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Resumen

La familia de plantas, Asteraceae, es una de las mas extensas en el Ecuador. Esta
familia es de gran importancia en el contexto de la conservacién ex situ y el cambio
climético debido a los diversos roles que estas plantas pueden desempefiar como
arbustos, colchones de agua o hierbas pioneras. En este trabajo se probd diferentes
condiciones de luz y temperatura en la germinacion in vitro de tres especies del Parque
Nacional Cayambe-Coca: Werneria pygmaea Gillies ex Hook. & Arn., Werneria nubigena
Kunth. y Senecio chionogeton Wedd. Se determind: peso, dimensiones de las semillas y
viabilidad segun el ensayo de tetrazolio al 1,0 % (Werneria) y 1,5 % (Senecio). Para la
desinfeccion se usaron concentraciones de hipoclorito de sodio al 2.0, 3.5,5.0 % y
tiempos de 7, 10 y 15 min después del lavado con detergente y etanol al 70%. Las
pruebas de germinacion se realizaron en agar al 0.75 % en condiciones de 0, 12y 24 h
deluz;yab, 20/10y 30 °C. Los pesos oscilaron entre 93 y 260 mg en 100 semillas. La
viabilidad estuvo entre el 48 y 81 %, de acuerdo a la especie. Para la desinfeccion se
sugiere usar concentraciones de cloro entre el 2 y 5.0 % durante 10 y 15 minutos,
dependiendo de la especie. Los mayores porcentajes de germinacién fueron entre 27 y
72 % segun la especie, en condiciones de 12 h de luz y 20/10 °C. Estas especies

presentaron fotoblastia positiva y sus rasgos fisicos sugieren que pueden ser ortodoxas.

Palabras clave:

e PARAMO
e SEMILLAS
e GERMINACION ASTERACEAE

e CONSERVACION



Abstract

16

The plant family, Asteraceae, is one of the most extensive in Ecuador. Due to the various

roles that these plants can play as shrubs, waterbeds, or pioneer herbs, this family is of
great importance in the context of ex situ conservation and climate change. This work
tested different light and temperature conditions on the in vitro germination of three
species from National Park Cayambe-Coca: Werneria pygmaea Gillies ex Hook. & Arn.,
Werneria nubigena Kunth. and Senecio chionogeton Wedd. It was determined: weight,
dimensions of the seeds, and viability according to the tetrazolium assay at 1.0 %
(Werneria) and 1.5 % (Senecio). For disinfection, It tested concentrations of sodium
hypochlorite at 2.0, 3.5, 5.0 %, and times of 7, 10, and 15 min after washing with
detergent and 70 % ethanol. Germination tests were carried out in 0.75 % agar under
conditions of 0, 12, and 24 h of light; and at 5, 20/10, and 30 °C. Weights ranged
between 93 and 260 mg in 100 seeds. Viability was between 48 and 81 %, according to
the species. For disinfection, it is suggested to use chlorine concentrations between 2.0
and 5.0 % for 10 and 15 min depending on the specie; the highest germination
percentages were between 27 and 72 % depending on the species, under conditions of
12 h of light and 20/10 °C. These species presented positive photoblasty, and their

physical treats suggest that they may be orthodox.

Key words:
e PARAMO
e SEEDS

e ASTERACEAE GERMINATION

e CONSERVATION
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del Problema

Los programas de conservacion pueden constituirse de forma integral a partir de
estrategias in situ y/o ex situ; la eleccién de una o su combinacion depende del estado de
conocimiento de una poblacién o especie en particular y sus posibles amenazas. Asi, los
parques nacionales y &reas protegidas cumplen la funcion de preservacion de
ecosistemas y habitats de forma in situ (Dudley, 2008). Mientras que, la gestion ex situ de
individuos en ambientes controlados puede tener diversos fines: aseguramiento de una
poblacion, fuente de restauracion de poblaciones, sustitucion ecolégica, colonizacion
asistida, programas de investigacion y educacion, entre otros. Cualquiera de las
estrategias entonces, debe seguir una secuencia l6gica que parte del disefio,
planificacién, evaluacién de riesgos, toma de decisiones, ejecucion, ajuste y evaluacion.
En consecuencia, para que se cumplan de forma exitosa los objetivos de tal programa o
estrategia, es primordial que se base en datos cientificos previos sobre taxonomia,
demografia, genética, ciclo bioldgico, roles ecoldgicos y posibles escenarios ante el

cambio climatico (IUCN/SSC, 2014).

Ahora bien, ante la creciente amenaza y alteracién de habitats y ecosistemas es
ineludible el desarrollo de planes de conservacion y restauracion apropiados, que deben
partir del conocimiento de las especies existentes en sitios claves como el Parque
Nacional Cayambe-Coca. Por consiguiente, la conservacion de especies vegetales como
un recurso genético, a través de una estrategia ex situ como los bancos de semillas exige
establecer una linea base de conocimiento sobre las semillas de las especies que
conforman este ecosistema (Organizcién de las Naciones Unidas, 1993; Secretaria del
Convenio de Diversidad Bioldgica, 2011). Paises latinoamericanos como Colombia,
Brasil, Argentina, Chile y México ya han desarrollado una amplia investigacion en el

campo de las semillas con aplicaciones en el campo de la conservacion ex situ y
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produccién agricola (Vargas et al., 2014; Masini et al., 2016; Pérez-Martinez &
Castafieda-Garzén, 2017; Mancipe-Murillo et al., 2018). En Ecuador, hay una limitada
cantidad de investigaciones enfocadas en el estudio semillas alto-andinas, los cuales se
concentran en la morfologia y germinacion de semillas de varias familias, algunas de
ellas endémicas: Myrtales, Orchidaceae, Podocarpaceae, Ericaceae, Valerianaceae entre
otras (Pazmifio-Celi, 2011; Carrera-Navarrete, 2014; Palomeque et al., 2020; Romero-
Saritama & Cueva-Ojeda, 2020). Sin embargo, pese a que, Asteraceae es una de las
familias mas extendidas en el pais, ha sido poco estudiada, dejando un area que puede
ser extensamente explorada, pues comprende un gran numero de géneros y especies,

varios, endémicos (Rivera-Guerra, 2020).

Justificacién del Problema

Ecuador es uno de los 17 paises con mayor diversidad en el mundo, ostentando
dos puntos calientes de biodiversidad: los Andes tropicales y el Chocé Darién
ecuatorianos (Aguirre et al., 2015). Los Andes tropicales en general, estan constituidos
por al menaos ocho tipos de ecosistemas, como por ejemplo los bosques inundables de la
llanura amazonica, el pajonal de puna humeda, los bosques altoandinos, los paramos, y
otros. Estos ecosistemas se encuentran asociados a sistemas de agua dulce como
humedales, lagunas de origen glaciar, bofedales y cabeceras de rios, que proveen de
agua a aproximadamente a 60 millones de personas que habitan las grandes ciudades
de la regién Andina; ademas de posibilitar actividades agropecuarias y producciéon de

energia (Tognelli et al., 2016).

Entonces, los paramos son eco-regiones reguladoras del ciclo hidrol6gico; de
relevancia ecoldgica, econdmica y social (Hofstede et al., 2014). Los cuales han sido
catalogados como ecosistemas fragiles debido a la influencia de las actividades
antropogénicas agricolas (quemas y deforestacion), ganaderas, mineras, y expansion

urbana (carreteras) (Diaz et al., 2005). Ademas, se ha estimado que para el afio 2050
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podria perderse entre el 31 y el 46 % de este ecosistema a causa de los eventos
vinculados al cambio climatico como las elevadas temperaturas, la variacion de
precipitaciones, sequias inusuales, insuficiente humedad en el suelo, nubosidad y
condiciones climaticas extremas (Hofstede et al., 2014). En tal sentido, Naciones Unidas
ha sefialado que es un momento decisivo para afrontar el cambio climatico, pues este
fendmeno podria provocar de forma generalizada efectos irreversibles sobre los
ecosistemas con tan solo el aumento en la temperatura de 1.5 °C (Organizacion de las
Naciones Unidas, 2021). De no existir acciones de mitigacion se ha considerado incluso
que entre 1990 hasta el 2100 la temperatura podria a llegar a variar entre 1.7 a 4.9 °C
(Karl & Trenberth, 2003). Las implicaciones de tales incrementos de temperatura son
incendios forestales, propagacién de especies invasoras, alteraciones en la composicion
de las comunidades vegetales, alteraciones en los patrones de distribucion de especies,
cambios fisioldgicos, fenolégicos y en las interacciones ecoldgicas (predador-presa), y en
casos extremos la pérdida de algunos ecosistemas de forma definitiva (Richter et al.,

2009; Isaac & Williams, 2013; IPCC, 2019).

Todos esos eventos son posibles ya que los biomas de montafia demandan
velocidades de cambio de temperatura lentos para que las especies puedan acoplarse a
nuevas condiciones climaticas (Loarie et al., 2009) y son mas sensibles a alteraciones
ambientales debido a su restringido espacio geografico (Pauli et al., 2012). Los margenes
adaptativos de algunas son estrechos y las areas protegidas no siempre aseguran la
supervivencia de las especies. Se conoce también, que las regiones tropicales seran las
primeras en experimentar las disrupciones del cambio climético, porque el clima ha

permanecido estable desde 1860 (Huntingford et al., 2013, Mora et al., 2013).

En el Ecuador se han realizado avances en la Gltima década en cuanto a
conservacion, principalmente en el area de plantas y anfibios; sin embargo, estos
esfuerzos incipientes requieren ser fortalecidos con estudios, modelos y bases de datos

de libre acceso sobre el biodiversidad, ecologia y evoluciéon que permitan identificar
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aguellas poblaciones con cierto grado de vulnerabilidad o aquellas que puedan
adaptarse facilmente a variaciones climaticas abruptas (Sierra & Cavieres, 2010; Cuesta
et al., 2012; Bendix, 2012). De alli, que las especies a estudiar en este trabajo juegan un
papel de importancia ecolégica como hierbas de paramo que constituyen una cobertura
vegetal que desacelera procesos como la erosion del suelo, desecacion de los
humedales al conformar las hierbas cojin y plantas pioneras (Fernandez et al., 2015;
Wijayabandara et al., 2021). En particular, las plantas cojin pueden resistir incendios y

ser nodrizas de otros individuos vegetales (Acufia, 2006; Harding & Kirkpatrick, 2018).

Finalmente, en el contexto ecuatoriano este trabajo se alinea con las directrices
nacionales sobre biodiversidad, puesto que esta area alcanzé un rol estratégico el afio
2008. Bajo lo cual, el Estado ecuatoriano propuso algunos instrumentos como la Agenda
Nacional de Investigacion sobre la Biodiversidad y el Plan Nacional de Restauracion
Forestal 2019-2030 (INABIO, 2017) para definir metas, objetivos y lineas de accién
prioritarias en la investigacion cientifica sobre biodiversidad y directrices para la
restauracion de ecosistemas, la seguridad hidrica, alimentaria; la conservacion de la
biodiversidad, el combate a la desertificacién y la promocién de la disminucion de la

vulnerabilidad de los ecosistemas a efectos del cambio climatico (MAE, 2019).

