T5 3 0.11 0.08 0.07
% Contaminacion T6 3 0.07 0.07 0.07
Trat. Ranks
T3 2.50 A
T6 6.00 A
Th 8.00 A B
T2 9.50 A B
T1 15.17 B
T4 15,83 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

b) Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H )
% Contaminacion T1 3 0.690.27 0.60 13.40 0.0188
% Contaminacion T2 3 0.490.44 0.26
% Contaminacion T3 3 0.01 0.02 0.00
% Contaminacion T4 3 0.570.20 0.48
% Contaminacion Th 3 0.140.12 0.07
% Contaminacion T6 3 0.09 0.10 0.07
Trat. Ranks
T3 2.67 A
T6 5.33A B
T5 7.67A B C
T2 12,17 B C
T4 13.83 B C
T1 15.33 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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€) Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H D
% Contaminacion T1 3 0.880.04 0.88 13.40 0.0192
% Contaminacitn T2 3 0.650.36 0.68
% Contaminacién T3 3 0.170.14 0.16
% Contaminacion T4 3 0.790.02 0.80
% Contaminacion T5 3 0.110.04 0.13
% Contaminacion T6 3 0.07 0.07 0.07
Trat. Ranks
T6 3.00 A
Ts 5174 B
T3 6.67A B
T2 12,67 B C
T4 13200 B C
i 16.00 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p » 0.05)

d) Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H D
% Contaminacion T1 3 0.64 0.04 0.64 13.12 0.0196
% Contaminacion T2 3 1.00 0.66 1.25
% Contaminacion T3 3 0.000.00 0.00
% Contaminacion T4 3 0.680.11 0.64
% Contaminacion T5 3 0.18 0.17 0.20
% Contaminacion T6 3 0.040.04 0.07
Trat. Ranks
T3 3.00 A
T6 5,334 B
Th 7004 B C
T1 1333 B C
T4 13.67 B C
12 14. 67 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Nota: a) Lachemilla hispidula, b) Lachemilla holosericea, c) Lachemilla mandoniana y d)
Lachemilla nivalis. Realizado en el software estadistico InfoStat. Tratamientos: T1 = NaClO 0% y
10 min inmersion, T2 = NaClO 1% y 10 min inmersion, T3 = NaClO 2% y 10 min inmersion, T4 =
NaClO 0% y 15 min inmersidn, T5 = NaClO 1% y 15 min inmersidn, T6 = NaClO 2% y 15 min

inmersion.
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Pruebas de Germinacidn in vitro de Semillas

La germinacién comenzé con el hinchamiento de las semillas y apariciéon de un radical a
través de la parte perforada de la semilla por escarificacidén mecanica. En las siguientes semanas
se observé el alargamiento del tallo y la formacién de foliolos, sin embargo, no se obtuvo un

crecimiento riguroso en ninguna de las especies al finalizar los 60 dias (Tabla 5).

Tabla 5

Germinacion in vitro de semillas de cuatro especies del género Lachemilla (Focke) Rydberg.

Especie Semana 2 Semana 8

L. hispidula

1 mm

L. holosericea

L. mandoniana
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Especie Semana 2 Semana 8

L. nivalis

Los mayores porcentajes de germinacidn en las cuatro especies a los dos meses de
sembrados (50.0 + 13.2; 48.3 + 14.4; 63.3 + 10.4; 45.0 + 5.0%) correspondieron al tratamiento
T2. Como se observa en la Tabla 6, L. mandoniana obtuvo el mayor porcentaje de germinacion
de las cuatro especies con 63.3% vy L. nivalis el menor con 45.0%. Los tratamientos T1, T3y T6 no

obtuvieron ningun resultado positivo.

Tabla 6

Resultados de los tratamientos de germinacion in vitro realizados a las semillas del género

Lachemilla (Focke) Rydberg.

