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Resumen
Las actividades antropogénicas practicadas de manera no sustentable amenazan el equilibrio
del ecosistema de bosques y paramos de la region Andina. Estas zonas naturales proveen
servicios ecosistémicos como la conservacién de agua dulce y la regulacion del clima. Por ello,
es necesario preservar la diversidad de especies mediante estrategias de conservacion como los
bancos de germoplasma de semillas. El presente estudio tiene como objetivo caracterizar la
morfologia y germinar semillas de la familia Grossulariaceae en Bosques Andinos del Ecuador.
Para ello, se recolectaron muestras de semillas de Ribes andicola Jancz. y Ribes ecuadorense
Jancz. Se identificé la morfologia de las especies con énfasis en sus frutos y semillas. Luego se
comparo6 el porcentaje de viabilidad mediante pruebas colorimétricas con tetrazolio al 1% e indigo
carmin al 0,15% por 24 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se evalud el efecto de la
temperatura y las giberelinas en la germinacién de las semillas de Ribes sp. Se encontré que la
morfologia de Ribes andicola y Ribes ecuadorense difiere en cuanto al tamafo, posiblemente
por estrategias de dispersion. Por otro lado, la viabilidad de las semillas de es alta, por lo que es
posible su conservacion en un banco de semillas. Adicionalmente, el 17% de semillas de R.
andicola germinaron en un régimen de temperatura combinada 20/10 °C y ausencia de

giberelinas, hasta formar plantulas.

Palabras clave: Ribes andicola Jancz., Ribes ecuadorense Jancz., tetrazolio, indigo

carmin, giberelinas.
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Abstract
Anthropogenic activities practiced in an unsustainable manner threaten the balance of the
ecosystem of forests and paramos of the Andean region. These natural areas provide ecosystem
services such as freshwater conservation and climate regulation. Therefore, it is necessary to
preserve the diversity of species through conservation strategies such as seed germplasm banks.
The objective of this study is to characterize the morphology and germinate seeds of the
Grossulariaceae family in Andean Forests of Ecuador. For this, samples of seeds of Ribes
andicola Jancz. and Ribes ecuadorense Jancz. were collected. The morphology of the species
was identified with emphasis on their fruits and seeds. Viability percentage was then compared
by colorimetric tests with 1% tetrazolium and 0.15% indigo carmine for 24 hours at room
temperature. Finally, the effect of temperature and gibberellins on seed germination of Ribes sp.
was evaluated. It was found that the morphology of Ribes andicola and Ribes ecuadorense differ
in terms of size, possibly due to dispersal strategies. On the other hand, the viability of the seeds
is high, so their conservation in a seed bank is possible. Additionally, 17% of R. andicola seeds
germinated under a combined temperature regime of 20/10 °C and absence of gibberellins, until

they formed seedlings.

Key words: Ribes andicola Jancz., Ribes ecuadorense Jancz., tetrazolium, indigo

carmine, gibberellins.
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Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del problema

El Ecuador es un pais privilegiado en cuanto a recursos naturales, debido a su
ubicacion geografica en la zona ecuatorial, los fendmenos naturales y geogréaficos que alli
coinciden, como la corriente del Nifio, la corriente de Humboldt y la Cordillera de los Andes.
Estas condiciones han dado lugar al punto caliente (hotspot) de los Andes Tropicales que se
extiende desde Venezuela hasta Chile, pasando por Ecuador. Esta region alberga gran
diversidad de especies endémicas en un pequefio territorio en comparacion con el resto del

mundo (Peyre et al., 2018).

Los Andes Tropicales estan conformados por bosques andinos y paramos, los cuales
son ecosistemas montafiosos cuya complejidad topografica es notoria por su ubicacién en la
Cordillera de los Andes. Ademas, caracteristicas ambientales como la altitud entre el rango de
3000 y 5000 m.s.n.m. y la variedad de temperaturas debido a la radiacion intensa durante el dia
y su descenso abrupto por la noche, han favorecido el desarrollo de especies endémicas con
alto grado de adaptacion a condiciones extremas. En el Ecuador, este ecosistema cubre cerca
de 12818,5 km? del territorio nacional actuando como reservorios de agua, reguladores de
clima, sitios de alta diversidad y almacenamiento de carbono, por lo que es de vital importancia

conservarlos (Garcia et al., 2019; Briick et al., 2022).

No obstante, las principales actividades antropogénicas como agricultura intensiva, la
ganaderia y mineria, asi como también la tala comercial y la construccién de carreteras,
generan situaciones catastréficas para el fragil equilibrio de los ecosistemas de montafia, ya

gue ocasionan deforestacion y fragmentacion de bosques (Pennington et al., 2010).

La deforestacion presenta efectos negativos y atenta peligrosamente contra las

especies nativas de los ecosistemas andinos, dado que tanto plantas como animales se
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encuentran en estrecha relacion de dependencia de arboles que brindan hogar a osos, tapires,
conejos y aves, e incluso plantas de tipo arbustivo que crecen asociadas para aprovechar la

sombra y proteccién del viento que pueden ofrecer los arboles de mayor altura.

La fragmentacion de bosques en cambio, implica la creacion de parches, es decir, areas
aisladas y de menor tamafio, con distintas condiciones ambientales que afectan la dinamica
entre flora y fauna. Esta desconexion entre parches supone que las especies pierden acceso a
los recursos que tenian antes, dado que no pueden cruzar las barreras impuestas por el

hombre (Tapia-Armijos et al., 2015)

En consecuencia, estos problemas suponen un riesgo para la poblacion, dado que los
bosques andinos proveen de agua dulce a la ciudadania. Por lo que este trabajo pretende
recolectar informacion que permita preservar la diversidad del paramo y asi poder restaurar la

vegetacién en un futuro.

Justificacion del problema

El ecosistema de paramo esta conformado por vegetacion tipo arbustiva o matorral con
capacidad de adaptacion a climas extremos que se desarrolla en zonas montafiosas a gran
altitud. Por lo que, su importancia radica en sus recursos bioticos y abidticos. En el ecosistema
de alta montafia, el suelo es rico en carbono organico y tiene potencial de retencion de CO;
atmosférico y agua. Por otro lado, la vegetacién de humedales y pajonales también retiene
agua y actia en la dindmica del ciclo del agua proveniente de precipitaciones, niebla y nubes.
Por lo tanto, el paramo se considera un ecosistema centinela de alta relevancia para actuar
frente al cambio climatico y que permite la conservacion de agua (Dangles et al., 2017; Ayala

lzurieta et al., 2021)
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Actualmente, los paramos se encuentran amenazados por el avance de las actividades
productivas del hombre que ocupan cada vez mas territorios y acaban con la vegetacion nativa.
A pesar de tener tal trascendencia para el futuro de la humanidad, este ecosistema carece de
registros que documenten su evolucion detallada. Por lo que, los bancos de semillas
representan una estrategia de solucion para salvaguardar la diversidad, dado que suponen un
refugio de recursos genéticos valiosos para la restauracion de poblaciones y la incorporacién
de genes de adaptacion a condiciones climaticas desfavorables. De esta manera, las especies
de la familia Grossulariaceae, al ser arbustos que crecen en estrecha relacién con otras
especies ubicadas en lineas de bosque que delimitan zonas de alta diversidad, su rol en
restauracion es importante y esta asociado a la dinamica de crecimiento de multiples formas de

vida (Young & Ledn, 2007).

Por todo lo antes mencionado, este trabajo pretende recolectar datos de morfologia de
plantas y semillas de la familia Grossulariaceae, asi como de sus condiciones de germinacion,
para preservar su contenido genético en un banco de semillas como el del Proyecto HANS-
BANK en colaboracion entre la Corporacion Alemana y la Universidad de las Fuerzas Armadas

ESPE, para asi poder emplearlo en planes de restauracion.
Objetivos
Objetivo general

Caracterizar la morfologia y germinar semillas de la familia Grossulariaceae en Bosques

Andinos del Ecuador.
Objetivos especificos
Recolectar muestras de semillas de la familia Grossulariaceae.

Identificar la morfologia de las especies de la familia Grossulariaceae con énfasis en

sus frutos y semillas.
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Analizar la viabilidad de las semillas de la familia Grossulariaceae mediante la

pigmentacion del embrion con pruebas colorimétricas.

Determinar los parametros de germinacion de las semillas de la familia Grossulariaceae.

Hipotesis

Los tratamientos aplicados permiten la germinaciéon de semillas de la familia

Grossulariaceae.
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Capitulo Il: Marco teorico

Paramos andinos

Los paramos son ecosistemas formados sobre terrenos montafiosos de la Cordillera de
los Andes, en los paises de Venezuela, Colombia y Ecuador. Esto convierte al pAramo en una
provincia biogeografica, dado que los patrones geograficos y ambientales que presenta influyen
en las relaciones evolutivas de los seres vivos que alli habitan, lo que genera un alto grado de
endemismo. Los bosques andinos son considerados uno de los puntos calientes de

biodiversidad del planeta que alberga cerca del 60% de las especies (Peyre et al., 2018).

El paramo en general, comprende matorrales, pastizales y humedales, los cuales se
subdividen en: (i) Subparamo que comprende la transicién entre laderas de bosques y pastos
de paramo entre 3200 — 3500 m.s.n.m., con especies de los géneros Befaria, Brachyotum,
Diplostephium, Gaultheria, Gynoxys, Hypericum, Maclenia, Miconia, Pentacalia, Hesperomeles
y Vaccinium; (ii) Paramo de pastos a 3500 — 4100 m.s.n.m., con pequefa vegetacion adaptada
a la sequia, compuesta por arbustos (Hypericum, Diplostephium, Pentacalia, Pernettya y
Valeriana), plantas en roseta acaulescentes (Acaena) y en cojin (Werneria) y (iii) Superparamo
con especies de los géneros Draba, Efedra, Lupinus y Senecio que crecen dispersas sobre
suelo arenoso a mas de 4100 m.s.n.m., sobreviviendo a nevadas debido a su cercania a la

linea de nieve (Morrone, 2018).

Distribucion geogréfica en el Ecuador

En el Ecuador, los paramos se dividen en distritos por su ubicacion geografica en el
norte, centro y sur de la cordillera de los Andes, estando delimitado al este por la costa del
Pacifico y al oeste por la regiébn amazonica. El paramo Norte abarca las areas mas
significativas en cuanto a endemismo: Galeras — Chiles, el norte de la Cordillera Occidental, la

Cordillera Central Occidental y el norte de la Cordillera Real Oriental. Al norte, su limite es el
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distrito de Paramos Quindio. Mientras que al sur se encuentra el distrito Centro formado por los
Paramos Macizo del Cajas y Azuay — Morona Santiago — Zamora. El paramo Centro esta
delimitado por los rios Cafar y Paute al norte y los rios Jubones y Zamora al sur. El paramo
Sur corresponde al sur de la Cordillera Real y la Cordillera Occidental. Contiene los Paramos
Lagunillas — Piura — Podocarpus y Paramos del Sur de la Cordillera Occidental (Jiménez-

Rivillas et al., 2018)

Condiciones ambientales del paramo ecuatoriano

El paramo andino esta ubicado en la zona ecuatorial y se caracteriza por su altura entre
3000 y 4800 m.s.n.m. Este amplio rango de altura es posible debido a la irregularidad del
paisaje, los picos elevados, las planicies extensas, cuencas y valles. La altura implica un estrés
ambiental para las especies, debido a la reducciéon de oxigeno a mayor altitud, lo que

incrementa la especiacion (Yasin & Andreasen, 2016; Abbas et al., 2022)

Por otro lado, los suelos de los paramos son ricos en materia organica, los cuales tienen
una capa de hasta un metro de profundidad. Estas regiones hiperdiversas se presentan en
rocas maficas y ultraméficas con baja disponibilidad de fésforo y altas cantidades de magnesio,
lo que incrementa la especializacion de plantas con altos niveles de lignina y fenoles en hojas

(Rahbek et al., 2019).