Objetivos de la Investigacién

Objetivo General

Evaluar el fotoperiodo y la temperatura en la germinacion in vitro de tres especies
presentes en el Parque Nacional Cayambe-Coca: Werneria pygmaea Gillies ex Hook. &

Arn., Werneria nubigena Kunth. y Senecio chionogeton Wedd. (Asteraceae).

Objetivos Especificos

e Caracterizar los rasgos fisicos de las semillas de las tres especies a través de su

peso y tamario.
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Determinar la capacidad germinativa de las semillas mediante la prueba de
tetrazolio.

Establecer un protocolo de desinfeccion para obtener el menor porcentaje de
contaminacién en la germinacion in vitro de las semillas.

Probar distintas condiciones de fotoperiodo y temperatura en la germinacion in

vitro de las especies de estudio.
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Capitulo Il: Marco Teorico

Los Paramos Andinos

Caracteristicas Generales

El paramo andino es un ecosistema alpino neo-tropical, constituido por
humedales, lagos y lagunas de altura, que se localiza en la region alto andina de
Venezuela, Colombia, Ecuador, Perd y una pequefia region de Costa Rica y Panama. En
Ecuador, la superficie de paramo representa aproximadamente el 33.6 % de los
paramos de los Andes (Llambi & Cuesta, 2014). En territorio esta superficie compone
cerca del 7 % del pais (Beltran et al., 2009). Su altura puede oscilar entre los 3 000 a
4 000 m, alcanzando su limite superior en el desierto peri-glacial y las nieves perpetuas
(Hofstede et al., 2003). En cuanto a humedad, los paramos presentan un amplio
gradiente relacionado con precipitaciones anuales de entre 650 a 2 000 mm. En tanto
que, su temperatura puede variar entre los 22 °C en el dia a -8 °C por la noche (Posada,
2014). A nivel de vegetacion, existe un alto nivel de endemismo, como consecuencia de
su aislamiento geografico y de las condiciones Unicas de la alta montafia tropical: bajas
temperaturas por las noches, gran amplitud térmica diaria, radiacion elevada y suelos

habitualmente escasos en nutrientes (Hofstede et al., 2003; Llambi & Cuesta, 2014).

El Paramo como Ecosistema

El paramo cumple la funcion de regular los ciclos hidricos y ser reservorios de
agua por las caracteristicas del suelo (Chuncho-Morocho & Chuncho, 2019), ya que lo
conforman una vasta red de humedales y sistemas lacustres que proveen servicios
ecosistémicos de agua a importantes cuencas hidroeléctricas, embalses y ciudades para
uso urbano, agricola e industrial (Tognelli, et al., 2016; Cresso et al., 2020).
Conjuntamente, protege los suelos de la erosion, gracias a la gran acumulacién de

biomasa que se produce por la lenta descomposicion de la materia organica a bajas
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temperaturas. De esta forma, el paramo es un importante sumidero de carbono que
alcanza los niveles mas altos por hectarea reportados en ecosistemas tropicales

(Hofstede et al., 2003).

Como ecosistema, asimismo, hospeda una gran cantidad de especies endémicas,
gue alcanzan aproximadamente el 60 % de la flora que lo cubre; tomando en cuenta que
alrededor de entre el 10y 20 % de la flora descrita en los Andes pertenece al paramo
(Hofstede et al., 2003). Este ecosistema es muy apreciado e interesante desde la
perspectiva evolutiva y de radiacién de especies, pues su endemismo es alto, pero su
riqueza en especies es limitada en comparacion con otros ecosistemas (Llambi & Cuesta,
2014). Por ello, es uno de los biomas estratégicos (hotspot) del norte de Sudaméricay el
Neotrdpico, aunque a su vez, uno de los mas vulnerables (Morales-Betancourt &
Estévez-Vardn, 2006). En Ecuador un area menor al 40 % del paramo esta protegida

(Chuncho-Morocho & Chuncho, 2019).

Los paramos ecuatorianos acogen a mas de 250 especies endémicas que
corresponden a 108 géneros agrupados dentro de 40 familias. Asteraceae, Orchidaceae,
Gentinacea y Poaceae son las familias con mayor numero de taxones endémicos. De
acuerdo a los esfuerzos de investigacion realizados en cada provincia, se registra mayor
cantidad de especies endémicas en Pichincha, Azuay, Loja, Chimborazo, Napo y
Cotopaxi; en un rango altitudinal entre los 3 000 y 4 000 m, abarcando dos tipos de
vegetacion: paramo de pajonal y parte del paramo de almohadillas y arbustos. El 80 % de
las plantas endémicas del paramo ecuatoriano ha sido catalogado con cierto nivel de

amenaza por la IUCN (Ledn- Yanez, 2018).

Ahora bien, recordemos ademas que las especies vegetales en conjunto con los
sistemas hidricos (lacustres o rios) conforman el hbitat de la fauna circundante (Tognelli
et al., 2016). En este ecosistema aves y mamiferos principalmente, utilizan el paramo

como un corredor geogréfico para transitar entre distintitas zonas de vida. Los
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representantes mas caracteristicos del ultimo grupo son: el oso de anteojos, puma, tapir,
venado y conejo, aunque se ha sefialado que tanto en aves como en mamiferos se han
registrado 70 especies. Es asi que se reporta también variedad de insectos, anfibios y

reptiles (Chuncho-Morocho & Chuncho, 2019). .

Area de Estudio: El Parque Nacional Cayambe-Coca

El lugar de estudio se encuentra aproximadamente a 25 km de la ciudad de Quito,
dentro del Parque Nacional Cayambe-Coca (PNCC), al lado de complejo turistico Termas
de Papallacta. Esta area protegida fue creada en 1970 para cumplir tres objetivos:
proteger el paramo, conservar los sistemas lacustres, recursos hidricos y la
biodiversidad. El parque esta ubicado al nororiente del Ecuador, en la Cordillera de los
Andes, formando parte de cuatro provincias: Imbabura y Pichincha en la Sierra,
Sucumbios y Napo en la Amazonia (Figura 1). Su rango altitudinal se extiende desde los
600 a 5 790 msnm, y la temperatura varia desde los -8 a 30 °C dependiendo de la
gradiente geogréfica. En la zona de paramo la temperatura puede variar entre los -8 a
14°C (Ministerio de Ambiente y Agua, 2020). Esta area protegida salvaguarda
importantes cuencas hidrograficas que se originan alli, como la de Esmeraldas, Chota,
Mira, Papallacta, Cosanga, Quijos, Oyacachi, Salado, Coca, Aguarico, Napo y Pastaza;
asi como especies faunisticas y floristicas propias de esta geografia (Ministerio del
Ambiente, Agua y Transicién Ecolégica, 2021). En el PNCC, 7.3 % de su superficie ha
sufrido de intervencion humana; no obstante, el ecosistema de paramo ocupa entre el 19
al 26 % de su superficie, siendo altamente himedo por encontrarse en el lado oriental de
la Cordillera de los Andes y con un sistema hidrico que posee 80 lagunas (Ministerio de

Ambiente y Agua, 2020).
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Figura 1

Ubicacion geografica del area de estudio
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Nota. El &rea marcada delimitada es el Parque Nacional Cayambe—Coca. En la leyenda
se esguematiza de forma general los ecosistemas presentes en el parque. La marcaciéon

en rojo representa el area de estudio. Adaptado de ESRI, ArcGis, 2018.

La Familia Asteraceae

Generalidades, usos y aplicaciones

La familia Asteraceae es conocida comunmente como la familia de girasol,
anteriormente se la llamaba Compositae. El término “aster” hace alusion a la forma de
estrella de su inflorescencia. La principal caracteristica de esta familia es la disposicién

de varias flores en una inflorescencia compuesta llamada capitulo, rodeada de bracteas,
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gue pareceria una unica flor como se observa en la Figura 2 (Simpson, 2010; Zhang &

Elomaa, 2021).

Figura 2

Inflorescencia y fruto de una planta de la familia Asteraceae

receptaculo

: vilano
flores flosculosas /

flor ligulada
|
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bracteas — L 5 — escamas

del involucro -
\ receptaculo

- pedanculo

Nota. (A) Partes de la inflorescencia. (B) Partes del fruto (cipsela). Tomado de

Compositae, por J. Peralta, 2019, Universidad Publica de Navarra

Esta familia se distribuye en todas las regiones del mundo, y alberga
aproximadamente 1 700 géneros y 25 000 especies aceptadas, siendo ia mas grande de
plantas vasculares con flores. El nimero de especies podria ser mayor ya que algunos
nombres todavia se encuentran en discusion (The Plant List., 2013). La mayoria de las
especies de Asteraceae son herbaceas, sin embargo, un componente importante de la
familia esta constituido por arbustos o incluso arboles (Simpson, 2010). Los miembros
de varios géneros de la familia Asteraceae son bien conocidos por su valor horticola
(Mitra & Kumar, 2018); aunque, la mayoria tienen aplicaciones terapéuticas. Muestran
una amplia gama de actividades antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes,
diuréticas y hepatoprotectoras entre otras (Bessada et al., 2015; Del Vitto & Petenatti,
2015; Rolnik & Olas, 2021). En la Figura 3, se presentan las especies a estudiar de

acuerdo al género.
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Figura 3

Especies de estudio pertenecientes a la familia Asteraceae
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Nota.A) Werneria pygmaea Gillies ex Hook. & Arn. Tomado de Werneria pygmaea, por O.

Montes, 2021, iNaturalist. CC BY-NC. B) Werneria nubigena Kunth. Tomado de Chicoria
Blanca, por R. Ripley, 2016, iNaturalist (CC BY-NC). C) Senecio chionogeton Wedd.

Tomado de Senecio chionogeton Wedd, por C. Ivovic, 2013, Flickr.

El Género Werneria Kunth

Este género se caracteriza por conformar grupos en rosetas, raramente solitarios,
con involucro integrado por filarias soldadas y flores de margen blancas. Actualmente,
este género comprende aproximadamente 25 especies. Se distribuye principalmente en
los Andes sobre los 2 800 m desde Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia hasta el
norte de Argentina y Chile (Asturnatura, 2004; Beltran, 2017). A continuacion, se indican

las especies a estudiar correspondientes a este género.

Werneria pygmaea Gillies ex Hook. & Arn. Taxon6micamente esta especie
pertenece al reino Plantae, division Trachophyta, clase Magnoliopsida, orden Asterales,
familia Asteraceae y al género Werneria Kunth. Los sinénimos con los que se la conoce
son: Werneria graminifolia Benth., Werneria minima var. Minima, Werneria cherlerioides
Sch.Bip., Werneria brachypappa Sch.Bip., Werneria rhizoma J. Rémy (GBIF Secretariat,

2021). Comunmente se la llama “chioria de agua” (Calisto-Diaz, 2019).
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Como se aprecia en Figura 3A, de acuerdo a la descripcidén boténica las plantas
gue pertenecen a esta especie son hierbas bajas o rastreas que pueden llegar a medir
5 cm de didmetro. Tienen rizomas horizontales u oblicuos; hojas alargadas de hasta 3 cm
de largo, dispuestas en roseta. Inflorescencia blanca en cabezuela sola a nivel del suelo
de aproximadamente 2.5 cm de didmetro. Presenta flores marginales blancas (= 14) y
flores internas (x 25) son cortas, tubulares y con 5 dientes, de color amarillo. Frutos en

cipsela con vilano de hasta 10 mm de largo (Missouri Botanical Garden, 2021).

