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Resumen
Los bosques andinos son ecosistemas albergan gran parte de la biodiversidad del mundo,
mitigan los gases de efecto invernadero y regulan las fuentes hidricas. En nuestro pais, el género
Polylepis posee 11 especies nativas, donde una de ellas es Polylepis incana Kunth. Estos arboles
se encargan controlar la erosion de los suelos, capturar el CO; y gestionar los recursos hidricos.
Por lo tanto, es necesario proteger y preservar estos ecosistemas montafiosos. El objetivo del
presente estudio fue caracterizar los parametros morfologicos y germinativos de las semillas de
P. incana de los bosques andinos del Ecuador, con el propésito de conservar su diversidad
genética en el banco de semillas HANS-BANK. Para esto, se recolecté material vegetal de P.
incana en la Reserva Ecolégica Antisana y el Area de Conservacion Hidrica Paluguillo. Luego,
en las semillas se determinaron los rasgos morfoldgicos cualitativos y cuantitativos, la viabilidad,
la concentracioén eficaz de hipoclorito de sodio (NaClO) para desinfeccion y condiciones éptimas
para germinacion in vitro. Los resultados demostraron que las semillas tienen la capacidad de
resistir los procesos de desecacion, poseen una viabilidad de 17.78%, la concentracion eficaz
para la desinfeccion fue de NaClO al 7%, la adicién de 2mg/L de GAs; en el medio de cultivo y
una temperatura constante de 25°C favorecieron la capacidad germinativa. En conclusion, los
datos obtenidos permitieron establecer que las semillas de P. incana son aptas para procesos
de conservacion en bancos de germoplasma y restauracion de los ecosistemas andinos

ecuatorianos.

Palabras claves: Bosque andino, conservacion, morfologia, germinacion
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Abstract
Andean forests are ecosystems that are home to a large part of the world's biodiversity, mitigate
greenhouse gases and regulate water sources. In our country, the Polylepis genus has 11 native
species, where one of them is Polylepis incana Kunth. These trees control soil erosion, capture
CO; and manage water resources. Therefore, it is necessary to protect and preserve these
mountain ecosystems. The objective of the present study was to characterize the morphological
and germination parameters of P. incana seeds from the Andean forests of Ecuador, with the
purpose of conserving their genetic diversity in the HANS-BANK seed bank. For this purpose,
plant material of P. incana was collected in the Antisana Ecological Reserve and the Paluguillo
Water Conservation Area. Then, qualitative and quantitative morphological traits, viability,
effective concentration of sodium hypochlorite (NaClO) for disinfection and optimal conditions for
in vitro germination were determined in the seeds. The results showed that the seeds have the
capacity to resist desiccation processes, they have a viability of 17.78%, the effective
concentration for disinfection was 7% NaClO, the addition of 2mg/L of GA3 in the culture medium
and a constant temperature of 25°C favored germination capacity. In conclusion, the data
obtained allowed us to establish that the seeds of P. incana are suitable for conservation

processes in germplasm banks and restoration of Ecuadorian Andean ecosystems.

Key words: Andean forest, conservation, morphology, germination
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Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del problema

Los bosques andinos del Ecuador forman parte de los ecosistemas con mayor
biodiversidad del mundo (Bussmann, 2005). Estos bosques se encuentran aproximadamente
entre los 2400 y 5300 m.s.n.m. a lo largo de la cordillera de los Andes (Cortés et al., 2020),
debido a su elevada altitud presentan temperaturas bajas y alta humedad (Chuncho Morocho &
Chuncho, 2019). Por tal razdn, tanto la flora como la fauna cuentan con varias especies

endémicas adaptadas a este tipo de condiciones (Romoleroux et al., 2016).

La importancia de los bosques andinos y de los paramos radica en sus funciones
ecoldgicas ya que recolectan agua, regulan las fuentes hidricas, ayudan a controlar la erosién
del suelo y funcionan como sumideros de carbono (Chuncho Morocho & Chuncho, 2019). Al
mismo tiempo, contribuyen con la generacion de recursos econdémicos como la produccion de

alimentos agricolas y la gestion de areas de turismo (Bussmann, 2005).

Sin embargo, estos ecosistemas montafiosos son vulnerables a causa de las
actividades antropogénicas. La deforestacién, las actividades mineras, el cambio climatico, la
agricultura, la ganaderia y los incendios, reducen la extension superficial de los bosques,
alterando la estructura de la vegetacion y disminuyendo la diversidad biolégica (Romoleroux,

2018).

En nuestro pais, el 28% de los bosques y paramos andinos han sido afectados
gravemente por las actividades mineras, lo que ha reducido la capacidad de recuperaciéon de
estas areas. Los incendios forestales y el pastoreo también son otros de los principales
problemas que enfrentan estos ecosistemas, pues han incrementado la escorrentia y la erosion
de los suelos. El calentamiento global es otro problema que ha alterado los factores
ambientales de los bosques andinos. El aumento de 3°C en la temperatura media anual y el

cambio de la frecuencia de las precipitaciones, causan estrés ambiental que influye
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negativamente en el ciclo hidroldgico, disminuyendo la retencién de carbono en los bosques

andinos (Chuncho Morocho & Chuncho, 2019).

Actualmente, los estudios sobre los procesos de conservacion y regeneracion de estos
ecosistemas son muy pocos, ya que muchas de las investigaciones se limitan a areas de bajas
altitudes y de facil accesibilidad (Bussmann, 2005). En consecuencia, es necesario promover
proyectos y estrategias de restauracion ecoldgica para la preservacion de especies en estos
ecosistemas (Gomez-Ruiz et al., 2013). La caracterizacion morfologica, la estandarizacion de
protocolos de viabilidad y la germinacion de semillas permitira establecer una linea base de

conocimiento para la generacion de bancos de semillas.

Justificacién del problema

Ecuador es uno de los paises mas ricos en biodiversidad del planeta. Sin embargo,
presenta altas tasas de deforestacion y superpoblacion. Las actividades humanas como la
agricultura, la plantacién de pastizales, la extraccion de madera, la introduccion de especies
exoticas, los incendios forestales y la mineria, han tenido un impacto sobre estas zonas, ya que
contribuyen a la degradacion de los bosques andinos y con ello, a la disminucion de la

diversidad bioldgica (Eras Garcia et al., 2021).

Por lo tanto, es necesario desarrollar estrategias de conservacion y reforestacion
enfocadas en estos bosques. Los bancos de germoplasma tienen como fin almacenar a
mediano y largo plazo genotipos de semillas de especies vegetales (Sanchez-Chiang &
Jiménez, 2010). Entre los criterios necesarios para determinar qué especies preservar, se debe
tomar en cuenta el endemismo, el estado de conservacion y la importancia ecolégica, cultural y
econOmica para los pobladores locales. Ademas, es fundamental caracterizar la morfologia, la
tolerancia a la desecacion y evaluar el poder germinativo de las semillas a diferentes
condiciones, con el propdsito de establecer los parametros de almacenamiento (Viana et al.,

2011).
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Al ser los bosques andinos los principales reguladores del suministro de agua,
reservorios de diéxido de carbono y de gases de efecto invernadero, sus especies cumplen un
rol en el funcionamiento de estos ecosistemas (Chuncho Morocho & Chuncho, 2019). El género
Polylepis forma parte de la vegetacion natural del paramo, por lo que ofrece un habitat seguro a
aves, mamiferos e insectos (Romoleroux et al., 2016). Los bosques de Polylepis también
albergan recursos alimenticios, protegen las fuentes hidricas, aumentan la captacion y calidad
del agua, reducen la erosion de los suelos y contribuyen a la formacién de suelos fértiles
(Cuyckens & Renison, 2018). Actualmente, se han descrito 45 especies, de las cuales se han
registrado 11 nativas en nuestro pais, siendo una de ellas Polylepis incana Kunth (Boza &

Kessler, 2022).

Sin embargo, estudios previos han demostrado que este género posee un bajo
porcentaje de germinacion, provocando asi una regeneracion lenta de los bosques de P. incana
de acuerdo a las investigaciones realizadas por Canales Gutiérrez et al. (2020) en Peru. Por lo
tanto, es necesario estudiar poblaciones de P. incana Kunth en Ecuador, donde a través de la
caracterizacion de los parametros morfoldgicos y germinativos de las semillas, se puede
preservar su diversidad mediante el proyecto BIO-GEEC (consorcio aleman-ecuatoriano sobre

biodiversidad) y el banco de semillas HANS-BANK.
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Hipotesis
Los pardmetros morfolégicos y los tratamientos de germinacion in vitro,
aumentan de manera estadisticamente significativa la capacidad germinativa de las

semillas de Polylepis incana Kunth.

Objetivos
Objetivo general
e Caracterizar parametros morfolégicos y germinativos de semillas de Polylepis incana

Kunth en Bosques Andinos del Ecuador.

Objetivos especificos

e Recolectar de forma aleatoria muestras de semillas de la especie Polylepis incana
Kunth en diferentes parches de Bosques Andinos del Ecuador.

¢ Identificar pardmetros morfologicos cuantitativos y cualitativos de semillas de la especie
Polylepis incana Kunth a partir de muestras recolectadas en Bosques Andinos del
Ecuador.

¢ Analizar semillas de la especie Polylepis incana Kunth mediante la coloracion del
embrién con la prueba de Tetrazolio para establecer su viabilidad.

o Determinar los paradmetros germinativos de las semillas de la especie Polylepis incana

Kunth mediante el uso de diferentes tratamientos de germinacion a nivel in vitro.
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Capitulo Il: Marco Teorico

Bosques andinos y paramos del Ecuador

Los bosques andinos del Ecuador forman parte de los ecosistemas montafiosos con
mayor biodiversidad del mundo, los cuales se encuentran distribuidos a lo largo de la Cordillera
de los Andes (Cortés et al., 2020). Los bosques andinos se clasifican segin Bussmann (2005)
en: bosque andino o montano bajo (1800 a 2100 m.s.n.m.), bosque andino 0 montano alto

(2100 a 2650 m.s.n.m.) y bosque nublado subalpino (>2650 m.s.n.m.).