Especie Tratamiento % Germinacion Grafico de barras
T1 0.0 100%
T2 50.0+13.2 c 75%
S
T3 0.0 £
L. hispidula E 0%
T4 1.7+29 &
R 5%
T5 40.0+13.2
0% -
T6 0.0 T1 T2 T3 T4 T5 T6
T1 0.0 100%
T2 48.3+14.4 5 7%
T3 0.0 ]
L. holosericea E 0%
T4 18.3+2.9 g

25%
Ts 20.0 +5.0 . -
0%

T6 0.0 T1 T2 LE] T4 5 T6
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Especie Tratamiento % Germinacion Grafico de barras
T1 0.0 100%
T2 63.3+10.4 £ T
T3 0.0 E
L. mandoniana E 0%
T4 23.3+7.6 o]
R 5%
T5 21.7+115 - i
0%
T6 OO T1 T2 T3 T4 T5 T6
T1 0.0 100%
T2 45.0+£5.0 e 75%
2
T3 0.0 2
L. nivalis E 0%
T4 23.3+8.7 )
R 5%
T5 50+5.0 i
o% a8
T6 OO T1 T2 T3 T4 T5 T6

Nota: Porcentaje de germinacion final a los 60 dias de siembra. Tratamientos: T1 =5°Cy
fotoperiodo 12h, T2 = 9-20°C y fotoperiodo 12h, T3 = 30°C y fotoperiodo 12h, T4 =5°Cy
oscuridad, T5 = 9-20°Cy oscuridad, T6 = 30°C y oscuridad.

Se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis (Valor - p > 0.05) para determinar si
los tratamientos son significativamente diferentes entre si (Figura 5). Por lo que, el tratamiento
con el mejor porcentaje de germinacion para L. holosericea, L. mandoniana y L. nivalis fue T2.
Mientras que, para L. hispidula, no hay una diferencia significativa entre T2 (temperatura

ambiente y fotoperiodo de 12h) y T5 (temperatura ambiente y oscuridad).



Figura 5

Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis en los tratamientos de germinacion

a)Prueba de Kruskal Wallis

Variabkle Tratamiesnto N Medias D.E. Medianas H
% Germinacion T1 3 0,00 0,00 0,00 11,83 00,0091
% Germinacidén T2 3 0,50 0,13 0,55
% Germinacidén T3 3 0,00 0,00 0,00
% Germinacidon T4 3 0,02 0,03 0,00
% Germinacidn TS5 2 0,40 0,13 0,45
% Germinacidén TE 3 0,00 0,00 0,00

Trat. Ranks

TE €,00 A
T3 6,00 A
Tl €,00 &
T4 8,00 & B
TS 14, €7 B
T2 16,33 B

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

b) Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H P
$ Germinacién T1 3 0,00 0,00 0,00 14,23 0,0059
$ Germinacidn T2 3 0,48 0,14 0,40
$ Germinaciodn T3 3 0,00 0,00 0,00
% Germinaciodn T4 3 0,18 0,03 0,20
% Germinacidn T5 3 0,20 0,05 0,20
$ Germinacidn T6 3 0,000,00 0,00
Trat. Ranks
6 5,00 &
73 5,00 &
71 5,00 A
4 12,17A B
75 12,83 A B
72 17,00 B

Medias con una letra comin no son significativamente difsrentes (p > 0,05)
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C) Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H

% Germinacion T1 3 0,00 0,00 0,00 14,26 0,0059
% Germinacién T2 3 0,63 0,10 0,60
% Germinacién T3 3 0,00 0,00 0,00
% Germinacién T4 3 0,17 0,08 0,15
% Germinacién T5 3 0,22 0,12 0,15
% Germinacién Té 3 0,00 0,00 0,00
Trat. Ranks

Té 5,00 &

T3 5,00 A

Tl 5,00 &

T4 12,002 B

TS 13,002 B

T2 17,00 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,03)

d) Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H P
% Germinacion Tl 3 0,00 0,00 0,00 13,11 0,0074
% Germinacién T2 3 0,45 0,05 0,45
% Germinacidén T3 3 0,00 0,00 0,00
% Germinacién T4 3 0,23 0,06 0,20
% Germinacidén T5 3 0,050,05 0,05
% Germinacién Té 3 0,00 0,00 0,00
Trat. Ranks
T6 5,50 A
T3 5,50 A
T1 5,50 A
75 9,50 A B
T4 14,00 A B
T2 17,00 B

Medias con una letra comiun nc son significativamente diferentes (p > 0,05)

Nota: a) Lachemilla hispidula, b) Lachemilla holosericea, c) Lachemilla mandoniana y d)
Lachemilla nivalis. Realizado en el software estadistico InfoStat. Tratamientos: T1 =5°Cy
fotoperiodo 12h, T2 = 9-20°C y fotoperiodo 12h, T3 = 30°C y fotoperiodo 12h, T4 =5°Cy
oscuridad, T5 = 9-20°C y oscuridad, T6 = 30°C y oscuridad.

