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Resumen

El paramo es considerado hotspot por su biodiversidad y potenciales amenazas como el
cambio climatico. En Ecuador el 87.74% de las especies de la familia Asteraceae
restringen su habitat a los Andes haciéndolas estratégicas para su conservacion. El
objetivo del presente proyecto es realizar estudios morfolégicos, de viabilidad y de
germinacion in vitro para el establecimiento de un banco de semillas. Para ello se
colectaron las semillas de seis especies nativas de la familia Asteraceae del Parque
Nacional Cayambe Coca (Monticalia andicola, Monticalia arbutifolia, Monticalia
peruviana, Gynoxys parvifolia, Diplostephium rupestre y Diplostephium rhomboidale)
para el analisis del numero de semillas por flor, estado de madurez, peso, largo, ancho,
viabilidad y concentracion optima de NaCIlO y AG; para la germinacion in vitro. Los
resultados mostraron que la viabilidad de las especies esta entre el 3 al 29% y que la
concentracion optima de NaClO para los géneros Diplostephium y Gynoxys es de 5.5%
y para el género Monticalia es de 6%. En la germinacion in vitro de las semillas, se
obtuvo que una concentracién de AGs de 1mg/L para M. andicola y D. rupestre y de
0.5mg/L para M. peruviana 'y D. rhomboidale puede favorecer la capacidad germinativa,
la ruptura de la latencia y la velocidad de germinacion. La informacion generada es una
linea base para programas de conservacion de recursos genéticos y restauracioén de

ecosistemas alto andinos.

Palabras clave

e PARAMO
e HOTSPOT
e CAMBIO CLIMATICO

e RECURSOS GENETICOS
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Abstract

The paramo is considered a hotspot for its biodiversity and potential threats like climate
change. In Ecuador, 87.74% of the species of the Asteraceae family restrict their habitat
to the Andes, making them strategic for their conservation. The objective of this project
is to carry out morphological, viability, and germination studies in vitro for the
establishment of a seeds bank. For this, the seeds of six native species of the
Asteraceae family from the Cayambe Coca National Park (Monticalia andicola,
Monticalia arbutifolia, Monticalia Peruviana, Gynoxys parvifolia, Diplostephium rupestre,
and Diplostephium rhomboidale) were collected; for the analysis of the number of seeds
per flower, state of maturity, weight, length, width, viability and optimal concentration of
NaClO and AG3 for germination in vitro. The results showed that the viability of the
species is between 3 to 29% and that the optimal concentration of NaClO for the
Diplostephium and Gynoxys generous is 5.5% and for the Monticalia generous is 6%. In
the in vitro germination of the seeds, it was obtained that a concentration of AG3 of
1mg/L for M. andicola and D. rupestre and of 0.5mg/L for M. peruviana and D.
rhomboidale can favor the germination capacity, the rupture of dormancy, and
germination speed. The information generated is a baseline for programs of

conservation of genetic resources and restoration of high Andean ecosystems.

Key words
¢ PARAMO
e HOTSPOT

e CLIMATE CHANGE

e GENETIC RESOURCE
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Capitulo I: Introduccién

Planteamiento de problema

Los paramos son ecosistemas olvidados y menospreciados a pesar de presentar
una relevancia bioldgica, ecoldgica y socioeconémica. Ademas son uno de los mas
propensos al desgaste por actividades de origen humano y por el cambio climatico
(Mena et al., 2001). Este ultimo, afecta directamente esta zona tan vulnerable al
aumento de temperatura en la que su biodiversidad no tiene la posibilidad de migrar a
mayores altitudes, representando de esta manera un punto critico en esta problematica
para este medio que se estima se reducira significativamente en los proximos 30 afios si

no se toman medidas preventivas (Dangles et al., 2017).

Es por esto que, el realizar planes de conservacion es primordial en este tipo de
ecosistemas. Sin embargo, la ejecucion de dichos planes implica un proceso
sistematico extenso para los que se necesita una linea base de la cual apoyarse (Mora,
2008). Lamentablemente, este tipo de estudios se han centrado en especies de interés
alimenticio y econémico dejando de lado las especie silvestres, las mismas que a nivel
ecologico son relevantes para preservar medios como el paramo que es la principal
fuente hidrica para el pais y alberga gran cantidad de biodiversidad nativa y endémica

(J. Romero & Pérez, 2016).

Un paso determinante en este proceso es la seleccion de especies vegetales
aptas para conservacion ex situ que asegure su variabilidad genética por medio de
bancos de semillas (Pezoa, 2001). Esta puede definirse en funcion de la importancia
ecologica y econdmica de la especie o por las caracteristicas morfoldgicas de las

semillas para determinar si son candidatas a ser preservadas por tiempos prolongados
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sin que las mismas pierdan su viabilidad. Para ello es necesario realizar pruebas en
laboratorio acerca de su morfologia, viabilidad y germinacién al no contarse con la
informacion necesaria por la ausencia de estudios en este campo (Godinez & Flores,

2000).

Uno de los principales retos en semillas de especies de paramo es el bajo
porcentaje de semillas con embridn y viables que se presentan (Vargas et al., 2014).
Por lo que, el uso de métodos convencionales para su germinacion resulta ser
ineficiente, y al necesitarse condiciones ambientales homoélogas al que se presenta en
su medio por las caracteristicas fisicas de este ecosistema es necesario el uso de
camaras de germinacion como un determinante en la capacidad germinativa de las

semillas (Cueva, 2016).

Por estas razones, el presente estudio tiene como propdsito realizar ensayos en
el laboratorio que provean informacion relevante acerca de la morfologia, viabilidad y
germinacion de seis especies estratégicas en el establecimiento de un banco de
semillas alto andinas (HANS-BANK) para la Universidad de las Fuerzas Armadas. Por
otro lado, también ayudara a cumplir con algunos de los objetivos planteados en el

proyecto BIO-GEEC al cual el presente proyecto de investigacion se encuentra ligado.

Justificacion del problema

El contar con informacién de los recursos genéticos de especies vegetales de
paramo es de suma importancia, ya que este tipo de ecosistema proveen cerca de un
70% de agua al pais al transformar la neblina en rios y lagos (Ochoa et al., 2016). Las

especies de paramo resultan ser las mas amenazadas por el cambio climatico, por lo
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que realizar planes de conservacion ahora que se cuenta con el material vegetal es de

suma importancia para dar una solucion a futuro (Posada, 2014).

El estudio se lo realizé en especies de la familia Asteraceae al ser estratégicas
para la restauracion preliminar de los paramos, ya que el 87,74% de estas en nuestro
pais restringen su habitat a la regidén andina (Rivero, 2020). Se sabe que son las
responsables de preparar los suelos y ayudar a la reintroduccién de especies que son
mas sensibles a la presencia de ciertos compuestos como metales pesados o
hidrocarburos producto de actividades como la mineria. Ademas de ser un control de
biomasa exaética derivada de la introduccion de especies foraneas, promoviendo el
crecimiento unicamente de vegetacion nativa en los paramos (Pérez & Castareda,

2017).

Adicionalmente, estas especies tienen un interés econdmico al contener
metabolitos secundarios con propiedades antitumorales y antifungicas como en el caso
de M. andicola, M. arbutifolia y M. Peruviana. Por otro lado, Gynoxys parvifolia se la
utiliza como materia prima para forraje, lefia y ademas es considerada una especie
apicola. Por lo que su conservacion podria aportar en futuros estudios de interés

biotecnoldégico (Romoleroux et al., 2016).

Estudios realizados previamente en géneros y especies relacionadas con las
especies de interés en el presente proyecto, han demostrado que el uso de nuevas
tecnologias como el cultivo in vitro promueven la ruptura de la latencia de las semillas.
Ya que a través del uso de reguladores de crecimiento y condiciones controladas en el
laboratorio como horas de luz/oscuridad y temperatura se pueden cubrir las

necesidades de cada especie en particular para de esta manera aumentar las
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probabilidades de germinacion en la mayor cantidad de semillas con las que se cuenta

(Castillo, 2014).

Por medio del banco de semillas y los ensayos in vitro que se realizaron en el
proyecto, se busca que la ESPE cuente con un reservorio de especimenes y material
genético de estas especies nativas de la familia Asteraceae obtenidas del Parque
Nacional Cayambe Coca. Esto permitira conservarlas y reintroducirlas en su habitat en
caso de que el mismo se deteriore como se espera en los proximos afios (Condon &

Rossi, 2018).

Objetivos

Objetivo general

Germinar in vitro semillas de seis especies de la familia Asteraceae obtenidas

del Parque Nacional Cayambe Coca.

Objetivos especificos

e Realizar la recoleccion de semillas de cada especie seleccionada del Parque
Nacional Cayambe Coca en la cantidad y estado adecuado para la obtencion de
resultados favorables en el laboratorio.

o Obtener resultados de la morfologia de las semillas de las especies recolectadas por
medio de su pesaje, estado, dimensionamiento y numero de semillas por flor.

e Realizar pruebas con tetrazolio para la obtencién de datos que permitan determinar
la viabilidad de las semillas de cada especie estudiada.

o Determinar la influencia del cultivo in vitro en la tasa de germinacién de las semillas

de las especies que se busca estudiar.
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Capitulo Il: Marco Teérico

Los paramos, ecosistemas menospreciados y amenazados

Caracteristicas generales de los paramos

Los paramos son ecosistemas que se encuentran en la alta montana tropical
entre los 3000 msnm en las vertientes mas humedas y a 4500 msnm entre el desierto
periglaciar y las nieves perpetuas. Estos estan distribuidos principalmente en
Venezuela, Ecuador, Colombia y Norte de Peru y sus temperaturas oscila entre los -8 y

22°C (Posada, 2014).

