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Resumen
El paramo es considerado Unico gracias a su gran diversidad y endemismo. En los
paramos ecuatorianos se encuentra el 15% de toda la flora endémica del pais. Sin
embargo, se encuentra potencialmente amenazado. El presente trabajo de
investigacion tuvo como objetivos realizar andlisis morfolégicos, de viabilidad y de
germinacion de Valeriana microphylla Kunth, Valeriana adscendens Turcz. y
Valeriana laurifolia Kunth. Se inicio con la colecta del material vegetal en el Parque
Nacional Cayambe — Coca. La morfologia del fruto-semilla se describié en cuanto a
tamafio, peso, estructura, forma y color. Se analizaron dos tiempos de tincién en la
prueba de tetrazolio, concentracién y tiempos de inmersion de NaClO 6ptimos para
desinfeccion. En la germinacién se probaron tres concentraciones de 4cido
giberélico (AGs), fotoperiodo y termoperiodo. Las semillas de las tres especies son
aguenios coronados por un vilano (6-13 filamentos), su tamafio es de 1.1 a 1.8+0.1
mm en largo y de 0.8 a 0.9£0.1 mm en ancho y su peso es de 2311 a 27+4 mg (100
semillas). En las tres especies de estudio, el tiempo de 6 horas de inmersién en
tetrazolio presentd el mayor nimero de embriones viables y la presencia de luz fue
un factor indispensable para su germinacion. El mejor tratamiento de desinfeccion se
encuentra en un rango de concentracion de NaClO de 1-2% y tiempo de inmersion
de 5-10 minutos. Y un rango de concentracion de AGsentre 2-3 mg/L estimulé la
germinacion. La informacion resultante es importante como base para el

establecimiento de programas de conservacion.

Palabras clave:

e MORFOLOGIA
e VIABILIDAD
e DESINFECCION

e GERMINACION
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Abstract
The paramo is considered unique thanks to its great diversity and endemism. In the
Ecuadorian paramos, 15% of all the country’s endemic flora is found. However, it is
potentially threatened. The present research work had as objectives to carry out
morphological, viability and germination analyzes of Valeriana microphylla Kunth,
Valeriana adscendens Turcz. and Valeriana laurifolia Kunth. It began with the
collection of plant material in the Cayambe - Coca National Park. The morphology of
the fruit-seed was described in terms of size, weight, structure, shape and color.
Staining two times in the tetrazolium test, optimal NaClO concentration and
immersion times for disinfection were analyzed. In germination, three concentrations
of gibberellic acid (GAs), photoperiod and thermoperiod were tested. The seeds of
the three species are achenes crowned by a vilane (6-13 filaments), their size is 1.1
to 1.8+0.1 mm in length and 0.8 to 0.9+0.1 mm in width and their weight is 231 to
27+4 mg (100 seeds). In the three study species, the 6-hour immersion time in
tetrazolium presented the highest number of viable embryos and the presence of
light was an essential factor for their germination. The best disinfection treatment is
found in a NaClO concentration range of 1-2% and an immersion time of 5-10
minutes. And a concentration range of GA; between 2-3 mg/L stimulated
germination. The resulting information is important as a basis for establishing

conservation programs.

Key words:

e MORPHOLOGY
e VIABILITY
e DISINFECTION

e GERMINATION
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Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del problema

Durante el periodo entre 1996 y 2004 la biodiversidad mundial ha disminuido
a gran velocidad. Un total de 8.321 especies vegetales se han incorporado a la Lista
Roja de Especies Amenazadas de la Union Internacional para la Conservacién de la
Naturaleza (UICN), y ha habido un aumento de mas del 60% en el nimero de

plantas consideradas en peligro critico (Bacchetta et al., 2008).

El paramo es uno de los ecosistemas mas ricos del mundo, gracias a su gran
diversidad y endemismo. Presenta especies adaptadas que no se encuentran en
otro lugar, razon por la que es un ambiente sumamente fragil y tnico (MECN - INM,
2015). Sin embargo, en las Ultimas décadas, se ha destruido y alterado la flora 'y la
vegetacién nativa, llegando a causar la extincién de especies vegetales. La actividad
humana sin una adecuada planeacion, como la ganaderia extensiva, la agricultura,
las quemas asociadas a actividades productivas, la mineria y la forestacioén son las

causas principales de su deterioro (Vargas & Pérez, 2014).

En respuesta a la amenaza global de pérdida de diversidad biolégica. En los
ultimos 50 afos se ha generado conocimiento importante sobre su conservacion y
su objetivo de llegar a un desarrollo sostenible. Asi ha surgido una disciplina
conocida como biologia de la conservacion (Heywood & Iriondo, 2003). Con ello se
han desarrollado técnicas ex situ de conservacion como herramientas esenciales
para proteger y custodiar especies en peligro, una de ellas es la implementacion de
bancos de germoplasma para conservar semillas de especies silvestres (Bacchetta

et al., 2008).

En el Ecuador los paramos alcanzan una extension de 12.500 km?, de los
cuales 8.000 km? sobre los 3.000 m de altura, se encuentran transformados en
areas agricolas o degradados principalmente a causa de la actividad humana

(Hofstede et al., 2002). Las principales amenazas a los paramos ecuatorianos son:
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el cambio climético, la erosion del suelo, la mineria, la quema y el pastoreo. Por esta
razén, es esencial iniciar con planes de conservacion y restauracion dentro de estos

ecosistemas (Chuncho Morocho & Chuncho, 2019).

La vegetacion de los pdramos ecuatorianos se caracteriza por la ausencia de
arboles y presencia de vegetacion herbacea, dominada principalmente por pastos,
cojines, rosetas y pequeiios arbustos (Chuncho Morocho & Chuncho, 2019). La
familia Valerianaceae (actualmente subfamilia Valerianoideae perteneciente a la
familia Caprifoliaceae) (APG IlIl, 2009) se encuentra entre la vegetacidén de estos
ecosistemas y presenta gran importancia medicinal y ornamental. Esto se observa
principalmente en el género Valeriana, el mas diversificado en el Ecuador,
representado por 35 especies de las cuales 8 son endémicas (Kutschker, 2011). La
mayoria son hierbas o pequefios arbustos que crecen en los paramos y unas pocas

también en el bosque andino alto (Ledn-Yanez & Montufar, 2017).

El presente estudio busca establecer las bases en el desarrollo de un banco
de semillas de paramo (HANS-BANK) dentro del proyecto BIO-GEEC: Consorcio
aleman — ecuatoriano sobre biodiversidad: “Establecimiento de un flujo de trabajo y
plataforma para el uso de cédigos de barras genéticos en sistemas biolégicos de
relevancia publica y econémica”, al proveer informacion relevante acerca de la
morfologia, viabilidad y germinacion de tres especies de la familia Valerianaceae, de

importancia ecolégica y medicinal.

Justificacion del problema

Los paramos presentan diversas funciones de gran importancia, entre ellas
almacenar carbono, lo cual ayuda de manera pasiva pero importante a disminuir el
efecto invernadero. Son uno de los almacenamientos de agua mas importantes,
debido a la acumulacién de materia organica en sus suelos y la morfologia de las
especies presentes, las cuales actian como reservorios que absorben y retienen

agua. Los paramos proporcionan un enorme servicio ambiental al ser los grandes
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abastecedores de agua para consumo en las comunidades localizadas a sus
alrededores y en ciudades como Quito y Cuenca (MECN - INM, 2015). Cuando los
suelos del paramo llegan a ser afectados, dafian el servicio hidrolégico y liberan
dioxido de carbono a la atmésfera, lo cual causa un aumento en la concentracion de

gases de efecto invernadero (Hofstede et al., 2003).

Entre las actividades mas importantes y comunes que causan dafos en el
ecosistema paramo se encuentran, la agricultura, la ganaderia y la quema de
pajonales. Cerca del 40% de los paramos ecuatorianos han sido transformados en
cultivos, pastos sembrados o tierras erosionadas. La mayor amenaza para la
biodiversidad es la quema de grandes cantidades de paramo para abastecer al
ganado con alimento fresco (Hofstede et al., 2003). Directamente el ganado
introducido causa compactacion del suelo provocando bajo contenido de materia
organica y baja capacidad de retencion de agua y por tanto humedad, perdiendo
capacidad de infiltracion (Cachiguango, 2019). La recoleccion de lefia, hierbas
medicinales y mineria de la tierra, son actividades de menor frecuencia, pero de
igual impacto en los paramos (Hofstede et al., 2003). Como consecuencia de toda
esta actividad humana, las especies caracteristicas de este ecosistema se han visto
gravemente afectadas ya que presentan una limitada capacidad de regeneracion

natural (Cardenas, 2013).

A pesar de que la mejor opcion para proteger especies es conservar el
habitat en el que viven (in situ), es de suma importancia disponer de herramientas
complementarias de conservacion ex situ, con el fin de asegurar a largo plazo y en
situaciones de elevada amenaza o peligro de extincion, la conservacion de las
especies vegetales. Para ello, los programas de conservacion almacenan a largo
plazo germoplasma vegetal, siendo las semillas el material mas factible para la
recoleccion, transporte, almacenamiento, reproduccion y cultivo, debido a que

constituyen un estadio del ciclo vital compacto, pequefio, resistente y longevo (Ortiz,
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2015). Para que estos programas de conservacion tengan éxito, es necesario
seleccionar, tanto especies vegetales que sean de importancia para la dinamica del

ecosistema como aquellas que se encuentran amenazadas (Vargas & Pérez, 2014).

La familia Valerianaceae (actualmente subfamilia Valerianoideae) ha sido
utilizada activamente en la medicina, ya que presenta compuestos y metabolitos
secundarios importantes como los sesquiterpenos, flavonoides, ésteres y diversos
alcaloides. Algunas especies poseen acido valerianico y esencia de valeriana, los
cuales forman parte de muchos medicamentos debido a sus propiedades tonicas y
antiespasmadicas (Novara, 2012). Las propiedades curativas que se confieren a
esta familia, principalmente efectos sedantes, se deben a un grupo especifico y
desconocido de sustancias iridoides llamadas valeriana-epoxi-triésteres
(valepotriatos) (Kadereit & Bittrinch, 2016). Se han detectado usos potenciales de los
valepotriatos en la medicina moderna que incluyen el tratamiento de enfermedades

autoinmunitarias y el cancer al inhibir la sintesis de ADN (Backlund & Moritz, 1998).

Valeriana microphylla Kunth es una especie utilizada como farmaco
antiespasmolitico, reductor del estrés y sedante (Bach et al., 1993).
Tradicionalmente es utilizada para tratar problemas del sistema nervioso y digestivo,
dolencias reumaticas y curar el sarpullido (Romoleroux et al., 2019a). Valeriana
adscendens Turcz. es una planta psicoactiva, puede inducir una reduccion
significativa de la actividad locomotora, la coordinacién motora y el comportamiento
estereotipado ademas de aumentar el suefio inducido por pentobarbital (Nencini et
al., 2006). Valeriana laurifolia Kunth (Sin. Valeriana pavonii Opep.& Ende) es una
planta que se ha estudiado como una alternativa terapéutica natural para atenuar los
trastornos epilépticos, por lo tanto tiene efectos anticonvulsivos (Giraldo et al., 2010),

y presenta también efectos de tipo sedativo y antidepresivo (Celis et al., 2007).
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Objetivos
Objetivo general

Describir la morfologia del fruto-semilla y determinar el porcentaje de
germinacion bajo condiciones controladas de las semillas de tres especies del

género Valeriana.

Objetivos especificos
Evaluar parametros morfoldégicos como tamafo (largo y ancho), peso,
estructura, forma y color del fruto-semilla de Valeriana microphylla Kunth, Valeriana

adscendens Turcz. y Valeriana laurifolia Kunth.

Ajustar el tiempo de tincién de la solucion de tetrazolio para evaluar la

viabilidad de las semillas del género Valeriana mediante esta prueba.

Determinar la influencia del hipoclorito de sodio en dos concentraciones y
dos tiempos de remojo en la desinfeccién de semillas del género Valeriana mediante

el porcentaje de contaminacion.

Analizar el efecto sobre la tasa de germinacion de las semillas bajo

condiciones de fotoperiodo y termoperiodo.