En la Figura 6 se puede observar el porcentaje de germinacion por dia en el periodo de
dos meses. Para el tratamiento T2, L. hispidula tuvo la primera semilla germinada a los 8 dias de

ser sembrada; a partir de ahi fueron germinando progresivamente hasta el dia 47 donde se
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mantuvo estable en un 50%. L. holosericea también tuvo la primera semilla germinada a los 8
dias, pero desde los 15 es donde empezé a crecer significativamente hasta el dia 40 donde se
mantuvo estable en 48.33%. L. mandoniana es la que mostrd la mejor curva de crecimiento,
empezando a los 15 dias hasta el dia 40 donde permanecid estable en un 63.33%. Finalmente, L
nivalis tuvo la primera semilla germinada a los 8 dias y desde el dia 47 se mantuvo estable en un

45%.

Con estos resultados se observa que el tratamiento con temperatura ambiente y
fotoperiodo de 12h (T2) tuvo un mayor porcentaje de germinacidn a un menor tiempo que
aquellos en oscuridad, por lo que, el mejor tratamiento de germinacidn in vitro para las cuatro

especies del género Lachemilla, es a temperatura ambiente (9-20°C) con fotoperiodo de 12h.

Figura 6

Porcentaje de germinacion por dia durante 60 dias en cuatro especies del género Lachemilla

(Focke) Rydberg.

L. hispidula
70%

60%

48.3% 4s.3% 500% 50.0% 50.0%
50%
1

—_—T2

40%

40.0% 40.0% 40.0% 40.0%
6.7% T3

T4

30.0%

30%

% Germinacién

20%
—T5

10% 6.7% T6
8.3% 8.3% 1.6% 1.6% 1.6% 1.6% 1.6% 1.6%
. (] - 0

0%
8 10 15 24 32 40 a7 54 60
Dias



L. holosericea

70%
60%
483% 483% 483% 483%
c 50%
S —n
[*)
& 40% -
£
5 30% —T13
© 200% 200% 20.0% Ta
= 20%
12.0 —T75
18.3% 183% 18.3%
10% 15.0%  15.0% T6
1.1%  1.1%
, ’ / 3.3%
0%
8 10 15 24 32 40 47 54 60
Dias
L. mandoniana
0,
70% 61.7% ©633% 633% 633%
60%
< 50%
0,
& 40% T2
£
5 30% —T3
®
p T4
X 20%
21.8% 21.8% —=—=T5
18.3%
10% . T6
2.0%7"100% 10.0% 10.0%
0% 1.7%
8 10 15 24 32 40 47 54 60
Dias
L. nivalis
70%
60%
50% 450% 45.0%  45.0%
5 L, 400% —T1
S 40% 35.0% 35.0% 307%
© T2
£ 30% —T3
5 233%  23.3%
[C] 20.0% T4
X 20%
—T5
83%  8.3%
10%  50%/" 50% 50%  5.0% 50%  50%  5.0% T6
1.2
0%
8 10 15 24 32 40 47 54 60

Dias

Nota: Tratamientos: T1 = 5°Cy fotoperiodo 12h, T2 = 9-20°C y fotoperiodo 12h, T3 =30°Cy

fotoperiodo 12h, T4 = 5°Cy oscuridad, T5 = 9-20°C y oscuridad, T6 = 30°C y oscuridad.
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Capitulo V: Discusion

El presente trabajo es el primer reporte enfocado en estudios de morfologia, viabilidad y
cultivo in vitro de semillas de las especies Lachemilla hispidula (L.M. Perry) Rothm., Lachemilla
holosericea (L.M. Perry) Rothm., Lachemilla mandoniana (Wedd.) Rothm. y Lachemilla nivalis
(Kunth) Rothm. Los resultados obtenidos marcan el inicio de futuros estudios para especies

vegetales dentro del pdramo ecuatoriano, el cual ha sido un area poco explorada.