En Ecuador, la “chicoria de agua” se encuentra distribuida a alturas de entre los 2
500 y 4 500 msnm (Minga et al., 2016). En provincias como Azuay, Bolivar, Cafar,
Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Napo, Pichincha, Tungurahua (Calisto-Diaz,

2019).

En cuanto a ecologia, esta especie se desarrolla en lugares permanentemente
humedos como ciénegas y bordes de lagunas (Minga et al., 2016), formando parte del

paramo de almohadillas (Missouri Botanical Garden, 2021).

Werneria nubigena Kunth. Taxondmicamente esta especie pertenece al reino
Plantae, division Trachophyta, clase Magnoliopsida, orden Asterales, familia Asteraceae
y al género Werneria Kunth. Sus nombres sin6bnimos son: Werneria nubigena var.
vulgaris Wedd., Oresigonia latifolia Willd., Werneria steubelii Hieron., Werneria
mocinniana DC., Oresigonia grandiflora Willd. (GBIF Secretariat, 2021). Sus

denominaciones comunes: “chicoria blanca”, “achicoria”, “condor cebolla”, “cebolla de

gallinazo” (iNaturalist, 2021).

Tal como se muestra en la Figura 3B, botdnicamente las plantas de esta especie
corresponden a hierbas bajas de hasta 15 cm de diametro. Tiene hojas alargadas con
forma de lenglieta de hasta 10 cm de largo, que forman rosetas basales. Exhiben
inflorescencias en cabezuelas solitarias a ras del suelo, que alcanzan los 7 cm de

diametro. Posee flores marginales (+ 25), irregulares de 2.5 cm de color blanco y las
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flores del disco (+100) que miden alrededor de 10 mm, tubulares y con 5 dientes, color
amarillo o algunas rojizas. Frutos con vilano de cerca de10 mm, sedosos, blancos (Minga

et al., 2016).

La “chicoria blanca” se encuentra en las provincias atravesadas por la Cordillera
de los Andes, desde Carchi hasta Loja (Minga et al., 2016), en un rango altitudinal desde

2 000 hasta 5 000 msnm (Calisto-Diaz, 2019).

En términos ecoldgicos, esta especie conforma grupos pequefios en pajonales
bajos, sitios abiertos y bordes de humedales. De forma medicinal se usa para “purificar la
sangre”, a través de infusiones. Ademas, sus hojas se usan para cicatrizar heridas
(Calisto-Diaz, 2019). Registros etnobotéanicos informan que en una localidad de Peru la
utilizan para el tratamiento de la diarrea, para el frio, y como tratamiento para el cancer

de utero (Hammond et al., 1998; Gonzales de la Cruz et al., 2014).

El Género Senecio

Las especies de este género son morfolégicamente variables, especialmente en
las hojas, asi como en las formas de crecimiento, que van desde hierbas anuales y
perennes, hasta arbustos. Es un género con distribucién cosmopolita, muy diverso, con
mas de 1 250 especies, exhibiendo mayor concentracion y riqueza en los Andes
sudamericanos y al sur de Africa (Beltran, 2015). A continuacion, se presenta la especie

de interés.

Senecio chionogeton Wedd. Taxondmicamente esta especie pertenece al reino
Plantae, division Trachophyta, clase Magnoliopsida, orden Asterales, familia Asteraceae
y al género Senecio L. Comiunmente se la conoce como “sacha conda” (Calisto-Diaz,

2019).
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La descripcion boténica se refiere a esta especie como una hierba terrestre, que
puede crecer hasta de 60 cm de alto, como se observa en la Figura 3C. Dispone de tallos
acanalados con hojas de 15 cm en una roseta basal y otras distribuidas a lo largo del
mismo. Las inflorescencias son grupos de cabezuelas amarillas y colgantes en el
extremo del tallo, hasta 15 por planta; de hasta de 2.5 cm de diametro, con bracteas
grandes. Sus flores miden 15 mm de largo, amarillas y tubulares, con 5 dientes cortos.

Los frutos tienen vilano de color blanco de hasta de 12 mm de largo (Minga et al., 2016).

En Ecuador, S. chionogeton Wedd. se desarrolla en un rango altitudinal de entre
los 3 000 hasta los 4 500 msnm (Calisto-Diaz, 2019). Y se extiende entre pajonales de

gramineas y matorrales arbustivos de Gynoxys y chuquiraguas (Minga et al., 2016).

Conservacion ex situ de flora

La conservacion ex situ consiste en proteger el material genético de una especie,
fuera del lugar distribucion de la poblacién original. EI material que se puede usar con
distintos fis es: material reproductivo como semillas (bancos de semillas) y polen, arboles
vivos (colecciones vivas de genes en campo), o partes vegetativas (bancos de
germoplasma in vitro). A través de esta forma de conservacion se evita la pérdida de la
diversidad de los recursos genéticos al realizar la seleccién de individuos y las
procedencias de los mismos. Las técnicas usadas para el almacenamiento y

reproduccion dependen mucho de la especie o géneros en estudio (Patifio, 1997).

Actualmente, esta estrategia de conservacion se usa como complemento a la
estrategia de conservacion in situ, por lo que es necesario que ambas se integren en
programas de desarrollo y aprovechamiento de recursos forestales. Especialmente, en
localidades donde la capacidad de administracion y control forestal es pobre, permitiendo
de esta manera la preservacion de genotipos, antes de que se pierdan a efectos de la

sobreexplotacién y desaparicién de su habitat (Le6n et al., 2008).
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Bancos de Semillas

Este tipo de bancos de germoplasma estan compuestos por una mezcla de
semillas con una alta variabilidad en la longevidad segun la especie. Pueden ser
transitorios o persistentes. En los primeros todas las semillas son capaces de germinar
durante los meses siguientes a su dispersion. En los bancos transitorios algunas semillas
pueden permanecer viables durante varios afios en el suelo. Los bancos deben
reponerse periédicamente durante la dispersion de semillas de plantas locales o del

campo (Vandvik et al., 2015; Mahé et al., 2020).

Para llevar a cabo el almacenamiento de semillas en un banco, es necesario
conocer tres factores que determinaran el éxito de dicho almacenamiento: viabilidad
inicial de la semilla, el contenido de humedad inicial de la semilla y la temperatura de
almacenamiento en combinacion con la humedad relativa. También se sabe que el
almacenamiento ex situ esta asociado ademas con rasgos funcionales de las semillas, ya

sean estas caracteristicas morfologicas, fisiolégicas o fenolégicas (FAO, 2019).

Morfologia. El tamafio y el nUmero de semillas, son caracteristicas muy variables
y particulares de cada especie o familia ya que estan relacionadas con el modo de
dispersion, fenologia y la adaptacion a su habitat (De Jager et al., 2018). Estas
caracteristicas son significativas ya que permiten programar y optimizar esfuerzos a la
hora de realizar la recoleccion; y, a la hora de determinar cémo seran almacenadas. Por
otro lado, caracteristicas como el tipo de embrién, testa y endospermo, Figura 4, estan
relacionadas con el comportamiento germinativo y dormancia, por lo tanto, darén cabida

a la correcta interpretacion de los datos de germinacién (Romero-Saritama, 2016).
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Figura 4

Semilla de una planta dicotiledénea.
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Nota. A) Partes de una semilla dicotiledénea. B) Embrién de una especie dicotiledénea.
Tomado de Morfologia de Plantas Vascualres, por A. Gonzalez y M. Arbo, 2016,

Universidad Nacional del Nordeste de Argentina

Contenido de Humedad y Tipos de Semillas para Bancos. El contenido de
humedad es un pardametro fisioldgico determinante para el almacenamiento de semillas.
Basados en ello se han establecido tipos de semillas de acuerdo a esta caracteristica. Se
habla de semillas ortodoxas, cuando estas pueden soportar un bajo contenido de
humedad y por lo tanto pueden desecarse hasta alcanzar alrededor del 5 % de su peso
hamedo y ser almacenadas a bajas temperatura o inferiores a los 0 °C durante tiempo
prolongado. En tanto que, se hace referencia a semillas recalcitrantes, cuando estas no
soportan una alta desecacion, ni toleran almacenamiento por periodos de tiempo
extensos, por ello, soportan contenidos de humedad de entre el 20 y 50 % (William,

1991).

De hecho, la viabilidad de las semillas disminuye a la mitad por cada aumento del
1% en el contenido de humedad de la semilla o de 10 ° F (~ 5 ° C) de aumento de

temperatura, de alli que se utilizan contenedores sellados y ambientes controlados para
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mantener la viabilidad de la semilla durante periodos mas largos (Universidad de

California, 2019).

Técnicas para Evaluacion de Viabilidad de Semillas. La viabilidad de una
semilla se define como la capacidad para crecer y producir una planta normal y puede
ser determinada mediante ensayos de germinacion o por el ensayo de tetrazolio (William,

1991).

Germinacion. La germinacion es una prueba directa de la capacidad germinativa
de la semilla en condiciones Gptimas. De acuerdo a normas internacionales se considera
que la germinacion es el surgimiento y desarrollo de la plantula en la que el aspecto de
sus estructuras esenciales (sistemas de raices primarias, eje del brote, cotiledones, y
coleoptilo, Figura 4B, indica si es 0 no es capaz de desarrollarse en condiciones
favorables en el campo. Para evaluar aquello se usa la Regla del 50 % en la que se
establece que una plantula es normal siempre y cuando el 50 % o mas del tejido del
cotileddn y hojas primarias son funcionales (ISTA, 2016). Aunque, existen también
muchos estudios que definen la germinacion como la emergencia de mas 1 mm de la
radicula (Galindez et al., 2009; Masini et al., 2016; Pérez-Martinez & Castafieda-Garzon,

2017).

Ensayo de tetrazolio (TTZ). Esta prueba determina indirectamente la viabilidad
de las semillas al detectar la actividad respiratoria a nivel celular. El principio de este
ensayo se basa en la actividad de las enzimas deshidrogenasas que catalizan reacciones
respiratorias en las mitocondrias, durante la glicélisis. Estas enzimas, particularmente la
malato deshidrogenasa, llevan a cabo la reduccion de la sal de tetrazolio (2,3,5-
trifeniltetrazolio cloruro) en tejidos vivos, aceptando un ion hidrégeno. En forma reducida,
el TTZ es una sustancia estable, de color rojo llamado trifenilformazan o formazan. Por lo

tanto, el color rojo resultante en los tejidos de la semilla es una indicar positivo de la
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viabilidad de la semilla, en tanto que el tejido no viable, no reacciona con TTZ, y no

muestran coloracién o muy poca (Franca-Neto & Krzyzanowsky, 2019).
Hipodtesis

Existen condiciones de fotoperiodo y temperatura adecuadas para la germinacion
in vitro de Werneria pygmaea Gillies ex Hook. & Arn., Werneria nubigena Kunth. y
Senecio chionogeton Wedd. (Asteraceae), especies presentes en el Parque Nacional

Cayambe—Coca.
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Recoleccion y Transporte del Material Vegetal

Las especies de estudio fueron: Werneria pygmaea Gillies ex Hook. & Arn.,
Werneria nubigena Kunth y Senecio chionogeton Wedd. Se recolectaron de forma
aleatoria frutos maduros disponibles, de al menos 30 plantas distribuidas en tres puntos
del Parque Nacional Cayambe Coca: S 0°18.019' W 78°08.033', S 0°16.939° W
78°08.207',y S 0°17.750° W 78°07.337’. El periodo de colecta fue entre julio y diciembre
de 2021. Las muestras se depositaron y transportaron en fundas de papel o tubos

plasticos de 50 mL, etiquetados con el nombre de la especie y fecha de muestreo.