Evaluar el efecto del acido giberélico en la tasa de germinacion de las

semillas.
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Capitulo Il: Marco Tedérico

Paramos, caracteristicas generales

El paramo es un ecosistema neotropical, el cual se encuentra ubicado entre
el limite del bosque cerrado y las nieves perpetuas, y recorre a lo largo de las
cordilleras (Mena et al., 2011). Los paramos sudamericanos se encuentran
distribuidos en Venezuela, Colombia, Ecuador y Peru, contribuyendo de forma
importante a la biodiversidad de estos paises. En el Ecuador, los paramos cubren
aproximadamente un 6% del territorio nacional, siendo asi el pais con la mayor
cantidad de paramos en relacion a su extension total. Debido a condiciones
geoldgicas, climaticas y antropicas, los paramos ecuatorianos se pueden encontrar a
altitudes que van desde los 2.800 m al sur del pais, hasta por sobre los 4.000 m

donde se encuentran bosques cerrados (Mena & Hofstede, 2006).

Durante todo el afio, el clima es estable, generalmente frio y himedo, sin
embargo, presenta cambios extremos durante el dia, especialmente con una
diferencia marcada entre la mafiana y la noche. A una altura de 3.900 m la
temperatura puede variar desde 30°C hasta 0°C (Mena et al., 2011). Las condiciones
climaticas extremas, la gran altitud, asi como la incidencia de neblina e irradiacion
solar, han generado una gran biodiversidad paramera especialmente en plantas
(Mena & Hofstede, 2006). En los paramos de Ecuador existen 1.500 especies de
plantas vasculares de las cuales 628 son endémicas, es decir el 15% de toda la flora

endémica del pais (Mena et al., 2011).

Importancia de los paramos

La importancia del paramo se puede evidenciar en las diversas funciones
gue cumple en el medio (Camacho, 2013). En primer lugar, este ecosistema tiene un
importante valor cientifico y ecoldgico, gracias a la presencia de seres vivos
excepcionales y singulares, que se han adecuado a las condiciones fisico-quimicas

y climaticas del paramo a través de adaptaciones morfolégicas. Esta preparacion
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evolutiva ha resultado en que una gran cantidad de sus especies no se puedan
encontrar en ningun otro ecosistema en el mundo (Chuncho Morocho & Chuncho,
2019), debido a ello, los paramos actian como grandes bancos genéticos de plantas
andinas (MECN - INM, 2015). Adicionalmente, la mayoria de especies faunisticas,
en particular mamiferos y aves, aprovechan el pAramo como un corredor biolégico

para desempefiar sus actividades en otras zonas de vida (Hofstede et al., 2003).

Los paramos presentan una gran cantidad de servicios ambientales, entre
ellos destacan la regulacién de las cuencas hidrolégicas y el suministro de agua
potable (Cardenas, 2013). El paramo tiene la capacidad de almacenar y regular el
agua que recibe tanto de las precipitaciones como del descongelamiento de la nieve
y el hielo (Chuncho Morocho & Chuncho, 2019). Esta propiedad es resultado de dos
puntos importantes, primero la estructura de la vegetacion que permite la captacion
de agua y su conduccién al suelo y segundo el caracter humifero del suelo gracias a
la acumulacién de materia organica, causado por las bajas temperaturas y ceniza
volcénica, convirtiéndose en esponjas naturales con la capacidad de acumular hasta
dos veces su peso seco en agua (Hofstede et al., 2003). Los paramos son los
sumideros mas importantes de carbono, su gran capacidad para almacenarlo, ayuda
a regular el clima, a retener el agua y a controlar el calentamiento global (Chuncho

Morocho & Chuncho, 2019).

Afecciones de los paramos

A lo largo de los afios, los paramos ecuatorianos se han enfrentado a varias
amenazas que provocan la erosion de sus suelos, causando modificaciones en sus
funciones y capacidades. Entre ellas, esta el cambio de uso del suelo para generar
sistemas agricolas, lo que causa, disminucién de la capacidad de retencién del
agua, disminucién de la cantidad total del agua disponible y pérdida de la capacidad
de regulacion del agua en las cuencas de los paramos. Adicionalmente, enfrentan un

aumento de escorrentia y erosion, disminucién de conductividad hidraulica y
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formacion de agregados de suelo hidrofébicos, debido a la quema y pastoreo

intensivo (Chuncho Morocho & Chuncho, 2019).

Una amenaza inminente en el Ecuador es la mineria, debido a que se
encuentra en proceso de consolidarse como pais minero. Cerca de un 28% de los
paramos podrian estar afectados si se consideran los proyectos mineros en proceso
de tramite (Kuhn, 2011). Finalmente, el cambio climético con el aumento de la
temperatura media anual y el cambio en la intensidad y frecuencia de las
precipitaciones, es otra amenaza para la capacidad de los paramos de retener y
almacenar carbono, asi como la capacidad de los glaciares para mantener el
suministro de agua, especialmente en los paramos mas secos (Chuncho Morocho &

Chuncho, 2019).

Conservacion ex situ de plantas silvestres

La conservacion de la biodiversidad vegetal, nace con la practica de
recoleccién, almacenamiento y uso de semillas. Al observarse el problema creciente
de pérdida de biodiversidad de plantas silvestres, se establecié la necesidad de
crear bancos de germoplasma para su conservacion. De esa manera, la
conservacion ex situ nos permite proteger y custodiar una gran cantidad de especies
endémicas, en peligro de extincion y de importancia biolégica, morfolégica o

medicinal, evitando su desaparicién (Bacchetta et al., 2008).

Germoplasma

Puede definirse como cualquier material capaz de transmitir los caracteres
hereditarios de una generacion a otra. Representa el fundamento de la transmision
genética, en donde se encuentra la suma de los genes que rigen la herencia. En
cuanto al germoplasma vegetal, se pueden mencionar distintas estructuras como
esporas, tejidos o partes de plantas, incluyendo células y especialmente semillas ya
gue es la principal estructura evolucionada de las plantas superiores para su

perpetuacion (Bacchetta et al., 2008).
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Bancos de germoplasma de plantas

Los bancos de germoplasma son centros encargados de la conservacion de
la biodiversidad genética de especies de uso alimenticio e industrial y actualmente
de plantas silvestres que se encuentran amenazadas. Dentro de estos centros, se
busca conocer y caracterizar el germoplasma en diversos aspectos, para garantizar

su conservacion y uso futuro en proyectos de recuperacion (Bacchetta et al., 2008).

El material colectado que ingresa al banco de germoplasma para su
conservacion recibe el nombre de accesién, siendo un lote de germoplasma
obtenido en una Unica recoleccion, de una unidad taxonémica especifica y una
poblacion bioldgica definida. Para el ingreso de nuevos lotes de material vegetal a
un banco de germoplasma se necesitan realizar pruebas iniciales de valoracién
como viabilidad, cantidad y peso inicial, humedad interna, germinacion, entre otras.
De esa manera, se recopilan datos necesarios para determinar el destino del lote,
los pardmetros para realizar las pruebas y monitorizar la productividad de la

poblacién (Bacchetta et al., 2008).

Las semillas y sus partes

Las semillas de plantas vasculares resultantes de la reproduccion sexual, son
Ovulos maduros que contienen un embrién y almacenan los nutrientes dentro de una
cubierta protectora, siendo consideradas como la unidad de dispersion total. Las
semillas mantienen la variacion de la progenie como resultado de la mezcla entre
individuos, permitiendo aumentar la adaptabilidad ecol6gica. Son mas resistentes al
dafo y estrés ambiental, asi pueden ser almacenadas por periodos largos de tiempo
en condiciones frias y cdlidas, lo cual permite la conservacién ex situ de plantas

(Vargas & Pérez, 2014).

Las semillas pueden tener una gran variedad de formas, tamafios, pesos y
colores en funcion de la diversidad de medios en los que se dispersan, sobreviven y

germinan. Constan principalmente de un embrién constituido por un eje embrionario
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(radicula, hipocdétilo y plumula) y uno, dos o varios cotiledones, el endospermo o
albumen especializado en almacenar sustancias de reserva nutritiva, y las cubiertas

seminales (testa y tegmen) las cuales recubren y protegen (Pérez, 2003).

Germinacion

La germinacién es un proceso que inicia con la entrada de agua a la semilla,
lo que ayuda a la recuperacion de la integridad de las membranas y la activacion del
metabolismo que se encontraba detenido debido al bajo contenido hidrico que
presentan los tejidos al formarse y madurar (Pérez, 2003). A continuacion, se
produce la elongacion del eje embrionario especialmente la radicula que atraviesa la
cubierta seminal la cual dara lugar a una plantula (Osuna et al., 2017). Para que la
semilla logre germinar necesita las condiciones adecuadas de temperatura,
humedad, oxigeno e iluminacién. Mientras las condiciones no sean adecuadas, la
semilla podrd mantenerse latente por un periodo de tiempo, sin embargo, llegado un
momento perdera su capacidad germinativa (Pérez, 2003). La germinacion es un
proceso irreversible, por lo tanto, una vez ha iniciado, la semilla germina o muere

(Bacchetta et al., 2008).

Los ensayos de germinacion, en el contexto de los bancos de germoplasma,
son necesarios para una correcta gestion de las accesiones. Primero, permiten
establecer un protocolo eficaz de conservacion para cada taxén, que facilitara el
cultivo de la planta dentro y fuera del laboratorio. Segundo, son esenciales para
controlar la calidad de los lotes de semillas, ya que brindan informacién sobre la
viabilidad de las semillas a lo largo de los periodos de conservacion (Bacchetta et

al., 2008).

Factores externos que afectan la germinacion
Los factores externos determinantes para la germinacion son agua,

oxigeno, temperatura y luz (Osuna et al., 2017).
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El agua es el factor que ejerce mayor influencia durante el proceso de
germinacion. Los tejidos de la semilla se rehidratan al estar en contacto con
el agua, permitiendo el incremento de la respiracién y la activacion del
metabolismo (Osuna et al., 2017), proporcionando los nutrientes necesarios
al embrién para su crecimiento, hasta que la plantula tenga capacidad
fotosintética (Bacchetta et al., 2008). Para que ocurra la germinacion, es
necesario que la semilla tenga la energia suficiente para degradar las
sustancias de reserva, esto ocurre mediante la respiracion, por lo tanto, la
presencia de oxigeno es fundamental. Sin embargo, la mayoria de especies
no requieren mas de un 10% de concentracion de oxigeno para germinar, el

cual se encuentra disuelto en el agua de imbibicién (Osuna et al., 2017).

Cada especie tiene un intervalo de temperatura 6ptimo al cual ocurre
el maximo de germinacion en el menor tiempo posible. Sin embargo, un gran
numero de especies reaccionan favorablemente a una alternancia de
temperatura ya que logran estimular tanto la fase de germinaciéon como las
fases de crecimiento (Osuna et al., 2017). Se ha clasificado a las semillas en
tres grupos segun sus necesidades de luz para germinar, semillas con
fotosensibilidad positiva (germinan preferentemente bajo condiciones de
iluminacion), semillas con fotosensibilidad negativa (germinan
preferentemente en oscuridad) y semillas no fotosensibles (indiferentes a las

condiciones de iluminacion) (Pérez, 2003).

Factores internos que afectan la germinacion

La viabilidad y longevidad de las semillas son los factores internos
principales que determinan su germinacion (Osuna et al., 2017). Sin
embargo, a pesar de que las semillas se encuentren maduras y viables y en
condiciones aparentemente favorables, la germinacién se puede ver afectada

por la latencia e impermeabilidad de las cubiertas de la semilla (Pérez, 2003).
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La viabilidad de las semillas es la capacidad que tienen de germinar y
producir plantulas normales bajo condiciones favorables y puede ser
determinada mediante pruebas quimicas como la prueba de tetrazolio (TZ)
(Vargas & Pérez, 2014). Por otra parte, la longevidad es el tiempo que la
semilla puede permanecer viable y se ve afectada por la interaccion entre

factores genéticos y factores ambientales (Osuna et al., 2017).

Por otro lado, la dormancia o latencia es la incapacidad de una
semilla viable de germinar bajo condiciones favorables, sin embargo, existen
factores ambientales especificos que pueden liberar a la semilla de la
dormancia. De acuerdo a ello, existen diferentes tipos de dormancia, que
permiten identificar los requerimientos especificos de las semillas (Vargas &

Pérez, 2014), estos son:

- Termodormancia: las semillas no germinan a menos que se
apligue un pretratamiento con la temperatura adecuada. Ademas,
se consigue un efecto positivo al aplicar una temperatura
alternante diaria.

- Fotodormancia: existe un requerimiento de luz para la
germinacion, junto a la interaccion con otros factores ambientales.

- Dormancia exdgena: puede ser de tres tipos, fisica, mecanica y
quimica:

Fisica: es causada porque el fruto o la testa son impermeables al
agua o tienen un intercambio de gases limitado. Se puede realizar
un pretratamiento de escarificacién para eliminar la dormancia.
Mecanica: esta dada por la resistencia del pericarpo o la testa al
crecimiento del embrién. La remocién del tegumento es una
opciodn para permitir el crecimiento a la radicula.