Los andes al estar expuestos a bajas temperaturas, niebla, bajas presiones
atmosféricas y alta radiacion UV; sus especies han creado estrategias adaptativas
Unicas, siendo hogar de un 6.7% de plantas endémicas a nivel mundial. En Ecuador
este tipo de ecosistemas ocupan el 7% del territorio contandose con 27 areas
protegidas de las cuales 14 contienen importantes extensiones de paramo (Chuncho,

2019).

Relevancia de los paramos como ecosistema

Los paramos son catalogados como tierras hostiles, improductivas y poco
llamativas. Sin embargo, lo que se desconoce es que los mismos tienen una gran
importancia biolégica, ecoldgica y socioecondmica al proporcionar el 70% del agua por
medio de la transformacién de la neblina en rios y lagos los cuales se utilizan
posteriormente para riego de cultivos y como fuente de agua de consumo humano.
Ademas de que, muchas de las plantas que forman parte de estos ecosistemas se las

utiliza con fines medicinales o como materia prima (Correa et al., 2017).
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Debido a la poca cobertura del paramo en el territorio en comparacion a otros
ecosistemas que existen en el pais, como es el caso de la Selva Amazodnica, no se le da
la relevancia a pesar de ser considerado un hotspot por el Organismo de Conservacién
Internacional por su biodiversidad y por las potenciales amenazas que este enfrenta

(Hofstede et al., 2002).

Actividades que amenazan a los paramos

La Ley de Biodiversidad vigente en el Ecuador cataloga a los paramos como un
ecosistema fragil principalmente por la influencia de actividades antropogénicas como
quema, produccion agricola inadecuada, mineria, entre otras. Las mismas que
amenazan la estabilidad bioldgica del lugar al danar principalmente los suelos (Diaz et

al., 2005).

Otro factor que influye en gran medida en el desgaste de estos ecosistemas es
el cambio climatico. Se han analizado varios modelos en los que se predicen que en 30
afos este tipo de ecosistemas podrian verse gravemente afectados debido al acelerado
incremento de las temperaturas. Las especies de este lugar al no poder evolucionar al
mismo ritmo de este fendbmeno y tampoco tener la posibilidad de migrar a mayores
altitudes como las especies de ecosistemas mas bajos, pueden desaparecer poco a

poco en los proximos anos (Valencia et al., 2020).

Asteraceae, una familia vegetal representativa de los paramos

Generalidades de la familia Asteraceae

El nombre Asteraceae se deriva del griego “aster” que significa estrella,

haciendo alusion a la forma de su inflorescencia. A esta familia se la conoce también
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como compuestas y constan de 32913 especies repartidas en 1911 géneros
representando de esta manera a la familia con mayor diversidad biologica de las
Angiospermas (Pedraza et al., 2004). Se la considera cosmopolita por lo que, se las
puede encontrar tanto en zonas frias como tropicales; sin embargo, se encuentran en
mayor abundancia en regiones aridas o semiaridas de zonas montafosas altas (Rivero,

2020).

Familia Asteraceae y su estado actual en el Ecuador

En Ecuador se cuenta con 217 géneros en esta familia en los que hay 918
especies. De este total 360 son endémicas y tan solo 19 de ellas se encuentran fuera
de peligro, el resto estan consideradas en algun nivel de amenaza establecido por el
UICN e incluso una se encuentra extinta (Delilia inelegans). Por lo expuesto
anteriormente, esta familia ocupa uno de los primeros lugares junto con la familia
Orchidaceae con la mayor cantidad de especies endémicas del Ecuador, las cuales son
principalmente arbustos y hierbas que en su mayoria se encuentran distribuidas en los

Andes del pais (Leon et al., 2011).

Esta familia en la actualidad a pesar de ser un grupo taxonémicamente complejo
no cuenta con una representacion completa en los herbarios del pais, principalmente de
140 plantas endémicas. A esto se suma que no existen suficientes estudios que brinden
datos relevantes acerca de su morfologia y ecologia, dificultando de esta manera su
conservacion. El realizar trabajos para la recoleccién de los recursos genético es de
gran importancia en este punto, debido a que sus habitats naturales especialmente los
interandinos se encuentran gravemente deteriorados; lo que ha disminuido en un 4% la

presencia de estas especies en los ecosistemas (Mena et al., 2001).
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Area de estudio y especies de la familia Asteraceae representativas de la zona

El area de estudio esta ubicada dentro del Parque Nacional Cayambe Coca, el
cual esta al noreste del pais distribuido en cuatro provincias: Imbabura, Pichincha, Napo
y Sucumbios. Tiene un rango altitudinal de 3100 a 5790msnm con una temperatura que
oscila entre 5 a 22°C; posee una gran variedad de fauna contando con 106 especies de
mamiferos, 395 especies de aves, 70 de reptiles y 116 de anfibios. Asi como también
con una gran variedad de flora con mas de 100 especies endémicas dentro de la zona

en la que abundan pajonales, ichus, helechos y licopodios (MAE, 2020).

El mayor porcentaje de la vegetacién del paramo del Parque esta representado
por especies de la familia Asteraceae y dentro de estas los géneros que se encuentran
comunmente son: Aetheolaena, Baccharis, Cotula, Diplostephium, Gamochaeta,
Gynoxys, Laestadia, Monticalia, Munnozia, Oritrophium y Senecio (Romoleroux et al.,
2016). En la Figura 1 se observan los tres puntos que fueron seleccionados por el

proyecto BIO-GEEC para ser muestreados.
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Figura 1

Ubicacioén geografica de los puntos de muestreo
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Especies de la familia Asteraceae dentro del estudio

Las especies de estudio que fueron seleccionadas se encuentran dentro de los

tres plots designados por el proyecto BIO-GEEC. En los mismos se encuentra el

suficiente material vegetal con el cual se puede trabajar y dichas especies ademas

tienen una importancia ecolégica y economica. De manera general los individuos de la

familia Asteraceae se utilizan principalmente en planes de conservacion de paramos ya

que ayudan a preparar el suelo para la introduccion de especies mas sensibles y asi

mismo son un control natural de biomasa foranea de estos ecosistemas (Romoleroux et

al., 2016). Las especies seleccionadas para realizar el estudio son: Monticalia andicola,
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Monticalia arbutifolia, Monticalia peruviana, Diplostephium rupestre, Diplostephium

rhomboidale y Gynoxys Parvifolia.

Monticalia andicola (Turcz.) C. Jeffrey

Conocida comunmente como matorral, esta especie nativa se encuentra
ampliamente distribuida en las provincias de Azuay, Carchi, Pichincha, Tungurahua,
Loja, Morona Santiago, Napo, Pastaza, Chimborazo, Cotopaxi e Imbabura a una altura
de entre 2000 a 4500msnm y dentro del area de estudio se la encontro en los plots 1y
3. Como se muestra en la Figura 2 es un arbusto densamente ramificado de hasta 60cm
cuyas hojas crecen pegadas al tallo y en tiempo de florecimiento posee flores
abundantes y amarillas. Adicionalmente, se ha reportado que este género tiene

propiedades antifungicas y antitumorales (Calisto, 2019).

Figura 2

Ejemplar de Monticalia andicola
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Monticalia arbutifolia (Kunth) C. Jeffrey

Conocida comunmente como romero, esta especie nativa se encuentra
distribuida a lo largo de las provincias de Azuay, Canar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi,
Imbabura, Loja, Morona Santiago, Napo, Pichincha y Tungurahua a una altura de entre
2500 a 4500msnm; en el area de estudio se la encontré unicamente en el plot 3. Es un
arbusto escandescente de hasta 1.5m de alto, sus hojas crecen pegadas al tallo y sus
flores son de color amarillo (Figura 3). Ademas se ha reportado que este género tiene

propiedades antitumorales y antifungicas (Romoleroux et al., 2016).

Figura 3

Ejemplar de Monticalia arbutifolia

Monticalia peruviana (Pers.) C. Jeffrey

Esta especie nativa del pais la se encuentra en las provincias de Azuay, Bolivar,
Canar, Cotopaxi, Imbabura, Napo, Pichincha y Tungurahua a una altura de entre 2500 a
4500msnm, en el area de estudio se la encontro en los plots 2 y 3. Es un arbusto con

tallos teretes cuyas ramas se encuentran densamente foliadas y sus flores son de color
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amarillo (Figura 4). Su género de manera general se ha reportado que posee

propiedades antitumorales y antifungicas (Calisto, 2019).

Figura 4

Ejemplar de Monticalia peruviana

Gynoxys parvifolia Cuatrec.

Esta especie se la conoce comunmente como Chamato y se encuentra
ampliamente distribuida en las provincias de Azuay, Cafar, Tungurahua, Pichincha,
Sucumbios, Napo, Cotopaxi, Loja, Carchi y Chimborazo a una altura de entre 3000 a
4000msnm, en la zona de estudio se la encontré unicamente en el plot 3. Es un arbusto
nativo de hasta 2m de alto, posee tallos teretes y sus inflorescencias son de color
amarillo (Figura 5). Se lo utiliza como materia prima para lefia y forraje ademas de que
es considerada como una especie apicola (Romoleroux, Carate, Erler, & Navarrete,

2017).
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Figura 5

Ejemplar de Gynoxys parvifolia

Diplostephium rupestre (Kunth) Wedd.