Secado y Almacenamiento del Material Vegetal

Después de la expedicion se retiraron los residuos de materia organica o
suciedad del lote de semillas y/o frutos. Se secaron los frutos distribuyéndolos en bolsas
de papel por un tiempo de entre 3 a 8 dias. a temperatura ambiente. Se almacenaron las

semillas en bolsas de papel dentro de fundas herméticas en la refrigeradora 10 °C.

Determinacién de Rasgos Fisicos

Se digitaliz6 imagenes de un lote de 100 semillas elegidas al azar mediante un
estereomicroscopio Trinocular Nikon SMZ1270 y el programa M-Shot. Se midié el ancho
y largo de los aquenios con el programa ImageJ/Fiji version 1.46 (Figura 5). Para el
pesaje, se usaron 10 lotes de 100 semillas frescas y una balanza digital BOECO

Germany Modelo BXX-22, precision +0.00001 g.
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Figura5

Dimensionamiento del aquenio

vilano > cipsela
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Nota. Adaptado de Asteraceae, por T. Kebert.

Prueba de Coloracion con Tetrazolio (TTZ)

Preparacion de la Muestra

Se utilizaron 100 semillas por especie. Se realiz6 un pre-remojo en agua destilada
durante 18 horas a 20 °C. En el estereomicroscopio se identificaron las semillas vacias y
las semillas con embrién a través de inspeccion con bisturi. Se extrajo el embrién y se

los dej6 en tamp6n fosfato hasta realizar la tincién (ISTA, 2016).

Tincién y Evaluacién de Embriones Viables

Los embriones de las especies del género Werneria se sumergieron en una
solucion de TTZ al 1 %; los de S. chionogeton en una solucion al 1.5 %. La solucion fue
realizada con tampdn de fosfato, pH=6.5-7.5. Se incubaron por 3 h a 30 °C en oscuridad
y se enjuagaron con agua destilada. Luego, se identificé el nimero de embriones viables,

de acuerdo a los siguientes criterios (ISTA, 2016).



37

Embriones Viables. Embrion totalmente tefiido de roja/rosa (ISTA, 2016). Zona
radicular y cotiledones rosas homogénea o heterogénea (indica menor vigor, pero no

menor viabilidad) (Mancipe-Murillo et al., 2018).

Embriones No Viables. Aquellos que no se haya tefiido completamente el
embrion (Figura 6); mas del 1/3 de la radicula; méas de 1/2 de los cotiledones (extremos
distal- destefido leve); mas de 1/3 de los cotiledones (destefiido profundo-extremo distal)
(ISTA, 2016). Color rosa claro, no homogéneo en la radicula (Mancipe-Murillo et al.,

2018).
Figura 6

Patrones de tincién de embriones no viables en Lactuca sativa

AL

Nota. Tomado de Working Sheets for Tetrazolium Testing, por ISTA, 2003

Desinfeccién de Semillas

Ensayo 1

Se lavaron las semillas en una solucion de detergente al 2 % p/v durante 15
minutos, en una solucion de etanol al 70 % por 1 min y, se probaron concentraciones de
hipoclorito de sodio (NaCIlO) al 2.00, 3.50 y 5.00 % v/v con 2 gotas de Tween 20 durante
7 min. Después del uso de cada desinfectante las semillas fueron lavadas tres veces con

agua destilada estéril. En cada paso se agité de forma vigorosa y constante.
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En la camara de flujo laminar (CFL) se sembraran 30 semillas por caja Petri con
medio Agar al 1 %, con 5 réplicas por tratamiento solo las especies de W. pygmaea y S.
chionogeton, debido a la escasa disponibilidad de W. nubigena, como se presenta en la
Tabla 1 (Vandvik et al., 2015; Masini et al., 2016; Pérez-Martinez & Castafieda-Garzon,

2017). Las cajas fueron monitoreadas una vez por semana durante 30 dias.

Tabla 1

Disefio experimental del Ensayo 1 para desinfeccion

Tratamiento Tiempo NaClO
(min) (% viv)
Control 0 0
T1 2.00
T2 7 3.50
T3 5.00

Ensayo 2

Con las tres especies se realizaron los mismos pasos de desinfeccion que en el
ensayo previo, pero, se probaron tiempos de exposicion a NaClO de 7, 10y 15 min
(Tabla 2). Ademas, se disminuyé el tamafio de muestra. Se usaron 15 semillas por caja

Petri con cuatro repeticiones por tratamiento.
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Tabla 2

Disefio experimental del Ensayo 2 para desinfeccion

_ Tiempo NaClO
Tratamiento
(min) (% viv)
Control 0 0

D1 7 2.00
D2 7 3.50
D3 7 5.00
D4 10 2.00
D5 10 3.50
D6 10 5.00
D7 15 2.00
D8 15 3.50
D9 15 5.00

Ensayos de Germinacién

Antes de cada prueba de germinacion se usara el mejor tratamiento de
desinfeccion, obtenido en el experimento anterior. Para cada especie se sembraron 15
semillas en agar al 0.75 % p/v en cada caja Petri, con cuatro réplicas por tratamiento. Se
probaron luz y oscuridad completa y tres temperaturas: alta, media (temperatura ambiental

de Quito) y baja con fotoperiodo 12 h / 12 h de luz/oscuridad (Tabla 3).

Durante un mes se registro la cantidad de semillas que germinaron dos veces a la
semana. Se considerd que una semilla ha germinado cuando se observa a simple vista la

emergencia de la radicula o una estructura aérea (hojas cotiledonales).



Tabla 3

Disefio experimental para ensayo de germinacién

40

Tratamiento  Fotoperiodo  Temperatura
(h de luz) (°C)
Gl 12 30
G2 12 5
G3 12 15
G4 24 15
G5 0 15

Nota. La temperatura media de la ciudad de Quito es aproximadamente 15 +-2 °C, y de

forma alterna tiende 20/10°C dia/ noche. Humedad relativa entre el 55-75 % (Serrano et

al., 2017; NOAA, 2020).

Andlisis de Datos

Rasgos Funcionales y Viabilidad

Las variables de respuesta descriptivas que se obtuvieron son promedios del

peso, largo y ancho. Y el porcentaje de semillas vacias, con embrion y viables, por

especie.

Ensayo de Desinfeccion y Germinacion

El disefio estadistico fue completamente aleatorizado. La existencia de diferencia

entre medias se evalu6 usando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, dada la

ausencia de normalidad en los datos. Para determinar la diferencia entre medias se usé

la prueba de rangos multiples de Duncan. Ambas pruebas con un nivel de significancia

del 0.05.
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Se graficaron los promedios de los porcentajes de germinacion acumulados y la
velocidad de germinacion (Gonzales-Zertuche & Orozco-Segovia, 1996; Gonzalez et al. ,

2018). Las variables de germinacion obtenidas se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4

Parametros de germinacion

Parametro Férmula Unidad Descripcién

Indice de Latencia to dias to: nUmero de dias
necesarios para que

inicie la germinacién

. N 5 — .
Porcentaje de ¢ =2 100 Yo N: namero de semillas

Germinacion germinadas al final.

A: nUmero de semillas

iniciales.
Velocidad de V=Y (E) Semillas t= tiempo desde la
t
Germinacion germinadas/dia siembra hasta la

germinacion de la

Ultima semillas

Para los gréficos y analisis estadisticos respectivos se empled el programa R,

version 4.1.1 (2021-08-10).
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Capitulo IV: Resultados

Hallazgos Ecologicos

W. pygmaea se hallé6 ampliamente distribuida, tanto en zonas lacustres como en

zonas montafiosas donde no habia pajonal (Figura 7).

Figura 7

Distribucion de Werneria pygmaea

Nota. (A) Alrededor de laguna. (B) Ladera con almohadillas.

W. nubigena se localiz6 distribuida en sitios con alta presencia de heces de 0sos,
conejos y donde crecen “achupallas”. Se observé que era alimento de algun animal,
porgue habian varias plantas y flores comidas. En esta especie se evidencio la presencia

de gusano de algun insecto indeterminado e invertebrados del agua (Figura 8).
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Figura 8

Observaciones ecoldgicas de Werneria nubigena

Nota. (A) Presencia de heces y ejemplares de achupallas en la distribucién de W. nubigena.

(B) Plantas comidas. (C) Plaga de gusano anaranjado.

Las plantas de S. chionogeton se encontraron dispersas a lo largo de los
pajonales, separadas por una distancia de 3 a 5 m entre planta aproximadamente a
simple vista. Las inflorescencias con semillas maduras presentaban una plaga de gusano

anaranjado (Figura 9).

Figura 9

Observaciones ecoldgicas de Senecio chionogeton
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Nota. (A) Distribucion de la especie. (B) Plaga encontrada en las semillas de S.

chionogeton.

Recoleccion y Estado de Madurez

En las tres especies de estudio las semillas inmaduras no pudieron acabar de
desarrollarse una vez colectadas. Para obtener semillas en el mayor estado de madurez
se debe tener en cuenta ciertas caracteristicas de la inflorescencia. La recoleccion de
semillas de la especie S. chionogeton se realizd cuando las inflorescencias estaban
completamente blancas y abiertas con sépalos marrén. W. pygmaea se podia colectar
cuando las inflorescencias eran blancuzcas-marrén claro y abiertas, o cuando las
cipselas se encontraban dispersas en el suelo. En la especie W. nubigena, se podian
colectar semillas cuando las cipselas o toda la inflorescencia se hallaba en el suelo o0 en

el agua, separadas de la planta (Figura 10).

Figura 10

Recoleccion de inflorescencias con frutos o cipselas maduras

Nota. (A) Werneria pygmaea. (B) Werneria nubigena. (W) Senecio chionogeton.

La recoleccion muy temprana mostro semillas inmaduras y una recoleccion tardia

resultdé en obtencion de frutos y semillas podridas.
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Las semillas inmaduras de las especies S. chionogeton y W. pygmaea mostraron
coloracién verdosa y poco engrosamiento; las semillas maduras fueron de color marrén y
turgentes. Las semillas inmaduras de W. nubigena exhibieron coloracién blanca o
verdosa tanto en la testa como en las vellosidades de la misma y poco engrosamiento;
las semillas maduras presentaron generalmente coloracion marrén en la testa, y color
marron o blanco en las vellosidades del aquenio, ademas de evidente turgencia (Figura

11).

Figura 11

Clasificacion de semillas de acuerdo al estado de madurez

Nota. Vista en estereomicroscopio. Superior: Semillas maduras. Inferior: Semillas

Inmaduras (A) Werneria pygmaea. (B) Werneria nubigena. (C) Senecio chionogeton.