Por otra parte, los paramos andinos abarcan cerca del 7% del territorio de nuestro pais,
localizandose entre los 3000 y 5000 m.s.n.m. En cuanto a su clasificacién, se dividen en:
subparamo o paramo inferior (3000 a 4000 m.s.n.m.), paramo medio (4000 a 4500 m.s.n.m.) y

paramo superior o superparamo (>4500 m.s.n.m.) (Camacho, 2013).

Los patrones de diversidad de estos ecosistemas varian segun el gradiente altitudinal.
Las comunidades de epifitas como musgos, helechos y liquenes, aumentan en diversidad y
biomasa a mayor elevacion. Estos ecosistemas se conforman principalmente por arboles que
pueden llegar a medir hasta 20 metros de altura, los cuales brindan hogar y refugio a varias
especies de plantas y animales como aves, mamiferos, anfibios e insectos (Romoleroux et al.,

2016).

La baja evapotranspiracion, los rangos de alta humedad, la acumulacién de materia
organica y la morfologia de sus plantas destacan entre las principales caracteristicas sobre
todo en la zona de los paramos (Chuncho Morocho & Chuncho, 2019). La vegetacién natural
de estos habitats esta conformada por pajonales, almohadillas, especies arbustivas y lefiosas,
adaptadas de tal forma que resisten las bajas temperaturas y la alta radiacién ultravioleta

(Camacho, 2013).
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Importancia de los bosques andinos y los paramos

Los bosques andinos y los paramos brindan varios servicios ecosistémicos, entre los
cuales se destaca la mitigacion de gases de efecto invernadero, el control de erosion del suelo
y la captura de carbono (Chuncho Morocho & Chuncho, 2019). Es importante la capacidad de
almacenamiento de carbono de los bosques andinos, la cual se encuentra entre 0,67 a 0,8
toneladas anuales por hectarea, siendo superior a la de los bosques de la Amazonia, que es de

0,5 toneladas por hectarea (Duque et al., 2021).

En cuanto a la funcién hidrologica, los bosques andinos y paramos son importantes
porgue llevan a cabo la acumulacion, la regulacion y el suministro de agua (Bussmann, 2005;
Chuncho Morocho & Chuncho, 2019). Los arboles de los bosques andinos absorben el agua
proveniente de las precipitaciones y de la neblina, para que a través de sus raices la
transporten por el suelo hasta las cuencas hidricas que nacen de los paramos y de los valles
interandinos. Este recurso es aprovechado por las poblaciones locales para el riego,
generacion hidroeléctrica, agua potable, entre otros. Adicionalmente, los paramos también son

el hogar, territorio y fuente de sustento de varias comunidades campesinas (Camacho, 2013).

Amenazas en los bosques andinos y paramos

Los bosques andinos y paramos son considerados ecosistemas fragiles debido a que la
deforestacion, degradacion y pérdida de sus especies son causadas por actividades
antropogénicas. Los incendios forestales, la tala de arboles indiscriminada, la extension de la
frontera agropecuaria, la agricultura, la mineria y la introduccion de especies exoéticas, tienen un

grave impacto negativo en estos ecosistemas (Cortés et al., 2020).

En Ecuador, la disminucion del 28% de los bosques y paramos andinos ha sido
ocasionada por las actividades mineras, dificultando cada vez mas el proceso de recuperacion
de estos habitats. El establecimiento de pastizales y la demanda de la industria maderera

también ha provocado la destruccion de estos bosques. Por lo tanto, se ha recurrido a
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plantaciones forestales de especies exoticas de rapido crecimiento como Pinus radiata, Pinus
patula y Eucalyptus globulus, con el proposito de reforestar las areas degradas y satisfacer la
demanda de madera en el mercado mundial. Sin embargo, dichas especies estan desplazando
la vegetacion endémica de estos ecosistemas montafiosos y estan alterando la estructura de

los mismos (Bussmann, 2005; Chuncho Morocho & Chuncho, 2019).

El calentamiento global es otra amenaza creciente, pues altera la composicion de los
bosques y paramos andinos. El incremento de la temperatura media anual ha afectado el ciclo
hidrolégico y ha causado cambios en la intensidad de las precipitaciones, las cuales han

llegado a ocasionar deslaves y contribuido en la erosion del suelo (Eras Garcia et al., 2021).

Género Polylepis

El género Polylepis se encuentra formando fragmentos o parches de bosques en la
cordillera de las Andes tropicales y subtropicales de Sudamérica. Estos bosques contienen una
biodiversidad Unica y proveen habitats para una gran variedad de plantas y animales (Boza &

Kessler, 2022).

Los bosques de Polylepis sustentan la flora de este ecosistema con plantas como
musgos, liguenes, epifitas y plantas vasculares. Asimismo, estos ecosistemas brindan un
habitat para distintas especies de aves, mamiferos, reptiles e insectos. Estos bosques también
cumplen un rol importante en la acumulacién de agua y la regulacion de fuentes hidricas
(Romoleroux, 2018). Sin embargo, el uso humano de la tierra ha provocado la pérdida de mas
del 90% de la cobertura vegetal de los bosques de Polylepis. Por esta razén, en los Ultimos
afos se han llevado a cabo varios estudios relacionados con la fisiologia, ecologia y
preservacion de este género para mitigar la deforestacion de estos bosques. Estos estudios
han resultado en la publicacién de diversos articulos cientificos, establecimiento de areas de

conservacion y proyectos de restauracion (Boza & Kessler, 2022).
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En cuanto a la morfologia, los arboles de Polylepis se caracterizan generalmente por
una corteza conformada por multicapas, una ramificacion simpodial, vainas estipuladas, hojas
imparipinnadas, tricomas en la cara superior o inferior de los foliolos, inflorescencias con
racimos largos y colgantes y frutos con protuberancias de diversas formas (Boza & Kessler,

2022).

Taxonomiay evolucién

El género Polylepis pertenece a la tribu Sanguisorbeae de la familia Rosaceae y
evolutivamente se encuentra cercano al género Acaena. Los andlisis filogenéticos sugieren que
Polylepis se origind por una hibridacién alopoliploide entre dos especies de Acaena: Acaena
elongata y Acaena cylindristachya (Cuyckens & Renison, 2018). Las especies basales son
arboles con hojas y cortezas delgadas, de 7 a 11 foliolos por hoja e inflorescencias con gran
cantidad de flores. Posteriormente, el género evoluciono a especies con cortezas, hojas
gruesas, menor numero de foliolos y menor nimero de flores por inflorescencia. Todas estas
adaptaciones se dieron en respuesta a los climas frios de los altos Andes. Posiblemente las
especies se vieron obligadas a migrar a habitats mas favorables debido a los cambios
meteoroldgicos durante el periodo pleistocénico, fragmentando de esta forma su distribucion

(Kessler, 2006).

De acuerdo con Simpson (1986), las especies de Polylepis se encuentran
comprendidas en tres grupos informales. El primer grupo, “sericea”, el cual abarca especies
con rasgos morfolégicos ancestrales como hojas mutipinnadas grandes con textura delgada.
Este grupo crece en habitats de bajas altitudes (2000-3000 m.s.n.m.). El segundo grupo,
“reticulata”, se destaca por los foliolos emarginados de sus hojas. Se localizan en elevaciones
mas altas que del primer grupo (3000-4000 m.s.n.m.). Por ultimo, el tercer grupo, “incana”,
comprende especies de un solo par de foliolos que se ubican en habitats de grandes altitudes

(>4000 m.s.n.m.). Sin embargo, a pesar de todos los estudios realizados sobre la taxonomia y
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la evolucion del género Polylepis, todavia esta informacién se encuentra incompleta. La alta
variabilidad fenolégica de las especies, la hibridacion extensiva, la poliploidizacion y el flujo de
genes entre las mismas, complica comprender y definir completamente la historia evolutiva de

Polylepis (Boza & Kessler, 2022).

Actualmente, Boza y Klesser (2022), reconocen 45 especies de Polylepis, de las cuales
7 han sido recientemente descritas. La clasificacion infragenérica incluye 5 secciones:

Sericeae, Reticulatae, Subsericantes, Australes e Incanaee.

La primera seccidn “Sericeae” abarca especies con varios pares de foliolos laterales y
frutos con espinas. La segunda seccion “Reticulatae” posee especies con pocos pares de
foliolos laterales y frutos con espinas aplanadas. La tercera seccidn “Subsericantes” incluye 3
especies con rasgos morfolégicos intermedios entre la primera y quinta seccion. Estas especies
tienen un solo par de foliolos laterales y frutos con 3 a 4 crestas aplanadas irregulares. En
cuanto a la cuarta seccién “Australes”, las especies de este grupo se caracterizan por sus
numerosos foliolos y frutos alados. Finalmente, en la quinta seccién “Incaneaee”, las especies
se distinguen porque tienen pocos pares de foliolos laterales y frutos con un niumero variable de

crestas aplanadas.

Distribucién del género Polylepis en el Ecuador

En Ecuador, se han registrado 10 especies nativas de Polylepis, siendo una de ellas
Polylepis incana Kunth (Boza & Kessler, 2022). Este género se enmarca en un rango altitudinal
de 2300 a 4800 m.s.n.m a lo largo de la cordillera Occidental y Oriental del pais. En la Tabla 1

se describen las ubicaciones de las especies de Polylepis en Ecuador.



