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Resumen
Este estudio se centra en la caracterizacidn morfoldgica, viabilidad y germinacién de las semillas de
Azorella pedunculata, una planta en cojin de la familia Apiaceae que desempeiia un papel crucial en
la biodiversidad de los paramos andinos ecuatorianos. La recolecciéon en campo permitid la creacion
de una ficha técnica con informacién esencial sobre esta especie. Las semillas, de forma ovoide y de
colores variables (verde o marrdn), estan cubiertas por una fina capa oleosa que rodea a un embrién
alargado ubicado en la base de la semilla y un endospermo escaso vy rigido. Estas caracteristicas son
fundamentales para la resistencia de las semillas a las condiciones extremas del paramo. Las
dimensiones de las semillas, que incluyen longitud, ancho y grosor, muestran una variabilidad
significativa entre las semillas verdes y marrones. Las semillas tienen un peso promedio de 1.418 +
0.02 mg y un contenido de humedad del 13.263 + 2.13%. Estos hallazgos sugieren que las semillas de
Azorella pedunculata se las clasifica como intermedias seguin su contenido de humedad. En los
ensayos de germinacion, se utilizd hipoclorito de sodio para la desinfeccion de las semillas, el
tratamiento con un 7% de hipoclorito de sodio durante 7 minutos demostré ser efectivo sin causar
oxidacion o promover el crecimiento de agentes fungicos o bacterianos. Para superar la latencia, se
aplicaron giberelinas (GA3) a concentraciones de 2 y 4 mg/L bajo condiciones de incubacion a 21°C, lo
que resulté en una tasa de germinacion del 10% en la sexta semana. Este estudio proporciona una
caracterizacion integral de las semillas de Azorella pedunculata, una especie de vital importancia para
la biodiversidad de los paramos andinos, ofreciendo informacion detallada sobre su morfologia,

comportamiento de germinacion y posibles estrategias de conservacion.

Palabras clave: Azorella, morfologia, viabilidad, germinacién, paramo.
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Abstract
This study focuses on the morphological characterization, viability and germination of the seeds of
Azorella pedunculata, a cushion plant of the Apiaceae family that plays a crucial role in the biodiversity
of the Ecuadorian Andean pdramos. The field collection allowed the creation of a data sheet with
essential information on this species. The seeds, ovoid in shape and of variable colors (green or
brown), are covered by a thin oily layer that surrounds an elongated embryo located at the base of
the seed and a sparse and rigid endosperm. These characteristics are fundamental for the resistance
of the seeds to the extreme conditions of the paramo. Seed dimensions, including length, width and
thickness, show significant variability between green and brown seeds. Seeds have an average weight
of 1.418 + 0.02 mg and a moisture content of 13.263 + 2.13%. These findings suggest that Azorella
pedunculata seeds are classified as intermediate according to their moisture content. In germination
trials, sodium hypochlorite was used for seed disinfection, treatment with 7% sodium hypochlorite for
7 min proved to be effective without causing oxidation or promoting the growth of fungal or bacterial
agents. To overcome dormancy, gibberellins (GA3) were applied at concentrations of 2 and 4 mg/L
under incubation conditions at 21°C, resulting in a 10% germination rate at week 6. This study provides
a comprehensive characterization of Azorella pedunculata seeds, a species of vital importance for the
biodiversity of the Andean paramos, offering detailed information on its morphology, germination

behavior, and potential conservation strategies.

Key words: Azorella, morphology, viability, germination, paramo.
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Capitulo I: Introduccién

Planteamiento del problema

El paramo andino es un ecosistema fragil de las zonas neotropicales de alta montafia. En
Ecuador, los paramos se encuentran desde los 3300 m.s.n.m. hasta la zona rocosa o nevada. Estos
paramos proveen principalmente de servicios ecosistémicos como las fuentes hidricas y sumideros
de carbono (Carrillo & Rucabado, 2021). Los bosques en los paramos, abarcan una gran diversidad
de especies de flora y fauna. Estos bosques almacenan materia organica del suelo, ayudando de esta
forma con el ciclo de diéxido de carbono, por lo que son importantes en el mantenimiento del clima

a escala regional y continental (Aguirre Mendoza et al., 2018).

Los bosques andinos presentan parches o planicies conocidos como bofedales o turberas.
Los bofedales abarcan aproximadamente cerca del 2% del territorio Altoandino y son principalmente
utilizadas para el pastoreo de rebafios domésticos de alpacas, llamas y ovejas, que a menudo
constituyen la base de las economias campesinas (Peyre et al., 2018). Gran parte del suelo en las
turberas estd constituido por estructuras vegetales formadas por la simbiosis del entorno con
plantas de tipo cojin, cominmente llamadas almohadillas (Valderrama et al., 2017). Esta asociacion
de plantas retiene gran cantidad de agua la cual es renovada constantemente. Una de las especies
gue presenta estas estructuras y es caracteristica dentro de los bofedales en los paramos de la sierra

ecuatoriana pertenece a la familia Apiaceae (Duarte Sanchez, 2018).

Lamentablemente, el ser humano al aprovechar los recursos hidricos provenientes de los
paramos en los bosques andinos, se ha extendido y realizado actividades cada vez mas cerca a estas
zonas, ocasionando graves dafios. La polucion y la reduccidn de estas zonas por la actividad
antropogénica hace ver amenazada la fauna y flora presente en estos paramos. En los ultimos afos,
la fauna que alli habita se ha visto reducida en nimero por la pérdida de su habitat (Chuncho, 2019).
Actualmente en Ecuador se han concesionado areas de paramo para la mineria, en provincias como

Pichincha, Azuay y Loja ubicados entre 3500 a 3900 m.s.n.m. con las cuales mas del 28 % del paramo
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andino podria ser afectado por esta actividad (Rangel & Pinto-Zarate, 2012). Asi también, la tala de
bosques y la creacién de monocultivos por empresas agricolas, ganaderas y madereras en el Ecuador
gue aprovechan la cercania de estas fuentes hidricas en los bosques andinos, reduciendo y
contaminando las reservas de este recurso hidrico, provocando la disminucién de las especies

vegetales que alli habitan.

A pesar del nimero de especies caracterizadas a nivel taxonédmico en el paramo, es
necesario realizar estudios técnicos a profundidad. Existe gran carencia de informacién sobre los
ciclos de reproduccion, la necesidad fisioldgica, la afectacion al cambio a distintas temperaturas, la
actividad metabdlica y el rol que tienen en el entorno las plantas nativas del paramo andino (Beltran
et al., 2023). Es por esta razdn, la necesidad de generar informacion desde la fenologia de la planta 'y
la morfologia de las semillas y la estandarizacién de protocolos de germinacién, para la creacién de
bancos de semillas que permitan una posible reforestacion o recuperacién del paramo andino con

plantas nativas del paramo.