La intensa radiacion solar seguida de noches muy frias y himedas junto con la
heterogeneidad de la altitud genera microclimas de montafia. La temperatura media anual del
paramo oscila entre 4°C y 10°C. El Subparamo se mantiene entre 8 y 10°C. Sin embargo, en el
Superparamo la temperatura desciende a 0°C por su proximidad a la linea de nieve. Se estima
gue cada 100 m de altura la temperatura media decae 0,6 °C. En los meses de temperatura
mas extrema, ocurren ciclos de congelacion y descongelacion que presionan la seleccion de

especies. Los paramos son zonas generalmente himedas, excepto por uno o dos meses secos
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en los que la frecuencia de precipitaciones disminuye (Vargas-Rios, 2022). Estas variaciones

generan un incremento en la especiacion y el endemismo de las plantas en estos ecosistemas.

Las condiciones ambientales como altitud, clima, suelo y precipitaciones propician la
especiacion por mecanismos ecoldgicos como seleccion, deriva génica, hibridacion,
poliploidizacién, interacciones con polinizadores y aislamiento geografico. Las montafias tienen
un area relativamente pequefia que representa el 25% de la superficie terrestre mundial,
excluyendo la Antértida, pero poseen una de las zonas con mayor diversidad en el planeta

(Perrigo et al., 2020).

Amenazas y riesgos en los paramos

Las actividades antropogénicas como agricultura, pesca, ganaderia y mineria, se han
practicado de manera no sustentable por siglos en la historia de la humanidad dejando una
huella ecolégica. En los Ultimos afios, estas consecuencias se han incrementado debido al
avance de las civilizaciones y la globalizacién, las cuales orillan a los granjeros a explotar cada
vez mas terreno a mayor altura, expandiendo la frontera agricola. A pesar de que las
comunidades realizan estas actividades con la finalidad de obtener recursos de valor que les

brinden sustento econémico, deterioran poco a poco la calidad del suelo (Calbi et al., 2021).

La persistencia de estos actos, sumado a la tala indiscriminada e incendios forestales
impacta fuertemente los ecosistemas nativos, lo que genera deforestacion y fragmentacion de
bosques, erosion de suelos y contaminacion. En el caso de Ecuador, los bosques caducifolios y
semicaducifolios que cubren un sexto del territorio nacional, se han visto amenazados por la
deforestacion en una tasa alarmante de 30 km? por afio entre 2008 y 2014 (Tapia-Armijos et al.,
2015). La perturbacion constante en los ciclos de agua y energia, provoca deterioro de habitats,
aislamiento de especies en parcelas carentes de los recursos necesarios y limitacion en la

interaccion entre poblaciones. Estos dafios desembocan en extincién de especies nativas y
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pérdida de servicios ecoldgicos. De esta manera, los bosques degradados son proclives a sufrir
incendios forestales con més frecuencia en la época seca, debido a la elevacién de su

temperatura ambiental (Longo et al., 2020).

Importancia de la vegetacion en el ecosistema de paramo

Los paramos son ecosistemas con multiples cualidades para responder a la crisis
climatica, ya que actian como: reservorios de agua dulce, sumideros de carbono y refugio de
diversidad de especies con genes de adaptacion a condiciones extremas. Es por esto que su
conservacion significa asegurar la calidad de vida de millones de personas asentadas en la
serrania. La crisis por agua dulce es inminente, debido a la contaminacién a nivel mundial. Uno
de los servicios ecosistémicos que brinda el paramo es el almacenamiento y la liberacién de
agua. El almacenamiento hidrico de montafia tiene un componente dinamico influenciado por la
intensidad de precipitaciones y un componente pasivo que incluye las propiedades de suelos
con alta capacidad de retencién de agua, como son los histosoles. Las cuencas de las
montafias son fuentes de agua para ciudades, sin las cuales el abastecimiento seria imposible.
Por lo tanto, los paramos son relevantes para la gestion de recursos hidricos (Lazo et al.,
2019).

A nivel mundial, aproximadamente el 70% del carbono es almacenado por bosques
tropicales y subtropicales, tanto en suelos como en la vegetacion. El carbono es un gas de
efecto invernadero, proveniente de procesos tanto naturales como artificiales que aceleran la
crisis climatica. La importancia de la captura de carbono radica en que evita su presencia en la
atmosfera, al metabolizar el diéxido de carbono en moléculas més estables a largo plazo. Por
ende, para lograr combatir el cambio climatico se requiere reducir las fuentes de contaminacion
ocasionada por el uso de combustibles fésiles y conservar las areas forestales que actian

como sumideros de carbono (Duque et al., 2021; Longo et al., 2020).
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Los ecosistemas de montafia que surgen en la Cordillera de los Andes son el hogar de
cerca del 87% de anfibios, aves y mamiferos del mundo, con una alta proporcién de especies
endémicas. Por ello, los paramos son cruciales para preservar la diversidad faunistica y
floristica del planeta a largo plazo. La topografia propia de las altas montafias las convierte en
zonas poco accesibles para el hombre con una proteccion natural debido a la complejidad del
terreno por el movimiento de placas tectoénicas, por compresion o estiramiento de la litésfera.
La tectdnica de placas genera sitios con geografia escarpada como picos altos, laderas,
planicies y cuencas. Estas condiciones geolégicas y climaticas impulsan la diversificacion de
las especies a través de seleccidn natural y deriva génica (Rahbek, Borregaard, Colwell, et al.,
2019).

La adaptacién a condiciones especificas del paramo origina cascadas de especiacion
en las cuales la generacion de una nueva especie influye en la seleccion de otra. El gradiente
climatico, la elevada concentracién de magnesio en el suelo y la intensa radiacién UV que
promueve las mutaciones de ADN son factores que tienen un fuerte impacto en el origen,
persistencia y extincién de especies. Por lo tanto, los paramos son potenciales refugios de
especies y recursos ante la explotacion y la urbanizacion, en la generacion de areas endémicas
con una alta biodiversidad (Perrigo et al., 2020).

Grossulariaceae: Descripcion de la familia

Caracteristicas generales

La familia Grossulariaceae estd compuesta por arbustos dioicos rastreros o erectos que
florecen durante casi todo el afio. Su crecimiento a manera de arbusto los convierte en
elementos cruciales para la formacién del subparamo y los margenes superiores del bosque
nuboso. Esta familia se caracteriza por presentar frutos en forma de bayas que nacen de
inflorescencias pendulares o erectas con flores en forma de céliz. En general, sus hojas y

ramas se encuentran en estado caduco y aspecto coridceo poco lobulado. Las especies de
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América del Sur presentan hojas semiperennifolias. La hoja de todos los grupos infragenéricos
de Ribes sp. tiene laminas de 3 a 5 I6bulos y corresponde a una plesiomorfia (Freire-Fierro,

2002; Weigend et al., 2002; Castillo et al., 2020; Wang et al., 2021).

Taxonomiay Distribucion

La familia Grossulariaceae esta conformada por plantas eudicotiledéneas, agrupadas en
la Clase Magnoliopsida. Esta Clase incluye al Orden Saxifragales, un clado monofilético que
relaciona estrechamente a las familias Saxifragaceae Grossulariaceae, lteaceae y
Pterostemonaceae en una de sus ramas. El linaje de la familia Grossulariaceae consta de 150
especies que constituyen el género Ribes L. y siete subgéneros: Berisia (Spach.) Jancz.,
Parrilla Jancz., Ribes L., Coreosoma (Spach.) Jancz., Grossularoides Jancz., Grossularia (Mill.)

Pers. y Oligocarpa Vals. (Weigend et al., 2002; Dong et al., 2013)

La mayoria de especies del género Ribes alrededor del mundo se encuentran en zonas
templadas y subtropicales entre 2000 y 4000 m.s.n.m. en Norteamérica, Europa, el Este de
Asia y el Norte de Africa. En América del Norte y Europa predominan variedades de alto valor
comercial como la grosella negra (Ribes nigrum L.) y la grosella espinosa (Ribes uva-crispa L.),
cuyo parentesco aln se debate para mantenerlas en un género o dividirlas en dos. En los
Andes Tropicales de América del Sur, se ha encontrado pequefia porcion con alto grado de
endemismo, compuesta por 43 especies del subgénero Parrilla sect. Andina. En el territorio
ecuatoriano, se han registrado ocho especies, cuatro de ellas son especies endémicas y en
peligro de extincion: R. austroecuadorense, R. lehmannii, R. luteynii y R. nanophyllum (Freire-

Fierro, 2002; Wang et al., 2021).

Ribes andicola Jancz. R. andicola es una especie ampliamente distribuida desde
Venezuela hasta el Norte de Per(, a excepcién del extremo Sur de Ecuador. Esta especie se

caracteriza por tener un crecimiento arbustivo cuyo tallo esta cubierto por tricomas. Sus hojas
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son simples o alternas, ovadas, de apice acuminado, de base ligeramente cordada, margen
biserrado, envés lanoso y un haz brillante por la presencia de cutina. El peciolo es alado con
insercién decurrente en el tallo y con presencia de estipulas. Las inflorescencias forman
racimos terminales y pendulares cuyas flores tienen sépalos rojizos y pétalos con tonalidades
amarillas a anaranjado palido. Sus frutos son bayas de color anaranjado, los cuales se tornan
rojo cuando maduran, como se observa en la figura 1 (Weigend et al., 2005; Moreno-Gaona et
al., 2018).Ribes andicola es una especie considerada indicador de la cubierta forestal, ya que
persiste después que los bosques han sido talados (Weigend, 2004; Weigend et al., 2005).

Figura 1

Ejemplar de Ribes andicola en campo.

N

Ribes ecuadorense Jancz. R. ecuadorense es una especie que ha sido reportada
dentro de los taxones endémicos del Distrito Norte del Paramo en Ecuador. Crece como
arbusto erecto a escandente de 4 a 6 m, cuyos tallos son pendulares a decumbentes (tallos
horizontales a nivel del suelo). Las hojas se caracterizan por ser simples, alternas, espiraladas,

cuya lamina foliar puede ser ovada o cordada. Tiene hojas trilobuladas de base cordada y
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margen entre serrado a triserrado. Tiene peciolos (1,5 a 2,5 cm) alados en la base. Las
inflorescencias forman racimos terminales pendulares de 9-16 cm que contienen entre 30y 70
flores. Las flores son pentameras, actinomorfas y cupuliformes, las cuales forman un caliz de
sépalos de 3 a 5 mm. El caliz es rojizo, lanceolado, el cual posee una corola blanca de pétalos
obovados de 3 a 4 mm. Los frutos son bayas de color amarillo verdoso con remanentes del
caliz en el apice como se observa en la figura 2 (Freire-Fierro, 2002; Jiménez-Rivillas et al.,
2018)

Figura 2

Ejemplar de Ribes ecuadorense en campo.

Descriptores morfolégicos

Los descriptores morfolégicos son caracteristicas cualitativas o cuantitativas que

permiten diferenciar entre especimenes en base a la medicion o evaluacion de ciertos
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pardmetros asociados a la forma. Estos descriptores deben cumplir algunos criterios de

uniformidad y estabilidad (Montoya-Aramburu et al., 2008).