Su nombre comun es algodoncillo de paramo, esta especie nativa se encuentra
distribuida en el pais en las provincias de Azuay, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi,
Imbabura, Loja, Napo, Pastaza, Pichincha y Tungurahua a una altura de entre 3000 a
5000msnm; dentro del area de estudio se la encontr6 en los plots 1y 2. Como se
observa en la Figura 6 es un arbusto muy ramificado de hasta 1m de alto, sus hojas se
encuentran recubiertas por pelos para soportar las bajas temperaturas a las cuales se
encuentran expuestas y sus flores son de color amarillo. Dentro de este género se
encuentras especies de caracter endémico y que estan en algun nivel de riesgo segun

la UICN (Calisto, 2019).
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Figura 6

Ejemplar de Diplostephium rupestre

Diplostephium rhomboidale Cuatrec.

Esta especie nativa del pais se encuentra distribuida unicamente en las
provincias de Carchi, Napo y Pichincha a una altura de entre 3000 a 4500msnm, dentro
del area de estudio se la encontr6 en los plots 2 y 3. Como se observa en la Figura 7 es
un arbusto muy ramificado de hasta 3m de alto, es tomentoso y se torna negruzco hacia
sus partes viejas; sus flores son de color violeta o marron dependiendo del estado en el
que se encuentre la planta. En este género se reportan varias especies de caracter

endémico y que estan en algun nivel de riesgo segun la UICN (Pedraza et al., 2004).
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Figura 7

Ejemplar de Diplostephium rhomboidale

Estrategias para conservacion de especies vegetales

Bancos de germoplasma y herbarios

Por medio de los bancos de germoplasma se puede obtener un repositorio de
recursos fitogenéticos de especies de interés o que se encuentran en peligro de
extincion. Esto por medio de la preservacion de semilla, tejidos o plantas enteras; con la
finalidad de investigar, mejorar o incluso conservar ex situ dichas especies con varios
fines en los que es importante reducir los riesgos de pérdida y de contaminacién fisica o

genética del material vegetal (Conddn & Rossi, 2018).

Los herbarios son una coleccién de ejemplares vegetales completos los cuales
fueron recolectados, secados, prensados y montados para su conservacion. Este
método se lo utiliza para estudios botanicos de plantas que tienen un interés ecolégico,
socioecondmico, que se encuentran en peligro de extincidon o son endémicas. Esto con

el objetivo de tener un documento para estudiar la diversidad, textura, color y
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estructuras que poseen dichas plantas y a su vez tener un registro histérico en tiempo y
espacio de las mismas. Al igual que el banco de germoplasma esta es una estrategia de

conservacion ex situ (Fernandez, 2015).

Germinacion in vitro de semillas

Las semillas de las especies de la familia Asteraceae presentan una viabilidad
baja por lo que su propagacion por métodos convencionales es deficiente. Es por ello
que, el emplear métodos como germinacion in vitro podria ser una solucion para
aumentar la tasa de germinacion mediante el uso de fitorreguladores como giberelinas
(Castillo, 2014). Por medio de esta técnica adicionalmente se puede mantener el control
de los parametros determinantes en el rompimiento de la latencia de las semillas como
lo son la temperatura, la luz y humedad, evitando de esta manera que agentes externos
como condiciones ambientales o plagas intervengan en la tasa de germinacion (Pérez &
Castaneda, 2017). Otra de las ventajas que se tiene a través de este método, es que es
un sistema en el que se puede obtener un mayor numero de plantas en menor tiempo.
Este método de conservacion ex situ es un paso previo a la aclimatacién y
reintroduccién de las especies a su medio de ser necesario en algun punto (Castillo,

2014) .

Es necesario realizar investigaciones utiles para la conservacion de los paramos
al ser considerados un hotspot por la biodiversidad que albergan y por las potenciales
amenazas como el cambio climatico que los mismos enfrentan. La presente
investigacion busca dar una linea base que ayude con esta problematica; por medio del
estudio morfoldgico, de viabilidad y germinacion de las seis especies seleccionadas.
Esto ayudara al establecimiento de un banco de semillas alto andinas (por sus siglas en

inglés HANS-BANK) en la Universidad de las Fuerzas Armadas.
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Capitulo lll: Metodologia

Recoleccioén y tratamiento preliminar del material vegetal

El material vegetal utilizado en los ensayos se obtuvo del Parque Nacional
Cayambe Coca, en donde se recolect6 los frutos maduros de diez plantas por especie
entre noviembre del 2020 hasta junio del 2021, se los guardo en bolsas de papel y se
las etiquetod con el cédigo de accesion fijado por el proyecto. Cada muestra fue
transportada al laboratorio en el que se extrajeron las cipselas (semillas), se las dejé
secar a temperatura ambiente de tres a cinco dias dependiendo de la humedad y se las
almaceno en Cajas Petri a 5°C en oscuridad por un maximo de ocho meses; ademas,
se realizé una ficha técnica y registro fotografico de cada recoleccion (Masini et al.,

2015).

Descripcion de las especies

Por medio de las fichas de muestreo tomadas en campo se realizé un informe de
la distribucion, forma de vida, habitat, descripcion de flor, fruto, hoja, tallo, semillas y
presencia de plagas. Adicionalmente se realizé una revisién bibliografica para

complementar las mismas (Masini et al., 2015).

Descripcion morfolégica de las semillas

Se evaluaron cuatro parametros para cada una de las seis especies de estudio,
los cuales fueron: (1) Dimensionamiento; (2) Pesaje; (3) Estado de madurez de las

semillas y (4) Numero de semillas por flor (Masini et al., 2015).
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Dimensionamiento

Se utilizaron 100 semillas de cada especie a las que se colocd sobre papel
milimetrado como referencia y por medio de una fotografia realizar con el programa
ImageJ version 1.52p las mediciones del largo y ancho de la cipsela y del largo de la

cipsela incluyendo el vilano (Figura 8).

Figura 8

Estructuras analizadas en el dimensionamiento de las semillas

Cipsela «—

——

Nota. La figura muestra el largo del fruto (linea roja) y largo-ancho de la cipsela (linea
azul), estructuras que fueron medidas en el andlisis de dimensionamiento en las

semillas de las especies de estudio.

Pesaje

Se seleccionaron diez lotes de 100 semillas para cada especie y se las colocé

en cajas Petri para obtener el peso por medio de una balanza de precision.

Estado de madurez de las semillas

Se realiz6 el conteo del numero de semillas maduras e inmaduras presentes en

un total de 100 semillas en los meses de recoleccion, esto por medio de su color.
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Adicionalmente, a través de este parametro y por observaciones realizadas campo se

reporto el estado fenoldgico de las especies estudiadas.

Namero de semillas por flor

A la par del procesamiento del material vegetal se efectud el conteo del numero
de semillas encontradas por especie en un total de 50 flores en los meses de

recoleccion.

Pruebas de viabilidad de las semillas

Para cada una de las seis especies de estudio se hizo uso de un total de 100
semillas a las que se les realiz6 el tratamiento recomendado para la familia Asteraceae
(Internacional Seed Testing Association, 2016). El procedimiento se explica a

continuacion:

Preparacion de la solucién de tincion

Se realiz6 una solucién tampon con 1.816g de ortofosfato dihidrégeno de potasio
(KH2PO4) y 2.842g fosfato monobasico de sodio anhidro (NaH2PO4) con un pH de 6.7
en 500mL de agua destilada. A la misma se adicion6 5g de 2, 3, 5-Trifenil-2H-Tetrazolio

Cloruro (TZ) para obtener una solucion 1%.

Preparacion pre-tincion

Se seleccionaron al azar 100 semillas maduras de cada especie de estudio y se
las mantuvo en imbibiciéon en agua por 18h, pasado ese tiempo se retir6 la testa para

exponer al embridn y facilitar el contacto con la solucion de TZ al 1%. En este paso
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adicionalmente se contd el nimero de semillas vacias encontradas en la muestra

seleccionada.

Tratamiento de tincion

Se colocaron los embriones en una solucion al 1% de 2, 3, 5-Trifenil-2H-

Tetrazolio Cloruro (TZ) y se los incubd por tres horas a una temperatura de 30°C.

Preparacién pre-evaluacion

Se lavaron y sumergieron en agua los embriones para evitar su decoloracién y
deshidratacién, posteriormente se realizé la determinacion del tejido no viable permitido
el cual solo puede ser ¥ de radicula medido desde su punta, Y2 del extremo distal de los
cotiledones o Vs del extremo distal de los cotiledones (Figura 9). Parametro empleado
para establecer el porcentaje de embriones viable y no viables en cada una de las

especies de estudio.

Figura 9

Patrones de coloracion empleados para la determinacion de embriones viables
Ya

%

Nota. La figura muestra los patrones de coloracion y el tejido no viable permitido
empleados para determinar la viabilidad de las semillas en las especies de interés de
estudio. Tomado de International Rules for Seed Testing (pag 6-21), por International

Seed Testing Association, 2016.
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Ensayos de germinacion in vitro

Desinfeccion de las semillas

Se realizo el protocolo propuesto por Pérez & Castaneda (2017). Para ello se
selecciond al azar una muestra de 200 semillas maduras por especie, las cuales fueron

divididas en cuatro tubos falcon y se procedio a tratarlas de la siguiente manera:

1. Se realizé un lavado inicial con agua corriente, seguido de un lavado con alcohol
al 70% por un minuto.

2. Se las enjuagé con agua destilada y posteriormente se las agitd en hipoclorito de
sodio a diferentes concentraciones como se muestra en la Tabla 1, con dos
gotas de Tween 20 por cinco minutos.