Justificacion del problema

Los bosques andinos son importantes fuentes de recursos hidricos, sobre todo los parches y
planicies conocidos como bofedales, los cuales estan conformados por estructuras en forma de cojin
conocidos como almohadillas (Llambi et al., 2019). En Ecuador, los bosques andinos son amenazados
constantemente por la actividad minera, la deforestacidn, los incendios forestales, la polucién por
parte de fabricas, la erosién del suelo a causa de monocultivos y la constante expansion de la
poblacién urbana a zonas mas elevadas (Beltran et al., 2023). Estas actividades tienden a extenderse

y amenazar las especies vegetales nativas.

El paramo andino es considerado una importante fuente de agua dulce y es la principal
reserva de agua para la poblacién de la sierra ecuatoriana, (Beltran et al., 2023). Dentro de los
paramos podemos encontrar zonas pantanosas conocidas como turberas o bofedales (Carrillo-

Perdomo et al., 2015). En los bofedales habitan plantas que forman asociaciones en forma de cojin
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llamados almohadillas, estas ayudan al almacén y transporte de agua en el paramo (Crispin Cunya,
2015). En el Ecuador, una de las especies representativas de esta zona pertenece al género Azorella
de la familia Apiaceae, la cual se encuentra distribuida en gran parte desde el Carchi hasta Loja
(Aguirre Mendoza et al., 2018). Las almohadillas al tener una gran distribucidn dentro del paramo
pueden ser utilizadas como indicadores de la calidad de estos ecosistemas y por tanto de los
recursos hidricos disponibles, es por esto que es de gran importancia la conservacidn,

mantenimiento, control y estudio constante de estas plantas (Carrillo & Rucabado, 2021).

Actualmente los estudios acerca de las almohadillas de la familia Apiaceae son sumamente
escasos, no existe suficiente informacion sobre la ubicacién, fenologia, temporada de reproduccidn,
morfologia de la semillas y proceso germinativo de estas especies. Esta informacién es un factor
esencial a tomar en cuenta en la reforestacion o en la recuperacién de los espacios afectados por la

actividad antropogénica (Beltran et al., 2023).

Por tal razon, el presente trabajo pretende reunir informacidn valiosa sobre la morfologia y
el proceso germinativo de semillas de almohadillas de la familia Apiaceae, para consolidar
informacién necesaria para proyectos de conservacion y reforestacién. Uno de estos proyectos es el
del banco de semillas andinas HANS-BANK, el cual tiene el apoyo del proyecto BIO-GEEC, un
Consorcio aleman-ecuatoriano sobre la Biodiversidad. Este proyecto esta enfocado en conocer la
diversidad de los paramos, asi como el andlisis de las semillas, para salvaguardar la diversidad
genética y bioldgica de los paramos ecuatorianos. De esta forma, se logrard crear estrategias y
alternativas viables que permitan la conservacidn de especies vegetales amenazadas en los bosques

andinos.
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Objetivos
Objetivo General
Caracterizar parametros morfoldgicos y germinativos de semillas de plantas de almohadillas

de la familia Apiaceae en Bosques Andinos del Ecuador.

Objetivos Especificos
-Recolectar de forma aleatoria, muestras de semillas de almohadillas de la familia Apiaceae

en Bosques Andinos del Ecuador.

-ldentificar parametros morfoldgicos cualitativos y cuantitativos de las semillas de

almohadillas de la familia Apiaceae recolectadas en Bosques Andinos del Ecuador.

-Analizar las semillas de almohadillas de la familia Apiaceae mediante la coloracion del

embrién con la prueba de Tetrazolio, para establecer su viabilidad.

-Determinar los parametros germinativos de las semillas de almohadillas de la familia

Apiaceae viables, mediante pruebas de germinacioén in vitro.
Hipétesis
Los parametros morfoldgicos y los tratamientos de germinacién aplicados incrementan de

forma estadisticamente significativa la capacidad germinativa de semillas viables de almohadillas de

la familia Apiaceae.
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Capitulo II: Marco teérico
Paramo andino

El ecosistema del paramo andino destaca por su singularidad y vitalidad. Situado en las
elevadas altitudes de la cordillera de los Andes en América Latina, el paramo se caracteriza por su
diversidad y relevancia. En su extenso territorio coexisten areas de pastizales, humedales y bosques
andinos, cada uno marcado por su vegetacién y condiciones climaticas particulares. El paramo
circundante a la cordillera de los Andes abarca mas de 30.000 kildbmetros cuadrados, ubicandose
entre los 3.000 y 4.500 metros sobre el nivel del mar (Buytaert et al., 2023). Su presencia se extiende
por varios paises, como Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru y Bolivia, formando un corredor
ecoldgico fundamental y exclusivo en la regién andina.

La importancia del pdramo radica en los servicios ecosistémicos esenciales que brinda a toda
la regidn, los cuales son: La regulacion del agua, el almacenamiento de carbono en el suelo y la
conservacioén de la biodiversidad. Sus condiciones ambientales Unicas, como la altitud, las bajas
temperaturas y la abundante humedad, ayuda a la formacién de comunidades vegetales
especializadas y adaptadas a estas duras condiciones, lo que convierte al paramo andino en un
punto caliente de biodiversidad y un importante reservorio de especies endémicas (Giné & Sanchez,

2015).
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Distribucion geogrdfica de los paramos en el Ecuador
Figura 1l

Distribucion geogrdfica de los pdramos en el Ecuador

Nota. Tomado de Distribucion espacial, sistemas ecoldgicos y caracterizacion floristica de los
pdramos en el Ecuador, por Beltran et al., 2023, EcoCiencia.

En Ecuador, los paramos estdn distribuidos en el alto andino de la sierra ecuatoriana desde
el Carchi hasta Loja. Los paramos presentan una topografia y microclimas diversos, que dan lugar a
variaciones en las caracteristicas de cada paramo y en los tipos de vegetacion que podemos
encontrar segun la regidn (Beltran et al., 2023). La distribucidn geografica de los paramos en Ecuador
resalta la importancia de estudiar y conservar estos ecosistemas y el mantenimiento de los mismos

por sus valiosos servicios ecolédgicos y enorme biodiversidad.
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Parque Nacional Antisana

El Parque Nacional Antisana en Ecuador resguarda un vasto territorio de paramo que abarca
desde altas montafas hasta lagunas y valles andinos. Este ecosistema diverso de aproximadamente
120,000 hectareas alberga una mezcla Unica de turberas, bosques andinos, pdramos herbaceos y
humedales con musgos esfagnos, proporcionando habitats esenciales para una variada vida vegetal
y animal (Cevallos Guacapifia, 2022).