Tabla 1

Distribucion de las especies de Polylepis en el Ecuador

Especie Distribucién en Ecuador Altitud (m.s.n.m)

Carchi, Imbabura, Pichincha,
) Tungurahua, Cotopaxi, Loja,

P. incana _ 2150-4800
Chimborazo, Azuay, Bolivar,
Napo

_ Chimborazo, Cariar, Azuay,

P. lanuginosa i 2300-4200

Bolivar
_ Chimborazo, Tungurahua, Cafar,

P. microphylla 3150-4550
Azuay
Carchi, Imbabura, Pichincha,

P. pauta ) 2600-4200
Cotopaxi, Napo
Carchi, Imbabura, Pichincha,

P. reticulata Tungurahua, Bolivar, Loja, 2750-4600
Chimborazo, Azuay

P. longipilosa Carchi 3200-3900

P. humboldtii Chimborazo 3800-4000

P. ochreata Carchi, Imbabura, Pichincha 2950-4350

P. simpsoniae Canfar, Azuay 2500-3800

P. loxensis Azuay, Loja 2650-3700

Polylepis incana Kunth

Polylepis incana es una especie nativa que ocupa aproximadamente un area de 612
km? en los Andes. La especie esta categorizada en peligro critico (CR) en la Lista Mundial de

Arboles Amenazados, debido a que su habitat ha sido afectado por actividades antrépicas
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como los incendios forestales y el pastoreo. En nuestro pais, la mayoria de las poblaciones se

encuentran dentro del sistema de areas protegidas como es el caso del Parque Nacional El

Cajas, la Reserva Ecoldgica lllinizas, la Reserva Ecolégica El Angel, el Parque Nacional
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Cayambe-Coca y la Reserva Ecologica Antisana. Ademas, cabe destacar que esta especie es

una de las mas utilizadas para la reforestacion en Ecuador (Boza & Kessler, 2022).

Descripcion Morfolégica de P. incana

Polylepis incana Kunth es un arbol diploide de 2 a 15m de altura. Las hojas son
imparinnadas con un par de foliolos de contorno eliptico u obovado, margen de 5-9 dientes y un
apice obtuso o emarginado. Ademas, el envés de las hojas esta cubierto de tricomas blancos

cortos y exuda resina. (Boza & Kessler, 2022).

Por otro lado, esta especie posee inflorescencias colgantes con 5 a 11 flores
triangulares y vellosas en la superficie. Las flores poseen 4 sépalos ovados, verdes y vellosos.
Los estambres contienen anteras orbiculares y los estilos son fimbriados. Los frutos son
turbinados, tienen 2 a 5 crestas aplanadas con serie de espinas y estan cubiertos de vellos

(Boza & Kessler, 2022).

Parametros morfolégicos de las semillas

Los rasgos morfolégicos son caracteristicas que afectan los procesos de dispersion,
colonizacién, germinacion, supervivencia y rendimiento reproductivo. Por lo tanto, es importante
describirlos, ya que nos ayudan a determinar la adaptacién de las especies vegetales a los
diferentes factores ambientales presentes en los ecosistemas que se desarrollan. De igual
manera, estos parametros nos ayudan a establecer la influencia en los métodos de

conservacion de semillas ex situ (Romero-Saritama & Pérez, 2016).

Pardmetros cuantitativos

El nimero de semillas por fruto es uno de los primeros parametros morfoldgicos
cuantitativos a identificar. Este parametro esta relacionado con el tipo de fruto y el
comportamiento de las semillas para su almacenamiento. El tamafio de las semillas es otro

rasgo morfoldgico importante que comprende el largo, el ancho y el grosor. Este parametro
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junto con el peso y el contenido de humedad de las semillas, estan asociados con la tolerancia
a la desecacion y germinacion. Todos estos rasgos determinan si las semillas son ortodoxas o

recalcitrantes. Una semilla ortodoxa es aquella que mantiene su viabilidad, tolera la desecacion
a bajos contenidos de humedad y puede almacenarse a bajas temperaturas. Por otro lado, una
semilla recalcitrante es aquella que pierde su viabilidad cuando se realiza el secado y no puede

almacenarse en frio (Romero-Saritama & Pérez, 2016).

Parametros cualitativos

Las semillas tienen una variedad de parametros morfolégicos cualitativos, como la
textura de la testa, el tipo de embrién y la presencia o ausencia de endospermo. Estos rasgos
ayudan a determinar el comportamiento germinativo y el tipo de latencia en las semillas, siendo
estos factores fundamentales para determinar el tratamiento para su conservacion en bancos

de germoplasma (Romero-Saritama & Pérez, 2016).

Viabilidad de semillas

La viabilidad de las semillas se relaciona con su capacidad para germinar y generar
plantulas en condiciones ambientales favorables (Pérez & Pita, 2018). Los ensayos de
viabilidad sirven para estimar el potencial de germinacion de las semillas al inicio de un estudio
o experimento (Lamont, 2022), asi como para determinar el éxito de su conservacion en
bancos de semillas (Pradhan et al., 2022). La evaluacién de este parametro se puede realizar a
través de ensayos de germinacion, radiografia con rayos X y pruebas colorimétricas como el
test azul de Evans, el test de diacetato de fluoresceina (FDA) y el test de tetrazolio (TZ) (Pérez
& Pita, 2018; Pradhan et al., 2022). Cabe destacar que el test de tetrazolio es el método de
analisis mas rapido para determinar la viabilidad de un lote de semillas, independientemente

del grado de dormicion de las mismas (Ruiz, 2009).
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Test de tetrazolio

El ensayo de tetrazolio es una prueba bioquimica que evalla la viabilidad de semillas
con baja capacidad de germinacion o semillas en estado latente (Pérez & Pita, 2018). Una
solucion acuosa de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio o bromuro de 6.5 a 7.5 pH es el indicador
necesario para llevar a cabo este test. Normalmente, se usa una concentraciéon de 1%, sin
embargo, es valido utilizar diferentes porcentajes (International Seed Testing Association

[ISTA], 2016).

Una vez realizado el test de tetrazolio, una semilla viable muestra una coloracion rojiza
en todos los tejidos vivos. La interaccion del indicador con las reacciones de reduccion de las
células produce la hidrogenacion del cloruro de tetrazolio, dando lugar a una sustancia de color
rojo. Esto permite diferenciar las partes vivas de las semillas de las muertas, las cuales se
mantienen incoloras. Sin embargo, las semillas pueden tefiirse parcialmente a causa de la

presencia de tejidos necroticos en diferentes areas o zonas de las mismas (ISTA, 2016).

Germinacion in vitro

La germinacion es un proceso fundamental donde se producen las transformaciones
metabolicas necesarias para el crecimiento de una semilla a una plantula (Robb, 2015). La
germinacion in vitro de las semillas se evalia mediante pruebas que inducen el brote de la
radicula en condiciones controladas en un laboratorio. En estos ensayos, las semillas son
previamente desinfectadas y luego sembradas en papel filtro himedo o en un medio de
crecimiento especifico. Adicionalmente, los factores de humedad, luz, temperatura, entre otros,
son controlados con el proposito de facilitar la germinacién de la radicula de la semilla (Eycott &

Wilfahrt, 2022).

Factores que influyen en la germinacion in vitro

Los ensayos de germinacion in vitro se ven influenciados por factores como luz,

temperatura, sustrato, humedad, oxigeno (O.), diéxido de carbono (CO.), entre otros. Durante
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estos ensayos, las semillas son rehidratadas con el fin de romper su estado de latencia y
activar nuevamente su metabolismo. La entrada de agua a la semilla es esencial para la
germinacion in vitro. Este proceso se da gracias a la diferencia de potencial hidrico entre la
semilla y el medio que la rodea (Vargas, 1991). Una vez que el agua entra a la semilla, es
transportada hacia el embrién a través de las paredes celulares de la cubierta seminal. El

exceso o déficit de humedad, afecta el porcentaje de germinacion de las semillas (Doria, 2010).

Por otro lado, la temperatura es un factor que influye directamente en las enzimas,
regulando la velocidad de las reacciones bioquimicas de los tejidos de las semillas. La actividad
enzimatica ocurre dentro de un rango de temperatura especifico, permitiendo una germinacion
de forma Optima y rapida. De ahi, cuando la temperatura es demasiado baja o alta, el proceso

de germinacioén se ve alterado (Caroca et al., 2016).

La presencia de oxigeno es fundamental para la respiracion de las semillas y esta
relacionado con la actividad metabdlica de las mismas. El intercambio de gases entre el
embrion y el medio, favorece la germinacién. La presencia de compuestos fendlicos o capas de
mucilago en las cubiertas de las semillas reduce la cantidad de oxigeno que ingresa al
embrion, reduciendo la germinacién. Por otro lado, a medida que aumenta la temperatura,
disminuye la absorcion de O, por parte de las semillas (Doria, 2010). De igual manera, el CO,
como producto de respiracion, puede inhibir la germinacion y mantener el estado de latencia de

las semillas (Alequin, 2019).

La luz también influye de diferentes maneras en la germinacion in vitro. Algunas
semillas se caracterizan por poseer una fotosensibilidad positiva, es decir, germinan en
presencia de luz. Mientras que otras presentan una fotosensibilidad negativa, prefiriendo la
oscuridad para romper su estado de latencia. Sin embargo, también hay semillas a las cuales

les resulta indiferente la presencia de luz (Alequin, 2019).
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Fitorreguladores utilizados en la germinacion in vitro

Los fitorreguladores son hormonas vegetales que controlan el crecimiento y desarrollo
de las plantas. Estos compuestos son producidos a bajas concentraciones por las propias
plantas como respuesta a sefales internas o ambientales. Las fitohormonas también pueden

ser sintetizadas quimicamente, siendo méas potentes que los analogos naturales (Alcantara et

al., 2019).

Los reguladores de crecimiento vegetal intervienen en la regulacion de la germinacion y
en la dormancia de las semillas, como las giberelinas, el acido abscisico, los brasinoesteroides,
el acido jasmonico y derivados (Doria, 2010). Las giberelinas (GAs) estimulan la germinacién e
inducen el crecimiento embrionario. Mientras que el acido abscisico (ABA) previene la
germinacion precoz, regulando y manteniendo la dormancia de las semillas. Esta fitohormona,
también influye en la maduracion de las semillas y en la produccién de cigotos (Alcantara et al.,

2019).
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Capitulo 1ll: Metodologia

Recoleccion y pretratamiento del material vegetal

Previo a la recoleccion, se determiné la fecha, hora, altitud y coordenadas del sitio de
muestreo a través de la aplicacién Timestamp Camera Free version 2022. El material vegetal
fue recolectado de arboles de Polylepis incana Kunth localizados en la Reserva Ecolégica
Antisana y en el Area de Conservacion Hidrica Paluguillo. La colecta de las semillas se realizd
durante el periodo de octubre a diciembre de 2022. Luego, se procedié con la recoleccion
aleatoria de racimos de frutos de los arboles de P. incana. Estos racimos fueron almacenados

en fundas de papel rotuladas con el nombre de la especie y la fecha de colecta.