Existen descriptores morfolégicos vegetativos y florales. Los descriptores vegetativos
estan asociados al crecimiento del tallo y la hoja, los cuales reflejan la adaptabilidad de la
planta a la luz y a la sombra. Entre estos constan las dimensiones de la hoja, el area foliar, el
grosor, la forma, la ubicacion en el tallo y el contenido de clorofila (Villegas-Retana &
Chavarria-Soto, 2016). En cambio, los descriptores florales incluyen el dimensionamiento, peso
hamedo, peso seco, coloracién y forma tanto de la flor como del fruto y la semilla. Estos
descriptores junto con los parametros de contenido mineral de semillas, tiempo y porcentaje de
germinacion, son Utiles en programas de mejoramiento genético (Blalogoe et al., 2020). En este
estudio se han seleccionado los parametros morfolégicos que influyen en la viabilidad de
semillas como es el nimero por fruto, tamafo, peso y porcentaje de humedad, debido a la

importancia de estos en el almacenamiento de las muestras.

Al describir especificamente en el Ecuador a la familia Grossulariaceae, se observan
diferencias en la forma de la hoja, el tipo de glandula, la posicién de la inflorescencia, la forma
de la flor y las caracteristicas del fruto, lo que permite su identificacion. Las especies R.
andicola y R. ecuadorense comparten caracteristicas como: flores en forma de copa, hipantio
mayormente de 3 mm de largo, superficie interna de los lI6bulos del céliz rojo claro, rojo
parduzco o verdoso. Sin embargo, Ribes ecuadorense, a diferencia de R. andicola, tiene tallos
y ovario con glandulas sésiles a subsésiles, amarillentas y hojas con base cordada. Ademas de
poseer inflorescencias con mas de 30 flores. Ribes andicola, en cambio, tiene hojas con base
truncada a obtusa o cuneada. La inflorescencia presenta bracteas de 5 mm de largo, sépalos
marrén rojizos y fruto resupinado (Freire-Fierro, 2002). Estas caracteristicas sirven para poder

identificar las especies en el momento de la recoleccion.
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Viabilidad de semillas

La viabilidad de semillas indica la capacidad de germinacion en condiciones
ambientales favorables. Existen otros términos como el vigor, el cual es la aptitud para formar
plantulas sanas y la longevidad, la cual corresponde al periodo que dura la viabilidad. La
viabilidad depende de factores como temperatura de almacenamiento, contenido de humedad,
oxigeno y genotipo. El bajo contenido de humedad y temperatura son cruciales para conservar
la longevidad de semillas ortodoxas como las de la familia Grossulariaceae. Otro factor
importante es la maduracion de las semillas, ya que esta es la fase de desarrollo mas sensible

para la viabilidad (Fenu et al., 2012; Stanschewski et al., 2021).

En conservacion, las pruebas de viabilidad de semillas son esenciales para determinar
el éxito de la conservacion ex situ en bancos de semillas, pero lamentablemente los protocolos
en semillas andinas poseen poca informacién estandarizada. Por lo cual, es necesario
seleccionar pruebas de viabilidad confiables que permitan identificar si la semilla de una
muestra esta viva y si es metabdlicamente activa para la germinacion. Este proceso se lleva a
cabo con la finalidad de estimar la proporcion de semillas vivas en una poblacion, lo cual se

expresa como el porcentaje de viabilidad (N. Pradhan et al., 2022).

Las pruebas de viabilidad pueden ser: (a) ensayos colorimétricos, (b) radiografia con

rayos X y (c) ensayos de germinacion.

Pruebas colorimétricas

Las pruebas colorimétricas son pruebas quimicas que tifien las semillas viables gracias
a los compuestos quimicos y enzimas que poseen para llevar a cabo la germinacion. Estos
ensayos pueden ser enzimaticos si la solucion de tincion cambia de color en presencia de

enzimas asociadas al desarrollo de la radicula. En este caso el tetrazolio sirve para detectar
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deshidrogenasas y el diacetato de fluoresceina sirve para detectar esterasas presentes en la

semilla.

Las pruebas no enziméaticas en cambio emplean el principio de absorcion diferencial del
colorante. Este es el caso de las pruebas de indigo carmin y azul de Evans. Estos ensayos
guimicos requieren protocolos optimizados previamente para obtener resultados uniformes que

faciliten la interpretacion de los resultados (Marrero et al., 2007; Pradhan et al., 2022).

Prueba de tetrazolio. La prueba de tetrazolio (TTC) es una prueba enzimética que
detecta deshidrogenasas presentes en las semillas mediante una reaccion de oxido reduccion.
En un vial de vidrio, los embriones hidratados se sumergen en una solucién al 1% de cloruro de
2,3,5-trifeneil tetrazolio (TTC), durante 4 dias a 25 °C y oscuridad. EI TTC en su forma oxidada
es incoloro. Al reaccionar, se reduce formando 2,3,5-trifenil formazan cuya coloracién es roja o
rosa. Por ello, se consideran viables los embriones tinturados de rojo. Esta es una de las
pruebas mas utilizadas dado que es rapida. No obstante, puede presentar resultados
inconsistentes y dificiles de interpretar para quien carezca de experiencia (Franca-Neto &

Krzyzanowski, 2019).

Prueba de diacetato de fluoresceina. En la prueba del diacetato de fluoresceina
(FDA), las células viables convierten el diacetato de fluoresceina en fluoresceina por hidrélisis
mediada por las esterasas intracelulares. La acumulacion en el citoplasma de fluoresceina es
visible a manera de fluorescencia verde brillante al aplicar luz UV. Por lo que, se consideran
vivos los tejidos totalmente tefiidos. Esta técnica es aplicable a polen y a semillas
microscopicas (Impe et al., 2020).

Prueba de indigo carmin. La prueba de indigo carmin (IC) se basa en la tincién
diferencial entre tejidos vivos que permanecen incoloros y tejidos muertos que se colorean de

azul. La solucién de indigo carmin al 0,15% se obtiene disolviendo 15 mg del colorante
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(C16HsN20sS2Nay) en 100 ml de agua destilada. Para esta prueba se extrae el embrion al
sumergir las semillas durante 18 horas en agua destilada. Luego, los embriones permanecen
por 3 horas en la solucién de indigo carmin a temperatura ambiente. Finalmente, se determina
el porcentaje de viabilidad considerando inviables a las semillas con tincion completa o parcial,

en la radicula (Marrero et al., 2007)

Prueba del azul de Evans. La prueba del azul de Evans (EB) es una prueba no
enzimatica basada en la integridad de la membrana, la cual es permeable al tinte en tejidos
muertos. Las células viables carecen de coloracion, puesto que las bombas de la membrana
celular estan activas. Para esta tincion los embriones se sumergen en la solucion de azul de
Evans al 0,1% durante 2 minutos, seguido de dos enjuagues con agua destilada por 10
minutos. Es una prueba rapida y precisa, que requiere de experiencia. Debido a que esta

prueba es poco empleada, carece de estudios (Tian et al., 2019; Nowicka et al., 2021)

Pruebas de rayos X

Las pruebas de rayos X emplean radiografias para observar la presencia y morfologia
del embrién y el endospermo. La imagen de una semilla viva muestra homogeneidad en el
embridn, sin areas oscuras que se asocian al dafio tisular. Una imagen clara indica ausencia de
invasién por microorganismos o invertebrados y refleja bajo contenido de humedad, lo que es
favorable para la conservacion ex situ. Este es un ensayo rapido no destructivo, que requiere
equipos costosos. Su uso en semillas diminutas es restringido debido al tamafio y manipulacion

requerida (Al-Turki et al., 2019).

Germinacién de semillas

Las pruebas de germinacion indican la capacidad de la semilla de formar plantulas en

condiciones adecuadas. Este es el método més efectivo, dado que la capacidad germinativa
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refleja directamente la ausencia de latencia y la viabilidad de una semilla. Sin embargo, este
método requiere la evaluacion de condiciones de germinacion individuales como requisito
previo. Ademas, el tiempo para completar el ensayo puede resultar muy extenso, impidiendo la

obtencion de resultados(Breman et al., 2021).

La germinacion es el inicio de la formacion de plantulas viables, la cual esta
determinada por las condiciones ambientales favorables para cada semilla. Este proceso inicia
con el rompimiento de la latencia o dormancia. La latencia es un proceso que protege a la
semilla de condiciones adversas, la cual puede ser fisica o fisioldgica. La dormancia fisica
ocurre en el 25% de las plantas con flores, debido a la impermeabilidad de la semilla al agua
generada por desecacion. Esta dormancia se puede interrumpir mediante imbibiciéon en agua y
ruptura de la testa. En general, cuanto mas dura sea la cubierta y mas grande sea la semilla,
requiere mayor tiempo de imbibicién en agua para germinar. Mientras que, la latencia
fisiologica esta asociada a las variaciones de temperatura que acompafan al cambio de
temporada. Sin embargo, se puede interrumpir por incendios o la ingesta por parte de animales

(Jaganathan & Biddick, 2021; Jakovac et al., 2021; Klupczynska & Pawtowski, 2021).

Parametros de germinacién. Para una germinacion exitosa se deben cumplir
requerimientos nutricionales y pardmetros ambientales especificos de cada especie. En el
laboratorio, la germinacion se puede llevar a cabo en papel filtro himedo o en medio Murashige
y Skoog (MS), que contiene micro y macro nutrientes esenciales. Un componente decisivo es la
suplementacion de los medios con fitohormonas, las cuales promueven el elongamiento celular
como es el caso de las giberelinas. Otro factor importante es el uso de camaras de crecimiento
para controlar factores ambientales como la humedad, el fotoperiodo, la luz, la temperatura y el
COs.. Es necesario evitar el estrés por bajas temperaturas con calefactores y la falta de luz con

lamparas con temporizadores (Freschet et al., 2021)
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En el paramo, las plantas se encuentran expuestas tanto a altas como bajas
temperaturas, debido al contraste marcado entre el dia y la hoche. Por lo tanto, la germinacion
depende y es directamente proporcional a la temperatura. Esto se debe a que este factor
influye en la actividad enzimética, la cual es indispensable para la accion de enzimas hidrolasas
como la a-amilasa, B-1,3-glucanasa y lipasas. Estas enzimas actian en la transformacion de
las reservas del endospermo en compuestos disponibles para la generacién de energia y

alimento a través del metabolismo (Belmehdi et al., 2018; Adetunji et al., 2020)

Estrategias de conservacion

La degradacion de ecosistemas causada por deforestacion, monocultivos intensivos,
especies invasoras y expansion urbana son las principales causas que generan pérdida de la
diversidad. Por lo que, para tratar de mitigar estos efectos, se han desarrollado estrategias que
permitan conservar los datos bioldgicos y genéticos de especies para regenerarlas en el futuro.

Estas estrategias pueden ser in situ 0 ex situ (Kulak et al., 2022).

Las estrategias in situ permiten conservar especies dentro de su propio habitat. La
reforestacion es una excelente estrategia in situ a largo plazo para restaurar zonas
naturalmente carentes de vegetacion o que se han perdido debido a la tala excesiva. Se realiza
mediante la plantacion de arboles o la regeneracion natural del follaje, para recuperar los
servicios hidrolégicos que provee el paramo como la produccion y regulacion de agua. A su
vez, permite reducir la erosion del suelo y deslizamientos de tierra. Con esto se logra
incrementar la tasa de infiltracion y la materia organica del suelo. No obstante, si se realiza con
arboles exoticos puede ser contraproducente en pastizales elevados bien conservados, dado
gue se reduce la produccion de agua hasta un 40% en comparacion con la vegetacion nativa

(Bonnesoeur et al., 2019).
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Las estrategias ex situ permiten conservar la especie en lugares externos protegidos

como jardines botanicos, viveros, herbarios y bancos de germoplasma (Kulak et al., 2022).