Caracterizacion Morfoldgica de Frutos y Semillas

La descripcion y uso de rasgos morfolégicos funcionales de las plantas podrian mejorar
el conocimiento de las relaciones entre las especies y su medio ambiente (Romero-Saritama &
Pérez-Ruiz, 2016). Uno de estos rasgos es el tamano de la semilla, un componente importante
del rendimiento asociado con el vigor (Adkins et al., 2007). Otro, el peso de las semillas, rasgo
asociado con el comportamiento de conservacion y la capacidad de tolerar la deshidratacidn
(Daws et al., 2005). Adicionalmente, el nimero de semillas por fruto es un rasgo basico y
fundamental a conocer cuando se quieren llevar a cabo estrategias de conservacion ex situ

(Romero-Saritama & Pérez-Ruiz, 2016).

Lachemilla Focke (Rydb.) es un grupo morfolégicamente muy variable (Morales & Tank,
2019). Sin embargo, entre especies los frutos y semillas parecen tener similares dimensiones.
Los frutos varian entre 1.56 - 2.33 x 0.92 - 1.40 mm y las semillas entre 0.77 - 0.93 x 0.52 - 0.60
mm. Morales-Briones (2016) describe morfoldgicamente a Lachemilla mexiquense, presentando
a sus frutos como aquenios ovoide-globosos de 0.9 - 1.1 x 0.6 - 0.8 mm, y a sus semillas como
rosadas, ovadas y de 0.7 - 0.8 x 0.4 - 0.6 mm. Este pequeiio tamafio de las semillas suele ser
comun en especies de habitats perturbados, como lo es el paramo (Fenner, 2000). De manera

que, todas las semillas del género Lachemilla presentan aproximadamente las mismas
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dimensiones, considerando que el tamafo de las semillas no varia mucho entre especies (Basra,

2007; Fenner, 2000).

Varios estudios mencionan que el tamafio de la semilla determina en parte el nimero
de semillas que se pueden producir, debido a que las plantas asignan una proporcién
relativamente fija de sus recursos a las semillas, existiendo una compensacion entre el tamafio y
el nimero de semillas (Basra, 2007; Fenner & Thompson, 2005). En este trabajo, se puede
observar una relacidn directa entre el tamafio del fruto, el nUmero de semillas por fruto y el
tamano de la semilla. En el caso de L. holosericea, las semillas mds pequefias se encuentran en
mayor cantidad y el fruto es el mas grande. Por otro lado, en L. mandoniana se encuentra una

menor cantidad de semillas de mayor tamafio y el fruto es el mds pequefio.

Pruebas de Viabilidad de las Semillas

El género Lachemilla se encuentra en constante floracién y fructificacion a lo largo del
afio (Samaniego, 2014). Y cada planta presenta una vasta cantidad de frutos. Sin embargo, a
pesar de existir una enorme cantidad de semillas, solo del 24 - 35% se encuentran en buen
estado. Las semillas vacias implican que su pericarpio ha crecido hasta su tamafio completo,
pero no se ha producido el crecimiento del embrién (Renison et al., 2004). Demostrando que

existe una relacién entre la cantidad de semillas producidas y su desarrollo embrionario.

En la prueba de viabilidad, una solucién incolora de cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio
(TZ) se utiliza como indicador (ISTA, 2016). Esta prueba correlaciona la viabilidad de la semilla
con la alteracidn del color en su tejido (Souza et al., 2010). En esta reaccion de oxidacién-
reduccion, se reduce el TZ al colorante rojo formazan, cuya presencia indica respiracion
mitocondrial y permite la diferenciacidn entre tejido vivo de color rojo y tejido muerto incoloro

(Bhojwani & Dantu, 2013).
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Este es el primer estudio de viabilidad en especies del género Lachemilla, obteniendo
valores entre 59-65%. Otros estudios se han realizado en varias especies altoandinas de la
familia Rosaceae como: Hesperomeles goudotiana (Decne.) Killip, obteniendo un 61.3 + 7.7%
(Mancipe-Murillo et al., 2018). Polylepis australis Bitter con 23.0 + 15.7% (Renison et al., 2004).