A continuacion, las muestras obtenidas se transportaron en fundas ziploc al laboratorio,
donde se realizé la limpieza de impurezas de los frutos en condiciones asépticas. Los frutos
fueron remojados durante 2 horas para facilitar la remocion del pericarpo de las semillas con
ayuda de pinzas de reloj y bisturi estériles, para luego colocarlas en cajas Petri estériles.
Posteriormente, cada una de las cajas Petri fueron colocadas en fundas ziploc de plastico con
silica gel y se dejaron secar durante 2 semanas. Finalmente, se almacenaron a 4°C hasta el

momento de realizar los analisis correspondientes.

Caracterizacion morfologica de las semillas

Los pardmetros morfoldgicos cualitativos de las semillas de P. incana fueron evaluados
en 100 semillas. La forma, el color y la textura de la testa de las semillas se determinaron con
ayuda de un estereomicroscopio (Romero-Saritama & Pérez, 2016). Mientras el tipo de embrion

se determind segun la clasificacién de embriones propuesta por Martin (1946).

En cuanto a los pardmetros morfolégicos cuantitativos, se evalué el nimero de semillas
por fruto, tamafio, peso y contenido de humedad de las semillas de P. incana. El nUmero de
semillas por fruto de la especie se determind a partir de un total de 50 frutos. El tamafio de las

semillas se obtuvo mediante la toma de fotografias de 100 semillas. Posteriormente, se
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procedi6 con la medicién del largo y ancho de cada una de ellas a través del programa ImageJ
1.49v. Para el caso del peso, se evalud un promedio de 1000 semillas en una balanza analitica.
Finalmente, para el contenido de humedad se pes6 100 semillas en bandejas de aluminio, se
las seco a 103+2°C durante 17 horas en una estufa y se las pesé nuevamente (ISTA, 2016). El

porcentaje de humedad se determin6 usando la siguiente ecuacioén (1).

Pérdida de peso, =~ M;-M,
Pesoinicial 100~ M, 100 (1)

En donde
Mi: Peso en gramos inicial de la muestra
Ma: Peso en gramos final de la muestra
Ensayo de viabilidad de las semillas
Prueba colorimétrica de tetrazolio
En la prueba de viabilidad se seleccionaron aleatoriamente 180 semillas de la especie
de P. incana. Las semillas fueron remojadas durante 24 horas antes de llevar a cabo la tincion.
Una vez finalizado el remojo, se realizaron cortes longitudinales en las semillas y se
sumergieron en soluciones al 0.5% y 1% de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TZ) durante 24 y
48 horas. La solucion acuosa de TZ se prepar6 siguiendo el protocolo de ISTA (2016). Las
muestras se mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente y al finalizar el tiempo de
tincion, las semillas fueron examinadas en el estereomicroscopio. La presencia de coloracion
roja indica que el embrion es viable, mientras que la ausencia de dicho color demuestra que el

embrion no es viable (ISTA, 2016).

En la Tabla 2 se puede apreciar la distribucién de los tratamientos con las diferentes

concentraciones de tetrazolio y tiempos de inmersién aplicados en las semillas de P. incana.
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Tabla 2

Tratamientos para los ensayos de viabilidad de las semillas de Polylepis incana.

_ Concentracion de TZ Tiempo de inmersion
Tratamientos
[%] (h]
T1 0.5 24
T2 1 24
T3 0.5 48
T4 1 48

La unidad experimental para cada tratamiento fue una caja Petri de vidrio con 15
semillas depositadas en 12mL de solucién de TZ. Se realizaron 3 réplicas para cada
tratamiento, es decir, se utilizaron en total 45 semillas por tratamiento. La variable que se

evaluo fue el porcentaje de viabilidad mediante la ecuacion (2).

Semillas viables _

O/ \fiahili dardm
YoViabilidad Semillas totales

(2)
En donde:

Semillas viables: Numero de semillas con embrion tefiido de rojo

de cada tratamiento

Semillas totales: NUmero de semillas sembradas en cada

tratamiento
Ensayo de desinfeccién en las semillas
Las semillas de P. incana se desinfectaron en base al protocolo de Cardenas y
Espinoza (2014) para las especies de la familia Rosaceae. En primer lugar, las semillas se
sumergieron en etanol (C2HsOH) al 70% durante 2 minutos. Luego, las muestras se trataron
con una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) méas 0.1% de Tween-20 durante 7 minutos en

agitacion. En la Tabla 3 se muestran los tratamientos aplicados con las diferentes
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concentraciones de NaClO. Posteriormente, las semillas fueron enjuagadas 3 veces o0 mas con
agua destilada estéril. A continuacion, dentro de una camara de flujo laminar, las semillas se
sembraron en cajas Petri de vidrio con medio Murashige y Skoog (MS), suplementado con
sacarosa al 3% y solidificado con 7.5 g/L de agar. Ademas, el pH del medio se ajust6 a 5.8 con

NaOH [1N] o HCI [1N]. Las semillas fueron incubadas durante 14 dias a 26°C.

Tabla 3

Tratamientos para la desinfeccion de las semillas de Polylepis incana.

_ Concentracion de NaClO
Tratamiento

[%]
T1 0
T2 3
T3 5
T4 7

La unidad experimental para cada tratamiento fue una caja Petri con 15 semillas
sembradas en 12mL de medio MS. Se realizaron 3 repeticiones para cada tratamiento, es
decir, se usaron en total 45 semillas por tratamiento. La variable evaluada, al finalizar los 14

dias de incubacion, fue el porcentaje de contaminacion a través de la ecuacion (3).

Semillas contaminadas _
Semillas totales

%Contaminacién= 100 (3)

En donde:

Semillas contaminadas: Numero de semillas con presencia de

hongos o bacterias en cada tratamiento

Semillas totales: NUmero de semillas sembradas en cada

tratamiento
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Ensayo de germinacién in vitro en las semillas

Las semillas de P. incana se remojaron durante 24 horas con el fin de romper el estado
de latencia de las mismas. Luego, en una camara de flujo laminar previamente esterilizada con
luz UV por 15 minutos, las semillas fueron desinfectadas. A continuacion, las semillas se
sembraron en tubos con medio MS suplementado con sacarosa al 3% y acido giberélico (GAs)
a concentraciones de 1 mg/L y 2 mg/L (ISTA, 2016). El medio de cultivo se solidific6 con 7.5 g/L
de agar y se ajust6 el pH a 5.8 con NaOH [1N] o HCI [1N]. Adicionalmente, se analizo la
influencia de dos temperaturas diferentes en la germinacion de las semillas. La camara de
germinacion fue utilizada para controlar una temperatura baja de 10°C en las muestras,
mientras que el Fitotron se us6 para mantener una temperatura constante de 25°C. Los
tratamientos aplicados con las distintas concentraciones de GA; y temperaturas se pueden
apreciar en la Tabla 4. Todas las muestras fueron acondicionadas a un fotoperiodo de 8h

oscuridad/16h luz (Vega et al., 2018). Los resultados de este ensayo fueron observados

durante 25 dias.

Tabla 4

Tratamientos para la germinacion in vitro de las semillas de Polylepis incana.

_ Concentracion de GA3 Temperatura
Tratamiento .

[mg/L] [°C]
T1 0 10
T2 1 10
T3 2 10
T4 0 25
T5 1 25

T6 2 25
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La unidad experimental para cada tratamiento fue un lote de 10 tubos de ensayo de
vidrio con una semilla sembrada por cada tubo con 5mL de medio de cultivo. Se realiz6 3
réplicas para cada tratamiento, es decir, en total 30 semillas por tratamiento. Las variables a
evaluar en funcién de las concentraciones de GAs y las diferentes temperaturas aplicadas
fueron: la capacidad germinativa y el tiempo de latencia. Ademas, se consider6 como semilla

germinada a aquellas que presentaron una radicula = 1mm de longitud.
La capacidad germinativa se encuentra representada por el porcentaje de germinacion y
se determiné con ayuda de la siguiente ecuacion (4).

N
%Germinacion= A *100 (4)

En donde:
N: Numero final de semillas germinadas de cada tratamiento
A: Numero total de semillas sembradas en cada tratamiento
Anélisis Estadistico de Datos

Andlisis exploratorio de datos para la caracterizacién morfolégica

Se realiz6 un analisis exploratorio de datos en los parametros morfoldgicos cuantitativos
de las semillas de P. incana. El nimero promedio de semillas por fruto se obtuvo a partir de 5
lotes de 10 frutos. El tamafo de las semillas se determiné mediante la medicién del largo y
ancho de 4 lotes de 25 semillas. En cuanto al peso, este parametro se calculé a partir de 10
lotes de 100 semillas. Por ultimo, el contenido de humedad se determiné a partir de 4 lotes de
25 semillas. Ademas, se calcul6 el promedio y desviacion estandar del tamafio, peso y

contenido de humedad de las semillas mediante el software Excel versiéon 2019.

Disefio experimental para el ensayo de viabilidad
En el analisis para el ensayo de viabilidad se aplicé un disefio factorial 2x2, donde los

factores fueron: A = concentracion de tetrazolio y B = tiempo de inmersién. Cada uno de ellos
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comprendié 2 niveles: A; = 0.5%, A2=1%, y B1 = 24 horas, B, =48 horas. Se realiz6 3 réplicas
de 15 semillas cada tratamiento. La normalidad de los datos obtenidos se comprobd
empleando la prueba de Shapiro-Wilks. A continuacion, si los datos seguian una distribucion
normal, se realiz6 un analisis de varianza ANOVA y se compararon las medias calculadas de
cada tratamiento mediante el método Duncan con un nivel de significancia (p < 0.05). En el
caso de que los datos no seguian una distribucién normal, se intenté una transformacion de la
respuesta experimental o la aplicacion del método no paramétrico de Kruskal Wallis. Todos los

andlisis estadisticos se realizaran con el software InfoStat versién 2020.