Herbarios

Los herbarios son lugares donde se almacena un conjunto de muestras de plantas que
han sido recolectadas, prensadas y conservadas junto a sus datos de accesién como lugar,
fechay recolector. Alrededor del mundo existen mas de 350 millones de especimenes en
aproximadamente 3000 herbarios. El inicio de los herbarios data del siglo XVI, por lo que se les
puede considerar como testigos de la historia, que informan los efectos a largo plazo del
cambio global en las plantas. Desde sus inicios, hasta la actualidad han sido empleados como
herramientas para taxonomia, sistematica, botanica, ecologia y conservacion (Lang et al.,

2019; L6pez & Sassone, 2019).

Germinacién in vitro

La germinacion in vitro se basa en la propagacion de células vegetales mediante
reproduccién asexual en condiciones controladas de laboratorio para producir un elevado
namero de plantulas. Esta estrategia permite propagar especies en peligro de extincion
ayudando a la conservacion de la diversidad. Para evaluar la germinacion, se realiza el
protocolo de desinfeccidn de la muestra antes de introducirla al medio MS de establecimiento.
Durante este proceso se controlan parametros como temperatura, luz y fotoperiodo. Luego, en
la aclimatacion, las plantulas germinadas se cultivan en macetas con tierra en condiciones

estériles (Gallia et al., 2021)

Banco de germoplasma

Los bancos de germoplasma son reservas que permiten salvaguardar recursos

biologicos y moleculares de nuestros ecosistemas. Un banco debe garantizar la identidad de
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cada accesion bajo custodia mediante el registro y etiqguetado adecuado. Los datos de
pasaporte deben incluir la informacion de la recoleccion como: nombre de la especie,
caracteristicas geograficas, fisicas y bioticas del sitio de recoleccion, altitud, coordenadas, hora
y fecha, uso local y recolector. Ademas, se debe crear una base de datos con informacion
técnica de procesamiento, siembra o propagacion, caracterizacion, identificacion con
marcadores morfologicos, fenotipicos o moleculares. Dentro de estos parametros, es crucial
monitorear la viabilidad de las muestras para garantizar que sean capaces de regenerar plantas

completas (Alonso & Iriondo, 2014)
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Capitulo 1ll: Metodologia

Fase de campo

En este estudio se trabajo con las especies Ribes andicola Jancz. y Ribes ecuadorense
Jancz., las cuales fueron recolectadas mediante muestreo aleatorio durante los meses de abril
a julio de 2022. La especie R. andicola se encontré en la zona del Bosque de Polylepis (17M
819069 9966755), la Laguna (17M 817897 9968063) y el Camino Viejo (17M 811301 9963287)
del Parque Nacional Cayambe — Coca, ubicado al Norte de la Cordillera de los Andes, en la
provincia de Napo. La especie R. ecuadorense fue identificada a 2.5 km al Suroeste del Area
Nacional de Recreacion El Boliche (17M 767939 9930657), en la provincia de Cotopaxi. En la
recoleccién de los frutos tipo bayas carnosas, se utilizaron tubos cénicos Falcon ® etiquetados
con el cédigo de accesidn, lugar y fecha de colecta. Las hojas se recolectaron en fundas de
papel etiquetadas. Adicionalmente, se realiz6 un registro digital y se realizaron fichas
descriptivas.
Fase de laboratorio

La fase de laboratorio se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, en el
Laboratorio de Genética Evolutiva y Conservacion de Especies Vegetales y en el Laboratorio
de Microbiologia de Suelos de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, Sede Matriz
ubicada en la Avenida General Rumifiahui, Sangolqui (0°18'56”S 78°26°36”0). La siembra y el
estudio de morfologia se ejecutaron en el laboratorio del Instituto Nacional de Biodiversidad
(INABIO), ubicado la Avenida Rio Coca e Isla Seymour, en el Distrito Metropolitano de Quito.
Anélisis morfologico

En el analisis morfoldgico, se utilizaron los siguientes descriptores: (i) nimero de
semillas por fruto, (ii) peso y (iii) dimensiones.

El conteo de semillas se realiz6 mediante la diseccién de las bayas. Las semillas se
limpiaron con ayuda de pinzas sobre papel toalla. Se dejaron secar durante 24 horas en cajas

Petri selladas con papel Parafilm ®, siguiendo la metodologia de Wu et al. (2022).
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Posteriormente, se almacenaron a 4 °C. Las semillas se organizaron en 10 lotes de 100
unidades por cada especie: Ribes andicola y Ribes ecuadorense.

El peso promedio de las semillas se realizé midiendo la masa de los 10 lotes de 100
semillas en una balanza analitica de precision (0,0001 g), previamente calibrada. El tamafio se
determiné mediante observacion de las semillas a través de estereomicroscopio. Se registrd
cada fotografia con escala mediante el programa ImageJ, acorde a la metodologia descrita por
Martin-Gémez et al. (2022). El dimensionamiento se llevé a cabo en base a una muestra de
100 semillas por especie.

Anélisis de germinacion

Ensayo de desinfeccion. En el ensayo de desinfeccion, las semillas se lavaron con
agua destilada y se sumergieron en una solucién de detergente al 1% con 2 gotas de Tween
20. La muestra se dejo6 en agitacion durante 3 minutos y luego se realiz6 tres enjuagues con
agua estéril. En el grupo control, el tratamiento se detuvo en este paso y se retomé en la
siembra. En el resto de semillas, se aplicé la solucién de hipoclorito de sodio (NaCIO) 0, 1y
3%, durante 3 y 5 minutos acorde al tratamiento. Luego, se lavaron las semillas tres veces con
agua estéril. Las semillas desinfectadas fueron sembradas en medio MS % e incubadas a 20
°C por 8 dias. Todo el procedimiento de desinfeccién y siembra se llevo a cabo dentro de la
camara de flujo laminar. En este ensayo se emplearon 10 semillas para cada tratamiento y se
realizaron por triplicado. La muestra total fue de 150 semillas por especie.

Ensayo de viabilidad. En este ensayo se realiz6 un pretratamiento sumergiendo las
semillas en agua destilada durante 24 horas a 20 °C, luego se retir6 la testa de cada semilla.
Para la prueba de tetrazolio, se colocaron las semillas en una solucién de tetrazolio al 1% a pH
6,6 durante 24 horas. Las semillas tefiidas se enjuagaron con agua destilada y fueron
inspeccionadas mediante estereomicroscopio para determinar los embriones viables (tincion
total o parcial de color rojo o rosa, minimo la mitad del embrion) o no viables (no tefiido). El

ensayo de viabilidad con indigo carmin se llevo a cabo acorde a la metodologia de Marrero et
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al. (2007). Se preparo la solucion de indigo carmin al 0,15% disolviendo 15 mg del colorante en
100 ml de agua destilada. Luego, se sumergieron las semillas durante 24 horas en la solucion
preparada. Finalmente, se cuantificaron las semillas viables (no tefidas) e inviables (tefiidas
parcial o completamente) y se determiné el porcentaje de viabilidad.

Ensayo de germinacién. En este ensayo, las semillas se sometieron a un proceso de
escarificacion por agua en papel filtro estéril por 24 horas a temperatura ambiente. La
germinacion se realiz6 en cAmaras con régimen de luz, temperatura y humedad controlada. Las
semillas se sembraron en medio Murashige y Skoog (MS) %, suplementado con &cido
giberélico (GAs) en diferentes concentraciones (125, 250, 500 mg/L) y se registro el crecimiento
durante un fotoperiodo diario de 12 horas (luz), seguido de 12 horas de oscuridad continua. Las
semillas se incubaron a temperatura constante a 5 °C y en régimen de temperatura alterna
(20/10 °C), en la cual la temperatura mas alta coincidi6 con la fase de luz y la temperatura mas
baja con la oscuridad. El control se cultivé a 5 °C y 20/10 °C en MS % con 0 mg/L de
giberelinas. La humedad se mantuvo constante a 65 % HR en todos los experimentos
(Herranz-Ferrer et al., 2020; Mattana et al., 2012).

Almacenamiento. Las bayas recolectadas se diseccionaron con un bisturi para extraer
las semillas del mesocarpio con ayuda de unas pinzas. Las semillas se lavaron con agua
destilada sobre una caja Petri y se secaron a temperatura ambiente sobre papel filtro estéril
durante un periodo de 24 a 72 horas. A continuacion, se llenaron los pasaportes de cada
accesion. Se llevo a cabo el ensayo de viabilidad de la muestra. Se introdujeron las semillas
maduras y viables en tubos de ensayo de 10 mL. Finalmente, se almacenaron en refrigeracion
a 4 °C utilizando silica gel deshidratada envuelta en algodén como indicador de humedad.
Disefio experimental
Analisis estadistico

En el presente estudio se aplico estadistica inferencial para el analisis de datos de la

morfologia de semillas. Adicionalmente, se empleé el disefio experimental factorial (DEF) y el
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disefio experimental completamente al azar (DCA) para evaluar los factores que influyen en la
germinacion. Previo a los analisis, se aplicé la prueba de Shapiro-Wilks para verificar la
normalidad de los datos. Los tratamientos cuyos datos siguieron una distribuciéon normal, se
evaluaron mediante analisis ANOVA y la prueba de diferencia entre las medias se calculé
empleando la prueba de rangos mdltiples de Duncan (p<0.05). Los datos no normales se
sujetaron al andlisis de varianza no paramétrica a través de la prueba de Kruskal Wallis con un
nivel de significancia del 95%. Los analisis anteriormente sefialados se realizaron en el
programa InfoStat.

En el ensayo de desinfeccion se aplicé un disefio experimental factorial 22 (DEF) con
dos factores y tres niveles, como se describe en la Tabla 1. Este disefio estd compuesto por los
factores tiempo de imbibiciéon y concentracién de hipoclorito de sodio (NaClO) con tres niveles
medidos en minutos (0, 3, 5 min) y porcentaje (0, 1, 3%), respectivamente. La variable
experimental es la semilla sembrada en la caja Petri. La variable de respuesta es el nimero de
semillas contaminadas.

Tabla 1

Disefio experimental para la desinfeccion de las semillas.

Tratamiento  Tiempo (min) NaClO (%) Réplicas Total
Control 0 0 10 10 10 30
TD1 3 1 10 10 10 30
TD2 3 10 10 10 30
TD3 5 1 10 10 10 30
TD4 3 10 10 10 30
Total 50 50 50 150

En el ensayo de viabilidad se empled un disefio experimental como se detalla en la
Tabla 2. Se contrastoé la viabilidad por imbibicion durante 24 horas a temperatura ambiente en
solucién de tetrazolio al 1% e indigo carmin al 0,15%. La variable experimental es cada semilla
sometida a tincion. La variable experimental es cada semilla sometida a tincion. La variable de

respuesta es el numero de semillas viables, no viables y vacias.
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Tabla 2

Disefo experimental para la viabilidad de las semillas.

Tratamiento Prueba Réplicas Total
TV1 TZ 1% 40 40 40 120
TV2 IC 0,15% 40 40 40 120
Total 80 80 80 240

Nota: las pruebas colorimétricas de tetrazolio al 1% e indigo carmin al 0,15% se abrevian con

TZ e IC, respectivamente.