3. Finalmente se realizé lavados en agua estéril dentro de la camara de flujo
laminar, la misma que fue previamente desinfectada y expuesta a luz UV por 30

minutos

Las semillas ya desinfectadas se sembraron en medio MS 2 y se las mantuvo a
condiciones ambientales de luz, temperatura y humedad. La toma de datos del nimero
de semillas contaminadas, germinadas, necrosadas u oxidadas se la realiz6 dos
semanas posteriores a la siembra, tiempo promedio de aparecimiento de hongo y

bacteria endégenas y exdgenas (Laguna et al., 2019).
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Tabla 1

Concentraciones de hipoclorito de sodio empleados en el ensayo de desinfeccion

Tratamiento Concentracion de NaCIO (%)
TD1 0
TD2 5
TD3 5.5
TD4 6

Nota. La tabla muestra los tratamientos de desinfeccion (TD) empleados en el ensayo

con sus respectivas concentraciones de hipoclorito de sodio.

Pruebas de germinacion in vitro

La unidad experimental fue de diez semillas en estado maduro por frasco de
vidrio con 20mL de medio. Se manejaron cuatro repeticiones por tratamiento con un
total de 120 semillas evaluadas por especie a las que se empled el protocolo
seleccionado en el ensayo de desinfeccidn. En una camara de flujo laminar previamente
preparada se sembraron las semillas en medio MS %2 enriquecido con diferentes
concentraciones de acido giberélico. La composicién del medio de cultivo empleado en

el ensayo se resume en la Tabla 2.
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Tabla 2

Medio de cultivo recomendado para la germinacién de semillas de la familia Asteraceae

Componente (mg/L) TG1 TG2 TG3
Sales MS (1/2) 2165 2165 2165
Sacarosa 30000 30000 30000
Bactogar 8000 8000 8000
Acido giberélico (AG3) 0 0.5 1
pH 5.8 5.8 5.8

Nota. La tabla muestra los tratamientos de germinacion (TG) empleados en el ensayo,
con los componentes de los medios de cultivo y las diferentes concentraciones de AGs

con las que fueron enriquecidos.

Se mantuvo los frascos en una cdmara de germinacion en condiciones
ambientales controladas con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad a 20°C y con
una humedad relativa de entre 55 y 70%. Durante un mes se conté tres veces por
semana la cantidad de semillas que germinaron por especie en los tratamientos y el

tiempo en el que la primera germiné (Pérez & Castafieda, 2017).

Analisis estadistico

Diseno experimental

Se aplicé un disefio experimental completamente al azar para los ensayos de
desinfeccion y germinacion de las semillas. Los datos que no siguieron una distribucion
normal se analizaron por medio de una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y una
prueba de diferencias de rangos multiples entre las medias de Duncan (p< 0.05), por

medio del software R version 4.1.1 (Negrin & Zalba, 2008).
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Analisis graficos

Desinfeccion

Las especies en las que no se presento diferencias significativas en el analisis
estadistico de los tratamientos empleados, este se seleccioné por medio del porcentaje
de semillas contaminadas y el que resulté ser menos invasivo para los explantes (Pérez

& Castaneda, 2017).

Germinacion

Para el analisis grafico de los datos de la germinacién y para determinar si los
tratamientos tienen influencia en la misma se utilizaron los siguientes graficos

descriptivos y analiticos (Gonzalez & Orozco, 2017).

Graficas descriptivas

Capacidad de germinacién

Se define como el porcentaje final de semillas germinadas, el mismo permite

observar el efecto de los tratamientos en la capacidad germinativa final.

Germinacion acumulada

Es el porcentaje de semillas germinadas tres veces por semana para observar la

uniformidad de los datos y el pico de germinacion.
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Graficos analiticos

indice de latencia

Da informacién acerca del tiempo necesario para el inicio de la germinacion y la

influencia del tratamiento en el rompimiento de la latencia de las semillas.

Velocidad media de germinaciéon

Es el numero de semillas germinadas con el tiempo dependiendo del

tratamiento. El mismo se define como:

VMG =

Doénde: VMG= velocidad media de germinacion, ni= nimero de semillas
germinadas el dia i, t= tiempo de germinacién desde la siembra hasta la germinacién de

la ultima semilla.
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Capitulo IV: Resultados

Descripcion morfolégica de las especies

Por medio de observaciones realizadas en campo y bibliografia se realizé una
descripcion general de las especies vegetales. Las mismas en las que se observa
informacion de forma de vida, habitat, una descripcion morfoldgica y fisiolégica de sus
estructuras enfatizando las caracteristicas de las semillas como forma, color, textura,

dispersion, datos adicionales y de distribucién dentro del pais.

Los resultados se los presenta a manera de fichas para las especies: Monticalia
andicola (Anexo 1), Monticalia arbutifolia (Anexo 2), Monticalia peruviana (Anexo 3),
Diplostephium rupestre (Anexo 4), Diplostephium rhomboidale (Anexo 5) y Gynoxys
parvifolia (Anexo 6). A continuacion, en la Figura 10 se muestra un ejemplo de las fichas

realizadas para cada especie:
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Figura 10

Ficha ejemplo de la descripcion general, morfologica y fisiolégica de las especies

Nombre Cientifico: Monticalia peruviana (Pers.) C. Jeffrey

Nombre Comun: No se registra

Familia: Asteraceae
Rango altitudinal: 2500-4500msnm

Forma de vida: Arbusto

- Altura: Hasta 2m de alto
Foto: Pazmifio, G.

Flor Involucro de bracteas campanulado y corola amarilla ligulada
Hojas Alternas o disticas discoides

Tallo Teretes con ramas densamente foliadas, glabras y sin estipulas
Fruto Coronado por un vilano blanco

Semilla | Forma: Cipsela oblonga

Color: Verde (Inmaduras) a marrén (madura)

Textura: Rugosa

Dispersion del fruto: Se dispersa a través del viento por medio del papus.

Estatus UICN: Ninguno Azuay, Bolivar, Cafar,

Cotopaxi, Imbabura, Napo, i3
Usos: Restauracion Pichincha, Tungurahua.
ecolégica

Propiedades: Antifungico y
antitumoral.

Fuente: Romoleroux, K., Carate-Tandalla, D., Erler, R., Navarrete, H. 2019. Monticalia peruviana En: Plantas vasculares de los
bosques de Polylepis en los paramos de Oyacachi. Version 2019.0
<https://bioweb.bio/floraweb/polylepis/FichaE specie/Monticalia%20peruviana>.
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Descripcion morfolégica de las semillas por especie

Se realiz6 una evaluacién de las semillas en las que se incluyeron parametros
relevantes para su germinacién y conservacion, como lo son: numero de semillas por

flor, estado de madurez de las semillas, peso y dimensiones.

Numero de semillas por flor

Se realizo el conteo de las semillas encontradas en 50 flores para cada una de
las especies de estudio (Tabla 3). Se encontré que las especies con mayor numero de
semillas fueron M. andicola, D. rupestre y M. peruviana, de manera contraria M.
arbutifolia, D. rhomboidale y G. parvifolia son las que menor cantidad de semillas

presentaron.

Tabla 3

Numero promedio de semillas encontradas por flor en cada especie estudiada.

Especie Numero de semillas por flor
Monticalia andicola 4317
Monticalia arbutifolia 22+3
Monticalia peruviana 28+3
Gynoxys parvifolia 1712
Diplostephium rupestre 37+10
Diplostephium rhomboidale 1742

Nota. La tabla muestra los valores promedio y las variaciones del nimero de semillas

encontradas en 50 flores para cada especie expresada en unidades.
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Estado de madurez de las semillas

El analisis del estado de madurez de las semillas se lo realizé durante los ocho
meses de recoleccién para una muestra mensual de 100 semillas en cada una de las
especies. Los resultados se expresan en porcentaje de semillas maduras e inmaduras
contabilizadas en cada mes, usando como parametro de clasificacion el color de las

semillas.

Género Monticalia

Se encontré que los picos de madurez en Monticalia andicola y Monticalia
peruviana se observaron en los meses de diciembre y enero con un 75y 79% (Figura
11A) y 100 y 90% de semillas en estado maduro (Figura 11C) respectivamente. En el
caso de Monticalia arbutifolia este pico se registro en los meses de enero y febrero con

un 100% de semillas maduras (Figura 11B).

Los meses restantes de estudio se puede observar que en su mayoria el
porcentaje de semillas en estado maduro supera a las inmaduras en las tres especies
(Figura 11). Con excepcién del mes de noviembre, en el que M. andicola presento igual
porcentaje de semillas maduras e inmaduras (Figura 11A) y en el que M. peruviana
registré un mayor porcentaje de semillas inmaduras (Figura 11C). Adicionalmente, se
encontré que M. andicola y M. arbutifolia entraron en estado vegetativo en los meses de

abril a junio y M. peruviana en los meses de mayo y junio.