Entre las notables especies de flora se encuentran gramineas de gran altitud, plantas en
forma de cojin y arbustos resistentes que desempenan un papel crucial en la estabilizacién de los
paramos y en el sustento de la fauna local.

Los diversos habitats pristinos del parque, incluidas las lagunas y los humedales, también
brindan refugio y sustento a aves migratorias (Cevallos Guacapifa, 2022). En conjunto, el Parque
Nacional Antisana revela la importancia vital de los ecosistemas de paramo en la conservacion de la

biodiversidad Unica de la region.

Parque Nacional Cayambe-Coca

El Parque Nacional Cayambe-Coca, localizado en las provincias ecuatorianas de Pichincha,
Napo e Imbabura, es reconocido por la riqueza de sus extensos paramos, abarcando una superficie
aproximada de 400,000 hectareas y una variada gama de altitudes y habitats. Destaca por albergar
diversos tipos de paramos, siendo el bosque andino uno de los mas sobresalientes (Farinango Colcha
& Lopez Jacome, 2022). Estos ecosistemas cumplen un rol esencial en la regulacion y conservacion
del agua, actuando como fuentes naturales para rios y arroyos, fundamentales para el equilibrio
hidrolégico regional.

El Parque Nacional Cayambe-Coca exhibe una marcada diversidad de especies vegetales y
animales en distintos entornos. La flora del parque incluye una variedad de hierbas, juncias y
arbustos adaptados al contexto del paramo (Vega Travez, 2017). Estas plantas no solo contribuyen a
la estética del entorno, sino que también proveen alimento y refugio para diversas especies

animales autdctonas.
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En lo referente a la fauna, el parque alberga una amplia variedad de vida silvestre. Es
especialmente reconocido por su diversidad aviar. Los cursos de agua en el parque albergan diversas
especies de peces autéctonos (Valdivieso Enriquez, 2013). En conjunto, el Parque Nacional
Cayambe-Coca emerge como un importante santuario de biodiversidad, proporcionando habitats
esenciales para numerosas especies de plantas y animales.

Bosque Andino

Los paramos de los Andes no se caracterizan Unicamente por sus pajonales y humedales,
sino también por la presencia de bosques andinos Unicos. Estos bosques sirven como importantes
zonas de transicién entre el alto paramo y los bosques montanos bajos, contribuyendo a la
diversidad ecoldgica general de la regién desde los 3.000 pero por debajo de los 4.000 metros sobre
el nivel del mar. El bosque andino de pdramo se compone tipicamente de arboles achaparrados,
arbustos y diversa vegetacion en el sotobosque (Bussmann, 2005). Estos bosques estan adaptados a
las duras condiciones del entorno de gran altitud, incluidos los fuertes vientos y las bajas
temperaturas, ademas delimitan el espacio de las zonas pantanosas conocidas como turberas

(Curipoma et al., 2018).

Turberas

Los paramos de los Andes se caracterizan por la presencia de ecosistemas de humedales
Unicos conocidos como tuberas o turberas. Estos humedales son componentes esenciales del paisaje
de paramo, desempefiando un papel crucial en la regulacion hidrica, el secuestro de carbono y la
conservacién de la biodiversidad. Las tuberas se forman por la acumulacidon de materia orgdnica,
principalmente musgos como el Sphagnum, en zonas encharcadas (Larriva Carrasco, 2020).

Estos humedales se caracterizan por su alto contenido y absorcidn de agua, sus condiciones
acidas y una vegetacién especializada adaptada al medio saturado las cuales proporcionan habitats
importantes para diversas especies vegetales, como juncias (familia Cyperaceae), plantas en cojin
(familias Asteraceae y Apiaceae) y orquideas de pantano (Platanthera spp.) (Valdivieso Enriquez,

2013). Las tuberas sirven como esponjas naturales, almacenando agua durante la estacién lluviosa y
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liberandola lentamente durante los periodos mas secos, contribuyendo asi a la regulacién del flujo
de agua en los paramos.

Las tuberas o humedales de los paramos albergan una rica biodiversidad tanto de flora como
de fauna. Estos ecosistemas encharcados proporcionan habitats Unicos para una gran variedad de
especies especializadas (Larriva Carrasco, 2020). La vegetacion de las turberas incluye musgos,
juncos y otras plantas acudticas adaptadas a las condiciones dcidas y saturadas. Estas plantas de
turbera desempefian un papel crucial en el secuestro de carbono y el ciclo de nutrientes.

Las tuberas también albergan diversas especies de aves, como la cerceta andina (Anas
flavirostris), el pato andino (Oxyura ferruginea) y el ibis andino (Theristicus branickii). Mamiferos
como el coati andino (Nasua nasua), la nutria andina (Lontra provocax) y varias especies de roedores
pueden encontrarse en los humedales y sus alrededores (Guzman & Esquivel, 2017). Las tuberas de
los paramos no sélo son importantes desde el punto de vista ecoldgico, sino que también
proporcionan valiosos recursos a las comunidades locales, como el abastecimiento de agua y zonas
de pastoreo para el ganado.

Importancia vegetativa

Los paramos desempefian un papel crucial en el mantenimiento de una vegetacion diversay
Unica, lo que los hace ecoldgicamente significativos. La cubierta vegetal de los paramos estd formada
por una variedad de especies vegetales adaptadas a las condiciones de altitud, frio y, a menudo,
dureza de estos ecosistemas (Larriva Carrasco, 2020). Uno de los principales tipos de vegetacion de
los paramos son las gramineas (Chusquea spp. y Festuca spp.), que forman densas matas y
proporcionan alimento y refugio a los herbivoros. Otras especies vegetales notables de los paramos
son los arbustos que se aferran al suelo, las plantas en forma de cojin o almohadillas y las plantas en
roseta como Espeletia spp., Valeriana spp. y Gentiana spp. Estas plantas tienen adaptaciones Unicas
para hacer frente a las condiciones climaticas extremas, incluidas las hojas peludas para aislar y las

formaciones en roseta para minimizar la pérdida de agua (Valderrama et al., 2017).
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Agrupacion de plantas en forma de cojin o almohadillas

Las plantas en forma de cojin, también conocidas como plantas en roseta o almohadillas, son
un grupo diferenciado de especies vegetales que prosperan en los ecosistemas del paramo. Estas
plantas tienen formas de crecimiento Unicas caracterizadas por cojines compactos y redondeados de
hojas y tallos apretados. Pertenecen a varias familias, como las Apiaceae, Asteraceae, Rosaceae y
Caryophyllaceae (Fernandez et al., 2015).