Quimica: se da cuando existe la presencia de factores inhibidores
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(fisiolbgicos o quimicos) en el pericarpo o el exterior del fruto. Esta
dormancia se rompe por estratificacion fria o calida (Vargas &
Pérez, 2014).

- Dormancia enddgena: puede ser de dos tipos fisioldgica y
morfoldgica.
Fisiol6gica: cuando existe un desarrollo reducido del embrién y
no logra rebasar el impedimento mecanico de las cubiertas de la
semilla. Se puede romper con la aplicacion de giberelinas, y/o la
aplicacion de periodos de vernalizacion.
Morfoldgica: cuando el embrién es pequefio diferenciado (poco
desarrollado) o indiferenciado. Se aplica un pretratamiento de

estivacion o maduracion tardia (Bacchetta et al., 2008).

Germinacion mediante cultivo in vitro

El cultivo in vitro consiste esencialmente en aislar una porcion de la planta
(explante) como semillas, embriones, érganos, tejidos, células, protoplastos y
proporcionar artificialmente condiciones tanto fisicas como quimicas apropiadas para
gue las células expresen su potencial. Dentro de esta técnica es importante aplicar
métodos de asepsia para mantener los cultivos libres de contaminacion microbiana y
fungica (Roca & Mroginski, 1993). Por lo tanto, el cultivo in vitro permite potenciar la
capacidad germinativa de las semillas especialmente en aquellas que presentan
dormancia, ademas de obtener plantulas asépticas y libres de patdégenos que a

futuro pueden usarse como fuente de explantes (Bueno et al., 2009).

Desinfeccion del material vegetal

Uno de los principales requisitos para tener éxito en el cultivo in vitro,
es mantener los cultivos libres de microorganismos contaminantes (Roca &
Mroginski, 1993). Los contaminantes mas frecuentes son los hongos, las

bacterias y las levaduras, los cuales llegan a ser dafiinos para el cultivo, ya
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que compiten con el explante por nutrientes y le producen dafios directos e
indirectos al colonizar sus tejidos y liberar al medio metabolitos toxicos

(Hernandez & Gonzélez, 2010).

Durante el proceso de desinfeccion superficial de los explantes, es
importante eliminar la mayor cantidad de microorganismos, pero a la vez
debe causar el menor dafio posible al tejido (Abdelnour-Esquivel & Escalant,
1994). Los compuestos desinfectantes mas usados son el hipoclorito de
sodio (NaClO) de tipo comercial al 1-2% durante 5-10 minutos (Bacchetta et
al., 2008), el etanol al 70% y un detergente para ayudar a la ruptura de la
tension superficial y permitir que el explante esté en mejor contacto con los

quimicos desinfectantes (Abdelnour-Esquivel & Escalant, 1994).

Medio de cultivo y uso de hormonas

El medio de cultivo es seleccionado en dependencia de los objetivos
de estudio para el explante usado (Roca & Mroginski, 1993). En un analisis
inicial en el cual no se tiene un conocimiento previo de la especie de estudio
se recomienda el uso de un medio de cultivo estandar agar al 0,5-1%

(Bacchetta et al., 2008).

Las semillas de plantas silvestres, en general, presentan una
germinacion irregular y relativamente baja, a causa principalmente de la
dormancia (Besnier, 1976). Ademas de los factores externos como agua,
temperatura y luz, la aplicacién de la hormona acido giberélico en el medio de
cultivo puede ayudar a levantar la dormancia (ENSCONET, 2009), ya que
estimula la germinacion, ayudando a la maduracion del embrion (Abdelnour-

Esquivel & Escalant, 1994).
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Prueba de viabilidad mediante tetrazolio (TZ)

Las pruebas de viabilidad brindan una estimacion de la calidad de las
semillas, indicando, en términos generales si esta “viva” o no (Bacchetta et al.,
2008). Se realizan para evaluar la cantidad de semillas con potencial para germinar,
lo cual depende del momento de dispersion y de la planta madre (Vargas & Pérez,

2014).

La prueba de tetrazolio es un ensayo bioquimico que permite evaluar de
forma répida la viabilidad de las semillas (ISTA, 2016). Es una prueba colorimétrica
gue utiliza como indicador, una solucion al 1% de 2,3,5-trifenil tetrazolio cloruro o
bromuro a pH 6.5 — 7.5, fotosensible, transparente y soluble en agua (Bacchetta et
al., 2008). Las semillas a evaluar son remojadas en agua durante 24 horas antes del
ensayo, se exponen sus tejidos esenciales, y se sumergen en la solucion de
tetrazolio en incubacion a 30°C en completa oscuridad. El tiempo de incubacion
dependera de cada especie de estudio (ISTA, 2016). La solucion de tetrazolio
detecta la actividad mitocondrial de la semilla. Las enzimas deshidrogenasas que se
encuentran activas en la mitocondria de los embriones “vivos”, reducen las sales
incoloras del tetrazolio a formosan que presenta un color rosa-rojizo. De esta forma
los tejidos viables se tefiiran, mientras que los tejidos muertos mantendran su color
original (Bacchetta et al., 2008). Por lo tanto, se toma como semilla viable, aquella
teflida de color rojo o rosado intenso, en su totalidad o parcialmente, acorde a los
delineamientos para cada especie, que indican la viabilidad de estructuras

esenciales (ISTA, 2016).

Descripcion de la familia Valerianaceae (actualmente subfamilia
Valerianoideae)

Las plantas pertenecientes a la familia Valerianaceae son caracteristicas por
presentar un fuerte olor debido al &cido valerianico y sus derivados. Son plantas

herbaceas anuales o perennes, raramente arbustivas, generalmente rizomatosas, a
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veces estoloniferas, de tallos erectos y ramificados. Sus hojas son simples,
opuestas, a veces en rosetas basales, enteras, con frecuencia pinnatifidas o
pinnatisectas, sin estipulas y con base abrazadora. Tienen inflorescencias
terminales y cimosas, compuestas con humerosas flores pequefias bisexuales o
unisexuales por aborto. Sus frutos son aguenios secos e indehiscentes,
generalmente coronados por un cdliz que se transforma en un vilano (Sanchez,

2020).

Es una familia cosmopolita distribuida en casi todo el mundo, comprende de
10 a 15 géneros y de 300 a 500 especies (Novara, 2012). En el sistema de
clasificacion de angiospermas mas reciente, basado en criterios filogenéticos, la
familia Valerianaceae es integrada como subfamilia Valerianoideae de la familia

Caprifoliaceae, pertenecientes al Orden Dipsacales (APG lIl, 2009).

Fitoquimica e importancia de la familia Valerianaceae

Dentro de la familia Valerianaceae se ha encontrado un grupo especifico y
desconocido de sustancias iridoides llamadas valeriana-epoxi-triésteres abreviados
como valepotriatos, a los cuales se les confiere las propiedades curativas y efectos
sedantes principalmente. Ya que los valepotriatos han sido encontrados Unicamente
en la familia Valerianaceae se ha sugerido su singularidad. Ademas de los
valepotriatos, otros compuestos que muestran propiedades farmacolégicas en esta
familia son, alcaloides similares a los iridoides, varios sesquiterpenos y
monoterpenos. Desde la antigliedad se han utilizado tanto las raices como los
rizomas de valeriana para fines sedantes y se han estudiado sus aceites esenciales

para la preparacion de perfumes (Kadereit & Bittrinch, 2016).

Valerianas de estudio
Valeriana microphylla Kunth
Es una especie que se encuentra cominmente en los bosques,

presenta variaciones notorias en su morfologia como el tamafio de las hojas,
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el largo de los entrenudos foliares y el largo del raquis de la inflorescencia. Es
un arbusto ascendente, presenta tallos teretes, erectos, hirsutos a
glabrescentes; estipulas ausentes; hojas opuestas, simples, separadas por
internudos de 2-10 mm de largo; peciolo de 0.5-4mm de largo; lamina eliptica
a oblanceolada de 6-16 x 2-6 mm; vena media conspicua en el haz y el
envés; inflorescencia en paniculas terminales, flores numerosas, ginodioicas;
fruto aquenio eliptico, glabro, coronado por el papus persistente. En Ecuador
se encuentra distribuida en las provincias de Azuay, Bolivar, Cafar, Carchi,
Chimborazo, Cotopaxi, Tungurahua, Zamora Chinchipe, Imbabura, Loja,
Morona Santiago, Napo, Pichincha y Sucumbios, en los Andes a una altura

de 2000-4500 m.s.n.m. (Romoleroux et al., 2019a).

Figura 1

Estructura morfol6gica de Valeriana microphylla

Nota. a) Inflorescencia, b) Semilla, c) Hojas, d) Flor
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Valeriana adscendens Turcz

Es una especie que se distribuye en zonas himedas de turberas y en
pantanos, existe en suelos permanentes hiumedos. Hierba terrestre,
aromatica; tallos ramificados desde la base; raices axonomorfas; estipulas
ausentes; hojas arregladas en una roseta basal, simples; peciolo ensanchado
hacia la base de 16-66 mm de largo; lamina eliptica de 30-84 x 8-25 mm;
vena media pilosa; venacion reticular marcada en el envés; inflorescencia en
corimbos terminales dispuestos en un eje de la inflorescencia con 1-3 pares
de hojas sésiles, flores ginodioicas; fruto aquenio eliptico, glabro. En Ecuador
se encuentra distribuida en las provincias de Azuay, Bolivar, Cafiar,
Pichincha, Tungurahua, Morona Santiago, Napo, Carchi, Cotopaxi e
Imbabura, en los Andes a una altura de 2500-4500 m.s.n.m. (Romoleroux et

al., 2019b).

Figura 2

Estructura morfol6gica de Valeriana adscendens

Nota. a) Inflorescencia, b) Semilla, ¢) Hoja, d) Flor
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Valeriana laurifolia Kunth

Esta especie es aromatica cuando se encuentra en flor, crece como
un arbusto trepador enroscado en los troncos y ramas de los arboles, es
comun en donde hay cobertura vegetal densa. Tallos teretes, jovenes
pilosos, maduros glabrescentes a glabros; raices delgadas, axonomorfas;
estipulas ausentes; hojas opuestas, simples; peciolo de 14-23 mm de largo;
lamina ovada a eliptica 31-70 x 13-30 mm; venacion curvada desde la base,
difuminandose hacia el 4pice, inflorescencia en paniculas en eje tetragonal,
raquis y nudos hirsutos, flores ginodioicas; fruto aquenio ovado, piloso, papus
persistente. En Ecuador se encuentra distribuida en las provincias de Azuay,
Carchi, Cotopaxi, Imbabura, Loja, Morona Santiago, Napo, Pichincha,
Sucumbios y Zamora Chinchipe, en los Andes a una altura de 2000-4000

m.s.n.m. (Romoleroux et al., 2019c).

Figura 3

Estructura morfol6gica de Valeriana laurifolia

Nota. a) Inflorescencia, b) Semilla, ¢) Hojas, d) Flor
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Capitulo lll: Metodologia
Ubicacién del trabajo de investigacion
El trabajo de investigacién se realizé en los laboratorios del Instituto Nacional

de Biodiversidad — INABIO siendo este un socio estratégico del proyecto BIO-GEEC.

Las muestras vegetales fueron recolectadas en el Parque Nacional Cayambe
— Coca, en tres puntos diferentes (cuadrantes delimitados de 20x20m): Ladera
(Punto 1) (-820350,-9967260), Laguna (Punto 2) (-818733,-9968756), Parche de

Polylepis (Punto 3) (-819056,-9966764).

Figura 4

Mapa de la ubicacién de los tres puntos de muestreo

PUNTO 2 ° PUNTO P
PUNTO4

»

-t

Nota. Ladera (Punto 1) (-820350,-9967260), Laguna (Punto 2) (-818733,-9968756),

Parche de Polylepis (Punto 3) (-819056,-9966764)

Recoleccion del material vegetal
El material vegetal fue recolectado durante los meses de noviembre del 2020

a julio del 2021. Se colectaron inflorescencias maduras, es decir cuando la mayoria
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de vilanos en las semillas se encontraban extendidos, fueron cortadas y
almacenadas en tubos falcon de 50 ml para realizar andlisis morfolégicos y en
fundas de papel para realizar analisis germinativos. Cada muestra tiene un cédigo

de accesion (recoleccion), fotografias y fichas descriptivas propias de la especie.