En el ensayo de germinacion se evalué el efecto del acido giberélico (GA3) y la
temperatura sobre la emergencia de radicula de las semillas de Ribes sp., mediante disefio
experimental factorial (DEF), como se indica en la Tabla 3. La germinacion se llevé a cabo a
humedad constante igual a 65% y fotoperiodo compuesto por 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. El control sin giberelinas se expuso a 5 °C y la combinacién de 20/10 °C. La variable
experimental es cada semilla sembrada en medio MS %. La variable de respuesta es el nimero
de semillas germinadas, es decir, con radicula visible (>1 mm).

Tabla 3

Disefio experimental para la germinacion de las semillas.

Tratamiento Conc. GAz (mg/L) Temperatura (°C) Réplicas Total
Control C1 0 5 10 10 10 30
Control C2 10/20 10 10 10 30

TG11 125 5 10 10 10 30
TG12 10/20 10 10 10 30
TG21 250 5 10 10 10 30
TG22 10/20 10 10 10 30
TG31 500 5 10 10 10 30
TG32 10/20 10 10 10 30

Total 80 80 80 240
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Capitulo IV: Resultados

Fase de campo

Las especies Ribes andicola Jancz. y Ribes ecuadorense Jancz. recolectadas en el
Parque Nacional Cayambe Coca y en el Area Recreacional del Boliche fueron identificadas en
campo y comparadas con accesiones del Herbario Nacional. Los datos obtenidos permitieron
elaborar fichas técnicas de las especies para registrarlas en el banco de germoplasma. La
descripcion general y morfoldgica de Ribes andicola recolectada en el Camino Viejo (17M
811301 9963287) del Parque Nacional Cayambe — Coca se detalla en la figura 3.

Figura 3

Descripcion general y morfolégica de la especie Ribes andicola.

DESCRIPCION GENERAL DE LA ESPECIE

Nombre Cientifico: Ribes andicola Jancz.

Nombre Comun: Mora de monte.

Familia: Grossulariaceae

Rango altitudinal: 3000 — 4500 m.s.n.m.

Forma de vida: Arbusto erguido.

Ft: Ribadenera,P.

MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA DE LA ESPECIE

Flor Inflorescencias pendulares de 7 a 24 flores en forma de
copa de caliz rojo y pétalos anaranjados.

Hojas Alternas, trilobuladas de margen biserrado y base obtusa.
Olor dulce.

Tallo Tallos teretes (cilindricos), pilosos y con glandulas
subsésiles.

Fruto Baya esférica color verde (inmadura), anaranjado (estado

intermedio) o rojo (madura).

Forma: Ovada.

Semillas Color: Verde (Inmaduras) a marron (madura)

Textura: Rugosa

Dispersion del fruto: Fruto comestible.
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DATOS ADICIONALES

DISTRIBUCION

Estatus UICN: Ninguno
Usos: Restauracion ecologica

Propiedades: No estudiadas.

»
Azuay, Bolivar, *‘5{
Chimborazo, Cotopaxi, &
Imbabura, Napo, S J
Pichincha, Sucumbios, R
Tungurahua. "

Kidmaros

Fuente: (Romoleroux et al., 2016)

La descripcidn general y morfolégica de Ribes ecuadorense recolectada a 2.5 km al

Suroeste del Area Nacional de Recreacion El Boliche (17M 767939 9930657) se detalla en la

figura 4.

Figura 4

Descripcion general y morfolégica de la especie Ribes ecuadorense.

Foto: Ribadeneira, P.

DESCRIPCION GENERAL DE LA ESPECIE

Nombre Cientifico: Ribes ecuadorense Jancz.

Nombre Comun: Uva

Familia: Grossulariaceae

Rango altitudinal: 2900 — 3800 m.s.n.m.

Forma de vida: Arbusto escandente o erguido.

MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA DE LA ESPECIE

Flor Inflorescencias pendulares de 30 a 70 flores en forma de
copa de color rojo vino.
Hojas Alternas, trilobuladas de margen aserrado y base cordada.
Sin olor.
Tallo Tallos teretes (cilindricos), glabros (carentes de pelos) con
glandulas sésiles.
Fruto Baya esférica estriada color verde (inmadura) o anaranjado

(madura).
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Semillas

Forma: Ovalada y alargada en forma de cufia.

Color: Amarillento (inmadura) o marrén rojizo (madura).

Textura: Rugosa. Gelatinosa por el mucilago que la

recubre.

Dispersién del fruto: Aves frugivoras.

DATOS ADICIONALES

DISTRIBUCION

Estatus UICN: Ninguno
Usos: Restauracién ecologica

Propiedades: No estudiadas.

Azuay, Carchi,
Chimborazo, Cotopaxi,
Imbabura, Napo,
Pichincha, Sucumbios,
Tungurahua.

ey

Fuente: (Romoleroux et al., 2016).

Al recolectar, las especies de Ribes sp. se observo que las plantas se encontraban en

varios estadios de maduracién: vegetativo, floracién y fructificacion (figura 5). Ribes andicola se

encontrd en floracion durante los meses de abril y mayo (figura 5b), mientras que Ribes
ecuadorense florecié en el mes de julio (figura 5e). La fructificacion de Ribes andicola se

registro a finales de abril (figura 5c¢). A diferencia de la fructificacion de Ribes ecuadorense, la

cual se dio en el mes de mayo (figura 5f).
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Figura5

Estado de maduracion de Ribes sp.

Nota: Fenologia de Ribes sp. (a) estado vegetativo, (b) floracion y (c) frutificacién de R.

andicola; (d) estado vegetativo, (e) floracion y (f) frutificacion de R. ecuadorense.

Al recolectar los frutos de Ribes sp. (figura 6), se observé que Ribes andicola
presentaba tricomas de coloracién rojiza y morfologia alargada (figura 6a). En cambio, los
tricomas de R. ecuadorense se presentaron de color marrdn con estructura sésil. La baya de R.
ecuadorense muestra un patron de estrias que le atraviesan longitudinalmente (figura 6b). Los
tricomas son estructuras que se presentan en la epidermis del fruto como una adaptacion para

protegerlo ante amenazas.



Figura 6

Fruto de Ribes sp. con presencia de tricomas.

Nota: Tricomas del fruto de Ribes sp. (a) Ribes andicola y (b) Ribes ecuadorense.
Fase de laboratorio
Anélisis morfologico de semillas

En el andlisis morfolégico se emplearon semillas maduras, por lo que previamente al
ensayo se diferencio el estado de maduracion (figura 7). Se observé que Ribes andicola
presenta coloracion verdosa en su estado inmaduro, la cual al madurar se vuelve marrén
(figura 7a'y 7b). La semilla de Ribes ecuadorense tiene una coloracion amarilla en su estado

inmaduro, que cambia a marron al madurar (figura 7c y 7d).
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Figura 7

Estado de maduracion de las semillas de Ribes sp.
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Nota: Estado de maduracion de las semillas Ribes sp. Ribes andicola (a) inmadura, (b) madura.

Ribes ecuadorense (c) inmadura, (d) madura.

Los parametros de morfologia evaluados fueron nimero de semillas por baya, peso

medido en gramos y dimensiones de largo, ancho y area (Tabla 4). Los resultados indican que

Ribes andicola produce mayor nimero de semillas por fruto (24 + 9) que Ribes ecuadorense

(11 £ 5). Sin embargo, se debe tomar en cuenta que las semillas de R. andicola tienen menor

masa y menor tamafio que las semillas de R. ecuadorense, lo que posiblemente influencie en la

dispersién. En relacion a las medidas el largo, ancho y &rea, estas se obtuvieron mediante el

programa ImageJ. A partir de estas medidas se obtuvo ademas la relacion entre largo/ancho y

el espesor del mucilago. Se empleé una muestra de 100 semillas por especie para cada

parametro.

Tabla 4

Paradmetros morfolégicos de las semillas Ribes andicola y Ribes ecuadorense.

Caracteristica

Ribes andicola

Ribes ecuadorense

Numero de semillas por fruto

Espesor del mucilago (mm)

Peso (g)
Largo (mm)
Ancho (mm)
Area (mm?)
Largo/ancho

24+9
0,059 £+ 0,005
1,827 + 0,224
1,161 £ 0,167
1,605 + 0,358
1,594 + 0,236
0,205 + 0,125

115
0,199 +£ 0,017
2,766 + 0,430
1,705 £ 0,344
3,901 +0,974
1,684 £ 0,422
0,399 + 0,226
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Andlisis de germinacién de las semillas

Ensayo de desinfeccidn. En este ensayo se emple6 como desinfectante el detergente
al 1% con Tween 20. Adicionalmente, se evalu6 el hipoclorito de sodio a diferentes
concentraciones (1% y 3%), asi como diferentes tiempos de exposicion (3 y 5 min). Los
resultados de este ensayo se pueden observar en la figura 8.

Figura 8

Porcentaje de contaminacion con diferentes tratamientos de desinfeccién en Ribes sp.

Tratamiento de desinfeccion

% contaminacion
= N w IEN (é) ()]
o (@] o o (@] o o

50
= TDC: D
30 - _
= TD1: D + NaClO 1% 3 min
20 20 .
TD2: D + NaClO 3% 3 min
10 6.7 TD3: D + NaClO 1% 5 min
0 . 0 0 - mTD4: D + NaCIO 3% 5 min
1

2

Ribes andicola Ribes ecuadorense

Nota: Semillas de Ribes sp., D: detergente al 1% con Tween 20, TDC: tratamiento control.
TDC: D, TD1: D+NaClO 1% 3 min, TD2: D+NaCIlO 3% 3 min. TD3: D+NaClO 1% 5 min. TD4:

D+NaClO 3% 5 min.

En esta figura se puede observar que la contaminacion disminuye al emplear NaClO al
1% por 5 minutos de exposicion (TD3). En el caso de R. andicola, al comparar el control con
este tratamiento, la contaminacion se redujo del 50 al 0%. En R. ecuadorense, se observo
ausencia de contaminacioén tanto en el control como en el tratamiento TD3. Estos resultados

sugieren que el mayor tiempo de exposicion al NaClO favorece la desinfeccion de la semilla.
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Al realizar el andlisis estadistico Shapiro-Wilks con estos resultados para indicar si son
paramétricos 0 no paramétricos, el valor p resultdé menor que el nivel de confianza, por lo que
los datos siguen una distribucién no normal (Tabla 5, Apéndice 1).

Tabla 5

Prueba de Shapiro-Wilks para el analisis de desinfeccion de Ribes sp.

Especie Variable n Media DE W+ Valor p
R. andicola Semillas 15 2,20 3,57 0,66 <0,0001
R. ecuadorense contaminadas 15 1,07 2,49 0,51 <0,0001

Nota: DE es desviacion estandar. W* es el estadistico de prueba de Shapiro-Wilk. Valor p es

unilateral derecho.

En base a estos resultados, se aplicé el andlisis de varianza no paramétrica Kruskal
Wallis. En esta prueba no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados. En R. andicola se obtuvo un valor p igual a 0,5323 y en R. ecuadorense se obtuvo
un valor p igual a 0,6685 (Tabla 6).

Tabla 6

Prueba de Kruskal Wallis para el analisis de desinfeccion de Ribes sp.