Polylepis incana Kunth con 2.3% y Polylepis pauta Hieron con 6.0% (Cierjacks et al., 2008).

Pruebas de Desinfeccion de Semillas

La desinfeccién del material vegetal es el paso mas importante del protocolo de cultivo
de tejidos, aqui se intenta eliminar los contaminantes microbianos, dandole al explante la
posibilidad de sobrevivir in vitro (Silva et al., 2015). Para esta prueba, se utilizd hipoclorito de
sodio, el cual cumple con muchos requisitos de un desinfectante ideal, tiene una excelente
accion de limpieza y se combina facilmente con otros elementos de limpieza y detergentes
(Fukuzaki, 2006). En general, utilizar bajas concentraciones de NaClO (1 — 5%) es suficiente para
eliminar hongos de la superficie de las semillas (Escamilla et al., 2019). Por lo que, el utilizar

NaClO al 2% fue idéneo para obtener los mejores resultados de desinfeccidn.

Ademas, las semillas del género Lachemilla se encuentran dentro de un fruto aquenio
gue tiene adaptaciones para la dispersion por hidrocoria (Melcher et al., 2000). Es decir,
dispersan sus frutos a través del agua por su capacidad de flotar (Vargas & Perez-Martinez,
2017). Debido a esto, sus semillas estan protegidas de factores externos, como tierra o lluvia, y
al ser un fruto seco, no presentan mayores inconvenientes con la desinfeccidn, a comparacion
de otras especies dentro de la familia Rosaceae con frutos carnosos (Cardenas, 2014; Vaccari,

2017).

La especie que presenté mayor contaminacién (6.7 £ 6%) fue L. mandoniana, esto

puede deberse al ser una hierba semiacuatica y crecer en zonas humedas (Pedraza et al., 2004).
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El material vegetal que crece en el suelo suele ser mas dificil de limpiar que el material vegetal
aéreo (Smith, 2012). Mientras que para L. holosericea, L. hispidula y L. nivalis se logré obtener
un 0% de contaminacion, al ser una hierba cespitosa y subarbustos, respectivamente

(Romoleroux, 2016).

Pruebas de Germinacion in vitro de Semillas

Los mejores resultados de germinacidn in vitro en las cuatro especies del género
Lachemilla se observaron en los tratamientos que se mantuvieron a temperatura ambiente (T2 y
T5), en un rango de 9 a 20°C segun los datos recopilados de INAMHI (2021). Estos porcentajes
de germinacion se relacionan con los porcentajes de viabilidad, donde L. mandoniana obtuvo la
mayor viabilidad y germinacién a temperatura ambiente, con 65% y 63.3 + 10.4%,
respectivamente. Por otro lado, el mantener una temperatura constante de 5°C (T1y T4) o 30°C

(T3 y T6) no pareciod ser muy favorable para estas especies.

Pérez-Martinez (2014) realizd un estudio similar de propagacion por semilla con 13
especies de paramo utilizando termoperiodo y fotoperiodo de 12 horas; las temperaturas
probadas fueron: 10/5°C, 20/10°C y 30/20°C, donde sus resultados muestran que la
temperatura 6ptima para 9 de estas 13 especies fue de 20/10°C. Corroborando que para realizar
estudios de germinacidn en especies del padramo, lo mejor es simular las condiciones de
temperatura del dia y la noche que son altamente contrastantes, como la temperatura del
Parque Nacional Cayambe Coca que varia de acuerdo a su altitud con valores desde 5 a 25 °C

(Diaz-Granados et al., 2005; Martinez & Alexander, 2021; Meza, 2016).