Manejo y conservacion de las muestras vegetales

Las muestras colectadas para morfologia fueron transferidas a nuevos tubos
falcon de 50 ml para mantener la humedad. Las muestras colectadas para
germinacion fueron secadas en fundas de papel dentro de fundas ziploc doble cierre
con silica gel a temperatura ambiente y oscuridad durante 3 dias, a continuacién, se
almacenaron en frascos de vidrio a 5°C en oscuridad. Para aplicar los diferentes
tratamientos, las semillas fueron extraidas de las flores y se almacenaron en tubos
eppendorf, se seleccionaron semillas con vilano abierto y que no se encontraban

comprimidas (Vargas & Pérez, 2014).

Identificacion de las especies
Para la identificacién de las especies vegetales se conté con la colaboracién

del Herbario Nacional del Ecuador.

Analisis morfolégico del fruto-semilla

Para el analisis morfoldgico se consideraron las siguientes caracteristicas:
tamafio (largo y ancho), peso, estructura, formay color. Para el analisis de la
estructura se utilizaron 50 semillas de las cuales se tomaron fotografias individuales
del vilano en un estereomicroscopio mediante el programa MShot Image para
realizar un conteo del numero de filamentos que lo componen. En cuanto al tamafio,
se utilizaron 100 semillas, a las cuales se les extrajo el vilano, se tomaron fotografias
en un estereomicroscopio y se midieron las dimensiones de largo y ancho utilizando
el programa MShot Image y se determiné la forma y color del fruto-semilla. Para
determinar el peso se utilizaron 5 lotes de 100 semillas con vilano abierto y se

pesaron en una balanza de precisién. Debido a que se tiene una menor
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disponibilidad de muestra vegetal para la especie V. laurifolia se tomaron 3 lotes de

100 semillas.

Figura 5

Andlisis morfolégico del fruto-semilla de especies del género Valeriana

distance:1.3mm

distance:0.7mm

Nota. a) Estructura (himero de filamentos que componen el vilano), b)

Dimensionamiento (largo y ancho)

Viabilidad de semillas: Prueba de tetrazolio (TZ)

Se seleccionaron 75 semillas por tratamiento divididas en tres réplicas de 25
semillas cada una (para V. laurifolia se usaron 60 semillas en tres réplicas de 20
semillas) empleando un Disefio experimental Completamente al Azar (DCA) (Tabla
1). Se extrajo el vilano y fueron hidratadas durante 24 horas. Con la ayuda de un
estereomicroscopio se extrajeron los embriones completos. A continuacion, fueron
sumergidos en una solucién de TZ al 1% en oscuridad a 30°C y se probaron dos
tiempos de inmersion (4 y 6 horas). Se realiz6 el conteo del nimero de embriones
viables (tefiidos) y no viables. Se consider6 semilla viable aquella tefiida de rojo o
rosado intenso completamente y hasta 1/3 sin tefiir radicula o cotiledones (ISTA,

2016).
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Tabla 1

Tratamientos del ensayo de viabilidad mediante la prueba de tetrazolio (TZ)

Tratamiento Cédigo
Embriones con 4 horas de inmersién en TZ al 1% TAl
Embriones con 6 horas de inmersion en TZ al 1% TA2

Desinfeccion de semillas

Como primer paso, se extrajo el vilano a las semillas utilizadas. A
continuacion, fueron lavadas con agua corriente para eliminar la mayoria de
impurezas, se introdujeron en una solucién de detergente a una concentracién del
1% por 10 minutos en agitacion continua y se realizaron tres lavados con agua
estéril. Fueron sumergidas en una solucién de alcohol al 70% por 1 minuto y se
realizaron tres lavados con agua estéril. Se probaron dos concentraciones de
hipoclorito de sodio (1 y 2%) y dos tiempos de inmersién (5y 10 min), en la camara
de flujo laminar se realizaron tres lavados con agua estéril previo a la siembra y se
tuvo un control sin aplicar hipoclorito de sodio. Se sembraron 20 semillas por caja
Petri en medio agar al 1% a temperatura ambiente selladas con Parafilm y se
realizaron 4 repeticiones por tratamiento (para V. laurifolia se realizaron 3 réplicas)
empleando un Disefio experimental Completamente al Azar (DCA) (Tabla 2). El
conteo de semillas contaminadas y germinadas se realizé a los 29 dias después de
la siembra. Se consideré semilla contaminada aquella con presencia de hongo o
bacteria (Figura 11) y semilla germinada aquella con la radicula expuesta mayor a
1mm (Figura 16). Se midié la temperatura ambiental durante el tiempo que duro6 el

proceso.
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Tabla 2

Tratamientos del ensayo de desinfeccién mediante el uso de hipoclorito de sodio

Tratamiento Cédigo
Control sin NaCIO TBO
1% de NaClO y remojo por 5 min TB1
2% de NaClO y remojo por 5 min TB2
1% de NaCIO y remojo por 10 min TB3
2% de NaClO y remojo por 10 min TB4

Germinacion

Todos los tratamientos de germinacion fueron realizados en medio agar al
1% en cajas Petri de vidrio selladas con Parafilm para mantener la humedad. En
camara de flujo laminar se sembraron 20 semillas por caja Petri en 4 réplicas (para
V. laurifolia se realizaron 3 réplicas) para cada tratamiento, empleando un Disefio
experimental Completamente al Azar (DCA). Se considerd semilla germinada
aquella con la radicula expuesta mayor a 1mm (Figura 16). El conteo de semillas
germinadas se realiz6 dos veces por semana durante 59 dias. Se analizé la
capacidad germinativa (porcentaje final de semillas germinadas), germinacion
acumulativa (porcentaje de semillas germinadas a lo largo del tiempo, se observa la
uniformidad de los datos y el pico de germinacion), el tiempo de latencia (tiempo
necesario para el inicio de la germinaciéon, rompimiento de la latencia) y la velocidad
de germinacion (nimero de semillas germinadas con respecto al tiempo de

germinacion desde la siembra hasta la germinacién de la Gltima semilla).

Evaluacion del efecto del acido giberélico AGs

El medio de cultivo (agar 1%) fue suplementado con AGs, se
evaluaron 3 concentraciones (1, 2 y 3 mg/L) y se tuvo un control sin hormona
(Tabla 3). Se midié la temperatura ambiental durante el tiempo que duro el

proceso.
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Tabla 3

Tratamientos sobre el efecto del 4cido giberélico en la germinacion

Tratamiento Cédigo
Control sin hormona TCO
1 mg/L de AGs3 TC1
2 mg/L de AGs TC2
3 mg/L de AGs TC3

Aplicacion de tratamientos de fotoperiodo

Se realizaron dos tratamientos. Un tratamiento en oscuridad en el cual
las cajas Petri fueron cubiertas con papel aluminio y un tratamiento con
exposicion indirecta a luz y oscuridad natural (Tabla 4). Se midi6 la

temperatura ambiental durante el tiempo que duré el proceso.

Tabla 4

Tratamientos sobre el efecto del fotoperiodo en la germinacion

Tratamiento Cddigo
Exposicion indirecta a luz y oscuridad natural TD1
Oscuridad total TD2

Aplicacion de tratamientos de termoperiodo

Para este pardmetro se probaron tres temperaturas en condiciones de
oscuridad, para ello las cajas Petri fueron colocadas en una incubadora a
20°C, en una refrigeradora a 5°C y a temperatura ambiente para lo cual se

midio la temperatura mediante el uso de un termohigrometro (Tabla 5).

Tabla 5

Tratamientos sobre el efecto del termoperiodo en la germinacion

Tratamiento Cdédigo
Temperatura ambiental TE1
20°C TE2

5°C TE3
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Analisis estadistico de los datos

Se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si los datos siguen una
distribucién normal. A continuacién, se aplicé un analisis de varianza ANOVA para los
datos que siguen una distribucion normal y una prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis para los datos que no siguen una distribucibn normal. Por udltimo, la
comparacion de las medias de los resultados obtenidos se realiz6 mediante el Test
de Duncan (p<0,05). El procesamiento de los datos se realiz6 con el paquete

estadistico R version 4.1.1.
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Capitulo IV: Resultados

Caracterizacion morfolégica del fruto-semilla

Al realizar la caracterizacion morfolégica del fruto-semilla de las tres especies
de estudio, estas presentaron un numero diferente de filamentos que conforman el
vilano. La especie V. laurifolia presenta el nUmero mayor de filamentos (11-13) y la
especie V. adscendens el menor (6). El tamafio de la semilla varia entre 1.1 a
1.8+0.1 mm en largo y entre 0.8 a 0.9+0.1 mm en ancho. Y su peso fluctda entre
2311 a 27+4 mg (100 semillas). Cabe recalcar que la especie V. laurifolia presenta

semillas mas grandes, sin embargo, V. microphylla presenta semillas mas pesadas.

A continuacion, se muestran los resultados especificos obtenidos para cada

especie:

Valeriana microphylla

Su fruto-semilla es un aquenio coronado por un vilano conformado por
6 — 8 (6, 56%; 7, 38%; 8, 6%) filamentos. Su semilla presenta forma
elipsoide, con una cubierta rugosa glabra a ligeramente hirsuta de color café
claro (Figura 6), sus dimensiones de largo son 1.1+0.1 mm y de ancho

0.8+£0.1 mm, y su peso es 27+4 mg.

Figura 6

Fruto-semilla de Valeriana microphylla

Nota. a) Vista superior (vilano), b) Vista lateral
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Valeriana adscendens

Su fruto-semilla es un aquenio coronado por un vilano conformado por
6 (6, 96%; 5, 2%; 7, 2%) filamentos. Su semilla presenta forma elipsoide, con
una cubierta lisa glabra de color café oscuro (Figura 7), sus dimensiones de

largo son 1.3+0.1 mm y de ancho 0.8+0.1 mm, y su peso es de 23+1 mg.

Figura 7

Fruto-semilla de Valeriana adscendens

Nota. a) Vista superior (vilano), b) Vista lateral

Valeriana laurifolia

Su fruto-semilla es un aquenio coronado por un vilano conformado por
11-13 (12, 56%; 11, 28%; 13, 12%; 10, 2%; 14, 2%) filamentos. Su semilla
presenta forma ovoide, con una cubierta rugosa glabra a ligeramente hirsuta
de color café amarillento (Figura 8), sus dimensiones de largo son 1.8+0.1

mm y de ancho 0.9+0.1 mm, y su peso es de 24.6£0.4 mg.

Figura 8

Fruto-semilla de Valeriana laurifolia

Nota. a) Vista superior (vilano), b) Vista lateral
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Viabilidad de semillas: Prueba de tetrazolio (TZ)
La viabilidad de las semillas es un pardmetro importante para definir la
estrategia reproductiva de las especies y al mismo tiempo establecer los

lineamientos para su conservacion.

En la prueba de tetrazolio (TZ) se evalud la variable viabilidad (embridn
viable aquel coloreado de rojo o rosado intenso completamente y hasta 1/3 sin tefir
radicula o cotiledones) (Figura 9). Se probaron dos tiempos de inmersién (4y 6
horas) en tetrazolio al 1% a 30°C en oscuridad (Tabla 1), los resultados se detallan a

continuacion.

Figura 9

Embriones del género Valeriana en la prueba de tetrazolio

b)

distance:0.5mm

Nota. a) Embrion viable de V. adscendens (tefiido de rojo), b) Embrién no viable de
V. laurifolia (sin tincién), c) Embrién no viable de V. adscendens (1/2 sin tefiir

radicula).

Analisis exploratorio de datos

En la tabla 6, se muestra un resumen de las tres especies de estudio
con los datos del porcentaje de embriones viables con respecto al tiempo de
inmersion en solucién de tetrazolio al 1%. El tiempo de inmersion de 6 horas
(TA2) generd el mayor porcentaje de embriones viables, para V. microphylla

(97%), V. adscendens (95%) y V. laurifolia (72%) (Figura 10).



Tabla 6

Porcentaje de embriones viables respecto a los tratamientos en la prueba de

tetrazolio (TZ)

46

Tratamientos

Especies
TAl TA2
V. microphylla 87% 97%
V. adscendens 83% 95%
V. laurifolia 52% 72%

Nota. TA1: 4 horas de inmersion en TZ 1%, TA2: 6 horas de inmersion en TZ 1%

Figura 10

Porcentaje de embriones viables respecto a los tratamientos en la prueba de

tetrazolio

100%

80%

60%

40%

Embriones viables (%)

20%

0%

V. microphylla V. adscendens

Analisis inferencial

Tratamientos
H TA1 (4 horas)
B TA2 (6 horas)

V. laurifolia

Los datos obtenidos para la viabilidad de las tres especies de estudio

siguen una distribucién normal, es decir son paramétricos, lo cual se obtuvo

mediante la prueba de Shapiro-Wilks (Anexos, Tabla 16). Por lo tanto, se

aplicé un analisis de varianza (ANOVA) a cada una de las especies de

estudio, para determinar si existen diferencias significativas entre los

tratamientos aplicados. Finalmente se aplicé la prueba de Duncan para
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conocer si existen diferencias entre las medias de cada tratamiento. El

analisis se realiz6 de forma individual para cada especie estudiada.