Rasgos Fisicos de las Semillas

Se encontr6 que la semillas mas grande y pesada es la de W. nubigena, con 2.32
+0.24 x 1.08 £ 0.18 mm y 260 + 15 mg correspondientemente. En dimensiones W.
pygmaeay S. chionogeton muestran ser similares, 1.68 £ 0.29 x 0.48 £ 0.13 mmy 1.47
0.12 x 0.69 + 0.10 mm, no obstante, la Ultima es mas pesada, 93 + 41 mgy 166 + 68 mg

respectivamente (Figura 12).
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Figura 12

Peso y dimensiones de las semillas
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Nota. (A) Peso promedio de un lote de 100 semillas/fruto (aquenio y vilano) en

miligramos. (B) Largo y ancho promedio de una semilla (aquenio).

Prueba de Viabilidad con Tetrazolio

Se us6 la prueba de tetrazolio como método indirecto de determinacion de la
viabilidad de 100 semillas obtenidas al azar. Las especies del género Werneria revelaron
un porcentaje de semillas vacias de entre el 57 al 77 %, semillas con embrion del 23 al

43 %; y semillas viables de entre el 11 al 34 % (Figura 13).
Figura 13

Viabilidad absoluta de las semillas de acuerdo ala prueba de tetrazolio

C

- Semillas
Yacia

= I Embrion viable
Embridn Mo Viable

A

Nota. (A) Senecio chionogeton. (B) Werneria nubigena. (C) Werneria pygmaea.
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Del porcentaje total de semillas con embrion, la especie que presenté mayor
cantidad de semillas tefidas o viables fue W. nubigena, 80.95 %; seguida de W.
pygmaea con un porcentaje de 47.83 %. Las semillas de S. chionogeton tuvieron un

porcentaje de viabilidad del 58.81 % (Figura 14).
Figura 14

Viabilidad relativa con respecto a las semillas con embrién

B
Vo il
I
Embrion
I viavle M
Mo Viable \‘-

Nota. (A) Porcentaje de embriones viables. (B) Patrones colorimétricos de los embriones.

2mm

D‘I% ESI% SDI% ?SI% 1DID%
Porcentaje
La interpretacion de lo que representa la coloracion en la viabilidad del embrién depende

de las proporciones tefiidas o0 no, de sus areas funcionales de acuerdo al ISTA. Un

embrién 100 % tefiido es un viable. Un embrién 100 % no tefido es inviable.

Las especies correspondientes al género Werneria se tifieron con el protocolo
tradicional indicado por el ISTA para Lactuca sativa, TTZ al 1 % por 3 h a 30 °C. Los
embriones de la especie S. chionogeton se tifieron al aumentar la concentracion de TTZ

al1.5% por3ha30°C.
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Desinfeccién de Semillas

Se analizaron los porcentajes promedio de contaminacion bacteriana y fingica a
través de las pruebas de Kruskal-Wallis para determinacién de diferencia significativa de

medias y Duncan para la comparacion de medias.

El nivel de significancia para la prueba de Kruskal-Wallis es a=0.05 y para la
prueba de comparacion de medias de Duncan es =0.05. Las medias con la misma letra

no son significativamente diferentes.

Ensayo 1

Este experimento se desarrollé con las especies S. chionogeton y W. pygmaea
debido a la disponibilidad de muestra. Se sembréd un Control y tres tratamientos con
inmersién de las semillas en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2.0, 3.5y 5.0 %, por 7 min.

Se realizaron cinco réplicas por tratamiento con 30 semillas por réplica.

Para ambas especies no se encontro diferencia significativa en el porcentaje
promedio de contaminacion flngica entre los tratamientos y el control. La Tabla 5 indica

que el valor-p es mayor que el nivel de significancia a = 0.05.

En cuanto a contaminacién bacteriana, para las dos especies hay diferencias
significativas entre los tratamientos y el control, con un valor-p inferior que a =0.05. De
acuerdo a la prueba Duncan todos los tratamientos ejercen un efecto desinfectante en la
especie de S. chionogeton. Y solo los tratamientos T2 y T3 tienen efecto desinfectante en

W. pygmaea.
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Tabla b

Porcentajes promedio de contaminacion a distintas concentraciones de hipoclorito de

sodio por 7 minutos para S. chionogeton y W. pygmaea

[NaCIO]
Valor-p
Especie Contaminacién Kruskal Control T1 T2 T3
- Wallis 2% 35% 5%
Bacteriana 0.00777 66.02 12.66 6.64 8.68
S. chionogeton S b a a a
’ Fungica 0.05480 90.00 36.00 63.34 84.66
a b ab a
Bacteriana 0.00417 42.66 32.68 3.34 10.00
a a b b
W. pygmaea ——
Fungica 0.09673 56.00 66.66 88.00 94.66
b ab ab a
Ensayo 2

Este experimento se llevé a cabo con las tres especies de estudio. Se sembr6 un
control y nueve tratamientos para probar la inmersion de las semillas en hipoclorito de
sodio (NaClO) al 2.0, 3.5y 5.0 %, en tiempos de 7,10 y 15 min. Se realizaron cuatro

réplicas por tratamiento con 15 semillas por réplica.

Werneria pygmaea. Para el control, los promedios del porcentaje de
contaminacioén fangica y bacteriana fueron 15.00 % y 36.70 %. Para todas las
concentraciones de hipoclorito de sodio en un tiempo de inmersioén de 15 minutos no se
presentd contaminacion bacteriana o fangica. Los tratamientos D4 y D6 con tiempo de
inmersion de 10 minutos son significativamente diferentes en comparacion con el control
de acuerdo a la prueba de Duncan observada en la Tabla 6, tanto para contaminacion

fungica como bacteriana.
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Se excluye el uso de cualquier concentracion de hipoclorito de sodio con tiempo
de inmersion de 7 minutos. El valor-p es superior al nivel de significancia y, por lo tanto,

no hay diferencias significativas entre los tratamientos y el control.

Tabla 6

Porcentajes promedio de contaminacion en distintos tiempos de inmersidn en hipoclorito

de sodio a distintas concentraciones para W. pygmaea

[NaClO] valor-p

Contaminacion Tiempo Control Kruskal
2% 3.5% 5% -Wallis

Bacteriana 36.68 3.33 21.68 0.00 0.04191
7 mi a a a a

Fangica M ""1500 2333 1833 833 0.76460
a a a a

Bacteriana 36.68 0.00 3.33 0.00 0.00587
_ a b b b

— 10 min

Fungica 15.00 0.00 5.00 0.00 0.06214

a b ab b

Werneria nubigena. Los promedios del porcentaje de contaminacién fangica y
bacteriana en el experimento control fueron 61.67 % y 68.33 %. En los tres tiempos
probado y en las tres concentraciones de hipoclorito de sodio, no se observo
contaminacién bacteriana. Todos los tratamientos muestran efecto significativo en la
disminucién de la contaminacion flingica en comparacién con el control. Los valor-p son
menores al nivel de significancia. Cualquiera de los tratamientos puede ser usado para

desinfeccion de esta especie (Tabla 7).
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Tabla 7

Porcentajes promedio de contaminacion en distintos tiempos de inmersion en hipoclorito

de sodio a distintas concentraciones para W. nubigena

[NaClO] Valor-p
Tiempo Control Kruskal-
2% 3.5% 5% Wallis

7 min 61.65 1.68 0.00 0.00 0.00477
a b b b

10 min 61.65 3.33 1.68 0.00 0.01088
a a a a

15 min 61.65 0.00 0.00 1.68 0.00477
a b b b

Senecio chionogeton. Para el control, los promedios del porcentaje de
contaminacion fangica y bacteriana fueron 58.33 y 20.00 %, respectivamente. Para todos
los tiempos (7,10 y 15 min) y concentraciones de NaClO (2, 3.5y 5 %) se produjo 0 % de
contaminacién fungica. La contaminacion bacteriana fue nula en los tres tiempos
probados para las concentraciones de 3.5y 5 % de NaClO. Sin embargo, se evidencid

contaminacién bacteriana con 2 % de NaClO.

La Tabla 8 muestra que el valor-p es superior a a = 0.05. No existe diferencia

significativa entre el control y los tratamientos de desinfeccion al 2 % en los tres tiempos.
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Tabla 8

Porcentajes promedio de contaminacién bacteriana en distintos tiempos de inmersion en

hipoclorito de sodio al 2 % para S. chionogeton

[2% NaClO]

Valor-p Tiempo

Kruskal- Control

Wallis 7min 10min 15min

0.2906 20.00 16.68 1.68 1.68
a a a a

Se descarté la concentracién de NaClO al 2 % en cualquiera de los tiempos

probados, como tratamiento de desinfeccion para esta especie.

Ensayos de Germinacion

Germinacién_n vitro de Werneria pygmaea

La gréfica de porcentaje acumulado indica que se llegé al pico de germinacién a
los 18 dias en temperatura mediay 12 h luz 'y 12 h de oscuridad. En condiciones
extremas de temperatura y luz no hubo respuesta. El indice de latencia fue en el dia 5.
Se obtuvo una capacidad germinativa del 26.7 % (Figura 15A) a una velocidad de

germinacion de 0.22 semillas/ d en un periodo de observacion de 30 dias (Figura 15B).
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Figura 15

Analisis gréfico del comportamiento germinativo de Werneria pygmaea

.
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Nota. A laizquierda, la germinaciéon acumulativa en porcentaje. A la derecha, la

velocidad de germinacién en semillas por dia.

La Figura 16 presenta el desarrollo de un brote esta especie. Este exhibe todas

las estructuras normales como radicula, hipocétilo, hojas cotiledonares, y primarias.
Figura 16

Proceso germinativo de Werneria pygmaea

od 5d 10d / " 20d " 30d

5mm 4 EE— v

5mm
5

AR

5 men

Nota. Observacion durante 30 dias. La notacién en la parte superior derecha indica el

numero de dias transcurridos.
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Germinacion in vitro de Werneria nubigena

En la grafica de porcentaje acumulado se aprecia que los picos de germinacion
fueron a los 30 y 28 dias en Tm y Tb correspondientemente. En presencia de luz el pico
se alcanzé a los 23 dias, en oscuridad a los 20 dias y en luz alternada a los 30 dias
(Figura 17A). Acorde a la temperatura, la velocidad de germinacion mayor se dio en Tm,
seguida de bajas velocidades a Tb y Ta. Para el fotoperiodo, la velocidad de germinacién
mas alta es la obtenida en 12 h/12 h luz/oscuridad, luego esté la de luz continua y al final

la de oscuridad (Figura 17B).

Figura 17

Andlisis gréafico del comportamiento germinativo de Werneria nubigena
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Nota. (A) Germinacion acumulativa en porcentaje. (B) Velocidad de germinacion en

semillas por dia.



De la gréafica de porcentaje acumulado de germinacion se derivaron algunas

variables de germinacion como indice de latencia, G y VG (Tabla 9).

Tabla 9

Variables de germinacion de Werneria nubigena

) Velocidad de
Indice de Capacidad
Germinacion
Condicién Latencia Germinativa
(VG,
(dias) (G, %)
semillas/d)

30 °C 0 0.00 0.00
*20/10 °C 3 56.70 0.28
5°C 5 20.00 0.10
24 hluz 3 40.00 0.20
Ohluz 3 30.00 0.15

Nota. * Esigual al tratamiento con 12 h luz/12 h oscuridad.

Las semillas que desarrollaron en plantulas presentaron estructuras vegetales

normales como radicula, hipocétilo, hojas cotiledonares, y primarias (Figural8).