Variable Tratamiento N  Media DE PR gl H Valor p

Semillas TD1 3 2,00 3,46 8,00 4 2,23 0,5323
contaminadas TD2 3 3,00 5,20 8,33
de Ribes TD3 3 0,00 0,00 5,50
andicola TD4 3 1,00 1,73 7,33
TDC 3 5,00 5,00 10,83

Semillas TD1 3 2,00 3,46 9,00 4 1,16 0,6685
contaminadas TD2 3 2,67 4,62 9,33
de Ribes TD3 3 0,00 0,00 6,50
ecuadorense TD4 3 0,67 1,15 8,67
TDC 3 0,00 0,00 6,50

Nota: DE es la abreviacion de desviacion estandar, PR es promedio de rangos y gl es grados

de libertad.
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Luego del tratamiento de desinfeccion se pudo observar los efectos del hipoclorito de
sodio en las semillas de Ribes sp. (figura 9). En las semillas de R. andicola hubo un efecto
escarificador por parte del NaClO, ya que se desprendieron partes de la testa (figura 9a). En las
semillas de ambas especies se observé que hubo oxidacion en la cubierta exterior (figura 9a'y
9b). Ademas, en R. ecuadorense se observo contaminacién por colonias microbianas de
crecimiento blanquecino cremoso (figura 9c).

Figura 9

Efectos del tratamiento de desinfeccion en Ribes sp.

Nota: Efecto del hipoclorito de sodio en Ribes sp. (a) Oxidacién de la testa y escarificacion de

R. andicola. (b) Oxidacién y (c) contaminacion en semillas de R. ecuadorense.

El porcentaje de semillas de Ribes sp. escarificadas por los tratamientos de
desinfeccion se observa en la figura 10, en esta grafica se encuentran contemplados los
efectos de los tratamientos TD3 y TD4 en contraste con el control. Estos tratamientos
corresponden a la concentracién de NaClO igual al 1%, aplicados por un tiempo de exposicion
de 3 minutos (TD3) y 5 minutos (TD4), respectivamente. Se consideraron estos tratamientos
dado que esta concentracion de hipoclorito (1%) fue la mas favorable para la desinfeccién. Se

obtuvo que la exposicion a NaClO al 1% durante 5 minutos brinda un mayor porcentaje de
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semillas escarificadas tanto para Ribes andicola (54,70%) como para Ribes ecuadorense
(45,83%), respecto al control. Esto implica que un mayor tiempo de exposicién permite una

mayor probabilidad de ruptura de la testa.

Figura 10

Efecto escarificador del hipoclorito de sodio 1% en semillas de Ribes sp.

Escarificacion

70,00
60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00
TDC TD3 TD4

Tratamientos

% semillas escarificadas

E Ribes andicola = Ribes ecuadorense

Nota: Porcentaje de semillas de Ribes sp. escarificadas por los tratamientos de desinfeccion. D:
detergente al 1% con Tween 20, TDC: tratamiento control. TDC: D, TD3: D+NaCIlO 1% 5 min.

TD4: D+NaClO 3% 5 min.

Ensayo de viabilidad. La viabilidad se analiz6 mediante tincion con tetrazolio al 1%y
con indigo carmin al 0,15% por 24 horas a temperatura ambiente. En la prueba con tetrazolio,
las semillas viables de R. andicola y R. ecuadorense se tifieron de rojo y rosado, mientras que

las semillas no viables no presentaron tincion (figura 11).



Figura 11
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Patrones de tincién observados en la prueba de tetrazolio en semillas de Ribes sp.

1 mm

I mm

Nota: Tincidn con tetrazolio de Ribes sp. Semilas inviables (a) y viables (b) de R. andicola.

Semillas inviables (c) y viables (d,e) de R. ecuadorense.

En la prueba de indigo carmin, la coloracion azul es sefial de dafio celular. Las semillas

de Ribes sp. viables permanecieron sin tefiirse y las semillas no viables se tifieron de azul

(figura 12).

Figura 12

Patrones de tincion observados en la prueba de indigo carmin en semillas de Ribes sp.

I mm

1 mm

Nota: Tincién con indigo carmin de Ribes sp. Semilas viables (a) y no viables (b) de R.

andicola. Semillas inviables (c) y viables (d) de R. ecuadorense.



La prueba de tetrazolio reflejé un porcentaje de viabilidad de 60% para R. andicola y

57% R. ecuadorense. En cambio, el porcentaje de viabilidad obtenido mediante la prueba con

indigo carmin dio un valor de 63% para R. andicola y 43% R. ecuadorense (Figura 13). Estos
resultados permiten observar una alta viabilidad de las semillas de Ribes sp.

Figura 13

Porcentaje de viabilidad de Ribes sp. mediante prueba de tetrazolio e indigo carmin.

Viabilidad de semillas
80
70 60
57
T 60
S 50
'_g 40
= 30 ETV1
X 20 mTV2
10
0
1 2
Ribes andicola Ribes ecuadorense

Nota: Viabilidad de semillas de Ribes sp. TV1: prueba de tetrazolio al 1% por 24 h a

temperatura ambiente, TV2: prueba con indigo carmin al 0,15% bajo las mismas condiciones.

Al realizar el andlisis estadistico de Shapiro-Wilks para verificar el supuesto de
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normalidad de datos, el valor p resulté mayor que el nivel de confianza (a= 0,05), por lo que los

datos siguieron una distribucién normal (Tabla 7, Apéndice 2).

Tabla7

Prueba de Shapiro-Wilks para el analisis de viabilidad de Ribes sp.

Especie Variable n Media DE W+ Valor p
R. andicola % Viabilidad 6 61,67 11,69 0,89 0,3986
R. ecuadorense 6 50,00 20,00 0,99 0,9751

Nota: DE es desviacion estandar. W* es el estadistico de prueba de Shapiro-Wilk. Valor p es

unilateral derecho.
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En base a estos resultados, se aplicé el andlisis de varianza ANOVA. En esta prueba se
obtuvo homogeneidad en los valores, dado que el coeficiente de variacion dio un valor de 20,94
para R. andicola y un valor de 41,63 para R. ecuadorense (Tabla 8).

Tabla 8

Analisis de la varianza de Ribes sp.

Especie Variable N R? R2Aj. CV
Ribes andicola %Viabilidad 6 0,02 0,00 20,94
Ribes ecuadorense %Viabilidad 6 0,13 0,00 41,63

Nota: N: tamarfio de muestra, CV: coeficiente de varianza.

En el Cuadro de analisis de la varianza, se obtuvo un valor p igual a 0,7676 para R.
andicola y un valor p igual a 0,4766 para R. ecuadorense. Dado que estos valores fueron
menores al intervalo de confianza, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos aplicados (Tabla 9).

Tabla 9

Cuadro de Andlisis de la varianza de Ribes sp.

Especie F.V. SC gl CM F Valor p
Ribes andicola Modelo 16,67 1 16,67 0,10 0,7676
Tratamiento 16,67 1 16,67 0,10 0,7676
Error 666,67 4 166,67
Total 683,33 5
Ribes Modelo 266,67 1 266,67 0,62 0,4766
ecuadorense Tratamiento 266,67 1 266,67 0,62 0,4766
Error 1733,33 4 433,33
Total 2000,00 5

Nota: FV: Fuente de variacién, SC: suma de cuadrados, gl: grados de libertad, CM: cuadrados

medios, F: estadistico F.

Los resultados anteriores se corroboraron mediante la prueba de Duncan (Tabla 10), en

la cual ambos ensayos de viabilidad resultaron no ser significativamente diferentes, dado que el
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valor p es mayor al intervalo de confianza (a= 0,05). Por lo tanto, ambos tratamientos son
similares para determinar la viabilidad en semillas de Ribes sp.

Tabla 10

Prueba de Duncan para el tratamiento de viabilidad de Ribes sp.

Especie Tratamiento  Error gl Medias n E.E Clase
Ribes andicola TV1 166,67 4 60,00 3 7,45 A
TV2 166,67 4 63,33 3 7,45 A
Ribes ecuadorense TV2 433,33 4 43,33 3 12,02 A
TV1 433,33 4 56,67 3 12,02 A

Nota: gl: grados de libertad, EE: error estandar.

Ensayo de germinacién. En este ensayo se estudio el efecto de la temperatura y la
concentracion de giberelinas sobre la germinacion de las semillas de Ribes sp. La imbibicion en
agua destilada por 24 horas estimul6 el desarrollo del embrién en las dos especies, haciéndolo
visible como se puede observar en la figura 14.

Figura 14

Desarrollo del embrion de Ribes sp.

a) b)

| mm I mm

Nota: Embrién desarrollado de (a) Ribes andicola y (b) Ribes ecuadorense.

El desarrollo de la radicula en semillas de Ribes sp. se observa en la figura 15. Las
semillas de Ribes andicola desarrollaron radicula en la primera semana después de la siembra

en medio sin giberelinas a temperatura 20/10 °C (Figura 15a). Pese al tratamiento de ruptura
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de la latencia, las semillas de Ribes ecuadorense no fueron capaces de romper la testa y
formar radiculas durante los 28 dias de tratamiento (Figura 15b), lo que sugiere que las
semillas de Ribes sp. requieren mayor tiempo de imbibicién previo a la siembra o que el medio
de cultivo tenga mayor contenido de agua. A su vez, estos resultados indican que la
concentracion de giberelinas empleada podria haber sido muy elevada, por lo que podria haber
un efecto inhibidor.

Figura 15

Desarrollo de radicula en semillas de Ribes sp.

I'mm

Nota: Desarrollo de radicula en semillas de Ribes sp. (a) Formacion de radicula de R. andicola,

(b) ausencia de radicula en R. ecuadorense.

En el presente estudio se probaron dos tratamientos 1) a temperatura de 5 °C y otro 2)
temperatura 20 °C en combinacion con 10 °C alternando el fotoperiodo 12h/12h en la que se
traté de simular la temperatura mas alta del dia y la temperatura mas baja de la noche.
Adicionalmente, se probaron cuatro concentraciones de giberelinas al 0, 125, 250 y 500 mg/L.
Los resultados del ensayo de germinacion presentaron ausencia de germinacion para todas las
combinaciones probadas tanto en Ribes andicola como Ribes ecuadorense, a excepcion del

tratamiento de temperatura combinada 20/10 °C en ausencia de giberelinas (TGC1). En este
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ultimo tratamiento, el 17% de semillas de Ribes andicola sembradas con el tratamiento TG1
germinaron exitosamente (figura 16).

Figura 16

Numero de semillas germinadas en relacion a la temperatura y giberelinas en la de Ribes sp.

Ensayo de germinacion %Germinacion
o 39 30 30
e, 30
g e 25
w g 20
£ 15

£

e e 10 5
g S 5 0
£° 5 ]

Ribes andicola Ribes

ecuadorense
mSS mSG s SS =SG

Nota: Efecto de la temperatura combinada 20/10 °C y la ausencia de giberelinas en la
germinacion de Ribes sp. SS: semillas sembradas. SG: semillas germinadas. (a) nimero de

semillas germinadas, (b) porcentaje de germinacion.

En la figura 17 se pueden observar las plantulas obtenidas a partir de semillas tras 28
dias de germinacioén. Estos resultados sugieren que los mecanismos de ruptura de latencia
como la escarificacion y la suplementacién de giberelinas en el medio podrian estar ejerciendo

un efecto inhibidor de la germinacion.



Figura 17

Plantulas de Ribes andicola.