Figura 11
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Estado de madurez de las semillas del género Monticalia en los meses de recoleccion
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Nota. La figura muestra los porcentajes de inmadurez y madurez observados en las

semillas de las tres especies del género Monticalia estudiadas: (A) M. andicola, (B) M.

arbutifolia y (C) M. peruviana.

semillas de color verde en su estado inmaduro a diferencia de las semillas en estado

De manera general en el género Monticalia las especies analizadas presentaron

maduro que presentaban un color marrén (Figura 12). EI mismo se utilizé como criterio

de clasificacion y seleccion de semillas para los ensayos de viabilidad, desinfeccion y

germinacion.
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Figura 12

Criterio de clasificacion de semillas maduras e inmaduras para el género Monticalia

Nota. En la figura se observan semillas en estado inmaduro (verde) y maduro (marrén)
para las especies del género Monticalia: (A) M. andicola, (B) M. arbutifolia'y (C) M.

peruviana vistas en el estereomicroscopio a 1x.

Género Gynoxys

La especie Gynoxys parvifolia present6 la mayor cantidad de semillas maduras
en los meses de diciembre y abril con un porcentaje de 100% de semillas en estado.
Por el contrario, en el mes de noviembre se registré que el porcentaje de semillas
inmaduras superé notoriamente al porcentaje de semillas maduras (Figura 13) y en los

meses de mayo y junio esta especie se hallé en estado vegetativo.
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Figura 13

Estado de madurez de las semillas de Gynoxys parvifolia en los meses de recoleccion
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Nota. En la figura se puede observar los porcentajes de inmadurez y madurez

encontrados en semillas de Gynoxys parvifolia.

En la especie Gynoxys parvifolia las semillas en estado inmaduro presentaron
un color verde y las semillas en estado maduro presentaron un color negro (Figura 14).
El mismo se utilizé como criterio de clasificacion y seleccion de semillas para el resto de

ensayos realizados en el estudio.

Figura 14

Criterio de clasificacion de semillas maduras e inmaduras en Gynoxys parvifolia

Nota. La figura muestra semillas en estado inmaduro (verde) y maduro (negro) para la

especie Gynoxys parvifolia vistas en el estereomicroscopio a 1x.
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Género Diplostephium

Par la especie Diplostephium rupestre los picos de madurez se dieron en los
meses de noviembre a febrero con el 100% de semillas en estado maduro (Figura 15A).
Sin embargo, la calidad de las semillas disminuy6 en los meses de enero y febrero,
razon por la cual, muy pocas semillas recolectadas en este tiempo fueron usadas en los
ensayos a lo largo de la investigacién. A partir del mes de marzo a mayo esta especie
se hallé en estado vegetativo y en el mes de junio todas las semillas evaluadas se

hallaron en estado inmaduro.

Para la especie Diplostephium rhomboidale se encontré que en todos los meses
el porcentaje de semillas maduras supero al de semillas inmaduras, observandose el
mayor pico de madurez en el mes de enero con un porcentaje de 65% de semillas en
ese estado (Figura 15B). En los meses de mayo y junio esta especie entro en un estado

vegetativo.

Figura 15

Estado de madurez de semillas del género Diplostephium en los meses de recoleccion
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Nota. La figura muestra los porcentajes de inmadurez y madurez hallados en las
semillas de las dos especies del género Diplostephium estudiadas: (A) D. rupestre y (B)

D. rhomboidale.
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Para ambas especies evaluadas en el género Diplostephium sus semillas
presentaron color verde en su estado inmaduro y las semillas en estado maduro
adoptaron un color marrén (Figura 16). El mismo se empled como criterio de

clasificacion y seleccion de semillas para los ensayos restantes del estudio.

Figura 16

Criterio de clasificacion de semillas maduras e inmaduras para el género Diplostephium

Nota. En la figura se observa a las semillas en estado inmaduro (verde) y maduro
(marrén) para las especies del género Diplostephium: (A) D. rupestre y (B) D.

rhomboidale vistas en el estereomicroscopio a 1x.

La informacién de estado de madurez de las semillas en conjunto con
observaciones realizadas en campo, se utilizaron para determinar el estado fenoldgico
de las especies que se estudiaron a largo del proyecto. En la Figura 17 se detallé los
meses en los que se encontro a las especies vegetales en estado de floracion,

fructificacién y vegetativo.



Figura 17

Estado fenologico de las especies en los meses de recoleccion
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Peso promedio de las semillas por especie

Se encontré que las semillas mas pesadas fueron las de D. rupestre, M.
peruviana y G. parvifolia. De manera contraria las mas livianas fueron las de M.
arbutifolia, D. rhomboidale y M. andicola. La Tabla 4 muestran los resultados del pesaje

de un lote de 100 de semillas para cada una de las especies de estudio en miligramos.

Tabla 4

Peso promedio en miligramos de un lote de 100 semillas por cada especie estudiada.

Especie Peso (mg)
Monticalia andicola 19+1
Monticalia arbutifolia 38+4
Monticalia peruviana 7813
Gynoxys parvifolia 52+5
Diplostephium rupestre 9815
Diplostephium rhomboidale 2311




Dimensionamiento promedio de las semillas por especie

Los resultados del dimensionamiento del largo del fruto (cipsela y vilano) y del

ancho y largo de las cipselas (Figura 8) para cada una de las especies de estudio en

milimetros se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5

Dimensionamiento promedio de las semillas por cada especie estudiada.

Especie Largo fruto Largo cipsela Ancho cipsela
(mm) (mm) (mm)

Monticalia andicola 6.399+0.978 1.818+0.431 0.559+0.111
Monticalia arbutifolia 10.058+0.932 3.437+0.379 0.558+0.087
Monticalia peruviana 10.3321£1.419 2.953+0.511 0.637+0.107
Gynoxys parvifolia 12.088+1.914 3.191+0.651 0.789+0.169
Diplostephium rupestre 10.409+1.453 4.050£0.702 1.29310.237
Diplostephium rhomboidale 3.661+0.552 1.192+0.187 0.362+0.080

Nota. En la tabla se evidencia las dimensiones promedio con sus variaciones del fruto

(cipsela+vilano) y la cipsela de una muestra de 100 semillas por especie estudiada.

Prueba de viabilidad de las semillas

Los resultados de viabilidad se los ilustra en porcentajes de semillas vacias,

viables y no viables encontradas en la muestra de 100 semillas tomadas al azar en cada
una de las especies. Se utilizé como criterio de evaluacion el test colorimétrico con TZ

para la determinacion de tejido no viable permitido (Figura 9).
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Género Monticalia

En Monticalia andicola y Monticalia arbutifolia se encontré un mayor porcentaje
de semillas vacias que de semillas con embrién, al contrario de Monticalia peruviana en
la cual las semillas con embridn superaron al porcentaje de semillas vacias (Figura 18).
De manera general las especies de este género presentaron un porcentaje de viabilidad
bajo de 10% para M. andicola (Figura 18A) , 8% para M. arbutifolia (Figura 18B) y 11%

para M. peruviana (Figura 18C).

El test colorimétrico con TZ permitio la determinacién de embriones viables y no
viables. Sin embargo, en M. andicola 'y M. arbutifolia a pesar de que se observo la
tincién en las regiones que dan origen a estructuras importantes como la radicula esta
fue tenue. Al contrario de lo observado en M. peruviana en la que la tinciéon fue mas

intensa (Figura 19).
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Figura 18

Viabilidad de las semillas del género Monticalia

W Vacias B vadas
Mo viables Ho viables
B viables B viables
A B
W Vacias
No viables
W Vviables
C

Nota. En la figura se puede observar los porcentajes de semillas vacias, viables y no
viables para las tres especies de Monticalia analizadas: (A) M. andicola, (B) M.

arbutifolia y (C) M. peruviana.

Figura 19

Patrones colorimétricos encontrados en los embriones del género Monticalia
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Nota. La figura muestra una comparacion entre embriones viables (rojo) y no viables
(blanco) para las especies del género Monticalia: (A) M. andicola, (B) M. arbutifolia'y (C)

M. peruviana vistas en el estereomicroscopio a 1x.
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Género Gynoxys

Como se muestra en la Figura 20 en la especie Gynoxys parvifolia se observo
que el porcentaje de semillas vacias supero al porcentaje de semillas con embrion y se
registré una viabilidad de tan solo el 3%. La tincion de los embriones en esta especie
fue intensa pero se evidenciaba que las estructuras que da lugar a la radicula no se tiié

o lo hacia de manera tenue (Figura 21).

Figura 20

Viabilidad de las semillas de Gynoxys parvifolia

Vacias
No viables

M Viables
18%

N

79%

Nota. En la figura se observan los porcentajes de semillas vacias, viables y no viables

encontradas en Gynoxys parvifolia.

Figura 21

Patrones colorimétricos encontrados en embriones de Gynoxys parvifolia
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Nota. La figura muestra una comparacién entre embriones viables (rojo) y no viables

(blanco) en Gynoxys parvifolia vistas en el estereomicroscopio a 1x.
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Género Diplostephium

En este género tanto para Diplostephium rupestre como para Diplostephium
rhomboidale se observé que el porcentaje de semillas vacias fue inferior al porcentaje
de semillas con embrién. Ambas especies fueron las Unicas en las que se obtuvo que el
porcentaje de embriones viables supero al de no viable con un 29% de viabilidad
(Figura 22). La tincion tras el tratamiento con TZ en este género fue intensa y en todas

las estructuras que generan partes vitales como radicula y hojas primarias (Figura 23).