Para V. microphylla en la prueba ANOVA se obtuvo un p-valor
(0.02322) menor al estadistico de prueba (a=0.05) por lo que se determiné
que existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos. La
prueba de Duncan mostr6 dos grupos, en donde el tratamiento TA2 (6 horas
de inmersion) perteneciente al grupo a, presento la media mas alta (24.33)

(Tabla 7).

En V. adscendens y V. laurifolia la prueba ANOVA obtuvo un p-valor
(0.07393, 0.1917 respectivamente) mayor al estadistico de prueba (a=0.05)
por lo que se determin6 que no existen diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos. Esto se corrobor6 mediante la prueba de Duncan,
tanto para V. adscendens como para V. laurifolia, se formé un solo grupo con
los dos tratamientos, sin embargo, el tratamiento TA2 (6 horas de inmersion)

presentd la media mas alta (23.67, 14.33 respectivamente) (Tabla 7).

Para las tres especies de estudio se determiné que el tratamiento mas
adecuado para realizar el analisis de viabilidad en embriones es el TA2 (6

horas de inmersion).

Tabla 7

Valores obtenidos en las pruebas estadisticas para los tratamientos de viabilidad

Tratamientos

Especie p-valor TAl TA2

V. microphylla 0.02322* 21.66667 24.33333
b a

V. adscendens 0.07393 20.66667 23.66667
a a

V. laurifolia 0.1917 11.66667 14.3333
a a

Nota. Pruebas de ANOVA vy test de Duncan. TA1: 4 horas de inmersion en TZ 1%,

TAZ2: 6 horas de inmersién en TZ 1%.
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Desinfeccion de semillas

En el proceso de desinfeccion de semillas se evalud la variable
contaminacion (hongos y bacterias presentes en cada semilla) (Figura 11) y se tomé
en cuenta la variable germinacién (semilla germinada aquella con radicula expuesta
mayor a 1mm) (Figura 16). Se probaron dos concentraciones de hipoclorito de sodio
(1y 2%), dos tiempos de inmersion (5 y 10 min) y un control sin hipoclorito de sodio
(Tabla 2), se realizé un control de la temperatura ambiental dentro del laboratorio.

Los resultados se detallan a continuacion.

Figura 11

Semillas contaminadas del género Valeriana

Nota. a) Semilla contaminada por hongo de V. laurifolia, b) Semilla contaminada por

bacteria de V. microphylla

En la figura 12, se muestra la temperatura ambiental (maxima, minima y
promedio) dentro del laboratorio durante el desarrollo de la etapa de desinfeccion
por un periodo de 5 semanas, mostrando un pico maximo de 24.5°C y un pico
minimo de 14.6°C. Estos datos muestran las condiciones en las que se desarrollo el

ensayo y son de utilidad como datos informativos.
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Figura 12

Registro de temperatura ambiente (minima, maxima y promedio) en laboratorio

durante el proceso de desinfeccion
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Analisis exploratorio de datos

En la tabla 8, se muestra un resumen de los resultados del porcentaje
de semillas no contaminadas y el porcentaje de semillas germinadas, con
respecto a la concentracion y al tiempo de inmersion en hipoclorito de sodio,
evaluado a los 29 dias de siembra en las tres especies de estudio. Se
considerd semilla contaminada aquella con presencia de bacterias y hongos

(Figura 11) y semilla germinada aquella con radicula expuesta mayor a 1mm

(Figura 16).
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Analisis de datos sobre el ensayo de desinfeccién mediante el uso de hipoclorito de

sodio
Especies

V. microphylla V. adscendens V. laurifolia

Tratamientos NC G NC G NC G
TBO 94% 1% 90% 33% 65% 2%
TB1 100% 21% 98% 68% 77% 30%
TB2 100% 14% 99% 73% 98% 35%
TB3 95% 8% 91% 45% 100% 20%
TB4 66% 3% 96% 76% 100% 25%

Nota. Porcentaje de semillas no contaminadas (NC) y germinadas (G); TBO: Control

sin NaClO, TB1: 1% de NaClO y remojo por 5 min, TB2: 2% de NaCIlO y remojo por 5

min, TB3: 1% de NaClO y remojo por 10 min, TB4: 2% de NaClO y remojo por 10 min

Para V. microphylla, el tiempo de 5 minutos a una concentracion de 1%

(TB1) generd uno de los porcentajes mas altos de semillas no contaminadas

(100%) junto con el mayor porcentaje de semillas germinadas (21%) (Figura

13).

Figura 13

Porcentaje de semillas no contaminadas y germinadas con respecto a los

tratamientos de desinfeccion en Valeriana microphylla
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En el caso de V. adscendens, el tiempo de 5 minutos a una
concentracion de 2% (TB2) generd6 el mayor porcentaje de semillas no
contaminadas (99%) con un porcentaje alto de semillas germinadas (73%)

(Figura 14).

Figura 14
Porcentaje de semillas no contaminadas y germinadas con respecto a los

tratamientos de desinfeccion en Valeriana adscendens

100%

80%
60%
40%
H no contaminadas
20% W germinadas
0%

Concentracién y tiempo de inmersion en NaClO

Semillas no contaminadas y germinadas (%)

Por otro lado, para V. laurifolia en el tiempo de 10 minutos a una
concentracion de 2% (TB4) se obtuvo uno de los mayores porcentajes de
semillas no contaminadas (100%) junto con uno de los mayores porcentajes

de semillas germinadas (25%) (Figura 15).
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Figura 15
Porcentaje de semillas no contaminadas y germinadas con respecto a los

tratamientos de desinfeccion en Valeriana laurifolia
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Andlisis inferencial

Los datos obtenidos para la desinfeccion, de las especies V.
microphylla y V. laurifolia no siguen una distribucién normal es decir no son
paramétricos, mostrado mediante la prueba de Shapiro-Wilks (Anexos, Tabla
17), por lo tanto, se aplicé un analisis de varianza no paramétrico de Kruskal-
Walllis para determinar si existen diferencias significativas entre los
tratamientos. En el caso de V. adscendens los datos obtenidos siguen una
distribucion normal es decir son paramétricos, lo cual se obtuvo mediante la
prueba de Shapiro-Wilk (Anexos, Tabla 17), por lo tanto, se aplicé un analisis
de varianza (ANOVA) para determinar si existen diferencias significativas
entre los tratamientos. Finalmente se aplico la prueba de Duncan para
conocer si existen diferencias entre las medias de cada tratamiento. El

andlisis se realizé de forma individual para cada especie estudiada.

Para V. microphylla y V. laurifolia, en la prueba de Kruskal-Wallis se

obtuvo un p-valor (0.003053, 0.04797 respectivamente) menor al estadistico
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de prueba (0=0.05) por lo que se determind que existen diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos. En la prueba de Duncan,
para V. microphylla se formaron dos grupos, en donde los tratamientos TB1 y
TB2 pertenecientes al grupo a, presentaron la media mas alta (20.00). En V.
laurifolia se formaron dos grupos, en donde los tratamientos TB3 y TB4
mostraron la media mas alta (20.00) en el grupo a, en contraste con el

tratamiento control TBO (13.00) en el grupo b (Tabla 9).

En el caso de V. adscendens la prueba ANOVA obtuvo un p-valor
(0.5624) mayor al estadistico de prueba (a=0.05) por lo que se determin6 que
no existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos. Esto
se corroboré mediante la prueba de Duncan, formandose un grupo a, sin

embargo, el tratamiento TB2 presento la mayor media (19.75) (Tabla 9).

Tabla 9

Valores obtenidos en las pruebas estadisticas para los tratamientos de desinfeccién

Tratamientos

Especie p-valor TBO TB1 TB2 TB3 TB4

V. microphylla  0.003053 18.75 20.00 20.00 19.00 13.25
a a a a b

V. adscendens  0.5624 18.00 19.50 19.75 18.50 19.25
a a a a a

V. laurifolia 0.04797 13.00 15.33 19.67 20.00 20.00
b ab a a a

Nota. Kruskal-Wallis (V. microphylla 'y V. laurifolia), ANOVA (V. adscendens) y test
de Duncan. TBO: Control sin NaClO, TB1: 1% de NaClO y remojo por 5 min, TB2:
2% de NaClO y remojo por 5 min, TB3: 1% de NaClO y remojo por 10 min, TB4: 2%

de NaClO y remojo por 10 min

Germinacion

Una vez determinados los mejores protocolos de desinfeccion para cada
especie, estos fueron aplicados previo a la siembra de semillas para el analisis de
germinacion. Para la etapa de germinacion se analizaron los siguientes parametros:

acido giberélico (1, 2 y 3 mg/L), fotoperiodo (oscuridad, luz/oscuridad natural) y
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termoperiodo (temperatura ambiente, 20°C y 5°C). Se evalu6 la capacidad
germinativa, el tiempo de latencia, la velocidad de germinacion y la germinacion
acumulativa (considerando como semilla germinada aquella con radicula expuesta
mayor a 1mm) (Figura 16), durante 59 dias después de la siembra. Y se realizé el
control de la temperatura ambiental dentro del laboratorio para los tratamientos que

lo ameriten.

Figura 16

Semillas germinadas y desarrollo de plantulas del género Valeriana

Nota. V. microphylla: a.1) Semilla con radicula expuesta, a.2) Plantula a los 29 dias
de siembra, a.3) Plantula a los 2 meses de siembra. V. adscendens: b.1) Semilla con
radicula expuesta, b.2) Plantula a los 29 dias de siembra, b.3) Plantula a los 2
meses de siembra. V. laurifolia: c.1) Semilla con radicula expuesta, c.2) Plantula a

los 29 dias de siembra, c.3) Plantula de a los 2 meses de siembra.



En la figura 17, se muestra la temperatura ambiental (maxima, minimay
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promedio) dentro del laboratorio durante el desarrollo de la etapa de germinacién por

un periodo de 8 semanas, mostrando un pico maximo de 25.5°C y un pico minimo de

14.1°C.

Figura 17

Registro de temperatura ambiente (minima, maxima y promedio) en laboratorio

durante el proceso de germinacion
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Evaluacién del efecto del acido giberélico AG3

Para la aplicacion de AGs; en la germinacién, se evaluaron tres

concentraciones 1, 2 y 3 mg/L y un control sin hormona (Tabla 3). Los

resultados se detallan a continuacion.

Anélisis exploratorio de datos
En la tabla 10, se muestra un resumen de los resultados de la
capacidad germinativa (CG), el tiempo de latencia (TL) y la velocidad

de germinacion (VG) en relacion a la concentracion de AGs.
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Tabla 10

Andlisis de datos sobre germinacion respecto a la concentracion de AG;

Especies
V. microphylla V. adscendens V. laurifolia

Tratamientos e e VG e e VG e TL

(%)  (dd) (%)  (dd) (%)  (dd)
TCO 39 24 261 86 14 1132 82 14 9.73
TC1 56 21 461 93 9 13.64 88 14  11.12
TC2 66 24 593 91 9 1397 95 14 12.49
TC3 63 24 564 95 14 1497 82 9 10.44

Nota. Capacidad germinativa (CG), tiempo de latencia (TL) y velocidad de

germinacion (VG). TCO: Control sin hormona, TC1: 1 mg/L de AGs, TC2: 2 mg/L de

AGs;, TC3: 3 mg/L de AGs.

En la figura 18, se presenta la capacidad germinativa (CG)
sobre las tres especies de estudio. Con lo cual se determin6 que, para
V. microphylla y V. laurifolia el tratamiento TC2 (2 mg/L AG3) present6
el mejor porcentaje final de germinacion (66%, 95% respectivamente),
en el caso de V. adscendens el mejor porcentaje final de germinacion

(95%) se dio con el tratamiento TC3 (3 mg/L AG3).

Figura 18

Capacidad germinativa (CG) respecto a la concentracion de AGs
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Figura 19

57

En la figura 19, se muestra el tiempo de latencia (TL) sobre las
tres especies de estudio. En V. microphylla el tratamiento TC1 (1 mg/L
AG3) presentd la primera semilla germinada (dia 21), para V.
adscendens en los tratamientos TC1 (1 mg/L AGs) y TC2 (2 mg/L
AG:3) se observaron las primeras semillas germinadas (dia 9),
finalmente para V. laurifolia en el tratamiento TC3 (3 mg/L AGs)

germinaron las primeras semillas (dia 9).