Figura 18

Proceso germinativo de Werneria nubigena
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Nota. Medio agar 0.75 %. Observacién durante 30 dias. La nhotacién en la parte superior

derecha indica el niumero de dias transcurridos.

Las estructuras aéreas de los brotes de las semillas de esta especie muestran
menor pigmentacién en condiciones de oscuridad que en condiciones de 12 h de luzy 12

h de oscuridad (Figura 19).

Figura 19

Pigmentacion de estructuras aéreas de Werneria nubigena

A
-

Nota. Brotes en el dia 13. (A) Oscuridad. (B) 12 h de luz/12 h de oscuridad.

Germinacion in vitro de semillas de Senecio chionogeton

La gréfica de porcentaje acumulado indica que se llegé al pico de germinacién a
los 30 dias en Tmy a los 28 dias en Th. La ruptura de la latencia en cambio sucede a los
15 dias en la temperatura alta y baja. Los picos de germinacién se producen a los 30
dias en los tres tratamientos de luz, pera la capacidad germinativa es distinta (Figura
20A). En relacién a la temperatura, la mayor velocidad de germinacién se produjo a
temperatura media, luego a velocidades mas bajas estan la temperatura alta y baja. Con

respecto a fotoperiodo, luz continua y 12 h/12 h luz/oscuridad alcanzaron la misma
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velocidad de germinacion, pero muy por debajo se encuentra la velocidad germinativa en

condiciones de oscuridad de oscuridad (Figura 20B).

Figura 20

Andlisis grafico del comportamiento germinativo de Senecio chionogeton
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Nota. (A) Porcentaje acumulado de geminacion. (B) Velocidad de germinacion en

semillas por dia.

En la Tabla 10 se resumen las variables de germinacién encontradas a partir de la
grafica de porcentaje acumulado. Se pudo deducir el indice de latencia, la capacidad de

germinacion en 1 mes de estudio y la velocidad media de germinacion (VG).




Tabla 10

Variables de germinacion de Senecio chionogeton
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) Velocidad de
Indice de Capacidad
Germinacioén
Condicioén Latencia Germinativa
(VG,
(dias) (G,%)
semillas/d)

30 °C 15 3.30 0.02
*20/10 °C 5 71.70 0.36
5°C 15 20.00 0.10
24 h luz 3 63.30 0.32
Ohluz 5 15.00 0.08

Nota. * Es igual al tratamiento con 12 h luz/12 h oscuridad.

Las semillas germinadas desarrollaron estructuras vegetas esenciales como

radicula, hipocdtilo, hojas cotiledonales, y primarias (Figura 21).

Figura 21

Proceso germinativo de Senecio chionogeton
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Nota. Observacion durante 30 dias. La notacion en la parte superior derecha indica el

numero de dias transcurridos.
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Capitulo V: Discusién

Rasgos Fisicos de las Semillas

Los rasgos funcionales de las semillas pueden ser morfolégicos, fisioldgicos o
fenoldgicos. Se definen como tal ya que cumplen funciones en el individuo mismo
(desarrollo) o en sus interacciones ecologicas (adaptacion y evolucién). Dichos rasgos
intervienen en procesos reproductivos como la dispersion, rendimiento reproductivo,
supervivencia y colonizacién. Su importancia reside en que son indicadores de
estrategias ecolégicas y que responden a estimulos ambientales 0 antropogénicos. Asi,
el estudio de estas caracteristicas sirve como una potente herramienta en la optimizacién

de los pasos para la conservacion ex situ (Romero-Saritama & Pérez-Ruiz, 2016).

Un ejemplo de la funcionalidad de los rasgos fisicos en general, con respecto a la
adaptacion, es el reciente reporte en el area animal que sugiere que los ectotermos estan
disminuyendo su tamafio corporal como respuesta al calentamiento global (Peralta-
Maraver & Rezende, 2021). Andlogamente, de vuelta al area vegetal, se ha estado
trabajando en modelos que permitan explorar la direccién evolutiva de rasgos que
responden a las presiones ambientales de forma correlacional; por ejemplo, el tiempo de
latencia y el tamafio de las semillas en un contexto de variaciones de temperatura

ambiental (Liu et al., 2016).

Asi mismo, la literatura indica que hay correlacion entre: el tamafio de la semilla y
la masa seca total de la plantula; la masa de la semilla y la velocidad de crecimiento de la
plantula. Se menciona incluso una relacion lineal entre el tamafio de la semillay la
supervivencia de la plantula. Y la relacion negativa entre el tamafio y la plasticidad
fenotipica de la plantula. Elementos significativos que permitirian conocer los
requerimientos germinativos y de establecimiento; ademas, de la respuesta de las

especies a distintos contextos ambientales (Sanchez-Rendon et al., 2011).
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En el presente trabajo se encontré que las dimensiones de las especies
estudiadas eran de 2.32,1.68 y 1.47 mm de largo; para el ancho se presentaron valores
como 1.08, 0.48 y 0.69 mm. En la lechuga (Lactuca sativa), un cultivar de la familia
Asteraceae, la longitud estd en un rango de 2.73 a 3.61 mm, el ancho entre los 0.84 a
1.29 mm dependiendo del tipo de variedad estudiada (Pefaloza et al., 2005). En
especies silvestres de Egipto como Senecio aegyptus, Senecio glaucus y Senecio
vulgaris, se obtuvieron dimensiones de 1.86 a 2.38 mm de largoy de 0.26 a 0.48 mm

de ancho del aquenio (Shamso et al., 2021).

Las dimensiones de este grupo de semillas analizados son bastantes cercanos,
aunque, hay cierta diferencia entre las semillas silvestres y de los cultivares, debido a
gque estas ultimas son seleccionadas para obtener una mayor calidad en la semillay por
tanto, una mayor capacidad geminativa a nivel comercial (Pefialoza et al., 2005;

Valencia-Diaz et al., 2007).

Los pesos de las tres especies de estudio fueron 260, 93 y 166 mg en promedio
en un lote de 100 semillas. En comparacion, el peso de 100 semillas de lechuga varia de
80 a 130 mg (Contreras et al., 2008; Contreras et al., 2009; Kangsopa et al., 2018). El
alto peso de una de las especies que corresponde a Werneria nubigena, se debe a que
esta cuenta con vellosidades que recubren la testa, ocasionando que retenga mayor

cantidad de humedad.

Ahora bien, las semillas de mayor tamafio suelen tener embriones grandes y
pesados, pero adicionalmente, tejido especilizado de reserva, el endospermo; en algunos
casos las reservas se acumulan en los cotiledones. Esto permite una pronta brotacion, un
tamafio més robusto en la plantula naciente y menor intrusion fangica; pero en contraste
las semillas pequefas tienen mayor capacidad de dispersion dependiendo de sus

adataciones morfolégicas (Pefaloza et al.,2005; Galindez et al., 2009).
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Desde otro enfoque, el tamafio y la masa de la semilla puede asociarse con la
tolerancia a la desecacion. Donde surgen los conceptos de semilla recalcitrante u
ortodoxa dependiendo del contenido de humedad que puedan requerir para conservar su
viabilidad durante el almacenamiento (Daws et al., 2005). Se ha reportado que las
semillas recalcitrantes son mas grandes y pesadas que las semillas ortodoxas. A través
de la revision de nueve especies de diferentes familias, se encontrd que siete de ellas
eran recalcitrantes, con dimensiones que se encontraban entre los 17x13 a 42x25 mm de
largo y ancho. Mientras que las semillas de las especies restantes median entre 6x4 a

12x5 mm, siendo ortodoxas (Chin et al., 1989).

En cuanto al peso, los mismos autores indicaron que las semillas recalcitrantes
podian alcanzar valores de entre los 233.5 alos 1 478.3 g en un lote de 100 semillas;
pero, las ortodoxas variaban entre 14.6 a 19.2 g (Chin et al, 1989). Por consiguiente, las
dimensiones y peso de las semillas de S. Chionogeton, W. pygmaea y W. nubigena
sugieren que podrian tener un comportamiento ortodoxo. Pues recaen en un rango de los

1.5 a 2.5 mm de longitud y pesos muy inferiores en un lote de 100 semillas.

Aun asi, por si solo el tamafio no determina el comportamiento de
almacenamiento de la semilla. Para probar corroborar tal caracteristica es esencial
evaluar el origen de la semilla (ambiente seco o himedo), taxonomia, el contenido de
humedad en las diferentes etapas de madurez y la tolerancia a la desecacion (Hong et
al., 1996; Tchokponhoué et al., 2019; Dalziell et al., 2019).En términos de taxonomia se
ha observado que las espcies de la familia Asteracea tienen alta probabilidad de tener un
comportamiendo ortodoxo. El tamafio y peso ya han dado indicios de ello. Aunque,

incluso puede haber variaciones entre géneros (Hong et al., 1996).

Otro de los rasgos relacionados con el tamafio, es el nUmero de semillas de
acuerdo al factor altitudinal. Se ha observado que en tres especies de la familia

Asteraceae, entre ellas Senecio subalpinus, el nimero de semillas fue independiente de
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la elevacién, pero, el tamafio de las semillas podia tener una correlacién positiva o
negativa con la altura. Dos de las especies, incluida la de Senecio, aumentaron el
tamafio de la semilla en un rango altitudinal de 1 000 y 1 300 m; la tercera especie en
cambio mostrd una disminuciéon en el tamafio de semillas en un rango altitudinal de 1 500

m (Olejniczak et al., 2018).

En general, se espera que las plantas en elevaciones altas se vean limitadas por
la disponibilidad de nutrientes y por la duracién de la temporada de crecimiento. Lo cual
ocasionaria que los recursos de la planta destinados a reproduccion, disminuyan. Esto se
resuelva con una variabilidad en el tamafio de las semillas como una estrategia de

cobertura en un juego de probabilidades de supervivencia (Geritz, 1995).

Ahora, como ya se mostro en el parrafo anterior, esta variacion en el tamafio y
masa no solo se produce de manera intra-especifica, sino de forma inter-especifica. Se lo
puede explicar considerando que otros factores pueden afectar al tamafio de las semillas,
ademas de la altura. Habria que analizar el sistema de forma mas compleja. Los otros
componentes que podrian intervenir son por ejemplo el pH del suelo, la cantidad de
materia organica, la concentracién de minerales, la presencia de predadores, etc. De alli
gue, la seleccidn de la estrategia es particular de cada especie y del sistema montafioso

en el que se encuentre (Olejniczak et al., 2018; Zhang et al., 2019).

Viabilidad de Semillas

En esta investigacién se encontraron altos porcentajes de semillas vacias que
variaron entre el 57 al 85 % dependiendo de la especie. Al respecto, se ha sefialado que
existen varios taxones que producen naturalmente proporciones altas de semillas no
viables. Se sabe que las familias Asteraceae, Cyperaceae, Poaceae y Apiaceae
producen muchas semillas vacias; alcanzando porcentajes de al menos 20 % o mas (Liu
et al., 2020). Para Asteraceae se hall6 que este valor podia llegar aproximadamente al 50

% (Dayrell et al., 2017).
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La produccién de semillas vacias se explica a través de eventos de apomixis o
partenocarpia en especies subtropicales. La apomixis consiste en la produccion de
semillas sin fertilizacion del 6vulo y no esta asociada con la partenocarpia, que es la
produccién de frutos sin semilla. De hecho, el 75 % de los registros de apomixis en todas
las angiospermas pertenecen a las familias Asteraceae, Poaceae y Rosaceae,
relacionados con especies herbaceas pioneras que tienden a tener mayor plasticidad
(Sanchez-Rendodn et al., 2011), perennes, de clima templado y de amplia distribucion

(Werpachowski et al., 2004).