Figura 22

Viabilidad de las semillas del género Diplostephium
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Nota. La figura muestra los porcentajes de semillas vacias, viables y no viables para las

dos especies de Diplostephium analizadas: (A) D. rupestre, y (B) D. rhomboidale.
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Figura 23

Patrones colorimétricos encontrados en los embriones del género Diplostephium

Nota: En la figura se observa una comparacién entre embriones viables (rojo) y no
viables (blanco) para las especies del género Diplostephium: (A) D. rupestre y (B) D.

rhomboidale vistas en el estereomicroscopio a 1x.

Desinfeccion de las semillas

Por medio de la prueba de Kruskal-Wallis se determiné que al menos uno de los
tratamientos influyé sobre la cantidad de semillas contaminadas en todas las especies
estudiadas. De manera general se encontraron diferencias significativas entre el
tratamiento control TD1 el cual presentd un porcentaje muy alto de contaminacion que

el resto de tratamientos en los que se empled hipoclorito de sodio como desinfectante.

Como se muestra en la Tabla 6 en algunas especies la diferencia entre los
tratamientos TD2, TD3 y TD4 no es representativa y al no haber necrosis u oxidacion de
los explantes posterior a estos, el criterio de seleccion fue en funcion del porcentaje de
contaminacion reportado para cada una de las especies y en la menor concentracion de

hipoclorito de sodio empleado.
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Tabla 6

Valores promedio de semillas contaminadas en cada tratamiento de desinfeccion para
cada especie estudiada.

Tratamientos %NaClO/min

Especie

p-valor TD1 TD2 TD3 TD4

0/5 5/5 5.5/5 6/5

M. andicola 0.003995 10.00 1.00 1.00 0.20
a b b C

M. arbutifolia 0.001738 5.60 0.20 0.20 0.00
a b b b

M. peruviana 0.019110 9.00 3.40 3.40 0.00
a b b C

G. parvifolia 0.011910 8.60 5.40 0.60 1.20
a b c b

D. rupestre 0.015950 4.20 0.60 0.40 0.40
a b b b

D. rhomboidale  0.004349 5.40 2.00 0.00 0.00
a a b b

Nota. Notacion Duncan, valores con letras diferentes denotan que los tratamientos

difieren entre ellos con un p<0.05.

Tomando esto en consideracion, para el género Monticalia se determiné que el
tratamiento éptimo de desinfeccion es el TD4 (6%NaClO) con un porcentaje de
contaminacioén del 2% para M. andicola, 0% para M. arbutifolia 'y 0% para M. peruviana.
En el caso de los géneros Gynoxys y Diplostephium se selecciond el tratamiento TD3
(5.5%NaClO) con un porcentaje de contaminacion de 6% para Gynoxys parvifolia, 4%

para Diplostephium rupestre y 0% para Diplostephium rhomboidale.

Germinacion in vitro de las semillas

En el caso de M. arbutifolia el porcentaje de germinacion fue del 3% en ausencia
de AGs (control), las mismas no desarrollaron y se necrosaron 2 semanas posteriores a

la siembra. En el resto de tratamientos para esta especie la germinacion fue del 0% al
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igual que en G. parvifolia, es por esto que no se conté con datos suficientes en estas

especies para realizar un andlisis estadistico y grafico de este parametro.

Para el resto de especies la prueba de Kruskal-Wallis realizada en esta etapa
arrojo que ninguno de los tratamientos empleados influyé en el porcentaje de
germinacion de las semillas, al no haber diferencias significativas entre los tratamientos
con acido giberélico empleados. La Tabla 7 muestra los valores promedio de
germinacion de semillas encontradas en cada una de las especies a lo largo del mes de

observacion.

Tabla 7

Valores promedio de semillas germinadas en cada tratamiento para cada una de las
especies de estudio.

Tratamientos concentraciones de AG;

Especie
p-valor TG1 TD2 TD3
0 mg/L 0.5 mg/L 1 mg/L
M. andicola 0.6994 0.250 0.500 0.750
a a a
M. arbutifolia NA NA NA NA
M. peruviana 0.4397 4.00 5.00 4.00
a a a
G. parvifolia NA NA NA NA
D. rupestre 0.9208 9.50 9.50 9.50
a a a
D. rhomboidale 0.2065 7.00 8.50 7.50
a a a

Nota. Notacién Duncan, valores con letras diferentes denotan que los tratamientos

difieren entre ellos con un p<0.05.

Por lo expuesto anteriormente, la seleccion del mejor tratamiento de germinacion

para las cuatro especies se lo hizo en funcion de la germinacién acumulativa, la
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capacidad germinativa, el tiempo de latencia y la velocidad media de germinacion

observada en cada uno de los procedimientos empleados.

Germinacion in vitro de semillas de Monticalia andicola

Por medio de las graficas descriptivas en M. andicola para cada uno de los
tratamientos se obtuvo que la germinacién acumulativa tuvo un pico para el TG1 a los
21 dias mientras que para el TG2 y el TG3 se dio a los 25 dias (Figura 24A) y que
capacidad germinativa para el TG1 fue de 2.5%, para el TG2 fue de 5% y para el TG3

fue de 7.5% (Figura 24B).

Por otro lado, las graficas analiticas muestran que la ruptura de la latencia en el
TG1 ocurrié a los 20 dias, en el TG2 a los 18 dias y en el TG3 a los 15 dias (Figura
24C) y que la velocidad media de germinacion mostrada para el TG1 fue de 0.048, para
el TG2 fue 0.08 y para el TG3 fue 0.12 (Figura 24D). Ademas, las semillas que
germinaron desarrollaron estructuras como radicula, hipocétilo, hojas primarias y hojas

funcionales (Figura 25).
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Figura 24

Andlisis grafico del comportamiento germinativo en semillas de Monticalia andicola
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Nota. La figura muestra el comportamiento germinativo en M. andicola durante un mes
de estudio por medio de graficas descriptivas de germinacion acumulativa (A) y
capacidad germinativa (B) y de graficas analiticas de tiempo de latencia (C) y velocidad

media de germinacion (D).
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Figura 25

Germinacion y desarrollo de pléntulas de Monticalia andicola en el mes de estudio

Germinacion in vitro de semillas de Monticalia peruviana

En M. peruviana las graficas descriptivas muestran que la germinacion
acumulativa tuvo un pico tanto para el TG1 como para el TG2 a los 23 dias y el TG3 se
dio a los 25 dias (Figura 26A) y que La capacidad germinativa para el TG1 fue del 40%,

para el TG2 fue del 50% y para el TG3 fue del 40% (Figura 26B).

Por otro lado, en las graficas analiticas se observa que la ruptura de la latencia
en el TG1 se dio a los 9 dias, en el TG2 se dio a los 8 dias y en el TG3 a los 7 dias
después de la siembra (Figura 26C) y que la velocidad de germinacion mostrada para el
TG1 fue 0.7, en el TG2 fue 0.87 y en el TG3 fue 0.72 (Figura 26D). Las semillas que
germinaron desarrollaron en plantulas con el aparecimiento de radicula, hipocétilo,

hojas primarias y hojas funcionales (Figura 27).
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Figura 26

Andlisis grafico del comportamiento germinativo en semillas de Monticalia peruviana
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Nota. En la figura se muestra el comportamiento germinativo en M. peruviana durante
un mes de estudio por medio de gréaficas descriptivas de germinacion acumulativa (A) y
capacidad germinativa (B) y de graficas analiticas de tiempo de latencia (C) y velocidad

media de germinacion (D).



64

Figura 27

Germinacién y desarrollo de plantulas de Monticalia peruviana en el mes de estudio

Germinacion in vitro de semillas de Diplostephium rupestre

En D. rupestre las graficas descriptivas muestran que la germinacion
acumulativa tuvo un pico tanto para el TG1 como para el TG2 a los 23 dias y en el TG3
se dio a los 21 dias (Figura 28A). Ademas, de que la capacidad germinativa para todos

los tratamientos empleados fue del 95% (Figura 28B).

Las graficas analiticas por otra parte muestran que la ruptura de la latencia en el
TG1 se dio a los 9 dias, en el TG2 se dio alos 7 dias y en el TG3 a los 4 dias después
de la siembra (Figura 28C) y que la velocidad de germinacién mostrada para el TG1 fue
1.65, para el TG2 fue 1.72 y para el TG3 fue 1.81 (Figura 28D). Todas las semillas que
germinaron desarrollaron estructuras como radicula, hipocétilo, hojas primarias y hojas

funcionales (Figura 29).
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Figura 28

Andlisis grafico del comportamiento germinativo en semillas de Diplostephium rupestre
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Nota. La figura muestra el comportamiento germinativo en D. rupestre durante un mes
de estudio por medio de graficas descriptivas de germinacion acumulativa (A) y
capacidad germinativa (B) y de graficas analiticas de tiempo de latencia (C) y velocidad

media de germinacion (D).
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Figura 29

Germinacién y desarrollo de plantulas de Diplostephium rupestre en el mes de estudio

3

Germinacion in vitro de semillas de Diplostephium rhomboidale

El comportamiento germinativo para D. rhomboidale muestra en las graficas
descriptivas que la germinacién acumulativa tuvo un pico tanto para el TG1 como para
el TG2 a los 28 dias mientras que en el TG3 se dio a los 21 dias (Figura 30A). La
capacidad germinativa para el TG1 fue del 70%, para el TG2 fue del 80% y para el TG3

fue del 85% (Figura 30B).