Tiempo de latencia (TL) respecto a la concentracion de AGs

Tiempo (dias)
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14 14 14 14 —&—\/. microphylla
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TCO(S/N) TC1(1mg/L) TC2(2mg/L) TC3(3mg/L)

Tratamientos con AG,

En la figura 20, se presenta la velocidad de germinacion (VG)
obtenida para cada especie de estudio. Para V. microphylla y V.
laurifolia el tratamiento TC2 presentd el valor mas alto (5.93, 12.49
respectivamente) por lo que se determin6 que la concentracion de 2
mg/L de AGs genera mayores tasas de germinacion, en el caso de V.
adscendens el tratamiento TC3 presento el valor mas alto (14.97) por
lo que se establecié que la concentracion de 3 mg/L de AGs genera

mayores tasas de germinacion.



58

Figura 20

Velocidad de germinacion (VG) respecto a la concentracién de AGs
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Tratamientos con AG,

En las figuras 21, 22 y 23 se presenta la germinacion
acumulativa (GA) para las diferentes especies de estudio (V.

microphylla, V. adscendens y V. laurifolia respectivamente).

Para V. microhylla, el tratamiento TC2 en el dia 56 de siembra
ha alcanzado un porcentaje de germinacion estable (66%) en
contraste con los tratamientos TCO, TC1 y TC3 que al dia 59 han

mantenido una germinacion progresiva en el tiempo (Figura 21).

Figura 21

Germinacion acumulativa (GA) respecto a la concentracion de AGs para Valeriana

microphylla
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En el caso de V. adscendens, el tratamiento TC3 alcanzo6 su
maxima capacidad germinativa (95%) el dia 42 de siembra siendo el
mas rapido, en contraste con el tratamiento control TCO que al dia 59

ha mantenido una germinacion progresiva en el tiempo (Figura 22).

Figura 22

Germinacion acumulativa (GA) respecto a la concentracion de AGz para Valeriana
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Para V. laurifolia el tratamiento TC2 alcanzé su maxima
capacidad germinativa (95%) el dia 28 de siembra siendo el mas
rapido en contraste con el tratamiento control TCO que alcanzé un

primer porcentaje de germinacién estable (80%) el dia 35 (Figura 23).



Figura 23
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Germinacion acumulativa (GA) respecto a la concentracion de AGz para Valeriana

laurifolia
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Anélisis inferencial

Los datos obtenidos para la germinacion con la aplicacién de
acido giberélico, de las especies V. microphylla y V. adscendens
siguen una distribucién normal es decir son paramétricos, mostrado
mediante la prueba de Shapiro-Wilks (Anexos, Tabla 18), por lo tanto,
se aplico un analisis de varianza (ANOVA) para determinar si existen
diferencias significativas entre los tratamientos. En el caso de V.
laurifolia los datos obtenidos no siguen una distribuciéon normal es
decir no son paramétricos, lo cual se obtuvo mediante la prueba de
Shapiro-Wilk (Anexos, Tabla 18), por lo tanto, se aplicé un analisis de
varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis para determinar si existen
diferencias significativas entre los tratamientos. Por ultimo, se aplico la
prueba de Duncan para conocer si existen diferencias entre las
medias de cada tratamiento. El analisis se realiz6 de forma individual

para cada especie estudiada.
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De los analisis de varianza para cada especie se obtuvo, para

V. microphylla, V. adscendens y V. laurifolia un p-valor (0.1039,

0.1114, 01741 respectivamente) mayor al estadistico de prueba

(a=0.05) por lo que se determind que no existen diferencias

estadisticas significativas entre los tratamientos (Tabla 11).

En la prueba de Duncan, para V. microphylla se formaron dos

grupos, en donde el tratamiento TC2 perteneciente al grupo a,

present6 la media mas alta (13.25), en contraste con el tratamiento

control TCO (7.75) perteneciente al grupo b. En el caso de V.

adscendens se formaron dos grupos, en donde el tratamiento TC3

perteneciente al grupo a, presento la mayor media (19.00), en

contraste con el tratamiento control TCO (17.25) perteneciente al
grupo b. Finalmente, en V. laurifolia se formé un solo grupo a, sin

embargo, el tratamiento TC2 presento la media mas alta (19.00)

(Tabla 11).

Tabla 11

Valores obtenidos en las pruebas estadisticas para los tratamientos de germinacion

respecto a la concentracion de AGs

Tratamientos

Especie p-valor TCO TC1 TC2 TC3
V. microphylla 0.1039 7.75 11.25 13.25 12.50
b ab a ab
V. adscendens 0.1114 17.25 18.50 18.25 19.00
b ab ab a
V. laurifolia 0.1741 16.33 17.67 19.00 16.33
a a a a

Nota. Pruebas de ANOVA (V. microphylla y V. adscendens), Kruskal-Wallis (V.

laurifolia) y test de Duncan. TCO: Control sin hormona, TC1: 1 mg/L de AG3z, TC2: 2

mg/L de AGs, TC3: 3 mg/L de AGs.
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Aplicacion de tratamientos de fotoperiodo
Durante la aplicacion de fotoperiodo en la germinacion, se realizd un
tratamiento de completa oscuridad y un tratamiento de exposicion indirecta a

la luz y oscuridad natural (Tabla 4). Los resultados se detallan a continuacion.

Andlisis exploratorio de datos
En la tabla 12, se muestra un resumen de los resultados de la
capacidad germinativa (CG), el tiempo de latencia (TL) y la velocidad
de germinacion (VG) en relacion a los tratamientos de fotoperiodo.
Tabla 12

Andlisis de datos sobre germinacion respecto a la aplicacién de fotoperiodo

Especies
V. microphylla V. adscendens V. laurifolia
, CG TL CG TL CG TL
Tratamientos (%)  (dd) VG (%) (dd) VG (%) (dd) VG
TD1 50 23 405 63 13 8.53 48 13 5.98
TD2 0 - - 0 - - 12 27 0.66

Nota. Capacidad germinativa (CG), tiempo de latencia (TL) y velocidad de

germinacion (VG). TD1: tratamiento luz/oscuridad natural, TD2: tratamiento

oscuridad total.

El tratamiento TD2 (Oscuridad) no present6 germinaciéon para
V. micophylla y V. adscendens, en el caso de V. laurifolia present6 un
porcentaje bajo (12%). Para V. microphylla, V. adscendens y V.
laurifolia el tratamiento TD1 (Luz/Oscuridad) gener6 el mayor

porcentaje final de germinacion (50%, 63% y 48% respectivamente)

(Figura 24).



Figura 24
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Capacidad germinativa (CG) respecto a la aplicacién de fotoperiodo
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Figura 25

Tratamientos
W TD1 (Luz/Oscuridad)

B TD2 (Oscuridad)

V. microphylla V. adscendens V. laurifolia

El tratamiento TD1 (Luz/Oscuridad) presentd las primeras
semillas germinadas en V. microphylla el dia 23 y en V. adscendens el
dia 13. En el caso de V. laurifolia el tratamiento TD1 (Luz/Oscuridad)
presentd las primeras semillas germinadas el dia 13, en contraste con

el tratamiento TD2 (Oscuridad) que se dio el dia 27 (Figura 25).

Tiempo de latencia (TL) respecto a la aplicacion de fotoperiodo

Tiempo (dias)
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El tratamiento TD1 (Luz/Oscuridad) presentd una velocidad de
germinacion de 4.05 en V. microphylla y de 8.53 en V. adscendens.
En cuanto a V. laurifolia el tratamiento TD1 (Luz/Oscuridad) present6
una velocidad de germinacion de 5.98 mayor al tratamiento TD2

(Oscuridad) que fue de 0.66 (Figura 26).

Figura 26

Velocidad de germinacion (VG) respecto a la aplicacion de fotoperiodo
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Tratamientos de fotoperiodo

En las figuras 27, 28 y 29 se presenta la germinacion
acumulativa (GA) para las diferentes especies de estudio (V.

microphylla, V. adscendens y V. laurifolia respectivamente).

Para V. microphylla, el tratamiento TD1 (Luz/Oscuridad) ha
mantenido una germinacién progresiva en el tiempo al dia 58 de

siembra (Figura 27).



Figura 27
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Germinacion acumulativa (GA) respecto a la aplicacion de fotoperiodo para
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En V. adscendens, el tratamiento TD1 (Luz/Oscuridad) alcanzé
su maxima capacidad germinativa (63%) el dia 51 de siembra (Figura

28).

Germinacion acumulativa (GA) respecto a la aplicacion de fotoperiodo para

Valeriana adscendens
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En el caso de V. laurifolia, el tratamiento TD1 (Luz/Oscuridad)
alcanzé su maxima capacidad germinativa (48%) el dia 48 de
siembra, en contraste con el tratamiento TD2 (Oscuridad) que ha

mantenido una germinacion progresiva en el tiempo (Figura 29).

Figura 29

Germinacion acumulativa (GA) respecto a la aplicacion de fotoperiodo para

Valeriana laurifolia
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Anélisis inferencial

Los datos obtenidos para la germinacion con la aplicacién de
fotoperiodo en las tres especies de estudio siguen una distribucion
normal, es decir son paramétricos, lo cual se obtuvo mediante la
prueba de Shapiro-Wilks (Anexos, Tabla 19). Por lo tanto, se aplicé un
andlisis de varianza (ANOVA) a cada una de las especies de estudio
para determinar si existen diferencias significativas entre los
tratamientos aplicados. Finalmente se aplic la prueba de Duncan
para conocer si existen diferencias entre las medias de cada
tratamiento. El analisis se realiz6 de forma individual para cada

especie estudiada.
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Del andlisis de varianza se obtuvo, para V. microphylla, V.

adscendens y V. laurifolia un p-valor (3.436e-05, 0.0005104 y

0.001473 respectivamente) menor al estadistico de prueba (a=0.05)

por lo que se determiné que existen diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos (Tabla 13).

En la prueba de Duncan, para V. microphylla, V. adscendens y

V. laurifolia se formaron dos grupos, en donde el tratamiento TD1

(Luz/Oscuridad) perteneciente al grupo a, presenta la mayor media

(10.00, 12.50, 9.67 respectivamente) (Tabla 13).

El tratamiento mas adecuado para obtener un mayor nimero

de semillas germinadas es el TD1 (Luz/Oscuridad).

Tabla 13

Valores obtenidos en las pruebas estadisticas para los tratamientos de fotoperiodo

Tratamientos

Especie p-valor TD1 TD2

V. microphylla 3.436e-05*** 10.00 00.00
a b

V. adscendens 0.0005104*** 12.50 00.00
a b

V. laurifolia 0.001473** 9.67 2.33
a b

Nota. Pruebas de ANOVA y test de Duncan. TD1: tratamiento luz/oscuridad natural,

TD2: tratamiento oscuridad total.

Aplicacion de tratamientos de termoperiodo

Durante la aplicacion de termoperiodo en la germinacion, se

realizaron tres tratamientos en los que se probaron temperatura ambiente

(Figura 17), 20°C y 5°C (Tabla 5). Los resultados se detallan a continuacion.
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Andlisis exploratorio de datos
En las especies V. microphylla y V. adscendens no se
presentd germinacién en ninguno de los tratamientos para

termoperiodo.

En la tabla 14, se muestra un resumen sobre la capacidad
germinativa (CG), el tiempo de latencia (TL) y la velocidad de
germinacion (VG) en relacién a los tratamientos de termoperiodo para

V. laurifolia.

Tabla 14
Andlisis de datos sobre germinacién respecto a la aplicacion de termoperiodo en

Valeriana laurifolia

Parametros
Tratamientos CG (%) TL (dd) VG
TE1 12 27 0.66
TE2 8 27 0.67
TE3 2 51 0.05

Nota. Capacidad germinativa (CG), tiempo de latencia (TL) y velocidad de

germinacion (VG).

El tratamiento TE1 (Temperatura ambiente) generd el mayor
porcentaje final de germinacion (12%), en contraste con el tratamiento

TE3 (5°C) (2%) (Figura 30).
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Figura 30

Capacidad germinativa (CG) respecto a la aplicacion de termoperiodo para Valeriana

laurifolia
14%
12%
g 10%
2 8%
S
2 6%
©
£
E 4%
(]
(O]
I
0%
TE1 (Temperatura TE2 (20°C) TE3 (5°C)
ambiente)
Tratamientos de termoperiodo
Los tratamientos TE1 (temperatura ambiente) y TE2 (20°C)
presentaron las primeras semillas germinadas en el dia 27 (Figura
31).
Figura 31
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Los tratamientos TE1 (temperatura ambiente) y TE2 (20°C)
presentaron las velocidades de germinacion mas altas (0.66 y 0.67

respectivamente) (Figura 32).

Figura 32
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Los tratamientos TE1 (temperatura ambiente) y TE2 (20°C) han
mantenido una germinacion lenta en el tiempo sin alcanzar una

germinacion maxima (Figura 33).