Las almohadillas han desarrollado adaptaciones especializadas para hacer frente a las duras
condiciones ambientales de los paramos, como las bajas temperaturas, los fuertes vientos y los altos
niveles de radiacioén solar (Anthelme, 2015). Su forma de crecimiento en cojin ayuda a atrapar el
calory la humedad, proporcionando aislamiento y proteccién a los tejidos de la planta. Ademas, la
densa estructura en cojin reduce la velocidad del viento y crea condiciones microclimaticas
favorables para que otras especies vegetales crezcan dentro del cojin, aumentando la biodiversidad
general de los ecosistemas de paramo.

Las plantas de cojin proporcionan microhdbitats esenciales y refugio para una gran variedad
de invertebrados, como insectos, arafias y microorganismos. Sus densas formas de crecimiento
también facilitan la retencidn del suelo y evitan la erosién, ayudando a mantener la estabilidad de
las laderas del paramo (Castro Mantilla, 2019). Ademas, las plantas en cojin desempefian un papel
crucial en la regulacién hidrica al captar la humedad de la niebla, el rocio y la lluvia, y liberarla
lentamente en el entorno circundante, contribuyendo al equilibrio hidrolégico de los ecosistemas de
paramo.

Las almohadillas estan ampliamente distribuidas por las regiones de paramo de los Andes,
sobre todo en paises como Ecuador, Colombia, Peru, Bolivia y Chile. Suelen encontrarse a gran
altitud, normalmente por encima del limite arbdreo y en zonas donde otras formas de plantas
luchan por sobrevivir debido a las condiciones ambientales extremas. Estas plantas se consideran
especies clave dentro de los ecosistemas de paramo debido a sus numerosas funciones y

contribuciones ecoldgicas (Fernandez et al., 2015).
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Amenazas y prevencion

Los paramos ecuatorianos se enfrentan a varias amenazas importantes que ponen en peligro
su integridad ecoldgica y los servicios que prestan. Una de las principales amenazas es el cambio de
uso del suelo y la expansién agricola. La conversion de zonas de pdramo en tierras agricolas para el
pastoreo de ganado y el cultivo de cosechas altera el delicado equilibrio de estos ecosistemas,
provocando la erosion del suelo, la pérdida de la cubierta vegetal y la reduccién de la capacidad de
regulacién del agua. Ademas, las actividades mineras, tanto legales como ilegales, suponen una
grave amenaza para los paramos, ya que provocan la destruccion del habitat, la contaminaciony la
liberacion de sustancias quimicas toxicas en el medio ambiente circundante (Pérez-Martinez et al.,
2021).

El cambio climatico es otra amenaza importante, ya que el aumento de las temperaturasy la
alteracion de los patrones de precipitaciones afectan a los ecosistemas de paramo. Esto puede
provocar la pérdida de especies vegetales especializadas, cambios en el equilibrio hidrico y un mayor
riesgo de incendios forestales. Las practicas inadecuadas de gestion de la tierra, como el pastoreo
excesivo, la eliminacién inadecuada de residuos y la falta de medidas eficaces de conservacion,
agravan aun mas las amenazas a las que se enfrentan los paramos ecuatorianos (Gémez et al.,
2017).

Los esfuerzos para prevenir y mitigar las amenazas a las que se enfrentan los paramos
ecuatorianos requieren una combinacion de estrategias de conservacion, intervenciones politicas y
la participacidn de la comunidad. En primer lugar, el establecimiento de areas protegidas, como
parques y reservas nacionales, es crucial para salvaguardar los ecosistemas de paramo y su
biodiversidad. Estas areas protegidas deben contar con planes de gestidn claros y mecanismos de
aplicacion para controlar el cambio de uso del suelo, las actividades mineras y otras practicas
perjudiciales. Ademas, es esencial promover practicas sostenibles de gestion de la tierra. La

aplicacion de medidas para reducir el sobrepastoreo, como los sistemas de pastoreo rotativo y el
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control del nimero de cabezas de ganado, puede ayudar a restaurar y mantener la cubierta vegetal
de los paramos.

El fomento de practicas agricolas sostenibles que minimicen la alteracién del suelo y
promuevan enfoques agroecoldgicos también puede contribuir a la conservacién de estos fragiles
ecosistemas. La colaboracidn entre las partes interesadas, incluidos los organismos
gubernamentales, las comunidades locales y las instituciones cientificas, es vital para el éxito de las
iniciativas de conservacion (Banegas, 2018). Las campanias de concienciacion publica, los programas
educativos y las actividades de capacitacién pueden fomentar un sentido de custodia y promover la
importancia de la conservacion de los paramos entre las comunidades locales y la sociedad en
general.

Familia Apiaceae

La familia Apiaceae conocida como la familia de la zanahoria o el perejil, abarca mas de
3.700 especies, lo que la convierte en una de las mayores familias de plantas con flores. La familia
Apiaceae se encuentran tanto en regiones templadas como subtropicales, con notables
representantes en Eurasia, América, Africa y Australia (Sayed-Ahmad et al., 2017).

En Ecuador, las especies de Apiaceae estan presentes en diversos habitats, como los
paramos, los bosques nublados y las regiones montafiosas. Dentro de la familia, hay varias
subfamilias y géneros, incluyendo géneros prominentes como Apium, Pastinaca, Daucus, Azorella y
Eryngium. La familia Apiaceae se caracteriza por sus inflorescencias en forma de umbela, hojas
compuestas y tallos huecos. Esta familia incluye tanto especies silvestres como plantas cultivadas de
importancia econdmica, como la zanahoria (Daucus carota), el apio (Apium graveolens) y el perejil
(Petroselinum crispum) (Amiri & Joharchi, 2016).

La familia Apiaceae tiene una gran importancia vegetativa debido a la diversidad de sus
especies y a su contribucidn ecoldgica. Muchas plantas Apiaceae presentan un follaje intrincado y
caracteristicas vegetativas atractivas, lo que las hace estéticamente atractivas y valoradas en

horticultura y paisajismo. Ademas, algunas especies de la familia tienen notables propiedades
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medicinales y se utilizan en la fitoterapia tradicional con diversos fines. Por ejemplo, especies como
Angelica archangelica y Levisticum officinale se han utilizado histéricamente por sus propiedades
diuréticas y digestivas (Que et al., 2019).