Disefio experimental para el ensayo de desinfeccién de semillas

En el analisis para el ensayo de desinfeccion de semillas de P. incana se realiz6 un
disefio experimental completamente al azar, donde el factor fue: C = concentracion de NaClO,
el cual contenia 4 niveles: Ci= 0%, C,=3%, C3=5% y Cs=7%. Se realiz6 3 réplicas de 15
semillas para cada tratamiento. Los supuestos de normalidad de los valores obtenidos se
verificaron con la prueba de Shapiro-Wilks. Luego, se aplicé un andlisis de varianza ANOVA
para los tratamientos con valores paramétricos y con el fin de comparar las medias se utiliz6 el
método Duncan con un nivel de significancia (p < 0.05). Sin embargo, cuando los supuestos de
normalidad no se cumplieron, se aplico el método de Kruskal Wallis para los valores no
paramétricos. Los datos obtenidos fueron procesados con ayuda del software InfoStat version

2020.

Disefio experimental para el ensayo de germinacion in vitro de semillas

En el andlisis para el ensayo de germinacion in vitro de semillas de P. incana se aplico
un disefio factorial 3x2, con los factores D: concentracion de GAsy E: temperatura. Donde el
factor D contenia 3 niveles: D1 =0, D= 1.8 g/L y D3 = 3.6 g/L, y el factor E denotado por 2

niveles: E1 = 4°C y E, = 25°C. Se llevo a cabo 3 repeticiones de 10 semillas por cada

tratamiento. Con el objetivo de corroborar la normalidad de los datos obtenidos se llevé a cabo
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el test de Shapito-Wilks. Posteriormente, se aplicdé un andlisis de varianza ANOVA para los
datos que siguieron una distribucion normal y se realiz6 una prueba de diferencia entre medias
con el método de Duncan con un nivel de significancia (p < 0.05). Para los datos que no
seguian una distribucion normal se aplicé el método no paramétrico Kruskal Wallis. Los andlisis

estadisticos de los datos obtenidos se realizaron mediante el software InfoStat version 2020.
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Capitulo IV: Resultados

Material vegetal colectado

En la Figura 1 se pueden apreciar los frutos de Polylepis incana que fueron
recolectados en la Reserva Ecoldgica Antisana con coordenadas 17M 801291 9945229 a
3808.2 m.s.n.m. y en el Area de Conservacion Hidrica Paluguillo con coordenadas 17M 808137

9966085 a 3730.2 m.s.n.m.

Figura 1

Frutos recolectados de Polylepis incana.

A

2mm

Nota: Frutos de P. incana: A) Fruto inmaduro, B) Fruto maduro

La informacidn sobre el habitat, la morfologia y la distribucién geografica de la especie
se registro en una ficha técnica (Figura 2). Estos datos ayudaran a establecer una linea base
de conocimiento sobre la especie Polylepis incana Kunth para el banco de semillas HANS-

BANK.



Figura 2

Ficha técnica de Polylepis incana.

FICHA TECNICA DE LA ESPECIE
DESCRIPCION GENERAL DE LA ESPECIE

Nombre cientifico: Polylepis incana Kunth
Familia: Rosaceae

Rango altitudinal: 2150 — 4800 m.s.n.m.
Forma de vida: Arbol

MORFOLOGIA DE LA ESPECIE

Flor: Inflorescencias colgantes con flores vellosas
Hojas: Imparinnadas con foliolos de contorno eliptico,
apice obtuso y envés con tricomas

Tallo: Lefioso con mullticapas

Fruto: Turbinados con crestas aplanadas

DATOS ADICIONALES DISTRIBUCION GEOGRAFICA
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Fuente:

Boza, T. E., & Kessler, M. (2022). A monography of the genus Polylepis (Rosaceae).
PhytoKeys 203: 1-274, 203, 1-274.
https://doi.org/10.3897/PHYTOKEYS.203.83529

Romoleroux, K. (2018). Bosques de polylepis en Ecuador.

https://bioweb.bio/floraweb/polylepis/home

Caracterizacion morfolégica de las semillas de P. incana
La caracterizacion morfolégica fue realizada tanto a nivel cualitativo como cuantitativo

en las semillas de Polylepis incana. La forma, el color, el tipo de testa y el tipo de embrién se
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identificaron como parametros morfologicos cualitativos en las semillas. Mientras que el nimero
de semillas por fruto, el tamafio, el peso promedio y el contenido de humedad fueron

determinados como los parametros morfolégicos cuantitativos.

Pardmetros cualitativos

Los rasgos morfolégicos de la semilla de Polylepis incana se pueden observar en la
Figura 3. La forma de la semilla de P. incana se identific6 como ovada-turbinada y presenté una
coloracién café claro, dichos rasgos morfolégicos se pueden observar en la Figura 3A. En
cuanto a la testa de la semilla, esta fue de tipo dura, la cual regula el ingreso de agua al
embrion y posiblemente la germinacion. El tipo de embrién de la semilla fue de tipo axial
espatulado (Figura 3 B), es decir, el embrion ocupaba la mayor parte de la semilla y el
endospermo se encuentra reducido. Todos estos rasgos morfoldégicos ayudan con el

establecimiento de directrices para la conservacion ex situ de la especie.

Figura 3

Rasgos morfoldgicos cualitativos de la semilla Polylepis incana.

A A B

)

1 mm 0.5 mm

Nota: Semilla de P. incana: A) Semilla de color café claro con forma ovada-turbinada, B) Tipo

de embrion axial espatulado.
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Parametros cuantitativos
Las caracteristicas morfoldgicas cuantitativas analizadas fueron el nimero de semillas
por fruto, el tamafio, el peso y el contenido de humedad. En la Tabla 5 se muestra un resumen

de los pardmetros cuantitativos observados en las semillas.

Tabla b

Resultados de los parametros morfolégicos cuantitativos de las semillas de Polylepis incana.

Parametros cuantitativos Promedio y desviacion estandar
Numero de semillas por fruto 1.00£0.00
Largo (mm) 2.331£0.05
Ancho (mm) 1.10+0.01
Peso (9) 0.28+0.03
Contenido de humedad (%) 7.391£2.32

El nimero promedio de semillas por fruto de Polylepis incana fue de 1.00+£0.00. El largo
de cada semilla fue de 2.33£0.05mm y el ancho fue de 1.10£0.01mm. El peso promedio de 100
semillas fue de 0.284+0.03 g. En cuanto al contenido de humedad de las semillas se registr6 un
7.39£2.32%. Estos tres ultimos parametros de las semillas son rasgos relacionados con la
tolerancia a la deshidratacion, lo que permite determinar si las semillas son ortodoxas o
recalcitrantes. En el caso de P. incana, las semillas probablemente son ortodoxas pues su

contenido de humedad se encuentra entre 5y 8%.

Viabilidad de las semillas de P. incana
El test de tetrazolio permitié diferenciar las semillas viables de P. incana de las no

viables en cada uno de los tratamientos analizados (Figura 4). Se consider6 como semillas
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viables a aquellas donde el embrién presentd una coloracion roja intensa (Figura 4 A). Mientras
gue se determin6 como semillas no viables a aquellas donde los embriones se mantuvieron

incoloros (Figura 4 B). Las semillas sin embriones fueron tomadas en cuenta como no viables.

Figura 4

Tincion de los embriones de las semillas de Polylepis incana.

B

Tmm 1mm

Nota: Semillas de Polylepis incana: A) Embrion de la semilla completamente tefiido con

tetrazolio (viable), B) Embrion de la semilla sin tincién (no viable).

En cuanto al andlisis estadistico de la viabilidad de las semillas de P. incana, la prueba
de Shapiro-Wilks demostré que los datos siguen una distribucion normal ya que p > 0.05 (Tabla

6).

Tabla 6

Resultados de la prueba de Shapiro-Wilks realizada a los tratamientos de viabilidad.

Variable N Media D.E. W+ p —valor

%SV 12 15.00 7.04 0.92 0.4565

Nota: %SV = %Semillas viables, n = Tamafio muestral, D.E. = Desviacion estandar, W* =

Estadistico de la prueba de Shapiro-Wilks.
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Posteriormente, se aplico el analisis de varianza ANOVA, donde el p - valor 0.7597 fue
mayor al estadistico de prueba (a = 0.05), indicando que no existen diferencias significativas
entre los 4 tratamientos aplicados. Esto también se demuestra al momento de comparar las
medias calculadas de cada tratamiento con ayuda del método Duncan, donde tampoco hubo

diferencias significativas (Tabla 7).

Tabla7

Resultados del método de Duncan aplicado a los tratamientos de viabilidad.

TR Medias N E.E.

TzZ4 11.11 3 4.44 A
TZ2 15.55 3 4.44 A
TZ1 15.56 3 4.44 A
TZ3 17.78 3 4.44 A

Nota: Tratamientos: TZ1 = TZ al 0.5% y 24 h de inmersion, TZ2 = TZ al 1% y 24 h de inmersidn,
TZ3=TZal0.5%Yy 48 h de inmersion, TZ4 =TZ al 1%y 48 h de inmersién, n = Tamafio muestral,

E.E. = Error estandar de la estimacion.