Figura 33
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Analisis inferencial

Los datos obtenidos para la germinacién con la aplicacién de
termoperiodo de V. laurifolia siguen una distribucién normal, es decir
son paramétricos, lo cual se obtuvo mediante la prueba de Shapiro-
Wilks (Anexos, Tabla 20). Por lo tanto, se aplicé un andlisis de
varianza (ANOVA) para determinar si existen diferencias significativas
entre los tratamientos. Por ultimo, la prueba de Duncan para conocer

si existen diferencias entre las medias de cada tratamiento.

Se obtuvo un p-valor (0.05992) mayor al estadistico de prueba
(a=0.05), por lo que se determin6 que no existen diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos. Sin embargo,
mediante la prueba de Ducan, se establecieron dos grupos, en donde
el tratamiento TE1 (temperatura ambiente) perteneciente al grupo a

presenta la media mas alta (2.33) (Tabla 15).

Tabla 15
Valores obtenidos en las pruebas estadisticas para los tratamientos de termoperiodo

en Valeriana laurifolia

Tratamientos

Especie p-valor TE1 TE2 TE3
V. laurifolia 0.05992 2.33 1.67 0.33
a ab b

Nota. Pruebas de ANOVA vy test de Duncan. TE1: temperatura ambiente, TE2: 20°C,

TES: 5°C.
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Capitulo V: Discusidn
El pdramo es uno de los ecosistemas mas ricos del mundo gracias a su gran
diversidad y endemismo. En los paramos ecuatorianos vive el 15% de toda la flora
endémica del pais (Mena et al., 2011). Sin embargo, la ley de Biodiversidad del
Ecuador, considera a los paramos como ecosistemas fragiles, a causa de los dafios
gue han sufrido a lo largo del tiempo (Mena et al., 2001). Por ello, la implementacién
de estrategias de conservacion de material genético, es clave para perpetuar las

especies vegetales y restaurar el ecosistema.

Dentro de la vegetacion de los paramos ecuatorianos se encuentra la familia
Valerianaceae, la cual presenta gran importancia medicinal y ornamental (Kutschker,
2011). Las poblaciones rurales que habitan estos ecosistemas, utilizan estos
recursos de forma natural, como parte de la medicina tradicional (Mena et al., 2011).
Las principales estructuras medicinales en valeriana son las raices y rizomas, ya que
en ellas se encuentran sus principios activos. Por lo tanto, la planta es extraida en su
totalidad para su uso, causando un problema mayor en su vulnerabilidad (Kadereit &
Bittrinch, 2016). A pesar de ello, el Ecuador no cuenta con programas de gestion
basados en el aprovechamiento sostenible y la conservacion de especies de
paramo, manteniéndose como un campo poco estudiado e investigado. Por esta
razén, es de especial importancia establecer una base para la implementacion de

estrategias de conservacion (Mena et al., 2011).

Una de las mejores estrategias de conservacion ex situ de plantas silvestres,
es el establecimiento de bancos de germoplasma, ya que permiten proteger y
preservar las especies amenazadas evitando su desaparicién (Bacchetta et al.,
2008). De esa forma se logran ejecutar planes de restauracion y recuperacion de

poblaciones (Ortiz, 2015).

Para el desarrollo de bancos de germoplasma, es importante tener

conocimiento principalmente de la viabilidad y capacidad germinativa (ENSCONET,
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2009), asi como de la morfologia de las semillas que van a ser almacenadas, ya que
de esto dependeré la longevidad del lote (Romero & Pérez, 2016). En base a ello, el
presente estudio comprende la descripcidn de la estructura morfoldgica de las
semillas de las especies silvestres Valeriana microphylla Kunth, Valeriana
adscendens Turzc y Valeriana laurifolia Kunth. Y la estandarizacion de protocolos

para los ensayos de viabilidad, desinfeccidén y germinacion de sus semillas.

La observacion del fruto-semilla de las especies de estudio a través de
estereomicroscopia permitié definir sus principales caracteristicas, lo cual es
importante para su correcta separacion e identificacion de los diferentes taxones,
ademas de ayudar a distinguir las diferentes especies mas alla de las caracteristicas
relacionadas con hojas, flores y forma de crecimiento (Kutschker, 2008). Segun la
clasificacion de Kutschker (2008) para la morfologia del fruto-semilla del género
Valeriana, V. adscendens pertenece al grupo Il (fruto con presencia de caliz
desarrollado en papus plumoso y glabro en toda la superficie). En el caso de V.
microphylla y V. laurifolia pertenecen al grupo IV (fruto con caliz desarrollado en

papus y superficie pubescente o hirsuta en una o ambas caras).

La presencia de papus en las tres especies se relaciona principalmente con
el modo de dispersion (Bell & Donoghue, 2004). Esta adaptacion de la semilla le
permite transportarse a través del viento (dispersion anemocoria), recorriendo
grandes distancias (dispersion longincua) (Troiani et al., 2017). El peso ligero (23+1
a 2714 mg para 100 semillas), sumado al tamafio pequefio (largo 1.1+0.1 a 1.8+0.1
mm, ancho 0.8+0.1 a 0.9£0.1 mm) de las semillas de estas especies, potencia su

movilidad durante la dispersion (Buitrago-Méndez & Lépez-Herrera, 2015).

La forma de dispersién anemocoria y longincua que presentan las especies
de estudio, favorece sus procesos de regeneracion dentro del ambiente extremo del
paramo, mediante la estrategia de colonizacion de nuevas areas. Esto permite que

las especies se alejen de factores negativos desarrollados alrededor de la planta
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madre y logren encontrar el lugar mas adecuado para su desarrollo (Castor, 2002).
Sin embargo, una desventaja de esta forma de dispersion, es que pueden
encontrarse con ambientes menos favorables para su regeneracién. Por ejemplo,
suelos sin vegetacion, en donde la insolacién, la falta de humedad y las bajas
temperaturas no permitirdn que la planta se establezca (Seminario-Cunya et al.,

2016).

El ambiente hostil de los paramos, ejerce un rango de presion selectiva sobre
las plantas que lo habitan, a lo cual deben adaptarse para sobrevivir y reproducirse
de forma efectiva (Badii et al., 2013). Las especies de valeriana han adoptado
estrategias ecoldgicas de seleccion r/K, en un espectro continuo (Morales, 1968).
Las tres especies de estudio se han especializado en reproducirse a través de
grandes cantidades de semillas con técnicas de dispersion asociadas (estrategia r),
junto a altos porcentajes de viabilidad embrionaria (estrategia K) (Badii et al., 2013).
V. microphylla con un porcentaje de viabilidad del 97%, V. adscendens del 95% vy V.

laurifolia del 72%.

Las semillas constituyen la unidad de dispersién total, manteniendo la
variacion de la progenie, permitiendo una mayor adaptabilidad ecoldgica, lo cual es
importante en planes de conservacion y restauracion de especies (Vargas & Pérez,
2014). Por otra parte, el cultivo in vitro permite potenciar la capacidad germinativa de
las semillas especialmente en aquellas que presentan dormancia, ademas de
obtener plantulas asépticas y libres de patégenos que a futuro pueden usarse como

fuente de explantes (Bueno et al., 2009).

Comunmente, las plantas de especies silvestres, estdn expuestas a la
presencia de una serie de microorganismos como hongos, bacterias y levaduras,
gue limitan su germinacion y crecimiento (Cardenas-Burgos et al., 2019). Durante la
fase de establecimiento in vitro del material vegetal, estos microorganismos son

detectados al crecer favorablemente en el medio de cultivo, llegando a ser dafiinos



75

para el explante. Compiten por los nutrientes del medio evitando el correcto
desarrollo de las plantas y produciéndoles dafios directos e indirectos al colonizar
sus tejidos o liberar metabolitos toxicos en el medio (Herndndez & Gonzalez, 2010).
Por lo tanto, determinar un protocolo de desinfeccién adecuado para las especies de
estudio segun el tipo de material vegetal, es imprescindible para garantizar la
eliminacion de los contaminantes y evitar el dafio de la estructura vegetal

(Abdelnour-Esquivel & Escalant, 1994).

En cultivo in vitro los desinfectantes comunmente utilizados son etanol (70%)
e hipoclorito de sodio (NaClO) (1-2%, 5-10 minutos) (Bacchetta et al., 2008),
generalmente aplicados juntos en una doble desinfeccion. En algunos casos es Uutil
el uso de algun agente tensoactivo (Roca & Mroginski, 1993), como primer paso
para romper la tension superficial y permitir que el explante tenga un mejor contacto
con los desinfectantes (Abdelnour-Esquivel & Escalant, 1994). En base a lo anterior,
se establecio un protocolo basado en el uso de detergente (1%, 10 minutos), etanol
(70%, 1 minuto) e hipoclorito de sodio (1y 2 %, 5y 10 minutos) como agente
evaluado. En este sentido, Cardenas-Burgos et al. (2019), reportaron un alto
porcentaje de desinfeccion (57%) en semillas de Bucquetis glutinosa (especie
endémica del paramo) al aplicar una doble desinfeccion con alcohol e hipoclorito de

sodio, y un tensoactivo (Tween 20).

El andlisis estadistico acerca de los protocolos de desinfeccion mostré que
para V. microphylla los tratamientos TB1 (NaClO 1%, 5 min) y TB2 (NaCIO 2%,
5min) dieron como resultado semillas libres de contaminacién (100%), sin embargo,
el tratamiento TB1 reporta el mayor niumero de semillas germinadas (21%). En el
caso de V. adscendens el tratamiento TB2 (NaClO 2%, 5min) es el mejor para su
desinfeccion obteniendo el mayor porcentaje (99%) de semillas no contaminadas y
uno de los porcentajes mas altos de germinacion (73%). Para V. laurifolia los

tratamientos TB3 (NaClO 1%, 10 min) y TB4 (NaClO 2%, 10 min) generaron semillas
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libres de contaminacién (100%), sin embargo, el tratamiento TB4 resulté en un

mayor nimero de semillas germinadas (25%).

Los resultados obtenidos muestran que el uso de hipoclorito de sodio en el
protocolo de desinfeccion actuando como un agente de doble desinfeccion, favorece
ampliamente la eliminacidon de contaminantes. Adicionalmente, se evidencia que la
concentracion y el tiempo de inmersion son dependientes, lo cual determina la
calidad de la desinfeccién, tal como lo afirma Diomedi et al. (2017). De acuerdo a
Hsiao & Quick (1984), la germinacién también se ve favorecida gracias a que el
hipoclorito de sodio aumenta la permeabilidad de la semilla mejorando la absorcién

de agua.

Resultados semejantes se han reportado para otras especies del género
Valeriana. Como es el caso de Carrera (2014), quien indicd que un tratamiento de
desinfeccion de NaClO al 1% por 5 minutos sera efectivo para Valeriana pyramidalis
Kunth. Por otro lado, para Valeriana pilosa Ruiz & Pav., Medina (2017) mostr6 que el
mejor tratamiento para desinfeccion y germinacion es NaClO al 2% por 5 minutos.
Finalmente, Dini et al. (2013) sugieren que para Valeriana officinalis L. un
tratamiento de desinfeccién de NaClO 2% por 10 minutos es adecuado. En
consecuencia, se puede deducir que tanto la concentracion como el tiempo de
inmersion en NaClO 6ptimos para la desinfeccién y germinacion son propios de cada
especie. Por lo tanto, siempre sera importante realizar estudios previos en aquellas
especies de las que no se tiene conocimiento. Sin embargo, en base a la
informacion recopilada, se puede establecer un rango de concentracion de NaClO

de 1-2% y tiempo de inmersion de 5-10 minutos para el género Valeriana.

En ecosistemas de paramo, las semillas de la mayoria de sus especies
presentan una germinacion irregular y relativamente baja, debido a que se
encuentran en estado de latencia (Besnier, 1976). Este hecho, se debe

principalmente, a que los suelos tienden a perder nutrientes a medida que aumenta
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la altitud, generando competencia entre las especies (Vargas & Pérez, 2014). Al
realizar procesos de germinacion, es importante brindar a la semilla las condiciones
propicias para liberarla de la dormancia y estimular su desarrollo. Los principales
factores externos a considerar para tener éxito son luz, temperatura y humedad

(Hartmann & Kester, 1997).

En la mayoria de las semillas de paramo, la germinacién se ve favorecida por
la presencia de luz (Bacchetta et al., 2008). Esto facilita la formacién de bancos de
semillas en el suelo profundo o vegetacion cerrada, ya que su germinacion sera
inhibida en oscuridad. Sin embargo, existen especies altoandinas que no requieren
de luz para germinar, y se ven favorecidas en condiciones de oscuridad. Por lo tanto,

es importante realizar pruebas de fotoperiodo (Vargas & Pérez, 2014).