Las plantas apidceas también desempefian funciones ecoldgicas en sus respectivos habitats.
En los ecosistemas de paramo, ciertas especies de Apiaceae contribuyen a la cubierta vegetal y
desempeian un papel en la estabilizacion del suelo, la prevencidn de la erosion y la regulacién del
agua. El denso follaje de estas plantas ayuda a reducir la evaporacion y retiene la humedad, lo que es
crucial para el equilibrio hidroldgico del entorno del paramo (Wang et al., 2022). Ademas, la familia
Apiaceae sirve como fuente de alimento para varios herbivoros, incluyendo insectos y mamiferos,

apoyando las redes alimentarias locales y la biodiversidad dentro de los ecosistemas de paramo.

Género Azorella

El género Azorella, perteneciente a la familia Apiaceae, engloba un grupo diverso de
especies de plantas con flores conocidas por sus adaptaciones Unicas a entornos alpinos extremos.
Las especies de Azorella se encuentran principalmente en las regiones de gran altitud de los Andes,
sobre todo en Sudamérica, en paises como Ecuador, Peru, Bolivia y Argentina. Estas extraordinarias
plantas han llamado la atencion de botanicos y ecologistas por su capacidad para prosperar en
condiciones adversas, como temperaturas frias, fuertes vientos y altos niveles de radiacidn
ultravioleta (Calvifio et al., 2016).

Las plantas del género Azorella se caracterizan por sus formas de crecimiento en cojin y de
baja altura, consistentes rosetas de hojas pequefias muy apretadas. Este habito de crecimiento
ofrece varias ventajas en entornos alpinos. El follaje compacto ayuda a atrapar el calor y conservar la
humedad, creando un microclima que protege los tejidos vegetales de las temperaturas bajo ceroy
la desecacién. Ademas, la estructura en cojin reduce la velocidad del viento y proporciona refugio a
otras especies vegetales, fomentando la biodiversidad en los ecosistemas alpinos (Fernandez &

Calvifio, 2019).



26

El género Azorella es conocido por su riqueza de especies y su diversidad morfoldgica. Se
han descrito mds de 90 especies dentro del género, que muestran una gama de adaptaciones a
diferentes altitudes, tipos de suelo y condiciones climaticas (Calvifio et al., 2016). Estas variaciones
se reflejan en las formas de las hojas, los habitos de crecimiento y las caracteristicas florales

observadas entre las diferentes especies de Azorella.

Caracteristicas generales

El género Azorella presenta varias caracteristicas morfoldgicas distintivas que contribuyen a
su aspecto Unico y a sus adaptaciones ecoldgicas. Las especies de Azorella se caracterizan por su
habito de crecimiento compacto y bajo, formando densas estructuras en forma de almohadilla cerca
del suelo. Los cojines se componen de rosetas apretadas de hojas pequefias, a menudo suculentas
(Calvifio et al., 2016).

Las hojas de las plantas Azorella suelen ser coridceas y presentan adaptaciones para
soportar las duras condiciones alpinas, como cuticulas gruesas y tricomas que reducen la pérdida de
agua por evaporacion. La coloracidn de las hojas puede variar segun la especie, de verde a gris o
plateado, lo que puede ayudar a reflejar el exceso de radiacidn solar. Las flores de las plantas
Azorella suelen ser pequefias y discretas, a menudo dispuestas en racimos o umbelas (Calvifio et al.,
2016).

Se presentan en varios colores, como blanco, amarillo o morado, y son polinizadas por
insectos y pequenos pajaros. La combinacién de estas caracteristicas morfolédgicas contribuye a la
resistencia general y la supervivencia de las plantas Azorella en los dificiles entornos alpinos en los
que prosperan (Fernandez & Calvifio, 2019).

El género Azorella presenta una serie de caracteristicas ecoldgicas que contribuyen a su
éxito en los entornos de alta montafa. Una caracteristica esencial es su habilidad para formar
densos cojines, los cuales generan microclimas propicios para el desarrollo y la supervivencia de

otras plantas. Esta estructura en forma de cojin ofrece un escudo contra condiciones extremas como
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temperaturas bajas, vientos intensos y alta radiacién solar, proporcionando proteccion a los tejidos
delicados de las plantas y evitando la desecacién y el estrés por frio (Irazabal Morales, 2016).

El crecimiento compacto en forma de cojin de Azorella reduce la exposicidn al viento,
disminuyendo la pérdida de agua por transpiracion y favoreciendo la retencién de nutrientes en la
comunidad vegetal. La estructura en forma de almohadilla también aumenta la captura de
humedad, permitiendo que las plantas aprovechen los limitados recursos hidricos presentes en los
ecosistemas alpinos (Calvifio et al., 2016). Estas caracteristicas ecoldgicas se combinan para
fortalecer la resistencia y el funcionamiento general del género Azorella en los desafiantes entornos

en los que prospera.

Especies de almohadillas de la Familia Apiaceae en los Bosques Andinos

Los bosques andinos de Ecuador son famosos por su notable biodiversidad, que alberga una
rica variedad de especies vegetales. Entre ellas, la familia Apiaceae, incluye varias plantas notables
en forma de cojin o almohadilla. Estas estdn adaptadas a los dificiles entornos alpinos, soportando
temperaturas extremas, altos niveles de radiacion solar y suelos pobres en nutrientes (Amiri &
Joharchi, 2016). Entender la clasificacién e identificar las especies dentro de este grupo es esencial
para la conservacién y el estudio cientifico de los ecosistemas de bosques andinos en Ecuador.

Las almohadillas de la familia Apiaceae en los bosques andinos del Ecuador pertenecen
principalmente al género Azorella, comprende numerosas especies distribuidas en toda la regién.
Estas plantas se clasifican basandose en varias caracteristicas morfolégicas, incluyendo la forma de
las hojas, la estructura de las flores y el habito de crecimiento (Fernandez & Calvifio, 2019). Estudios
taxondmicos y botdnicos han contribuido a la identificacion y clasificacidn de las especies dentro de
la familia Apiaceae.

En el Ecuador las especies mas representativas de esta familia son: Azorella pedunculata y

Azorella multifida.



Taxonomia y distribucion
Tabla 1

Clasificacion taxondmica para Azorella pedunculata

Azorella pedunculata (Spreng.) Mathias & Constance

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales

Familia Apiaceae

Género Azorella

Especie Azorella pedunculata

Tabla 2

Clasificacidn taxondmica para Azorella multifida

Azorella multifida (Ruiz & Pav.) Pers.