1 mm I mm 1 mm

1 mm

Nota: Plantulas de Ribes andicola. (a-e) tratamiento control en medio MS %2 sin giberelinas a

20/10 °C. (d-e) contaminacién fungica en plantulas de R. andicola.
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Capitulo V: Discusién

El avance de la agricultura, ganaderia, mineria y otras actividades practicadas de
manera no sustentable ocasionan la degradacion de bosques nativos de Los Andes y la
extincion de especies que alli habitan. La siembra de nuevas variedades de manera intensiva
con el afan de obtener mayores rendimientos desplaza a las variedades nativas (Wilkus et al.,
2018). Esto reduce la diversidad, dado que provoca la disminucion de variantes de genes entre
poblaciones o también llamada erosion genética. Por ello, los bancos de germoplasma de
semillas son muy Utiles para preservar el material vegetal, dado que conservan fuentes
genéticas que representan la biodiversidad. Las accesiones guardadas se pueden emplear en
reforestacion o en mejoramiento genético frente a factores bibticos o abidticos que afecten la
biodiversidad, asi como a condiciones climaticas adversas (Peres, 2016).

En el banco de semillas andinas se guardan accesiones consideradas fuente de genes
de interés de resistencia a condiciones de paramo como baja disponibilidad de oxigeno y
radiacion solar intensa. Este banco de germoplasma esta dedicado al almacenamiento de
material vegetal, dado que la temperatura de conservacion entre 5—-10 °C permite preservar las
semillas durante algunas décadas. Las accesiones que ingresan al banco de genes requieren
de caracterizacion mediante descriptores morfolédgicos y fisiol6gicos asociados a la germinacion
(Sinkovi€ et al., 2019). En el presente estudio se caracterizaron las especies Ribes andicola
Jancz. y Ribes ecuadorense Jancz. de la familia Grossulariaceae, con el objetivo de preservar
genes de interés de poblaciones andinas. El estudio de estas especies se centrd utilizando los
siguientes descriptores morfolégicos de semillas: nimero de semillas por fruto, largo de la
semilla, ancho de la semilla, relacién entre largo/ancho de la semilla, area y peso de 100
semillas.

Segun Bawa y colaboradores (2019), el nimero de semillas por fruto puede
categorizarse acorde a la abundancia, como: una (1), pocas (<4), muchas (=6) y numerosas

(220). Por lo tanto, Ribes andicola puede producir entre muchas y numerosas semillas dado
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gue se cuantificaron 24 + 9 semillas (Tabla 4). Mientras que Ribes ecuadorense produce
muchas semillas (11 £ 5). Los resultados indican que R. andicola produce mayor nimero de
semillas por baya que R. ecuadorense. La cantidad de semillas esta influenciada por la
polinizacion, la dispersion de semillas, la disponibilidad de recursos y factores ambientales
como la salinidad, la cual reduce significativamente el nimero de semillas producidas (Rosental
et al., 2016). La planta asigna recursos limitados entre varias semillas, lo cual implica la
reduccion de la cantidad de recursos invertidos en cada una de ellas (Lazaro & Larrinaga,
2018). De esta manera, una mayor produccion de semillas implica designar menor cantidad de
nutrientes para cada una, pero con finalidad de que sean distribuidas a mayor distancia.

Rosental y colaboradores (2016), en su estudio sobre el efecto del ambiente y la
genética sobre el balance metabdlico de semillas de tomate (Solanum pennelliy S.
esculentum), estudia parametros morfolégicos como el peso y el nimero de semillas maduras.
El autor indica que el peso de la semilla esta regido por una estricta regulacion genética, pero
no esta relacionado con el vigor de la germinacién de plantulas. En el presente estudio, los
resultados indican que la masa promedio de las semillas de R. andicola es 0,059 g y la masa
de R. ecuadorense es 0,199 g (Tabla 4). Estos valores estan en concordancia con los que
reporta la bibliografia (0,05 y 0,9 g) para las especies emparentadas, R. hudsonianum
Richardson var. petiolare (Douglas) Jancz. y R. speciosum Pursh, respectivamente (Mattana et
al., 2014). No obstante, se requieren otros estudios para determinar la influencia del
componente genético en el peso de semillas del género Ribes y sus implicaciones.

En este estudio se evidencio que las semillas de R. ecuadorense tienen mayor tamafio
gue las semillas de R. andicola, lo cual marca un precedente de diferenciacion morfol6gica
entre dichas especies por su tamafio. Pese a que aln no se ha podido esclarecer si el tamafio
de la semilla se conserva entre taxones mas estrechamente emparentados o si es un rasgo
poco documentado, se sospecha de interacciones entre la seleccién ecologica y el fondo

genético (Cardinal-McTeague et al., 2019). Estudios indican que un mayor tamafio
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posiblemente representa una mayor reserva de carbohidratos en el endospermo para obtener
plantulas mas grandes. Ademas, tanto la forma como el tamafio de la semilla pueden influir en
la imbibicién de agua, el contenido de humedad de la semilla y, en consecuencia, en la
germinacion de la semilla (Blalogoe et al., 2020).

Otro factor que influye sobre el tamafio de la semilla es el mecanismo de dispersion,
debido a que en la naturaleza se ha encontrado que las semillas pequefias se diseminan
gracias a frugivoros y a capsulas secas que explotan con fuerza cuando maduran (Cardinal-
McTeague et al., 2019). A diferencia de las capsulas explosivas, las especies que dispersan el
fruto completo tienen cierta ventaja si tienen éxito en encontrar un lugar, ya que germinan
varias semillas a la vez (Castillo et al., 2020). Entre ellas, Ribes sp. cuyas bayas redondas caen
naturalmente de la inflorescencia después del periodo de secado en la planta. Estas semillas
luego de caer, pueden rodar cuesta abajo para asentarse en una zanja hiimeda, donde es
probable que germinen varias plantulas. Esto se ha evidenciado en la familia Grossulariaceae
durante la fase de campo, debido a que son plantas que se encuentran en laderas en el
margen de bosque y en zonas con alta humedad.

La interaccion con el dispersor esta relacionada con la morfologia y la fenologia de
fructificacion. De esta manera, especies como Ficus (Moraceae), Cecropia (Urticaceae) y
Miconia (Melastomataceae), al igual que Ribes (Grossulariaceae), tienen pequefios frutos ricos
en agua, azucar y abundantes semillas pequefias. Las cosechas de estas especies son mucho
mas grandes durante una temporada mas corta, con la finalidad de atraer frugivoros menos
especializados (Messeder et al., 2021). Esto indica que la dispersion de semillas mediada por
frugivoros es una relacion mutualista relevante en la gestién de ecosistemas para el
mantenimiento de la biodiversidad, lo cual respalda a practicas de restauracién mas eficaces.

Los bancos de germoplasma de semillas almacenan especies con caracteristicas de
interés para emplearlas en reforestacion o mejoramiento en el futuro. La regeneracién vegetal

comprende el desarrollo desde semilla hasta plantula y planta adulta. En el proceso, la
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germinacion y el establecimiento de plantulas son pasos criticos, ya que determinan la
dindmica y persistencia de la poblacion. La tasa de germinacion esta influenciada por la
morfologia, los niveles de hormonas vegetales, la ruptura de la latencia, la regulacién de la
transcripcion, la viabilidad de la semilla y las condiciones ambientales, incluidas la
disponibilidad de agua, temperatura, niveles de nitrato y luz (Roque Marca et al., 2021).

Durante la maduracion de las semillas, los metabolitos necesarios para la germinacion
como almidon, &cidos grasos y aminoacidos se acumulan en el endospermo. Ademas, en esta
etapa las semillas denominadas ortodoxas pierden hasta el 95% del contenido de humedad y
entran en latencia para mantener su viabilidad en condiciones ambientales fuertemente
fluctuantes. Luego, en la germinaciéon se movilizan y degradan las moléculas que sirven como
fuente de energia. Esta etapa esta marcada por la ruptura de la testa y el alargamiento de la
radicula, para lo cual, el metabolismo de la pared celular es esencial. Tras la germinacion, el
establecimiento de plantulas requiere de la apertura, el reverdecimiento y la expansiéon de los
cotiledones para dejar de emplear los nutrientes presentes en el endospermo y convertirse en
un ser autotrofo (Rosental et al., 2016; Smolikova et al., 2020; Tognacca & Botto, 2021).

Esta caracterizacion fisioldgica de semillas del género Ribes esta compuesta por
ensayos de desinfeccion, de viabilidad, del efecto de la temperatura y del acido giberélico en la
germinacion. El proceso de obtencién de plantulas viables, requiere que la semilla tenga tejidos
Vivos y capaces de reaccionar a estimulos externos. La viabilidad es la capacidad que tiene la
semilla para germinar y producir plantas en condiciones adecuadas (Mattana et al., 2014). La
viabilidad consiste en determinar potencialmente la maxima germinacion de un lote. La
viabilidad se determina a través del porcentaje de semillas germinadas en una muestra
sometida a pruebas de coloracion, rayos X o electroconductividad. Los métodos colorimétricos
como el tetrazolio o el indigo carmin son métodos rapidos muy usados, ya que permiten
acelerar la toma de decisiones en cuanto al manejo de los lotes de semillas (Matias et al.,

2004; Rodrigues et al., 2015).
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En este estudio, se analizé la viabilidad mediante pruebas colorimétricas con tetrazolio
(TTC) al 1% e indigo carmin (IC) al 0,15%. La prueba con TTC reflejé un porcentaje de 60% y
57% de viabilidad para R. andicola y R. ecuadorense, respectivamente (figura 13). En cambio,
la prueba con IC indic6 un porcentaje de viabilidad de 63% y 43%. Estos resultados estan en
concordancia con los resultados obtenidos por Negrén-Ortiz (2018) con Ribes echinellum
quienes utilizaron 1% de solucion de tetrazolio a pH 6.5. Por lo que, ambas pruebas
colorimétricas permiten evaluar la viabilidad de las semillas en Ribes sp. para el
almacenamiento en un banco de semillas.

La prueba de TTC se basa en la actividad de las enzimas deshidrogenasas que reducen
la sal de tetrazolio (TTC) en los tejidos vivos de la semilla, generando un compuesto indicador
de actividad respiratoria de color rojo (trifenil formazan) a diferencia de los tejidos muertos
incoloros. La adecuada absorcion del tinte requiere de pretratamientos que consisten en
colocar las semillas en agua (Cripa et al., 2014; Oliveira et al., 2016; Semirian & Isolde, 2017)
Por otro lado, la prueba de IC diferencia tres categorias: (a) vivos, embriones blancos, (b)
muertos, tincién en la radicula o manchas de azul intenso, (c) vitalidad limitada, embriones que
no se pueden categorizar por los criterios anteriores (Matias et al., 2004). Pese a que la prueba
de IC, no se encuentra en las normas internacionales, ofrece estimaciones comparables a las
obtenidas mediante la prueba con tetrazolio. Sin embargo, las dos pruebas requieren de
experiencia para reconocer la coloracion sin interferencias o sesgo.

Las caracteristicas de la cubierta exterior de las semillas influyen en la conductividad
eléctrica, en la tolerancia a la desecacion y la abundancia de picaduras pudiendo afectar a
viabilidad. Esto implica que la cubierta afecta las estrategias de conservacion, dado que el
contenido de humedad es uno de los principales factores que afecta la viabilidad de la semilla
durante su almacenamiento. Las semillas de la familia Grossulariaceae presentan tolerancia a
la desecacion, lo que las convierte en candidatas para ser almacenadas. Se debe tomar en

cuenta que un elevado porcentaje de humedad es perjudicial al promover el crecimiento de
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hongos e insectos en las semillas (Pradhan & Badola, 2012; Negrdon-Ortiz, 2018; Castillo et al.,
2020).