Por lo tanto, con el fin de seleccionar el mejor tratamiento de viabilidad, se realiz6 un
grafico de barras con las medias de los porcentajes de semillas viables de cada tratamiento
(Figura 5). El tratamiento con TZ al 0.5% y 48 h de inmersion mostrd el mayor porcentaje de
viabilidad en las semillas (17.78%), siendo el mejor tratamiento de todos. Por otro lado, el
porcentaje de semillas viables mas bajo fue en el tratamiento con TZ al 1% y 48 h de inmersién
(11.11%). Los porcentajes de viabilidad de 15.56% y 15.55%, fueron muy similares en los

tratamientos donde se aplicé un tiempo de inmersién de 24 h.
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Figura 5

Porcentaje de semillas viables de Polylepis incana en cada tratamiento aplicado.
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Nota: Tratamientos de viabilidad aplicados en las semillas de P. incana: TZ1=TZ al 0.5% y 24
h de inmersién, TZ2 = TZ al 1% y 24 h de inmersién, TZ3 = TZ al 0.5% y 48 h de inmersién,

TZ4 =TZ al 1%y 48 h de inmersion.

Desinfeccién de semillas de P. incana

Una vez aplicados los protocolos de desinfeccion, se procedi6 a evaluar la presencia de
hongos o bacterias en las semillas de P. incana. En la Figura 6 se puede apreciar semillas

contaminadas con hongos (Figura 6A) y bacterias (Figura 6B).
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Figura 6

Semillas de Polylepis incana contaminadas con agentes infecciosos.

Nota: Semillas de Polylepis incana: A) Semilla contaminada con hongo, B) Semilla contaminada

con bacteria.

La eficacia de los protocolos de desinfeccidén se determiné en base al porcentaje de
semillas no contaminadas de P. incana. De acuerdo con los analisis estadisticos realizados, la
prueba de Shapiro-Wilks indicé que los resultados obtenidos no cumplen los supuestos de

normalidad pues p < 0.05 (Tabla 8).

Tabla 8

Resultados de la prueba de Shapiro-Wilks aplicada a los tratamientos de desinfeccion.

Variable N Media D.E. W* p — valor

%SNC 12 83.89 18.52 0.73 0.0008

Nota: %SNC = %Semillas no contaminadas, n = Tamafo muestral, D.E. = Desviacion estandar,

W+ = Estadistico de la prueba de Shapiro-Wilks.

A partir de estos resultados, se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis,
donde el valor — p 0.0482 fue menor al estadistico de prueba (a = 0.05). Por lo tanto, existen
diferencias significativas entre los tratamientos de desinfeccion aplicados. En la Tabla 9 se

resumen los valores obtenidos en esta prueba estadistica.
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Resultados de la prueba no paramétrica Kruskal Wallis realizada a los tratamientos de

desinfeccion.

Variable TR N Medias D.E. Medianas H p — valor
%SNC TD1 3 66.66 23.09 53.33 7.21 0.0482
%SNC TD2 3 82.22 19.24 93.33
%SNC TD3 3 86.66 11.55 93.33
%SNC TD4 3 100.00 0.00 100.00

Nota: %0SNC = %Semillas no contaminadas, Tratamientos: TD1 = 0% de NaClO, TD2 = 3% de

NaClO, TD3 = 5% de NaClO, TD4 = 7% de NaCIlO, N = Tamafio muestral, D.E. = Desviacién

estandar, H = Estadistico de la prueba Kruskal Walllis.

Con el propésito de identificar el protocolo con mejor desinfeccion, se realizé un gréfico

de barras con los porcentajes de semillas no contaminadas de cada tratamiento (Figura 7). El

porcentaje mas alto de semillas sin contaminacién fue de 100% en el tratamiento TD4, es decir,

el protocolo con NaClO al 7% fue el mas eficaz para la desinfeccion de semillas de P. incana.

Por otra parte, el tratamiento que presentd menor eficacia en la desinfeccién de estas semillas

fue TD1, ya que el porcentaje de semillas no contaminadas fue de 66.66%. En las semillas no

se evidencid oxidaciéon ni necrosis una vez aplicado los tratamientos.



47

Figura 7
Porcentajes de semillas no contaminadas de Polylepis incana en cada tratamiento de

desinfeccion aplicado.
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Nota: Tratamientos de desinfeccion aplicados en las semillas de P. incana: TD1 = 0% de

NaClO, TD2 = 3% de NaClO, TD3 = 5% de NaCIlO, TD4 = 7% de NaClO.

Germinacion de semillas de P. incana

En los tratamientos de germinacion in vitro, las condiciones fueron establecidas en
funcion de diferentes temperaturas y distintas concentraciones de acido giberélico.
Adicionalmente, en las semillas de P. incana se evalud la capacidad germinativa y el indice de

latencia.

Capacidad germinativa
La capacidad germinativa fue determinada con respecto al nimero de semillas que
desarrollaron una radicula > 1mm de longitud. En la Figura 8 se puede apreciar la radicula y las

hojas primarias expuestas de P. incana después de 25 dias de germinacion.
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Figura 8

Semilla germinada de Polylepis incana.

Nota: Semilla de P. incana con radicula y hojas primarias expuestas.

Los porcentajes de germinacién obtenidos en los tratamientos germinativos in vitro
aplicados a las semillas, fueron analizados a través de pruebas estadisticas. Eltest de
Shapiro-Wiks permitié corroborar que los datos no siguieron una distribuciéon normal, ya que p <

0.05 (Tabla 10).

Tabla 10

Resultados de la prueba de Shapiro-Wilks aplicada a los tratamientos de germinacion in vitro.

Variable N Media D.E. W* p — valor

%SNC 18 16.11 10.37 0.85 0.0110

Nota: %SG = %Semillas germinadas, n = Tamafo muestral, D.E. = Desviacion estandar, W* =

Estadistico de la prueba de Shapiro-Wilks.

Por ende, en relacidn a estos resultados, se llevé a cabo el método no paramétrico
Kruskal Wallis, donde el p — valor fue 0.0336. Dicho valor fue menor al estadistico de prueba (a
= 0.05), demostrando que los tratamientos de germinacién in vitro eran significativamente
diferentes entre ellos. En la Tabla 11 se resumen los resultados obtenidos en esta prueba

estadistica.
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Resultados del método no paramétrico Kruskal Wallis realizado a los tratamientos de

germinacion in vitro.

Variable TR N Medias D.E. Medianas H p —valor
%SG TG1 3 3.33 5.77 0.00 11.23 0.0336
%SG TG2 3 6.67 5.77 10.00
%SG TG3 3 16.67 5.77 20.00
%SG TG4 3 20.00 10.00 20.00
%SG TG5 3 23.33 5.77 20.00
%SG TG6 3 26.67 5.77 30.00

Nota: %SG = %Semillas germinadas, Tratamientos: TG1 = 0 mg/L de GAs;a 10°C, TG2 =1

mg/L de GAz a 10°C, TG3 = 2 mg/L de GAs a 10°C, TG4 = 0 mg/L de GAza 25°C, TG5 =1

mg/L de GAsz a 25°C, TG6 = 2 mg/L de GAsz a 25°C, N = Tamafo muestral, D.E. = Desviacion

estandar, H = Estadistico de la prueba Kruskal Wallis.

Con el propoésito de seleccionar el mejor tratamiento germinativo in vitro para las

semillas, se recurrié a un grafico de barras con las medias de los porcentajes de semillas

germinadas de cada tratamiento (Figura 9).
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Figura 9

Porcentajes de semillas germinadas de Polylepis incana en cada tratamiento de germinacion in

vitro aplicado.
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Nota: Tratamientos de germinacion in vitro aplicados a las semillas de P. incana: TG1 = 0 mg/L
de GAza 10°C, TG2 = 1 mg/L de GAs; a 10°C, TG3 =2 mg/L de GA3; a 10°C, TG4 =0 mg/L de

GAza 25°C, TG5 =1 mg/L de GAz a 25°C, TG6 = 2 mg/L de GAz a 25°C

El tratamiento con mayor porcentaje de germinacién (26.67%) fue TG6, por lo tanto, el
tratamiento con las condiciones mas éptimas para aumentar la capacidad germinativa fue aquel
donde se mantuvo una temperatura constante 25°C y el medio MS fue suplementado con 2
mg/L de GAs. Mientras que el tratamiento con las condiciones menos favorables para la
germinacion in vitro de las semillas fue TG1 (medio MS sin GAz y temperatura 10°C), pues
present6 un porcentaje de germinacion bajo de 3.33%. Ademas, cabe destacar que los
tratamientos TG4, TG5 y TG6 que mantenian una temperatura de 25°C, tuvieron porcentajes
de semillas germinadas superiores a los tratamientos TG1, TG2 y TG3 donde se condiciond

una temperatura baja de 10°C.
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indice de latencia

El indice de latencia fue determinado a partir de los dias que tardaron las semillas de P.
incana en romper su dormancia. En la Figura 10 se puede observar el dia en que se rompio el

estado de latencia y se inicio la germinacion de las semillas.

Figura 10

indice de latencia en las semillas de Polylepis incana.
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Nota: Tratamientos de germinacion in vitro aplicados a las semillas de P. incana: TG1 = 0 mg/L
de GAsza 10°C, TG2 = 1 mg/L de GAs a 10°C, TG3 = 2 mg/L de GAz a 10°C, TG4 =0 mg/L de

GAza 25°C, TG5 =1 mg/L de GAsz a 25°C, TG6 = 2 mg/L de GAz a 25°C

El tratamiento TG6 (medio MS suplementado con 2 mg/L de GAs a 25°C) interrumpio el
estado de latencia de las semillas a los 13 dias. Mientras que el resto de tratamientos tardaron
mas de 15 dias. Por lo tanto, este tratamiento fue el méas éptimo de todos, pues rompié la

dormancia de las semillas en menor tiempo.
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Capitulo V: Discusién
Los bosques andinos del Ecuador albergan gran parte de la diversidad y el endemismo
del mundo. Tanto la flora como la fauna se han adaptado a las condiciones severas de estos
ecosistemas montafiosos como las bajas temperaturas, los altos rangos de humedad y la
intensa radiacion ultravioleta (Bussmann, 2005). Adicionalmente, estos bosques son de vital
importancia para el ciclo hidrologico de sus alrededores, pues a través de sus arboles llevan a
cabo la acumulacion, la regulacién, el mantenimiento y el suministro de agua a las poblaciones

locales (Chuncho Morocho & Chuncho, 2019; Romoleroux et al., 2016).