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Apiales

Familia Apiaceae

Género Azorella

Especie Azorella multifida
Distribucion

Azorella pedunculata y Azorella pedunculata multifida son dos especies estrechamente
relacionadas dentro del género Azorella que presentan patrones de distribucidn distintos en

Ecuador.
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Azorella pedunculata se distribuye principalmente en las regiones central y meridional de los
Andes ecuatorianos. Se puede encontrar en varias provincias, incluyendo Pichincha, Cotopaxi,
Tungurahua y Chimborazo. Esta especie es particularmente abundante en los ecosistemas de
paramo, caracterizados por sus pastizales y matorrales de gran altitud. Azorella pedunculata
prospera en las praderas alpinas y laderas rocosas, a menudo formando densos cojines cerca del
suelo (Walck et al., 2002).

En cambio, Azorella pedunculata y multifida tiene una distribucidon mas restringida en
Ecuador, principalmente en la provincia de Carchi, situada en el norte del pais. Esta especie prefiere
las zonas altas de las zonas de paramo y subparamo, donde se puede encontrar en pastizales
abiertos y habitats rocosos. Azorella pedunculata y multifida se caracteriza por sus hojas
profundamente lobuladas o disecadas, que contribuyen a su aspecto Unico dentro del género
(Fernandez & Calvifio, 2019).

La distribucion de Azorella pedunculata y Azorella multifida en las regiones de gran altitud
de Ecuador pone de manifiesto su adaptacion a los ambientes alpinos y su importancia en la

conformacion de la biodiversidad Unica de los ecosistemas de paramo.

Parametros morfolégicos

Los parametros morfoldgicos son caracteristicas esenciales utilizadas para describir y
analizar el aspecto fisico de una planta. Estos parametros proporcionan informacién valiosa sobre la
estructura de la planta, sus habitos de crecimiento y sus estrategias de adaptacidn. En el estudio de
las plantas se suelen tener en cuenta varios pardmetros morfoldgicos clave.

Es importante seialar que los parametros morfolégicos pueden variar de una especie
vegetal a otra y también pueden presentar variaciones dentro de una misma especie debido a

factores medioambientales, fases de desarrollo y variabilidad genética (Boochs et al., 1990).
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Descriptores morfolégicos

Cualitativo de la planta

Los descriptores morfoldgicos representan caracteristicas especificas para la descripcion y
cuantificacidn de diversos aspectos fisicos de las plantas. Estas medidas estandarizadas permiten
analisis comparativos entre diferentes especies (Koch et al., 2008). Los descriptores incluyen la
morfologia de la hoja (forma, tamafio, margen, venacion, superficie), caracteristicas del tallo (color,
textura, superficie, ramificacion), caracteristicas de la flor (tamafio, color, inflorescencia, disposicion
de pétalos, estructuras especializadas), y descriptores de frutos y semillas (forma, tamafio, color,
textura, dispersion). Se enfocan también en caracteristicas de la raiz (tipo, color, ramificacion,
longitud, diametro) y el tamafio y porte de la planta (altura, extension, habito de crecimiento).

Cualitativo de la semilla

Las semillas pertenecientes a la familia Apiaceae exhiben distintivas caracteristicas externas
que las diferencian de otras familias de plantas. Estos atributos incluyen diversidad en tamano y
forma, con una tendencia a ser pequenas y ovaladas, con longitudes variables, desde unos pocos
milimetros hasta varios milimetros. La gama de colores abarca blanco, amarillo, verde y marrdn claro
hasta tonos mas oscuros. Las semillas pueden presentar superficies lisas, rugosas o estriadas, a veces
con crestas o alas en los bordes. Algunas semillas tienen hilos o estructuras fibrosas relevantes para
su dispersién. El embridn generalmente consiste en dos cotiledones delgados y planos, mientras que
en ciertas especies puede encontrarse endosperma, aportando nutrientes adicionales durante la
germinacion. La testa, o cubierta de la semilla, puede variar en grosor, y ocasionalmente, algunas
semillas tienen una capa adicional llamada perisperma, que rodea el embrién y actia como tejido

alimenticio (Romero, 2016).

Cuantitativo de la semilla

Los parametros morfoldgicos cuantitativos que comprenden la longitud, anchura y grosor de
las semillas desempefian un papel crucial en la descripcidn de sus atributos fisicos. Estos parametros

proporcionan informacidn esencial sobre el tamafio y la forma de las semillas, influenciando
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aspectos como la dispersidn, germinacién y desarrollo de plantulas (Balduzzi et al., 2017). La
longitud de una semilla se mide a lo largo de su dimensidn mas larga, ofreciendo una indicacién
significativa del tamafio y las reservas de nutrientes. Por otro lado, la anchura, medida en su parte
mas extensa, ofrece perspicacia sobre la forma de la semilla y su relacién con la masa y la energia
almacenada (Koch et al., 2008).

El grosor de la semilla, que refleja su espesor o profundidad, es otro parametro importante y
afecta aspectos como la latencia y absorcion de agua (Koch et al., 2008). La exactitud en la medicion
de estos pardmetros es esencial para caracterizar semillas, evaluar su calidad y comprender sus
adaptaciones funcionales. La medicién precisa se logra con herramientas especializadas, como
calibradores o programas de andlisis de imagenes digitales. La longitud se obtiene de una linea recta
entre sus extremos, mientras que la anchura se mide perpendicularmente a su longitud. El grosor se
determina con instrumentos apropiados, generalmente registrados en milimetros (mm) o
micrémetros (Uum) para asegurar precisién (Balduzzi et al., 2017).

Viabilidad de semillas

La viabilidad de las semillas es esencialmente su capacidad para germinar y dar origen a una
plantula saludable en condiciones propicias. Este rasgo crucial determina la probabilidad de éxito en
el establecimiento de una planta. Multiples factores contribuyen a la viabilidad, incluyendo la edad
de las semillas, caracteristicas genéticas, entorno y presencia de mecanismos de latencia (Basu,
1995).