Las graficas analiticas muestran que la ruptura de la latencia en el TG1 se dio a
los 9 dias, en el TG2 alos 7 dias y en el TG3 a los 4 dias después de la siembra (Figura
30C). Por otro lado, la velocidad de germinacién mostrada en el TG1 fue 0.75, en el
TG2 fue 1.13 y en el TG3 fue 1.10 (Figura 30D). Todas las semillas que germinaron
desarrollaron en plantulas con el aparecimiento de estructuras como radicula, hipocétilo,

hojas primarias y hojas funcionales (Figura 31).
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Figura 30

Andlisis grafico del comportamiento germinativo en semillas de Diplostephium
rhomboidale
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Nota. En la figura se observa el comportamiento germinativo en D. rhomboidale durante
un mes de estudio por medio de graficas descriptivas de germinacion acumulativa (A) y
capacidad germinativa (B) y de graficas analiticas de tiempo de latencia (C) y velocidad

media de germinacion (D).
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Figura 31

Germinacion y desarrollo de plantulas de Diplostephium rhomboidale en el mes de
estudio

Por medio del analisis del comportamiento germinativo en los andlisis graficos
descriptivos y analiticos realizados se obtuvo que el tratamiento éptimo de germinacién
para M. andicola y D. rupestre es el TG3 (1mg/L de AGs), y para M. peruviana y D.

rhomboidale el mejor tratamiento fue el TG2 (0.5mg/L de AG3).
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Capitulo V: Discusion

La ley para la conservacion y el uso sustentable de la biodiversidad del Ecuador
cataloga a los paramos como ecosistemas fragiles por sus caracteristicas biofisicas,
potenciales amenazas y por el interés publico que los mismos representan (Mena,
2011). Sus propiedades ecoldgicas lo hacen mas sensible a las variaciones de
temperatura, siendo el cambio climatico uno de los factores que lo ponen en mayor
riesgo y afectan negativamente a la funcionalidad, fenologia, distribucion, dispersion y
dinamica de las especies que habitan los mismos (Cabrera et al., 2019). Es por esto
que, la implementacion de planes de conservacion de los recursos genéticos de las
especies vegetales, es de suma importancia en este punto tan critico para mantener

este medio que es una relevante fuente hidrica para el pais.

Los ecosistemas alto andinos del Ecuador son un hotspot de biodiversidad y
endemismo cuyo mayor representante son especies de arbustos y hierbas de la familia
Asteraceae, algunas de ellas clasificadas dentro del libro rojo con un grado de amenaza
y cuya presencia ha disminuido en un 4% producto del deterioro de los paramos
(Rivero, 2020). A pesar de ello, no se cuenta con estudios que brinden informacion que
ayude a su preservacion. Por lo que, es necesario realizar estrategias como bancos de
semillas, herbarios, estudios de morfologia, viabilidad y germinacion de sus semillas,
para la obtencién de una la linea base que permita la implementacion de planes de
conservacion y reinsercion de estas especies a los paramos, como se tiene previsto ser

necesaria en los préximos 30 afios (Mena et al., 2001).

La gran cobertura por parte de las especies de la familia Asteraceae en los
ecosistemas alto andinos puede deberse a las estrategias ecologicas de pervivencia Ry

K que estas han adoptado. Estudios sugieren que pueden usar ambas, R produciendo
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un gran numero de semillas y K con un porcentaje mayor de embriones viables (Honek
et al., 2005). Este comportamiento dual se evidencio en la especie D. rupestre, en la
gue se encontraron una gran cantidad de semillas con un mayor porcentaje de
viabilidad y una capacidad germinativa del 95%. Por otro lado, en D. rhomboidale se
encontré un numero menor de semillas, pero cuyo porcentaje de viabilidad era mayor y
con una capacidad germinativa del 85%, dando a lugar a una adaptacién de tipo K. Por
ultimo, en las especies M. andicola 'y M. peruviana se vio la produccién de un gran
numero de semillas, pero cuya viabilidad era en un porcentaje bajo con una germinacion

del 7.5 y 50% respectivamente, dando a lugar a una adaptacion tipo R.

Los rasgos morfolégicos de las estructuras vegetales como las semillas proveen
informacion relevante acerca de la ecologia y biologia de las especies. Estos ayudan a
establecer una metodologia éptima de recoleccion y preservaciéon de dichas estructuras,
facilitando de esta manera los procesos ex situ de conservacion a largo plazo, al dar
una idea de como responden las mismas a los procesos de almacenamiento (J. Romero
& Pérez, 2016). Actualmente este tipo de estudios se centran en especies de interés
econdémico y comercial como lo son las de uso agricola, siendo necesario comenzar a
estudiar especies silvestres y endémicas que también son importantes y altamente

amenazadas.

Uno de los rasgos morfoldgicos relevantes a determinar en semillas de especies
que se busca conservar, es la resistencia al proceso de desecacién para clasificarlas en
recalcitrantes y ortodoxas. El mismo permite seleccionar las especies que pueden ser
candidatas a ser conservadas en un banco sin que su viabilidad se vea afectada por
factores externos (Magnitskiy & Plaza, 2007). Este parametro se mide principalmente

por medio del porcentaje de humedad de las semillas, el cual necesita varios
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tratamientos con tamafios muestrales grandes que en especies de paramo resulta
complejo realizar, al no tener la posibilidad de contar con material vegetal suficiente
para todos los ensayos. Por lo que, dicho analisis se lo puede realizar a partir de otros
datos morfolégicos que ademas dan informacion a lo largo de todo el proceso de
conservacion desde la recoleccion hasta su almacenamiento (J. Romero & Pérez,

2016).

La cantidad de semillas por flor es un parametro que da una idea de cuanta
muestra es necesaria recolectar y esta relacionada con la capacidad que tienen las
mismas a aguantar la deshidratacion. Cuando existe una mayor produccién de cipselas
estas tienden a llevar un comportamiento ortodoxo manteniendo su viabilidad a largo
plazo (J. Romero & Pérez, 2016). De los resultados obtenidos se puede ver que las
especies con mayor numero de semillas por flor fueron M. andicola, M. peruviana 'y D.
rupestre las cuales pueden ser clasificadas como ortodoxas. De manera contraria las
que presentaron menor cantidad fueron M. arbutifolia, G. parvifolia'y D. rhomboidale las
mismas que podrian ser consideradas como recalcitrantes. Esta informacién puede ser
corroborada de mejor manera con los ensayos de viabilidad y germinacion, en los que
las especies que se clasificaron como recalcitrante no mantuvieron su viabilidad y no
germinaron después de un tiempo de almacenamiento (Del Amo et al., 2009). Con
excepcion de D. rhomboidale cuyo comportamiento germinativo fue el mismo, a pesar
de que sus semillas fueron almacenadas por 8 meses, por lo que, pueden clasificarse
como ortodoxas al haber mantenido su viabilidad y capacidad germinativa en este

lapso.

El tamafio de las semillas juega un papel importante en la recoleccion,

transporte y almacenamiento de las semillas y dan una idea del espacio fisico necesario
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para su almacenamiento. En el caso de las especies de estudio estas no sobrepasan
los 5mm, por lo que, su almacenamiento puede ser en espacios pequenos, frios y secos
(A. Romero et al., 2016). Por otro lado, el peso de las semillas en conjunto con la forma
es un parametro util para determinar semillas de aspecto viable, este parametro se
empled para la seleccién de semillas en los ensayos de germinacion y se evidencié que
la capacidad germinativa en las especies D. rupestre, D. rhomboidale, M. andicola'y M.

peruviana fue en porcentajes mayores a la viabilidad obtenida (Vargas et al., 2014).

El estado 6ptimo para el almacenamiento de las semillas es cuando estas
alcanzan su madurez fisioldgica, ya que en ese punto dejan de recibir proteccion por
parte de la planta madre y adicionalmente alcanzan su maxima capacidad germinativa
(Calderén, 2019). En el caso de las especies de estudio este parametro se lo cualificd
en funcion del color y la apertura del vilano. Para las especies del género Monticalia el
tiempo Optimo de cosecha seria entre diciembre a febrero, en el género Diplostephium
de noviembre a enero y en Gynoxys de diciembre a abril. Sin embargo, es importante
recalcar que debido a las variaciones climaticas la fenologia reportada actualmente

puede variar en los préximos afos.

Otro parametro a evaluar para asegurar el éxito a mediano y largo plazo de la
conservacion ex situ de las especies de interés son los ensayos de viabilidad de
semillas. Muchas especies de ecosistemas alto andinos tienen un problema dual de
disponibilidad de semillas al haber una gran cantidad de semillas vacias y un porcentaje
bajo de las mismas en estado viable, lo cual dificulta su almacenamiento y capacidad
germinativa (Vargas et al., 2014). Por medio de la prueba colorimétrica con tetrazolio
esto se corroboro, ya que en el género M. andicola, y en la especie G. parvifolia se

presenté un mayor porcentaje de semillas vacias que de semillas con embrién. Por otro
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lado, contrariamente a lo reportado en D. rupestre y D. rhomboidale se encontré una

mayor cantidad de semillas con embridon en comparacion a las vacias.