Otros estudios de germinacién se realizaron por Cindri¢ (2016) en especies del género
Alchemilla, planta herbacea de la familia Rosaceae que crecen en alta montafia, antiguamente

se consideraba a Lachemilla dentro de este género, hasta que fue separado (Gaviria, 1997;
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Gorgorov et al., 2011; Romoleroux, 2009). En este estudio, trabajaron con Alchemilla vulgaris L.
y Alchemilla velebitica Borbas ex Janch donde incubaron semillas a un fotoperiodo de 16/8 y una
temperatura de 25 + 2 °C. Alli se encontré una germinacién de semillas deficiente y poco
confiable en ambas especies con valores de 10% para A. velebitica y 20% para A. vulgaris

(Cindri¢, 2016).

El siguiente parametro evaluado en la germinacion fue la influencia de la luz. Los
resultados obtenidos mostraron que la germinacién de semillas incubadas en oscuridad se
redujo en todas las especies. Esto representaria que las semillas de: L. holosericea, L.
mandoniana y L. nivalis son fotoblasticas positivas (requieren luz para germinar); mientras L.

hispidula puede ser fotoblastica neutra (neutrales a la luz) (El-Keblawy, 2017).

Las semillas fotoblasticas positivas son comunes en las plantas herbaceas que producen
una gran cantidad de semillas con muy poca materia alimenticia de reserva (Kathpalia & Bhatla,
2018). Ademas, varios modelos tedricos y estudios empiricos han informado que las semillas
mas pequefias tienden a ser positivamente fotoblasticas, y que sufren una mayor mortalidad de

plantulas en condiciones de sombra (El-Keblawy, 2017; M. Fenner, 2000).

Finalmente, en los paramos existe una enorme variedad de especies que no han sido
documentadas ni estudiadas a profundidad, por lo que, el presente trabajo representa el uso de
la biotecnologia como herramienta clave para el estudio, andlisis y conservacion de especies
vegetales. A partir de aqui, se marca el inicio de futuras investigaciones en cultivo in vitro para
especies pertenecientes a zonas amenazadas en el Ecuador, lo que ayudara a la conservaciéon y
proteccion de la flora del paramo, por medio de técnicas como el establecimiento de bancos de

germoplasma o la obtencidn de cddigos genéticos.



49

Capitulo VI: Conclusiones

Esta investigacion es el primer estudio de germinacion in vitro en especies del género
Lachemilla (Focke) Rydberg (Rosaceae) en Ecuador.

Las cuatro especies del género Lachemilla (Focke) Rydb. presentan frutos aquenios
ovalados con dimensiones entre 1.56 - 2.33 x 0.92 - 1.40 mm y un peso entre 32.89 a
92.05 mg/100 frutos. Las semillas son semiovoides y miden entre 0.77 - 0.93 x 0.52 -
0.60 mm, con un peso de 7.87 a 10.61 mg/100 semillas.

El tratamiento 6ptimo de desinfeccién para L. hispidula, L. holosericea y L. nivalis fue
utilizando una solucidn de NaClO al 2% y 10 minutos de tiempo de inmersién; mientras
gue L. mandoniana necesita NaClO al 2% y 15 minutos de tiempo de inmersidn.

El tratamiento con los mejores resultados de germinacion in vitro fue a temperatura
ambiente (9-20°C) y fotoperiodo de 12h, obteniendo los mayores porcentajes de
germinacion al menor tiempo de sembrado para las cuatro especies del género

Lachemilla (Focke) Rydberg tratadas en este estudio.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Realizar mds estudios sobre los rasgos funcionales de las semillas como: caracteristicas
morfoldgicas, fisiolégicas y fenoldgicas, que estan relacionados con su desarrollo y
adaptacion a su entorno natural.

Realizar nuevos estudios de viabilidad en las semillas de las especies descritas, variando
la concentracién de cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio y el tiempo de incubacién para
encontrar un método mas éptimo.

Utilizar medios enriquecidos o acido giberélico en los medios de cultivo, para obtener un
mayor crecimiento de las plantulas.

Realizar pruebas con diferentes termoperiodos y fotoperiodos, para determinar

efectivamente el rango de temperatura ideal para la germinacion in vitro de las semillas.
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