A medida que las semillas envejecen, su viabilidad suele decaer debido a procesos de
deterioro, como daio celular y degradacion de nutrientes almacenados. Los aspectos genéticos
también influyen, ya que diferentes especies y hasta individuos de una misma especie pueden
mostrar distintos niveles de viabilidad (Amiri & Joharchi, 2016). Asimismo, factores ambientales
como temperatura, humedad y luz pueden influir en su viabilidad; condiciones inadecuadas o

extremas pueden reducir su potencial de germinacion.
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La latencia de las semillas, un estado de suspension temporal del crecimiento, también
puede impactar en su viabilidad al retrasar la germinacién. Pruebas de germinacién y técnicas de
tincién se emplean para evaluar la capacidad de germinacidn y la viabilidad (Xia et al., 2019).
Entender la viabilidad es clave para la conservacion, practicas agricolas y esfuerzos de restauracién
ecoldgica. Para conservar la viabilidad, el manejo y almacenamiento adecuados son cruciales; esto
involucra almacenarlas en condiciones controladas, con baja temperatura y humedad, para frenar el
envejecimiento (Basu, 1995). Bancos de semillas y bancos de genes son fundamentales para
preservar la diversidad genética de diversas especies vegetales.

Mejorar la viabilidad es posible mediante tratamientos como escarificacion, estratificacién o
remojo, que rompen la latencia (De Vitis et al., 2020). Ademas, tecnologias de recubrimiento pueden
mejorar la viabilidad, aumentando la probabilidad de germinacién y éxito en el establecimiento
(Hassanisaadi et al., 2022). Comprender los factores que afectan la viabilidad y aplicar técnicas
adecuadas de conservacion y mejora puede fomentar la supervivencia y propagacion exitosa de
especies vegetales a largo plazo.

Pruebas colorimétricas

Las pruebas colorimétricas son ampliamente utilizadas para evaluar la viabilidad de las
semillas, aprovechando los cambios de color generados por la actividad metabédlica y las reacciones
enzimaticas internas (Franga-Neto & Krzyzanowski, 2019). Estas pruebas ofrecen una manera agil y
efectiva de determinar la viabilidad de las semillas, especialmente en andlisis a gran escala. Un
ejemplo comun de esta técnica es la prueba del cloruro de tetrazolio (TZ), donde el TZ incoloro se
convierte en un colorante formazan por las enzimas metabdlicas en semillas viables. Esto provoca un
cambio de color distintivo, ausente en semillas no viables o dafadas, que carecen de actividad
metabdlica (Sawma & Mohler, 2002). Las pruebas colorimétricas, como la de TZ, brindan una
alternativa eficiente y econdmica para evaluar la viabilidad de las semillas en contextos de

produccidn, conservacion e investigacion.
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El proceso de una prueba colorimétrica involucra varios pasos. En primer lugar, se prepara
una solucién de cloruro de tetrazolio en las concentraciones y pH indicados. Luego, las semillas se
sumergen en la solucion durante un tiempo definido, permitiendo que el colorante penetre en sus
tejidos. Tras esta etapa de incubacidn, las semillas se retiran, se enjuagan y se secan para eliminar el
exceso de humedad. Posteriormente, se cortan o seccionan para exponer los tejidos internos y
revelar cualquier cambio de color. Las semillas viables presentaran una coloracidn especifica en los
tejidos metabdlicamente activos, mientras que las no viables permaneceran sin color o con cambios
limitados (Soares et al., 2016). La observacion de patrones de color proporciona informacion sobre la
viabilidad y vitalidad de las semillas, contribuyendo significativamente al conocimiento de su estado
fisiolégico y potencial germinativo.

Figura 2

Patrones de tincidn para tejido no viable permitido segun el ISTA (2016).

veooQ

Germinacion in vitro de semillas

La germinacidn in vitro de semillas se realiza en un entorno de laboratorio controlado, y se
emplea para iniciar y estudiar la germinacidon de manera precisa. Esta técnica es particularmente util
para especies vegetales escasas o en peligro de extincién, asi como para investigar factores
especificos que influyen en la germinacién (Pujasatria et al., 2020). El proceso implica la
esterilizacién superficial de las semillas para eliminar contaminantes, seguida de su colocacién en un
medio de germinacion estéril con nutrientes y reguladores del crecimiento, que crean condiciones

Optimas para la germinacion (Patel & Mankad, 2014).
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Los recipientes con las semillas se mantienen en un entorno controlado con temperatura, luz
y humedad adecuadas. El avance de la germinacidn se monitorea mediante observacién visual o la
medicion de la emergencia de las radiculas (Pujasatria et al., 2020). Esta técnica es valiosa para
investigar la fisiologia de la germinacidn, entender influencias abidticas y bidticas, y optimizar los
protocolos para conservacion y propagacion.

En comparacion con métodos tradicionales, la germinacion in vitro ofrece beneficios
significativos. Asegura un ambiente estéril, minimizando el riesgo de contaminacidn, y permite un
control preciso de las condiciones (Patel & Mankad, 2014). Esto posibilita el estudio detallado de
influencias especificas y la optimizacion de protocolos para especies dificiles. También facilita la
manipulacion del tiempo de germinacién y la recogida de embriones germinados para
experimentacion adicional (Pujasatria et al., 2020). En programas de mejoramiento, se usa para
seleccion de rasgos deseables y acelerar la producciéon de plantulas uniformes. Ademds, supera
barreras naturales de latencia y mejora la propagacion y conservacién de especies raras o
amenazadas (Pujasatria et al., 2020).

Desinfeccion y preparacion para las semillas

La germinacién in vitro de semillas requiere técnicas de desinfeccion cruciales para
minimizar el riesgo de contaminacion y asegurar el éxito del proceso. Una estrategia comun es la
esterilizacién de la superficie, que implica eliminar microorganismos de la parte externa de las
semillas antes de su colocacion en el medio de germinacidn estéril. Esto implica pasos como el
lavado de semillas con una solucion detergente y la inmersidn en un desinfectante como hipoclorito
de sodio (lejia) o etanol (Ding et al., 2013). Después, se enjuagan con agua estéril para eliminar
residuos (Abdul & Moore, 1979). Un procedimiento adecuado es fundamental para crear un
ambiente aséptico y prevenir la contaminacidn, lo cual podria afectar la germinacién y el crecimiento
posterior in vitro.

Ademas de la esterilizaciéon superficial, otras técnicas pueden usarse segun las necesidades

de las semillas y el nivel de esterilidad requerido. Calor o frio pueden ser empleados para romper la
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latencia o mejorar la esterilizacién superficial. La termoterapia, que expone semillas a temperaturas
especificas durante cierto tiempo, puede eliminar microorganismos patégenos (Ding et al., 2013).

La crioterapia, con temperaturas bajo cero, es eficaz para eliminar hongos. También,
antioxidantes o antimicrobianos pueden emplearse para mejorar la desinfeccion (Kim et al., 2022).
Las técnicas de desinfeccidn se seleccionan en funcion de las semillas, la meta de la germinacién in
vitro y el nivel de esterilidad necesario para el cultivo exitoso.