Los bosques andinos también brindan otros servicios ecoldgicos como el control de la
erosion del suelo y la mitigacion de los gases de efecto invernadero (Chuncho Morocho &
Chuncho, 2019). Sin embargo, estos ecosistemas se encuentran vulnerables frente a las
diferentes actividades antropogénicas (Cortés et al., 2020). Por esta razon, se han establecido
programas de restauracion y conservacion de estos bosques, con el fin de preservar su

diversidad biolégica (Gomez-Ruiz et al., 2013).

La vegetacion de los bosques andinos del Ecuador se encuentra conformada por
especies lefiosas y arbustivas. Entre las especies lefiosas tenemos las especies del género
Polylepis. Los bosques de Polylepis predominan en estos tipos de ecosistemas, donde la
importancia de los mismos radica en la regulacién de las fuentes hidricas, la formacién de
suelos fértiles, la captura de CO. y la mejora de la calidad del agua (Cuyckens & Renison,
2018). Ademas, dentro de las especies de Polylepis, encontramos Polylepis incana Kunth,
siendo una de las més utilizadas para la reforestacion de los bosques andinos en nuestro pais
(Boza & Kessler, 2022). No obstante, la falta de estrategias de restauracion ecoldgica de este
arbol, motiva el desarrollo de bancos de germoplasma destinados a la conservacion de la

diversidad genética de esta especie silvestre.



53

Existen varios parametros que se deben determinar con el objetivo de garantizar la
conservacion de semillas en los bancos de germoplasma (Sanchez-Chiang & Jiménez, 2010).
La morfologia, la tolerancia a la desecacion, la viabilidad y el poder germinativo de las semillas,
son parte de la informacion necesaria para establecer las condiciones su almacenamiento a
mediano y largo plazo (Viana et al., 2011). De esta forma, el presente trabajo busca
caracterizar la morfologia, estandarizar protocolos de viabilidad y de germinacién in vitro en
semillas de P. incana, con el fin de conservar su diversidad genética en el banco de semillas

HANS-BANK.

Caracteristicas morfolégicas de las semillas de P. incana

Las semillas de arboles nativos son el material basico para llevar a cabo los programas
de recuperacion y conservacion ex situ de los bosques andinos. En primer lugar, para la
seleccién de las especies a preservar en los bancos de germoplasma, se debe analizar el sitio

de recoleccion de las semillas y determinar la morfologia del fruto (Viana et al., 2011).

De acuerdo con Romero-Saritama y Pérez (2016), la recoleccién de muestras de
arboles forestales conlleva mayor esfuerzo, tiempo y costo en comparacion con las especies
arbustivas o agricolas. Esto se debe a que los frutos de las especies lefiosas se encuentran
generalmente localizados en las copas de los arboles, ya que debido a su gran altura suele ser
necesario el uso de equipos de coleccién. Sin embargo, Boza y Kessler (2022) consideran que,
a rangos de altitud elevados, la altura de los arboles de Polylepis se ve reducida por las bajas
temperaturas y precipitaciones. Las muestras recolectadas para esta investigacion se
realizaron a una altitud de 3730.2 m.s.n.m en la Reserva Ecol6gica Antisana y a 3808.2
m.s.n.m. en el Area de Conservacion Hidrica de Paluguillo, por lo que los arboles muestreados

poseian una altura baja y los frutos estaban al alcance de la mano.

Ademads, se encontrd que la morfologia de los frutos de P. incana recolectados coincidia

con las descripciones realizadas por Boza y Kessler (2022). Estos investigadores consideran
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gue los frutos de Polylepis se encuentran mal adaptados para la dispersion a largas distancias,
ya que muchas de las especies de este género tienen frutos con alas delgadas supuestamente
adaptadas a la dispersion del viento. Sin embargo, las distancias de vuelo que alcanzan solo
llegan a decenas de metros. Otras especies, como P. incana, poseen frutos con crestas

aplanadas que no parecen tener utilidad para ningun tipo de dispersién especifica.

La caracterizacion morfoldgica de las semillas también es de suma importancia para la
eleccion de las plantas a preservar en los bancos de germoplasma, ya que los rasgos
morfologicos afectan los métodos de coleccidn y conservacion de las semillas (Romero-
Saritama & Pérez, 2016; Viana et al., 2011). Los rasgos morfoldgicos a nivel cualitativo de las
semillas como la forma, el color, el tipo de testa y de embrién, se pueden utilizar con el fin de
mejorar los procesos de conservacion ex situ. En las semillas de P. incana la forma fue ovada-
turbinada con una coloracién café claro, estos resultados son similares a los del estudio de
Vega y sus colaboradores (2018) donde se identificé la misma forma y color en las semillas de

Polylepis incarum (Bitter) M. Kessler & Schmidt-Leb.

Las semillas de P. incana presentaron una testa dura. De acuerdo con Romero-
Saritama y Pérez (2016), las semillas con este tipo de testa requieren de un secado lento en
largos periodos de tiempo, con el fin de llegar a acondicionarlas fisiolégicamente para su
almacenamiento en camaras frias. Adicionalmente, la dureza de la cubierta seminal limita
fisicamente la germinacion, puesto que afecta el intercambio gaseoso de las semillas y regula
la entrada de agua al embrion. Por esta razén, la textura dura de la testa causa bajos
porcentajes de germinacion, lo cual también se ha observado en otras especies de Polylepis
como Polylepis neglecta M. Kessler y Polylepis pacensis M. Kessler & Schmidt-Leb (Vega et

al., 2018).

El tipo de embridn es un rasgo morfoldgico que se encuentra relacionado con la latencia

y el comportamiento germinativo de las semillas. En las semillas de P. incana se identifico un
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embridn de tipo axial espatulado casi sin endospermo. Este hallazgo concuerda con los datos
presentados por Martin (1946) sobre el tipo de embridon de las especies de la familia Rosaceae.
Sin embargo, aunque los embriones de P. incana logran desarrollarse completamente, también
poseen una latencia fisiol6gica que solamente se puede romper al aplicar tratamientos post

almacenamiento en las semillas (Romero-Saritama & Pérez, 2016).

En cuanto a los pardmetros morfolégicos a nivel cuantitativo, estos son esenciales para
establecer las condiciones de almacenamiento de las semillas. EI nimero de semillas por fruto
es un rasgo importante para establecer las estrategias reproductivas de las plantas y mejorar
los planes de recoleccion de semillas que seran utilizadas en programas de conservacion ex
situ (Romero-Saritama & Granda, 2020). Las especies del género Polylepis producen frutos
secos monospérmicos e indehiscentes (Boza & Kessler, 2022). EI nimero de semillas por fruto
en P. incana fue de 1. Vega y otros investigadores (2019) encontraron resultados similares en
P. incarum, siendo esta especie parte del mismo grupo evolutivo Incanaee, al igual que P.
incana. Las especies lefiosas que presentan una semilla por fruto, tienden a generar gran
cantidad de frutos ya que sus semillas poseen bajas posibilidades de sobrevivir y germinar
debido a la falta de recursos nutricionales dentro de las mismas. De igual manera, cuando este
tipo de especies producen mas frutos, es mas probable que los mismos sean interceptados por
agentes dispersores y lleguen a lugares con mejores condiciones ambientales para
establecerse. Adicionalmente, el tiempo y esfuerzo invertido en la colecta de frutos que
contienen una sola semilla siempre ser& mayor con respecto a las especies que poseen frutos

con gran cantidad de semillas (Romero-Saritama & Granda, 2020)

Los parametros de tamafio, peso y contenido de humedad son rasgos relacionados con
la tolerancia a la deshidratacién y la germinacién. Estos rasgos pueden indicar si la semilla es
ortodoxa o recalcitrante. En cuanto al tamafno de las semillas de P. incana, este fue de

2.33£0.05mm de largo y 1.10+0.01mm de ancho. Dichas dimensiones se acercaron a las ya
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registradas por Vega y sus colaboradores (2018) en otras especies de Polylepis, donde el
tamano de las semillas no superaba los 4mm de longitud por 2mm de ancho. Romero-Saritama
y Pérez (2016) también sefialan que las semillas de especies forestales con un tamafio
promedio menor a 10 mm de largo x 6 mm de ancho son consideradas ortodoxas. Por lo tanto,

las semillas de P. incana, en base a su tamafio, toleran los procesos de desecacion

Por otro lado, un alto contenido de humedad se encuentra directamente relacionado con
el peso, por lo que semillas con un peso menor a 3 gramos Son Mas propensas a tener un
comportamiento ortodoxo (Romero-Saritama & Pérez, 2016). Las semillas forestales con un
contenido de humedad entre 5y 8%, pueden tolerar la desecacion y resistir temperaturas bajo
cero de almacenamiento (Serrada, 2000). Las semillas de P. incana poseyeron un peso de
0.28+0.03 g y un contenido de humedad de 7.39+2.32%. Por lo tanto, en base al pesoy el
porcentaje de humedad, también se logr6 ratificar que las semillas son ortodoxas, sobreviven
los procesos de desecacion y podrian almacenarse por largos periodos de tiempo sin perder su
poder germinativo. Estos resultados fueron similares a los contenidos de humedad de P.

incarum (10%), P. pacensis (8%) y P. negligencia (6%) descritos por Vega et al. (2019).