Por las razones antes mencionas, durante el ensayo de desinfeccién, se pretende
reducir la presencia de microrganismos bacterianos o fangicos que compiten con las semillas
por los minerales presentes en el medio de cultivo. En la desinfeccion, se reduce la carga
microbiana con ayuda de detergente, etanol 70%, hipoclorito de sodio o pesticidas. En este
estudio se encontré que la combinacion de detergente al 1% con Tween 20 e hipoclorito de
sodio en varias concentraciones (1% y 3%) tiene accién antimicrobiana y antifingica, asi como
también, presenta efecto escarificador (figura 8 y 9). Estos resultados concuerdan con los
presentados por Pepe y colaboradores (2021), que emplean diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio para evaluar el porcentaje de contaminacion y mejorar la germinacion de
semillas.

Otro factor influyente en la germinacion es la latencia de la semilla, la cual se rompe en
condiciones ambientales favorables. De manera general, el inicio y fin de la latencia depende
de las proteinas DOG (proteinas de retraso de la germinacion) en conjunto con la proporcion de
acido abscisico (ABA) y giberelinas (GA). La latencia puede ser fisica cuando la testa
endurecida evita la imbibicién, morfolégica debido a que el embrién no se ha desarrollado por
completo o fisioldgica cuando presenta bajos niveles de GA. Un periodo de latencia prolongado
permite que la semilla se disperse mas en el tiempo y en el espacio para reducir los conflictos
de recursos entre madre y descendientes (Smolikova et al., 2020; Soltani et al., 2021). Sin
embargo, el mecanismo fisiol6gico y los factores genéticos de la latencia de las semillas aun no
se revelan por completo en especies andinas.

En la familia Grossulariaceae, se ha estudiado la latencia de especies representativas
como Ribes alpinum L. y Ribes uva-crispa L, asi como también la especie endémica de
montafia, Ribes multiflorum Kit. ex Schult. ssp. sandalioticum Arrigoni. Adicionalmente, R.

hudsonianum Richardson var. petiolare (Douglas) Jancz., R. nevadaense Kellogg, R. roezlii
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Regel var. cruentum (Greene) Rehder y R. speciosum Pursh, especies distribuidas en un
gradiente altitudinal de 1300 m en Europa. Estos estudios indican que Ribes sp. pueden
presentar latencia de tipo morfolégico o morfofisioldgico con varios niveles de complejidad.
Dicha latencia puede ser interrumpida mediante el uso de giberelinas y la exposicion a
diferentes temperaturas, también llamada estratificacion (Mattana et al., 2012; Mattana et al.,
2014; Herranz-Ferrer et al., 2020)

Pese a los estudios presentados sobre el género Ribes, se desconoce el tipo de latencia
de R. andicolay R. ecuadorense. Por lo que, en este estudio se emplearon técnicas ante la
latencia fisica, morfol6gica y morfofisioldgica. La latencia se puede romper mecénicamente o
por abrasion con soluciones de acidos fuertes. El uso de &cido sulftrico al 2%, 10% y 50% por
5 minutos como agente escarificador tiene efectos significativos en Ribes cereum al aplicarse
en combinacién con una estratificacion en frio (Rosner et al., 2003). Mientras que el acido
clorhidrico al 50% e hipoclorito de sodio (NaOCI) al 1 % por 90 minutos, crean una abertura
estrecha en el hilio y las regiones extrahiliares para permitir el ingreso de agua (Zhang et al.,
2015; Jaganathan et al., 2019). Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en la
presente investigacion, ya que el desinfectante NaOCI (1% y 3%) aplicado por 3 y 5 minutos
mostrd accion escarificadora del 54,70% de semillas de Ribes andicola y el 45,83% de semillas
de Ribes ecuadorense (figura 10). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en
la germinacion a 20 °C entre semillas intactas y escarificadas con acido clorhidrico.

Adicionalmente, para interrumpir la posible latencia fisica se retir0 la testa junto con el
mucilago de las semillas mediante raspado con pinzas y bisturi. Esto permitié evitar la
oxidacion de la testa e incrementar la exposicion de la semilla a los nutrientes del medio. No
obstante, la semilla est4 envuelta con una estructura denominada mucilago, la cual esta
compuesta por polisacaridos como pectinas, hemicelulosas y celulosa, dado que tiene
capacidad de hidratarse y retener agua para la germinacion. Ademas, brinda proteccion ante

patégenos y pequefios insectos, facilita el paso por el intestino de aves al reducir la friccién
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(endozoocoria), permite la adhesion al cuerpo de los animales (epizoocoria) y la permanencia
en el suelo (antitelocoria) (Kreitschitz et al., 2021). En este experimento, el control que
permanecié con mucilago en agua present6 radicula. Esto sugiere que el tiempo de imbibicion
en agua permite romper la latencia morfolégica. Por lo que, el retirar el mucilago podria
presentarse consecuencias negativas en la acumulacion de agua.

Dado que el mucilago es una estructura importante en la germinacion, una alternativa
para evitar la oxidacion de la cubierta de la semilla sin tener que retirarlo, es la adicion de
componentes antioxidantes en el medio. La bibliografia reporta diferentes concentraciones de
carbon activado y sacarosa, entre las cuales el carbén activado al 0,3% proporciona mayor
crecimiento de raices y plantas con menos hojas senescentes. Mientras que la suplementacion
de sacarosa 0,1 M permite el mejor crecimiento de la especie ornamental Zingiber spectabile
(dos Reis et al., 2017). Al igual que el antioxidante polivinilpolipirolidona (PVPP) al 0,5% reduce
el contenido de compuestos fendlicos asociados a la oxidacién en Psidium guajava L
(Concepcidn et al., 2005). La adicién de agentes antioxidantes al medio de cultivo podria
permitir superar la primera fase de cultivo in vitro evitando la oxidacion de la testa.

En este estudio, la latencia fisiol6gica se tratdé suplementando giberelinas en
concentraciones de 125, 250 y 500 mg/L en el medio Murashige y Skoog, en combinacién con
estratificacion en frio. Para lo cual, las semillas fueron expuestas a 4 °C durante dos meses
antes de ser sembradas y expuestas al régimen combinado de 20/10 °C, con la finalidad de
activar las vias de sefalizacion relacionadas con GA (Smolikova et al., 2020). Durante la
germinacion, el 17% de las semillas de Ribes andicola sembradas en temperatura combinada
de 20/10 °C en ausencia de giberelinas rompieron la latencia y germinaron exitosamente hasta
formar plantulas (figuras 16 y 17). Estos resultados concuerdan con las pruebas de
germinacion de semillas de Ribes echinellum, en las cuales el 25% logré germinar pese a tener

una viabilidad del 60% (Negrén-Ortiz, 2018). No obstante, se ha determinado que la adicién de
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giberelinas en altas concentraciones directamente al medio, puede tener efecto inhibitorio en el
crecimiento de semillas de Ribes sp.

La caracterizacion morfolégica y germinativa de las semillas permite sentar las bases
del conocimiento acerca de una especie que se pretende almacenar en un banco de genes. La
conservacion de especies de la familia Grossulariaceae en bancos de semillas aporta a la
seguridad alimentaria y la restauracion de bosques, dado que se interrelacionan con otras

plantas en el margen de bosque y con aves frugivoras al ser su fuente de alimento.
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Capitulo VI: Conclusiones

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar la morfologia y germinar semillas de

la familia Grossulariaceae en Bosques Andinos del Ecuador, para cumplir este propdsito se

realizaron analisis de morfologia, desinfeccion, viabilidad y germinacion de semillas, que

permitieron caracterizar las especies Ribes andicola Jancz. y Ribes ecuadorense Jancz. de

esta familia y se pudo concluir lo siguiente:

La recoleccion de semillas de las especies endémicas de los Bosques Andinos,
Ribes andicola Jancz. y Ribes ecuadorense Jancz., permite reunir datos
morfol6égicos, de viabilidad y de germinacion que sirven como base para el

pasaporte de conservacion de dichas especies.

La morfologia de las especies estudiadas difiere en cuanto a nimero y tamafio. R.
ecuadorense produce menor nimero de semillas que R. andicola. Las semillas de
R. ecuadorense tienen mayor tamafio y mayor masa que las de R. andicola. Estos
aspectos morfolégicos tienen influencia tanto en la dispersion como en la dinAmica

entre especies.

El protocolo de desinfeccion aplicado para la germinacion in vitro de semillas de
R. andicola y R. ecuadorense consta de detergente al 1% con Tween 20 durante
3 minutos, en combinacién con hipoclorito de sodio al 1% durante 5 minutos, ya

gue se evidencio un porcentaje de contaminacion de 0%.
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El protocolo de viabilidad para Ribes sp. indica que no hay diferencias
significativas entre la prueba de tetrazolio (TV1) y la prueba de prueba de indigo
carmin (TV2) bajo las mismas condiciones (valor p= 0,7676 para R. andicola y
0,4766 para R. ecuadorense), por lo que estas dos pruebas pueden ser

empleadas en este tipo de estudio.

El porcentaje de viabilidad de R. andicola es de 60% al 63% para las dos pruebas,
TV1y TV2 respectivamente, mientras que en R. ecuadorense es de 57% y 43%
en TV1 y TV2 respectivamente. Por lo tanto, las semillas de R. andicola y R.

ecuadorense tienen un porcentaje de viabilidad alto.

El porcentaje de semillas escarificadas se increment6 un 20,26% en semillas de
R. andicolay un 15,83% en semillas de R. ecuadorense mediante la exposicion a
hipoclorito de sodio al 1% durante 5 minutos. Por lo cual, el hipoclorito de sodio

tiene potencial como agente escarificador en Ribes sp.

El 17% de semillas de R. andicola germinaron exitosamente hasta formar
plantulas con el tratamiento de temperatura combinada 20/10 °C y ausencia de
giberelinas. Sin embargo, las diferentes concentraciones de &cido giberélico (0,
125, 250 y 500 mg/L) y de temperaturas (5 °C y 20/10 °C) en R. andicola y R.
ecuadorense no presentaron germinacion, posiblemente debido por el tiempo y

por las altas concentraciones de giberelina.
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Capitulo VII: Recomendaciones

La recoleccién de material vegetal es primordial para el estudio de semillas. Por lo que,
se recomienda recolectar en zonas humedas, en la linea de bosque nuboso, bajo la proteccién
de arboles, en terrenos inclinados y en zonas bajas al borde del camino. Adicionalmente, se
deberia recolectar frutos durante distintas épocas del afio para expandir los conocimientos

acerca de la fenologia de estas especies.

Se recomienda que durante la recoleccién se empleen recipientes solidos para reducir
la pérdida de material vegetal, desinfectar las bayas con hipoclorito de sodio al 1% por 3
minutos, seguido de 3 enjuagues con agua estéril y dejar secar sobre papel toalla previo a su

almacenamiento.

En las pruebas de viabilidad por tincién, para extraer los embriones, se recomienda
colocar las semillas escarificadas en agua destilada por 3 horas. En caso de no tener éxito, se
recomienda tefiir las semillas escarificadas, dado que el mucilago interfiere en la visualizacién

de resultados.

En la germinacion, se recomienda probar medio semisélido o liquido debido a que se ha
observado en campo que las semillas de Ribes sp. requieren condiciones de alta humedad

para la elongacion de la radicula.

No se descarta la posibilidad de que R. andicola y R. ecuadorense estén reguladas por
una latencia morfofisioldgica. Por lo que se requieren mas estudios, cuyos tratamientos de
germinacion sean planificados con un tiempo mayor a 30 dias, en combinacién con estrategias

de estratificacion y diversas concentraciones de giberelinas.
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