Las semillas de origen apomictico replican el genoma exacto de la planta madre,
o cuando la polinizacion y la fertilizacion desencadenan el desarrollo del ovario, pero el
ovulo/embrién aborta sin producir semilla madura (estenospermocarpia). En plantas
monospérmicas, se ha visto que se producen frutos partenocarpicos como un mecanismo
adaptativo ante la depredacién de las semillas (Picarella & Mazzucato, 2019). Es decir
que, las plantas alteran sus patrones reproductivos y fenoldgicos para enfrentar a los
depredadores (West, 2012; Pickering, 2009). Eventos de este tipo fueron evidenciados
en las tres especies de estudio. S. chionogeton y W. nubigena presentaron larvas en las
inflorescencias maduras, y la ultima sufrié accién de la herbivoria en inflorescencias

inmaduras.

Las semillas vacias de origen partenocarpico suelen permanecer durante un
periodo muy largo en la planta, lo que entorpece la localizacion de las semillas llenas
para los depredadores antes de la dispersion; en cambio, las semillas vacias resultantes
de aborto, caen prematuramente (Perea et al., 2013). De cualquier modo, la familia
Asteraceae es muy flexible en cuanto a estrategias reproductivas, lo cual ha sido crucial
para su éxito en la colonizacién de variadas biogeografias (Hiscock, 2000). De alli, que
otro factor que puede influir en la presencia de semillas vacias es la autoincompatibilidad
total o parcial cuando se produce autopolinizacion; que en la lechuga es la forma de

reproduccion predominante (Kfistkova et al., 2008). Pero, a nivel de especies silvestres
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se pueden dar escenarios de depresion endogamica o competencia por el polen (Nielsen

et al., 2003).

Las poblaciones pequefas pueden experimentar una disminucion en la riqueza de
alelos debido a la deriva genética. Asi, por ejemplo, un nimero reducido de alelos S
(especificidad o esterilidad) puede dar como resultado una mayor probabilidad de que los
individuos compartan un alelo Sy, por lo tanto, reducir el nimero de apareamientos
compatibles (Nielsen et al., 2007). Es posible observar efectos demogréficos importantes
en dependencia de la cantidad de estos alelos. Esto puede modificarse de acuerdo al
nivel de aislamiento de la poblacion y esperarse que el nimero de individuos
autocompatibles aumente en relacion con los individuos incompatibles, si el cruzamiento
por polinizadores es limitado (Silva et al., 2016). En ambientes de alta montafia se ha
visto que la visita de polinizadores es muy variable debido a factores microcliméticos

(Torres et al., 2007).

Lo cual es muy importante para las especies de estudio puesto que los paramos
son considerados islas geograficas donde la distribucion de las especies de interés
estaba restringida a ciertas zonas de muestreo y caracteristicas del suelo. Por ejemplo,
S. chionogeton solo fue hallado entre los pajonales, en las pendientes de la montafia,
mientras que a W. pygmaea se la encontraba predominantemente alrededor de la
laguna, y en suelos muy pantanosos, por otra parte W. nubigena habitaba sitios bastante
abonados en tierras llanas. Es decir, nunca hubo una distribucion uniforme, ni una
cobertura total de las especies de estudio en las distintas zonas de muestreo, generando

pequefias poblaciones de cada especie.

Finalmente, un alto nimero de semillas vacias indica que seria dificil obtener una
cantidad adecuada para el uso efectivo de especies nativas en la restauracion a escala
de paisaje. Las areas a ser restauradas pueden alcanzar magnitudes de decenas de

miles de hectareas que requeririan entre 5 a 7 kg/ha/especie (Merrit & Dixon, 2011). No
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obstante, el cultivo in vitro puede ayudar a acelerar estos procesos de propagacion, a
través de la multiplicacion de explantes combinada con fertilizacion cruzada en
invernadero para obtener nuevos frutos y semillas con cierta variabilidad genética

(Delgado, 2021).

En términos de conservacion de germoplasma, las colecciones de semillas deben
ser de alta calidad y viabilidad, con el objetivo de que las semillas sean capaces de
germinar y establecer plantulas (Liu et al., 2020). La prueba de tetrazolio permite
determinar la calidad y viabilidad de la semilla de forma indirecta y sin influencia de la
dormancia, a través de la deteccion de la actividad respiratoria de los tejidos de la semilla
(Franca & Krzyzanowski, 2019). Si los tejidos estan muertos, no habra actividad
respiratoria, por lo tanto, las enzimas deshidrogenasas estan inactivas; lo que provoca
gue las semillas no se coloreen. Por el contrario, si la semilla es viable se produce

formazan dandole la coloracién rosa/rojiza (Gonzales et al., 2019).

El protocolo guia elaborado por el ISTA (2016) para Lactuca sativa fue apropiado
para las especies del género Werneria. Para Senecio se modifico el protocolo,
aumentando la concentracién de tetrazolio a 1.5 %, pero se mantuvo el tiempo y
temperatura de incubacion a 30 °C por 3 h. La literatura indica que se deben adecuar los
procedimientos para especies silvestres pues lo determinado para semillas de cultivares
no siempre es lo 6ptimo, aunque se puede usar como referencia (Mancipe-Murillo et al.,

2018; Gonzéles et al., 2019; Siqueira et al.,2020).

Se encontr6 que la viabilidad relativa con respecto al nimero de semillas con
embrién varié entre 48 al 81 %, en las especies concernientes a este trabajo. Para
cultivares, el valor admitido para bancos es del 85 %, sin embargo, debe considerarse
gue este parametro debe ser menor en especies silvestres (Liu et al., 2020). Si bien, se

ha usado esta prueba post-germinacion, hasta la fecha no hay registros sobre ensayos
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paralelos de viabilidad realizados con tetrazolio para ninguna de las tres especies de

estudio: tincién con tetrazolio vs. geminacion (Siqueira et al.,2020).

Para hierbas de la familia Asteraceae se aprecian porcentajes de viabilidad que
son inferiores al 50 % y otros que superan este porcentaje, llegando incluso cerca del 90
%. Para cuatro especies de hierbas ruderales pertenecientes a Asteraceae, se hallé
viabilidad entre 38.29 al 59.54 % de las semillas (Jiménez et al, 2020). Para la hierba de
pajonal andino Oritrophium peruvianum, la viabilidad variaba entre el 76 a 89 % acorde a
la época de recoleccion (lluviosa o seca) (Uliana et al., 2013). En especies con otro tipo
de héabito se observé también variacion en la viabilidad. En el género Espeletia,

dependiendo de la especie, la viabilidad fue del 29 al 100 % (Mancipe-Murillo, 2020).

Estas variaciones en la calidad de las semillas dependen de varios factores. La
etapa de desarrollo éptimo para la recoleccion de la semilla es sustancial, si las semillas
se cosechan demasiado pronto, las semillas inmaduras pueden perder rapidamente
viabilidad si aun no han adquirido tolerancia a la desecacion, tienen menor longevidad
(Liu et al., 2020). Otros determinantes de la viabilidad de las semillas son la temperatura
de almacenamiento, el tiempo de almacenamiento, la humedad y la cantidad de oxigeno

(Jiménez et al., 2020).

La baja viabilidad de S. chionogeton parece estar relacionada con el nivel de
madurez en el que se recolecté la semilla, pues exhibié una gran cantidad de semillas
vacias, y del bajo nUmero que presentaron embriones, muy pocas fueron viables. Esto se
explica porque en la formacion de la semilla se producen dos pasos: el desarrollo del
embrién y la maduracion. En el paso de maduracion se acumulan compuestos de
almacenamiento (proteinas, grasa y carbohidratos) y proteccion que le permiten a la
semilla activar el mecanismo de tolerancia a la desecacién (proteinas embriogénicas,

proteinas de choque térmico, oligosacéridos y antioxidantes) (Smolikova et al., 2021).
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En el género Werneria la viabilidad fue del 50 al 80 % aproximadamente. W.
pygmaea expreso la viabilidad més baja en contraste con W. nubigena. Las razones de
esta diferencia son que W. pygmaea es abundante en los sitios de muestreo, no
obstante, el tamafio de la semilla de esta especie es menor que su contraparte, y
ademas la morfologia de la testa es distinta. Las semillas de W. nubigena posee
vellosidades que permiten la mayor conservacion de la humedad, lo que permitié impidié

una rapida desecacion (Garibotti et al., 2015; Wang et al., 2021).

El dafio de las semillas durante el manejo o almacenamiento puede ser otra
causa de la pérdida de viabilidad. La combinacion de una mayor humedad y temperatura
ambiente (mayor a la 6ptima de almacenamiento), pueden promover alteraciones en el
metabolismo de las semillas y causar cambios estructurales en las proteinas. A nivel
molecular, la acumulacion de ROS efectia modificaciones e interacciones con lipidos, el

ADN vy las proteinas (Smolikova et al., 2021).

Ensayos de Desinfeccidon

Los medios sélidos en placas Petri se usan cominmente en varias aplicaciones
con semillas, como la evaluacién de germinacién, identificacion de mutantes, observacion
de fenotipos de brotes y raices, etc. Por lo tanto, es fundamental un régimen eficaz de
desinfeccion superficial de semillas para retirar contaminacion de distinto tipo que pueda
interferir en la germinacion y crecimiento de las plantulas (Lindsey et al., 2017). Lavados
con jabon, alcohol y cloro comercial son muy utilizados en protocolos de desinfeccion a
nivel in vitro. Este Ultimo es el desinfectante mas empleado por sus caracteristicas como
fungicida, bactericida, esporicida, de facil manejo, bajo costo y accion escarificante en

ciertas especies (Khasa, 1992; Pérez-Martinez & Castafieda-Garzoén, 2017).

Las plantas estan asociadas a distintos organismos con los que pueden tener
interacciones comensales o0 enemigos naturales especializados como los hongos

patdégenos. Mientras que, los hongos endofitos pueden convivir en su huésped sin causar
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enfermedad facilmente visible. Este tipo de hongos pueden afectar el desempefio de la
planta, especialmente bajo estrés al promover el desarrollo de las plantulas o disminuir el
desempenio de las especies competidoras (Geisen et al., 2017). En el primer ensayo de
desinfeccion, esto viene a ser de interés puesto que se produjo un mayor surgimiento de
contaminacioén en los cultivos con tratamientos de desinfeccion en comparacién con los
controles. Ninguna de las concentraciones de cloro (2-5 %) tuvo un efecto significativo
para la eliminacion de la contaminacion cuando la cantidad de muestra abarc6 150

semillas sin vilano, por tratamiento.

En un segundo ensayo, al disminuir la cantidad de muestra a menos de la mitad
de semillas sin vilano, se observo la accion desinfectante de las concentraciones de cloro
mas altas 3.5 y 5%, en tiempos mas prolongados, 10 y 15 minutos. En otro estudio
realizado con especies de tipo arbustivo, se usaron concentraciones mas altas de cloro
(6 a7 %), pero en tiempos medios de 5y 10 min en semillas con vilano. Es importante
decir, que los sustratos fueron diferentes, el usado en este trabajo fue agar al 0.75 %,
mientras que en otro se uso ¥2 MS, que es mas propenso a contaminacion por la
disponibilidad de nutrientes (Pérez-Martinez & Castafieda-Garzén, 2017). En
contraposicion en una investigacion con semillas de herbaceas la concentracion de cloro

usada fue de tan solo el 2 %, en un sustrato de papel filtro (Masini et al., 2016).