Por ultimo, tanto el tamafio como el peso de las semillas de Polylepis tienen una
correlacion positiva con la germinacién. De acuerdo con Domic y sus colaboradores (2020), las
semillas de Polylepis tomentella Wedd mas pesadas y grandes logran un mayor porcentaje de
germinacion, pues es mas probable que contengan un embrién viable. Ademas, las plantulas
gue se generaron a partir de estas semillas, exhibieron altas tasas de crecimiento y altos
porcentajes de supervivencia. De modo que, las semillas de P. incana utilizadas en nuestro
trabajo se pueden considerar como pesadas y grandes, pues presentaron porcentajes de
germinacion superiores a los reportados por Wesche y sus colaboradores (2008), siendo de 2%

en los ensayos mencionados.
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Viabilidad y germinacion de las semillas de P. incana

La prueba colorimétrica de tetrazolio sirve para identificar las semillas viables y el
potencial de su capacidad para germinar. Los tejidos vivos de los embriones suelen tefiirse de
color rojo intenso, mientras los tejidos muertos permanecen incoloros (ISTA, 2016). En el
presente estudio el porcentaje mas alto de semillas viables (17.78%) se obtuvo con TZ al 0.5%
con 48 horas de inmersion. Asimismo, Vega y sus colaboradores (2019) probaron un
tratamiento con 0.5% de TZ en semillas de Polylepis, resultando en porcentajes de viabilidad
de 15% y 24% para P. incarum y P. pacensis, respectivamente. A partir de esto, se puede
inferir que los porcentajes de semillas no viables fueron superiores a los porcentajes viables, lo

cual también es coincidente con nuestros resultados.

De acuerdo con Pretell (1985), gran parte de las semillas recolectadas de arboles de P.
incana suelen estar vacias. La ausencia de embriones o embriones no completamente
formados parece ser una caracteristica de las especies de Polylepis, la cual es causada por la
dicogamia y la polinizacion anemdfila de estos arboles (Seltmann et al., 2007). Tanto los altos
porcentajes de semillas no viables como de semillas vacias, ocasionan porcentajes de
germinacion bajos y problemas al momento de realizar planes de reforestacion (Vega et al.,

2019).

La técnica de cultivo in vitro es una herramienta que permite incrementar el porcentaje
de germinacion a través de la siembra de la semilla en un medio nutritivo estéril bajo
condiciones controladas. La germinacion in vitro también presenta otras ventajas como la
reduccion del tiempo de germinacion, la solucion de casos de inhibicion de germinacion y la
generacion rapida de plantulas que servirian para la restauracion de ecosistemas (Zurita-

Valencia et al., 2014).

La presencia de microorganismo como hongos y bacterias, afectan la viabilidad y la

germinacion in vitro de las semillas. Por lo tanto, se deben establecer protocolos para eliminar
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los agentes infecciosos de las semillas sin dafarlas (Garcia et al., 2015). Actualmente no
existen estudios donde se hayan establecido protocolos de desinfeccion para semillas de
Polylepis. Asi pues, el protocolo aplicado en nuestro estudio se baso en tratamientos de
desinfeccion realizados en semillas de la familia Rosaceae, ya que P. incana pertenece a esta
familia. El protocolo de desinfeccion con mejores resultados en nuestro estudio fue aquel donde
se uso etanol al 70% e hipoclorito de sodio (NaClO) al 7%. Céardenas y Espinoza (2014)
confirman que el alcohol etilico es un efectivo desinfectante para las semillas de la familia
Rosaceae, puesto que disuelve las capas lipidicas y desnaturaliza las proteinas de las

bacterias patdgenas (Alvarez et al., 2008).

Por otra parte, Flores y otros investigadores (2008) mencionan que el hipoclorito de
sodio en los procesos de desinfeccion aplicados a semillas forestales elimina los
microorganismos resistentes, debido a que la combinacidén del cloro con las proteinas de las
membranas celulares y de las enzimas, resulta letal tanto para bacterias como para hongos.
Santillan (2022) utilizé NaCIO al 2% para desinfectar semillas de la familia Rosaceae y obtuvo
porcentajes de contaminacion entre 0 y 6%. Sin embargo, el protocolo de desinfeccién para
semillas de P. incana en este trabajo logré 0% de contaminacién cuando se aplic6 una

concentracion de 7% de NaClO.

En cuanto al ensayo de germinacion in vitro, el porcentaje més alto de semillas
germinadas de P. incana (26.67%) fue observado en el tratamiento donde el medio MS fue
suplementado con 2mg/L de acido giberélico (GAs) y se mantuvo una temperatura de 25°C.
Canales y Huarasa en 2020 registraron un porcentaje de germinacion de 9%, aunque en su
ensayo las semillas fueron sembradas en un sustrato conformado de tierra, arena y estiércol de
ovino. La capacidad germinativa en nuestro estudio fue superior debido a que la siembra se
realizé en un medio nutritivo estéril suplementado con GAs, puesto que las giberelinas son

fitohormonas que inducen la germinacién de las semillas en diversas especies de plantas
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(Amador-Alférez et al., 2013). Ademas, a medida que se aumenta la concentracion de GAs, el
porcentaje de germinacion de las semillas también se incrementa (Chen et al., 2007). Esto se
verifica en nuestros resultados, pues los tratamientos con GAstuvieron mayor porcentaje de

semillas que aquellos donde no se adiciond este fitorregulador.

De manera general, P. incana germina en un periodo de 15 a 49 dias (Centro
Ecuatoriano de Servicios Agricolas, 1991). En los resultados de nuestro estudio, la latencia de
las semillas de P. incana se interrumpio a los 13 dias en el tratamiento mas 6ptimo que
contenia 2 mg/L de GAs. Segun Amador-Alférez y sus colaboradores (2013), el 4cido giberélico
también cumple otra funcion, la cual es romper el estado de latencia y permitir el crecimiento
del embrion de las semillas. Por lo tanto, el GAz incremento la capacidad germinativa y

disminuy0 el tiempo de dormancia de las semillas de P. incana.

Las bajas temperaturas tienen un efecto negativo en los porcentajes de germinacion de
especies lefiosas (Pais et al., 2012). De acuerdo con Boza y Kessler (2002), la capacidad
germinativa de las semillas de Polylepis se ve reducida a medida que la temperatura disminuye
en elevaciones altas, lo cual también concuerda con los estudios realizados en Polylepis
australis Bitten (Pais et al., 2012). De igual manera, esto se verifica en nuestro trabajo, pues los
porcentajes de semillas germinadas més bajos fueron obtenidos en los tratamientos donde se
acondicion6 una temperatura de 10°C. Caso contrario, una temperatura entre 20 y 30°C
estimula la actividad enziméatica de los tejidos de las semillas que incrementa la capacidad
germinativa (Caroca et al., 2016; Chen et al., 2007), lo cual se evidencia en los valores
obtenidos en nuestro estudio, ya que los porcentajes de germinacion resultaron mayores en los

tratamientos donde se mantuvo una temperatura constante de 25°C.

En resumen, los bosques andinos contienen una gran variedad de arboles y arbustos
gue no han sido estudiados a profundidad por los investigadores. El presente trabajo mostro la

utilidad de la biotecnologia en el andlisis de especies de interés, como Polylepis incana, para
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programas de reforestacion y conservaciéon de los ecosistemas montafiosos. La caracterizacion
morfoldgica, la viabilidad y la capacidad germinativa de las semillas presentadas sobre P.
incana, sugieren que son aptas para la conservacién en bancos de germoplasma que ayudaran

a preservar la diversidad genética de los bosques andinos del Ecuador.
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Capitulo VI: Conclusiones

El presente trabajo tuvo como propdsito caracterizar los parametros morfolégicos y

germinativos de las semillas de Polylepis incana Kunth en bosques andinos del Ecuador. En

relacion a esto, se llevaron a cabo ensayos de caracterizacion morfologica, viabilidad y

germinacion in vitro en semillas de la especie mencionada, llegando a concluir que:

La recoleccion aleatoria de material vegetal de P. incana en diferentes parches de
bosques andinos ecuatorianos facilité la elaboracion de una ficha técnica de la especie
con informacién util para la base de datos del banco de semillas HANS-BANK.

Las semillas de P. incana fueron ovadas-turbinadas de color café claro, presentaron una
testa dura y un embrién axial espatulado casi sin endospermo. Estos datos sugieren
que las semillas poseen una latencia fisiologica.

Las semillas de P. incana midieron 2.33+0.05mm de largo por 1.10£0.01mm de ancho,
pesaron 0.28+0.03 g/100 semillas y presentaron un porcentaje de humedad de
7.391£2.32%. Estos datos demuestran gque las semillas son ortodoxas y se pueden
almacenar a bajas temperaturas en bancos de germoplasma.

El mejor tratamiento para establecer la viabilidad de las semillas de P. incana fue donde
se aplico tetrazolio al 0.5% y 48 horas de inmersién, presentando un porcentaje de
semillas viables de 17.78%.

El protocolo de desinfecciébn mas eficaz para las semillas de P. incana fue el tratamiento
con hipoclorito de sodio al 7%, obteniéndose 0% de contaminacion en los explantes.

El tratamiento mas optimo para la germinacion in vitro de las semillas de P. incana fue a
temperatura constante de 25°C y medio MS suplementado con 2mg/L de acido
giberélico, determinando una capacidad germinativa de 26.67% y reduciendo el tiempo

de latencia a 13 dias en las semillas.
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Los pardmetros morfolégicos y los tratamientos de germinacion in vitro aumentaron la
capacidad germinativa de las semillas de P. incana.

La caracterizacion morfolégica, los ensayos de viabilidad y germinacion in vitro en las
semillas de P. incana, permitieron determinar que las semillas de esta especie son
aptas para ser conservadas en bancos de germoplasma y utilizarse en procesos de

reforestacion en los boques andinos ecuatorianos.



Capitulo VII: Recomendaciones
Se recomienda recolectar una gran cantidad de frutos de P. incana, pues de esta
manera se obtendra suficientes semillas tanto para su analisis como para procesos de

conservacion ex situ.

Usar medios suplementados con mayores concentraciones de acido giberélico o
diferentes concentraciones de auxinas, con el fin de incrementar la germinacion y el

crecimiento de las plantulas de P. incana.

Evaluar la germinacién in vitro de las semillas de P. incana en periodos mas largos de

tiempo, puesto que el estado de latencia de las mismas es muy dificil de romper.

Realizar ensayos de caracterizacion molecular para diferenciar genotipicamente a la
especie P. incana, debido a que la diferenciacion fenotipica es compleja con respecto a otras

especies de la misma categoria infragenérica Incanaee.
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