En este trabajo se determind que para las tres especies de estudio la luz es
un factor indispensable en la germinacion de semillas, siendo consideradas con
fotosensibilidad positiva (Pérez, 2003). El tratamiento TD1 (Luz/Oscuridad) obtuvo
las capacidades germinativas mas altas, para V. microphylla del 50%, en V.
adscendens del 63% y V. laurifolia del 48%. Por otro lado, en el caso de V.
microphylla y V. adscendens en condiciones de completa oscuridad no existié

germinacion y para V. laurifolia la germinacién fue muy baja (12%).

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Medina (2017) para
Valeriana pilosa Ruiz & Pav. en donde en condiciones de luz obtuvieron un mejor
porcentaje de germinacion (47%). Por el contrario, Carrera (2014) indic6 que para
Valeriana pyramidalis Kunth la oscuridad influy6é de manera positiva en el porcentaje
de germinacioén (80%), sin embargo, mencionan que esto puede deberse a su
condicion domesticada. Acorde a esto, podemos inferir que para especies silvestres
del género Valeriana el requerimiento de luz es importante para la germinacion, sin
embargo, de ser necesario cuando no se tiene conocimiento de los requerimientos

de la especie se debe realizar un analisis previo.
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Cada especie tiene un intervalo de temperatura 6ptimo al cual ocurre el
méaximo de su germinacién en el menor tiempo posible. Sin embargo, un gran
namero de especies reaccionan favorablemente a una alternancia de temperatura.
Analizar la germinacién a temperaturas constantes en contraste con un régimen

alternado puede ofrecer resultados diferentes (Osuna et al., 2017).

Las condiciones de termoperiodo utilizadas afectaron de forma variable la
germinacion de V. laurifolia, observandose que el porcentaje de semillas germinadas
fue mayor (12%) bajo el tratamiento TE1 (temperatura ambiental). Este resultado
indica que una alternancia en la temperatura (dia/noche) en periodos que oscilan
entre 25.5°C/dia - 14.1°C/noche influyen positivamente ya que simula las condiciones
de su habitat natural. En contraste con temperaturas constantes (20°C) y
temperaturas bajas (5°C) en donde se obtuvieron porcentajes de germinacion bajos

(8% y 2% respectivamente) (ENSCONET, 2009).

Los equipos utilizados en los tratamientos de termoperiodo presentaban
Unicamente condiciones de oscuridad, lo cual afecté de forma negativa la
germinacion de las semillas. Causando en V. microphylla 'y V. adscendens una
ausencia de germinacion imposibilitando su analisis. Por lo tanto, al presentar
fotosensibilidad positiva, la luz es el factor principal para su germinacion,
independientemente de que las condiciones de humedad, oxigeno y temperatura

hayan sido adecuadas (Pérez, 2003).

Ademas de la importancia de factores externos (humedad, temperatura, luz),
la viabilidad del embrién y la dormancia son elementos que influyen directamente en
la germinacion (Hartmann & Kester, 1997). La aplicacion de acido giberélico (AGs)
en el medio de cultivo puede ayudar a levantar la dormancia (ENSCONET, 2009), ya
gue estimula la germinacion, ayudando a la maduracién del embrion (Abdelnour-

Esquivel & Escalant, 1994).
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Se encontraron resultados favorables en la germinacién con la aplicacion de
acido giberélico en el medio de cultivo. Para V. microphylla y V. laurifolia se obtuvo
el mejor porcentaje final de germinacion (66% y 95% respectivamente) junto a la
velocidad de germinacion mas alta (5.93 y 12.49 respectivamente) con la aplicacion
del tratamiento TC2 (2 mg/L AG3). Por otro lado, en V. adscendens el tratamiento
TC3 (3 mg/L AGs) presenté un mayor porcentaje final de germinacion (95%) y la
mejor velocidad de germinacion (14.97). Estos resultados muestran que el acido
giberélico promovid y aceleré la germinacién. Adicionalmente, el porcentaje y
velocidad de germinacion son dependientes de la concentracion de acido giberélico

aplicado.

De la misma manera ocurre en Valeriana pyramidalis Kunt, segun el estudio
realizado por Carrera (2014) la concentracién de 3mg/L de AGs generd un mayor
porcentaje de semillas germinadas (80%). Adicionalmente, en concordancia con lo
reportado por Rosales (2014) para Valeriana sp., la aplicacion de AGsen bajas
concentraciones (1 mg/L AG3) no presenta un efecto positivo considerable en la
germinacion de las especies de Valeriana, sin embargo, a partir de concentraciones
de 2 mg/L se obtuvieron excelentes resultados. Por otro lado, en el caso de V.
microphylla y V. laurifolia la germinacion disminuyé con la concentracion mas
elevada (3 mg/L AGs3), esto puede deberse a que a concentraciones altas de AGz en
dependencia con la especie de estudio puede llegar a ser toxico (Roca & Mroginski,

1993).

Los resultados obtenidos en el andlisis de germinacion, indican que las
especies de estudio presentan dormancia. Segun Vargas & Pérez (2014),
principalmente presentan fotodormancia ya que es indispensable un requerimiento
de luz para su germinacién y dormancia endégena fisiologica ya que el uso de acido

giberélico favorece altamente la germinacion indicando que las semillas son viables.
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Para la conservacién de semillas en bancos de germoplasma, se sigue un
proceso de desecacion y almacenamiento a bajas temperatura (ENSCONET, 2009).
Para ello, es necesario conocer la resistencia de las semillas a este proceso y asi
poder clasificarlas en ortodoxas o recalcitrantes. De esta manera se pueden
seleccionar las semillas aptas para su conservacion con la menor pérdida posible de
viabilidad (Vargas & Pérez, 2014). En este sentido, las semillas ortodoxas toleran la
deshidratacion sin afectar su viabilidad, lo que les permite ser conservadas sin

inconveniente durante mucho tiempo (Romero & Pérez, 2016).

Las semillas ortodoxas cumplen con ciertos rasgos morfoldgicos, producen
una gran cantidad de semillas, tienen tamafios menores a 17 mm de largo y 13 mm
de ancho y tienden a ser mas livianas (Romero & Pérez, 2016). De los resultados
obtenidos en este trabajo se pude ver que las tres especies de estudio presentan
grandes cantidades de semillas, tienen tamafio pequefio (largo 1.1+0.1 a 1.84+0.1
mm, ancho 0.8+0.1 a 0.9£0.1 mm) y un peso ligero (231 a 27+4 mg para 100
semillas), por lo tanto, se puede inferir en que mantienen un comportamiento
ortodoxo. Esta informacion pudo ser corroborada mediante los ensayos de
germinacion, en donde las especies tuvieron altos porcentajes de germinacion a
pesar de que fueron almacenadas durante un periodo de 5 meses (Vargas & Pérez,

2014).

El material almacenado en los bancos de germoplasma es de gran valor y se
espera conservarlo por periodos largos de tiempo. Sin embargo, el paso del tiempo y
las condiciones de almacenamiento, pueden comprometer la viabilidad de las
semillas. Por ello, es fundamental evaluar la calidad propagativa desde su ingreso y
durante el tiempo de conservacion. La prueba de viabilidad mediante tetrazolio es
una alternativa rapida y econémica, no obstante, al igual que las pruebas

germinativas este ensayo requiere de su optimizacion (Ortiz, 2015).
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Al no existir informacion previa acerca de la prueba de tetrazolio en las
especies de estudio, se utilizaron los pardmetros estandar establecidos en ISTA
(2016), en cuanto a concentracion (tetrazolio 1%), tiempo de remojo de semillas (24
horas) y condiciones de incubacion (30°C, oscuridad). Pereira et al. (2019) destacan
la importancia de la preparacion de la semilla previa al ensayo. Por ello, mediante
una evaluacién rapida se establecié que la mejor opcién para realizar una correcta
tincion es extraer el embrién completo después de la imbibicion en agua, ya que

para el embrién no es factible realizar cortes.

El tiempo de exposicion a la solucion de tetrazolio es un pardmetro
determinante que depende de cada especie (Salazar et al., 2020). Basado en ello,
se encontré que para las tres especies de estudio el tratamiento TA2 (6 horas de
inmersion) genero el mayor porcentaje de embriones viables. Contrastando los
resultados de viabilidad y germinacion, para V. adscendens el porcentaje de
viabilidad y el maximo alcanzado en germinacién es el mismo (95%) esto nos indica
gue las condiciones de la prueba de tetrazolio son adecuadas y que las condiciones
del tratamiento germinativo han sido favorables (3 mg/L AGs, luz/oscuridad,
temperatura ambiental dia: 25.5°C - noche: 14.1°C). En el caso de V. microphylla la
prueba de tetrazolio obtuvo un porcentaje de viabilidad (97%) superior al maximo
alcanzado en germinacion (66%), por lo tanto, serd importante encontrar los factores
ideales para su germinaciéon ademas de los ya expuestos en este estudio. Por otro
lado, en V. laurifolia la prueba de tetrazolio subestima la viabilidad ya que se obtuvo
un porcentaje (72%) menor al maximo alcanzado en germinacion (95%), por lo tanto,

se considera probar un tiempo mayor de inmersion en tetrazolio.

El estudio realizado establece informacion relevante en semillas de las
especies V. microphylla, V. adscendens y V. laurifolia representativas de los
paramos ecuatorianos por su importancia ecoldgica y medicinal. Este trabajo

constituye un referente aplicable en proximos analisis de especies relacionadas. Los
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objetivos propuestos en el presente proyecto de investigacion fueron cumplidos con

éxito y sientan las primeras bases en los proyectos HANS-BANK y BIO-GEEC.
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Capitulo VI: Conclusiones
Las semillas de V. microphylla, V. adscendens y V. laurifolia son aquenios
coronados por un vilano (6-13 filamentos), de tamafio pequefio (largo 1.1+0.1 a
1.8+0.1 mm, ancho 0.8+0.1 a 0.9+0.1 mm) y peso ligero (231 a 27+4 mg para 100

semillas), consideradas ortodoxas y por ende 6ptimas para su conservacion.

El uso de hipoclorito de sodio en la desinfeccién actuando como un agente
de doble desinfeccién, favorece ampliamente la eliminacion de contaminantes.
Ademas, mejora la germinacion ya que aumenta la permeabilidad de la semilla

mejorando la absorcion de agua.

El mejor tratamiento de desinfeccion para semillas de V. microphylla es una
concentracion de NaCIlO de 1% en un tiempo de inmersion de 5 minutos. Para V.
adscendens es una concentracion de NaClO de 2% en un tiempo de inmersién de 5
minutos. Y para V. laurifolia una concentracion de NaClO de 2% en un tiempo de

inmersiéon de 10 minutos.

La presencia de luz es un factor indispensable en la germinacion de las tres

especies de estudio, por lo que son consideradas con fotosensibilidad positiva.

En V. laurifolia se vio que una temperatura alternante de entre 25.5°C/dia-

14.1°C/noche es favorable para la germinacion.

La aplicacién de &cido giberélico tuvo una influencia positiva en la
germinacion de las tres especies de estudio. Sus concentraciones optimas son para

V. microphylla y V. laurifolia 2 mg/L de AGzy para V. adscendens 3mg/L de AGs.

Para V. microphylla y V. adscendens se ajust6 un tiempo de tincion de 6
horas en solucion de tetrazolio al 1% en incubacién a 30°C y en oscuridad, para V.
laurifolia en las mismas condiciones se considera probar un tiempo mayor de

inmersion
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Capitulo VII: Recomendaciones
Se recomienda que para ensayos de morfologia la recoleccion de semillas se

realice en tubos falcon para mantener la muestra fresca hasta su uso.

Si las semillas recolectadas van a ser almacenadas por un periodo de tiempo
antes de su uso, se debe realizar un proceso de secado previo para evitar su

descomposicién.

Una de las formas mas factibles de secado de semillas es con el uso de silica

gel, asi se puede evitar la oxidacién de la muestra.

Debido a que las semillas de valeriana son aquenios secos, es preferible
primero realizar el secado de las inflorescencias y posteriormente la extraccion de las

semillas esto agilitara el proceso.

Para procesos de cultivo in vitro se recomienda extraer el vilano de la semilla

esto ayuda a disminuir la contaminacién en el medio.

Realizar el analisis de termoperiodo aplicando periodos de luz para V.

microphyllay V. adscendens.

Este es el primer estudio realizado en estas especies, en donde se hace un
andlisis de morfologia y se establecen protocolos de germinacion y viabilidad, por lo

gue sera necesario continuar con la investigacion en especies relacionadas.
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