La reduccién de la cantidad de muestra tuvo gran impacto, porque la destruccion
de las esporas obedece a las distintas variables como el tipo y condicion de la semilla
(origen, clima, pH del suelo), cantidad de contaminacién superficial, concentracién del
desinfectante y tiempo de exposicion. De esta forma burbujas de aire, grietas, pelos
superficiales y desechos influyen en el nivel de contacto del contaminante
(principalmente esporas) con el desinfectante, provocando que ciertos tratamientos sean

menos efectivos que otros (Sauer & Burroughs, 1986; Cardenas et al., 2019).
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Ensayos de Germinacion

En condiciones extremas de temperatura y luz, la especie W. pygmaea, no mostrd
respuesta germinativa. En tanto que, a temperatura media de 20/10 °C y 12 h luz/12 h
oscuridad, la latencia se rompi6 en el dia 5 alcanzando una capacidad germinativa de
26.7 %, a pesar de que la viabilidad determinada con el ensayo de TTZ fue
aproximadamente 50 %. Otras investigaciones sostienen que esto puede deberse a la
latencia fisiologica que caracteriza a la familia Asteraceae (Wu et al., 2013). Asi, en
Helichrysum aureonitells, una hierba de esta familia, mostré una viabilidad del 82 %;
mientras que, el porcentaje de germinacion fue solo del 34 %. Este parametro fue
significativamente mejorado con la aplicacién de &cido giberélico (GAs) (Afolayan &

Meyer, 1997).

El &cido giberélico es una fitohormona muy eficiente para el rompimiento la
latencia fisioldgica en especies con fotoblastia positiva y fotodormancia, de tal manera
que puede estimular la germinacion en condiciones de oscuridad completa
(Monemizadeh et al, 2021). A nivel fisiologico, la modulacion de las sefiales ambientales
afecta el control hormonal de la latencia de las semillas, equilibrio dinamico entre el acido
giberélico (GA) y el acido abscisico (ABA), por ello las semillas pueden ser sensibles ante

estimulos hormonales externos (Klupczyhnska & Pawtowski, 2021).

En cuanto a W. nubigena, la ruptura de la latencia se produjo a los 3 dias en
todas las condiciones de luz y a temperatura media (20/10°C); pero, a temperatura baja
(5°C) la brotaciéon comenzo en el dia 5. No hubo respuesta germinativa a 30 °C, a
temperatura baja la germinacion fuel 20 %, y la maxima cantidad de semillas germinadas
se obtuvo a temperatura media. Puede germinar en oscuridad y luz, con G entre 30 a 57
%. Las velocidades mas bajas de germinacion se dieron a temperatura bajay en

oscuridad. La viabilidad encontrada en esta especie con el ensayo de tetrazolio fue de
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aproximadamente el 81 %, que es mucho mayor a lo producido en la germinacion, lo que

se traduce latencia fisiol6gica al igual que la otra especie de este género.

Ahora bien, otros autores sugieren que la inhibicion térmica a 30 °C se produjo por
el aumento en los niveles de ABA, impidiendo la protrusién de la radicula (Guo et al., 2020).
Con respecto a las respuestas ante el fotoperiodo, se conoce que la luz es un determinante
ambiental critico para la germinacién en algunas plantas con semillas pequefas, como
Lactuca sativa (lechuga), Lycopersicon esculentum (tomate) y Arabidopsis thaliana. Hay
evidencia de que la biosintesis de GA esta regulada por el fitocromo en la germinacién de
semillas de L. sativay A. thaliana, regulado y dependiente de la luz (Yamauchi et al., 2004).
Consecuentemente, la germinacion de W. nubigena bajo diferentes condiciones de luz,
significa que la semilla estuvo en un punto de madurez en el que ya habia suficiente

produccion AG que permita la protrusion, a pesar de la ausencia de luz.

Adicionalmente, y aunque esta especie fue capaz de germinar en oscuridad, se
observan efectos negativos en las plantulas, exhibiendo menor pigmentacion en las hojas.
Este fenédmeno puede relacionarse con la senescencia inminente de la plantula si no llega
a recibir luz, por disminucién de la funcién fotosintética y la pérdida de estructuras de

cloroplastos (Mishev et al., 2008).

En S. chionogeton la ruptura de la latencia ocurri6 entre los 3 y 15 dias segun las
condiciones de luz y temperatura. La germinacion fue temprana en presencia de luz total
y se demord mas en temperaturas extremas. La capacidad germinativa fue inferior del 3.3
y 20 % en las temperaturas de 5y 30 °C, pero en condiciones de 12 h de luz a temperatura
intercala 20/10 °C se obtuvo 71.70 % de germinacion. La velocidad mas baja de
germinacion se produjo a 30°C, seguida de 5 °C. En presencia de luz total y 12 h/12 h luz
la capacidad germinativa super6 el 50 %, con similares velocidades de germinacién en
comparacion con la velocidad en condiciones de oscuridad. En oscuridad la capacidad

germinativa alcanzoé el 15 %.
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Estudios realizados en Senecio vulgaris registran que la dormancia de las semillas
varia de acuerdo a las fechas de recoleccion, se reporté rompimiento de la latencia a los 3
y 5 dias cuando la recoleccién fue en otofio y verano, respectivamente (Ndihokubwayo et
al., 2016). Bajo condiciones de oscuridad total esta especie exhibi6 una capacidad
germinativa (G) inferior al 5 % y la maxima se produjo en luz total a 20 °C. La temperatura
Optima de crecimiento es de 22 °C, pero puede crecer normalmente en temperaturas mas
bajas, hasta los 8 °C; dependiendo del ecotipo pueden germinar mejor a temperaturas
continuas de 10 0 20 °C. En cambio, a 5 °C puede alcanzarse el 17 % de germinacién en
6 semanas y si después de ello se eleva la temperatura a 25 °C facilmente se incrementa
G al 70 % (Robinson et al., 2003). La germinacién acumulada (83 % o0 >90 %) fue 6ptima
bajo temperaturas alternadas 20/10 °C o 15 °C, 12 h luz / 12 h oscuridad. Hasta aqui, se
comprueba el comportamiento germinativo de este género descrito en este trabajo, aunque
con una capacidad germinativa reducida (Robinson et al., 2003; Masini et al., 2016;
Ndihokubwayo et al., 2016). La germinacién alta y rdpida en luz es caracteristico en

especies que favorecen los parches abiertos y la perturbacion (Suter & Liischer, 2012).

En condiciones de altas temperaturas el comportamiento es diferente, ya que el
mismo estudio sefiala que a temperaturas alternas de 29 /22 °C las plantas florecen y no
fructifican. Mas, en ensayos de germinacion S. vulgaris pudo resistir hasta 31y 42 °C, con
un detrimento en su capacidad de germinar, llegando al 58 y 47 % (Robinson et al., 2003).
Para este estudio el incremento de la temperatura a 30 °C tuvo un impacto negativo en la
germinacion, lo que pudo haber implicado la pérdida de viabilidad de las semillas o
dormicién secundaria, ya que esta asociada a altas temperaturas, poca lluvia y mucha luz
solar. Por ultimo, también es importante notar que las poblaciones invasoras revelan altas

tasas de germinacion que las poblaciones nativas (Ndihokubwayo et al., 2016).

La variacion de latencia en las especies seleccionadas tiene mucho que ver con las
condiciones de germinacion a las que fueron expuestas las semillas, pues los cambios

ambientales o estacionales inducen la existencia o ausencia de latencia y las transiciones
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evolutivas entre estos estados. Por esta causa, es necesario entender la sensibilidad de
una especie a las variaciones climaticas. Acorde a modelos estudiados se sabe que las
crecientes temperaturas no limitaran la germinacién directamente, pero disminuira el
namero de eventos de germinacién porque se reducen las ventanas de tiempo de agua
disponible en el suelo (Shaban, 2013). Por consiguiente, se encontr6 una clara correlacion
entre la latencia de las semillas con el ambiente de maduracién, es decir que, las
temperaturas mas altas en el verano y las precipitaciones invernales desencadenan una
pérdida de latencia escasa y rapida, correspondientemente. También, es probable que se
produzcan semillas no viables hasta el final de las temporadas desfavorables (Shaban,

2013).

En el marco del cambio climatico, las alteraciones de la temperatura pueden
resultar beneficioso para algunas especies con gran plasticidad, permitiéndoles encontrar
nuevos hichos ecolégicos. No obstante, se ha demostrado que la latencia tiene un
componente genético ligado a las temperaturas actuales y pasadas experimentadas por la
planta madre, que controla la germinaciéon de las semillas de la progenie a través de la

activacion de ciertos genes (Klupczynska & Pawtowski, 2021).
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Capitulo VI: Conclusiones

El estudio de especies vegetales de ecosistemas amenazados como el paramo es
esencial no solo para el disefio de estrategias de conservacién ex situ, sino para la
determinacion y manejo de potenciales especies invasoras o pioneras en el contexto de

cambio climéatico.

Las interacciones bioticas y abibticas pueden influir en las estrategias reproductivas
(asignacion de recursos), el tiempo de latencia, capacidad y velocidad de germinacién de

una determinada especie.

El largo de las semillas varié en un rango de los 1.5 a 2.3 cm y el ancho entre 0.7
a 1.0 cm, mientras que su peso estuvo en un rango entre los 96 y 260 mg dependiendo la

especie.

Concentraciones de 2.0 a 5.0 % de hipoclorito de sodio son efectivas a tiempos de

10 y 15 minutos para la desinfeccion dependiendo de la especie.

Senecio chionogeton exhibié el mayor porcentaje de germinacion (71.7 %) y la

especie con mayor porcentaje de viabilidad (80.9 %) fue Werneria nubigena.

Las especies W. pygmaea, W. nubigena y S. chionogeton tienen fotoblastia positiva

y germinan de forma 6ptima a temperaturas alternas de 20 /10 °C.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Es importante siempre recoger datos de ecologia que pueden estar asociados con

la respuesta germinativa.

El estudio de la geminacién desde un enfoque filogenético podria ser de gran
valor para predecir de forma rapida los patrones de germinacién acorde a los distintos

taxones.

Es necesario implementar metodologias que permitan evaluar rapida y
masivamente la presencia de embriones en semillas pequefias como las de la familia

Asteraceae.

Los ensayos de desinfeccién pueden optimizarse enfocandose en las épocas de

recoleccién (verano-invierno) y tipo de semilla.

Para la conservacion ex situ es necesario el manejo de una gran cantidad de
semillas que produzcan plantulas, por lo tanto, es importante optimizar ensayos de
desinfeccion para cultivo in vitro con cantidades de semillas superiores a 15 por caja

Petri.

Se sugiere estudiar la influencia del contenido de humedad y humedad relativa en la

capacidad germinativa y almacenamiento de semillas.

Otra posible interaccién a ser analizada es la del microbioma de las semillas y su

influencia en la capacidad germinativa.
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