La viabilidad en semillas del género Monticalia segun estudios previos puede
llegar a ser entre 5 a 16% lo que coincidio con los valores obtenidos para este género
de 8%, 10% y 11% para M. arbutifolia, M. andicola y M. peruviana respectivamente
(Vargas et al., 2014). En el caso del género Diplostephium se reporta una viabilidad de
0 a 28%; en D. rupestre y D. rhomboidale la viabilidad obtenida fue del 29% valor muy
cercano a los reportados en la bibliografia (Castaneda et al., 2007). En G. parvifolia la
viabilidad encontrada fue del 3% valor menor al reportado en este género que fue entre
10 a 25%, esto pudo darse debido a la presencia de larvas que se comen las semillas y

afectan de esta manera su viabilidad (Cueva, 2016).

En las especies del género Monticalia y Gynoxys parvifolia otra razon por la que
se encuentra una gran cantidad de semillas vacias puede deberse a un proceso de
apomixis, el cual ya se ha visto en otras especies de la familia Asteraceae. Esta es una
estrategia adaptativa rapida en respuesta al cambio climatico que estas enfrentan, en la
que las plantas usan una reproduccidn asexual y poliploides para asegurar su
supervivencia a este fendmeno. Sin embargo, esto genera mayores problemas al
producirse plantas idénticas a la madre las cuales son mas susceptible a la invasion de
plagas y patégenos. Lo cual influye directamente en la ecologia y conservacion de estas
especies que son las mas afectadas por el aumento de temperatura (Pegoraro et al.,

2020).

El uso de semillas como explantes permite obtener plantas con variabilidad

genética lo cual es un punto importante para realizar planes de conservacién de estas
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especies. El empleo del cultivo in vitro por otro lado, permite obtener un mayor nimero
de plantulas en menor tiempo; al tener la posibilidad de darles las condiciones 6ptimas
ambientales como humedad, luz y temperatura y quimicas como nutrientes y
fitorreguladores (Castillo, 2014). Sin embargo, para el establecimiento de estas en
medios de cultivo es necesario pasar por un proceso de desinfeccion que elimine
hongos o bacterias que dificulten la germinacion, mas en especies silvestres que al no
tener un proceso fitosanitario previo contienen gran cantidad de estos (Cardenas et al.,

2019).

En cultivo in vitro el principal agente de desinfeccion es el hipoclorito de sodio
debido a sus propiedades antifungicas, antibioticas, por su facil manejo y enjuague. Sin
embargo, al corroer la materia organica puede tener un efecto escarificante que
promueve la germinacion de las semillas pero también si se lo emplea en altas
concentraciones y en tiempos prolongado puede necrosar u oxidar los explantes
(Orquera, 2013). Estudios realizados en el género Pentacalia, un género relacionado a
Monticalia, sugiere que el emplear NaClO en concentraciones de 5 a 6% durante cinco
minutos reduce significativamente la contaminacién de los explantes. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en el ensayo de desinfeccidn realizado en el estudio, el
cual arrojé que una concentracion del 6% en Monticalia y 5.5% en Diplostephium y

Gynoxys de NaClO, redujo el porcentaje de contaminacion y no dafio de los explantes.

Uno de los parametros importantes a considerar para mejorar la germinaciéon de
las semillas de especies de paramo es la temperatura. Se ha reportado que los
resultados de germinacién fueron favorables a temperaturas de entre 20°C y 25°C esto
se puede dar debido a las condiciones ambientales a las cuales estan expuestas este

tipo de especies en campo y a su sensibilidad a el aumento de temperatura. Otro factor
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que influye en gran medida es que el uso de acido giberélico en los medios de cultivo el
mismo que estimula las células aumentado la tasa de germinacién de semillas (Diaz et
al., 2005). Estos factores fueron considerados para la germinacion de semillas en este
proyecto de investigacion; sin embargo, el uso de acido giberélico no afecto
significativamente en el porcentaje de germinacion, pero si influy en la ruptura de la

latencia y la velocidad de germinacion en las especies de interés.

Estudios realizados en especies de la familia Asteraceae de paramo,
demuestran que el acido gibereélico aumenta la capacidad germinativa de sus semillas
cuando se lo emplea en una concentracion de 1mg/L (Pérez & Castaneda, 2017).
Resultados similares se obtuvieron en los ensayos de germinacién para las especies M.
andicola y D. rupestre en los que se obtuvo las capacidades germinativas mas altas de
7.5y 95% respectivamente en un medio enriquecido con 1mg/L de &cido giberélico. Sin
embargo, en el caso de M. peruviana y D. rhomboidale las mayores capacidades
germinativas se dieron en un medio enriquecido con 0.5mg/L de acido giberélico con

capacidades germinativas de 50% y 85% respectivamente.

Los resultados de porcentaje de germinacion en las concentraciones
seleccionadas van acordes con los reportados. Para el género Monticalia se ha visto
que puede ir de 8 a 83%, valores cercanos y dentro de ese rango se obtuvieron en los
ensayos realizados que fueron de 7.5y 50% (Pérez & Castafieda, 2017). En el caso del
género Diplostephium se obtuvo valores mucho mayores a los reportados en la
bibliografia, los cuales son de 0 al 17% y en el ensayo se obtuvieron valores de 85y

95% (Castarneda et al., 2007).
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En el caso de M. arbutifolia 'y G. parvifolia no se logré que sus semillas
germinaran, esto puede deberse a varios factores como una baja resistencia a la
desecacion (recalcitrantes) la misma que debe ser comprobada con ensayos de
porcentaje de humedad (Magnitskiy & Plaza, 2007), o también a su alto porcentaje de
semillas vacias y no viables. Este comportamiento apunta a que su conservacion no
puede ser en un banco de semillas si no a través de otros métodos como

crioconservacion o por semillas artificiales (Abdelnour et al., 2007).

Las semillas de M. andicola, M. peruviana, D. rupestre y D. rhomboidale
mantuvieron su comportamiento germinativo incluso después de 8 meses de
conservacion en condiciones secas y frias. Las mismas en el ensayo de germinacion
desarrollaron estructuras como radicula, hipocdtilo, hojas primarias y hojas funcionales
en el mes de estudio. Lo que indica que si son candidatas a ser conservadas en un
banco de semillas sin que las mismas pierdan su viabilidad y capacidad para
desarrollarse en plantulas; un importante paso previo para una fase de aclimatizacion y

reintroduccién de estas a su medio natural (Castillo, 2014).

El estudio realizado en las seis especies de la familia Asteraceae seleccionadas
da informacion relevante en tres géneros representativos de los paramos ecuatorianos
como lo son Monticalia, Diplostephium y Gynoxys, los mismos que a mas de tener una
importancia ecolégica y biolégica son estratégicos para el establecimiento del banco de
semillas al ser especies representativas de este medio. Por lo que, se cumplieron los
objetivos propuestos en el presente proyecto de investigacion y daran apoyo a los

proyectos HANS-BANK y BIO-GEEC.
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Capitulo VI: Conclusiones

Los estudios en especies estratégicas como las de la familia Asteraceae son
prioridad, para proteger el paramo que se encuentra amenazado que por el cambio

climatico.

Los datos morfologicos son relevantes para comprender la ecologia y biologia
de las especies, ademas son la linea base que permite determinar las estrategias

optimas de conservacién ex situ y germinacion de las mismas.

Las especies de paramo poseen una gran cantidad de semillas vacias y no
viables, lo cual influye directamente en su capacidad germinativa y dificulta su

almacenamiento.

Las semillas de especies de ecosistemas alto andinos al ser recolectadas en
condiciones naturales poseen problemas de fitosanidad, por lo que su desinfeccién para

introducirlas en el laboratorio es necesaria.

El uso de hipoclorito de sodio como principal agente desinfectante de las
semillas provee beneficios como agente escarificante, aumentando el porcentaje de

germinacion si se lo usa en concentraciones y tiempos que no dafien los explantes.

La concentracion optima para la desinfeccidn de semillas del género Monticalia

es 6% y para los géneros Diplostephium 'y Gynoxys es de 5.5% por 5 minutos.

El acido giberélico no influyd significativamente en el porcentaje de germinacion

de las semillas en las especies de estudio, pero si en la ruptura de la latencia y en la



velocidad de germinacion en una concentracion de 1mg/L para M. andicola 'y D.

rupestre y de 0.5mg/L para M. peruviana y D. rhomboidale.
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Capitulo VII: Recomendaciones

La recoleccion de semillas de especies de la familia Asteraceae es
recomendable realizarla en fundas de papel para absorber la humedad hasta su llegada

al laboratorio.

Es importante realizar un proceso de secado de las semillas previo a su

almacenamiento para evitar que estas se pudran por la proliferacion de hongos.

Para el establecimiento del banco de semillas y para completar los rasgos
morfoldgicos es recomendable realizar una evaluacién del porcentaje de humedad en

cada especie.

Para las especies G. parvifoliay M. arbutifolia se deberian realizar estudios
germinativos en varios estados de inmadurez, para determinar en qué momento las

semillas pierden su viabilidad y establecer un método util para su conservacion.

Es recomendable utilizar los datos de peso, forma y estado de las semillas para
determinar cuales son candidatas a ser conservadas en el banco para las especies M.

andicola, M. peruviana, D. rupestre y D. rhomboidale.

Para M. andicola, M. peruviana, D. rupestre y D. rhomboidale se puede utilizar
las plantas muestreadas en el presente estudio como plantas madres para la

conservacion de sus semillas en el banco.

Este es uno de los primeros estudios realizados en estas especies, por lo que es
necesario realizar investigaciones en mas especies y en diferentes puntos del pais para

tener un contraste de informaciéon que ayude a futuros planes de conservacion.
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