Medios para germinacion

Para la germinacién in vitro de semillas de paramo, es crucial seleccionar un medio de
cultivo adecuado que provea los nutrientes, vitaminas y reguladores del crecimiento esenciales para
la germinacién y desarrollo subsiguiente. La eleccidn del medio depende de las necesidades
especificas de estas semillas y de los objetivos de la investigacion (Pujasatria et al., 2020). El medio
de cultivo Murashige y Skoog (MS) es ampliamente usado y ofrece un equilibrio nutricional 6ptimo
con macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y fitohormonas como auxinas y citoquininas.

El medio MS se puede adaptar ajustando concentraciones de nutrientes o agregando
suplementos especificos para satisfacer las demandas de las semillas de paramo. Agar se agrega para
solidificar el medio, brindando una superficie sdlida para germinacion y desarrollo (Patel & Mankad,
2014). Este medio controlado facilita el estudio de germinacidn, evaluacién de viabilidad y
optimizacidn de condiciones para plantulas.

Junto al MS, otras formulaciones pueden usarse. Variantes como MS de media o un cuarto
de fuerza pueden ajustar nutrientes segun necesidades de semillas de paramo. Otros medios como
el Woody Plant Medium (WPM) o medio B5 de Gamborg pueden ser adecuados, considerando
especie y requerimientos nutricionales (Patel & Mankad, 2014). Reguladores como el acido
giberélico (GA3) pueden también promover germinacion o romper latencia.

El pH del medio también es relevante, afectando disponibilidad de nutrientes y germinacion.

Usualmente, semillas de paramo requieren pH levemente acido a neutro. Con el medio adecuado y
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dptimas condiciones, la germinacién in vitro ofrece una valiosa perspectiva para entender la
germinacién y favorecer el arraigo de plantulas de paramo (Ding et al., 2013).
Parametros germinativos

Las pruebas de germinacion in vitro involucran evaluar pardmetros germinativos para
entender cémo las semillas se desempefian en condiciones controladas. Estos pardmetros ofrecen
informacién sobre cémo las semillas germinan y sus caracteristicas (Hunter et al., 1984). Un
parametro comun es el porcentaje de germinacién, que muestra cuantas semillas germinan en un
periodo. La tasa de germinacion también es importante y mide la velocidad de germinacion
(Pujasatria et al., 2020). Otros parametros incluyen el tiempo promedio de germinaciény la
uniformidad entre semillas germinadas. Estas mediciones ofrecen informacidn valiosa para
comparar tratamientos y condiciones (Dirr et al., 2015).

Ademas, se considera la longitud de la raiz y brote, que indican el crecimiento inicial, asi
como biomasa de plantulas (Hassanisaadi et al., 2022). Descriptores como drea foliar y nimero de
hojas también se analizan. Con estos parametros adicionales, los investigadores obtienen una vision
completa de la germinacién y crecimiento, lo que contribuye a evaluar la calidad de las semillas y el

rendimiento general (Hunter et al., 1984).

Pruebas germinativas in vitro

Las pruebas de germinacion in vitro para semillas de paramo ofrecen métodos controlados
para su germinacién y crecimiento. La prueba en placa de agar es comun: se esterilizan las semillas y
se colocan en un medio de agar con nutrientes y reguladores de crecimiento, incubandolas en
condiciones controladas (Kim et al., 2022). Se evaltian parametros germinativos como el porcentaje
y tasa de germinacidn. Esta técnica proporciona informacion valiosa y prepara para analisis
posteriores (Pujasatria et al., 2020).

Otra técnica util es la prueba en cultivo liquido. Las semillas esterilizadas se incuban en
medio liquido con nutrientes y reguladores de crecimiento en condiciones controladas (Patel &

Mankad, 2014). Esto fomenta la germinacion y desarrollo, permitiendo observar caracteristicas
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como longitud de raices y brotes. Este método es eficiente para estudiar respuestas de semillas a

diferentes tratamientos o factores (Pujasatria et al., 2020).

Almacenamiento y conservacion de la flora

El proyecto HANS-BANK se dedica a la preservacién de especies vegetales en peligro de
extincion mediante la creacion de un banco de semillas avanzado. Este banco almacena semillas
viables en condiciones controladas, utilizando técnicas como la crioconservacién, que congela las
semillas a temperaturas muy bajas para mantener su viabilidad a largo plazo.

Esta iniciativa es esencial para conservar la diversidad genética y proveer recursos para
futuras investigaciones y esfuerzos de restauracion. Ademas, el proyecto incorpora la conservacién
in vitro, donde las técnicas de cultivo de tejidos permiten multiplicar rdpidamente material vegetal,
incluso de especies dificiles de conservar (James et al., 2018). Esto asegura la disponibilidad continua

de recursos genéticos valiosos para la investigaciéon y la restauracién de habitats.

Bancos de germoplasma

El proyecto HANS-BANK destaca la importancia de los bancos de germoplasma en la
conservacién de especies vegetales amenazadas. Estos bancos almacenan el material genético de
plantas, como semillas y tejidos, y son esenciales para preservar la diversidad genética de especies
en peligro de extincién (James et al., 2018).

El proyecto establece bancos de germoplasma adaptados a las necesidades de conservacion
de la flora amenazada, asegurando su viabilidad y accesibilidad para investigaciones,
fitomejoramiento, restauracidn y conservacién de habitats. Utilizan técnicas avanzadas como la
crioconservacion y el almacenamiento en frio controlado para prolongar la viabilidad de las semillas
y mantener su integridad genética durante décadas o mas.

Estos bancos de germoplasma brindan un enfoque confiable y sostenible para proteger las

especies vegetales amenazadas y sus recursos genéticos para las generaciones futuras.
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Herbarios

Los herbarios desempefian un papel crucial en la documentacion y estudio de la diversidad
vegetal, especialmente en el caso de las especies de paramo, donde son esenciales para preservary
catalogar su flora unica (Willis et al., 2017). Los paramos albergan comunidades vegetales distintivas,
incluyendo especies endémicas y raras, y las colecciones de herbario contribuyen a la identificacién,
distribucién y taxonomia de estas especies (James et al., 2018). Los especimenes de herbario son
recolectados, prensados, secados y cuidadosamente almacenados, proporcionando referencia
valiosa para investigadores y conservacionistas.

Ademas de su funcidon de documentacion, los herbarios también almacenan material
genético de especies de paramo, que es crucial para analisis genéticos y estudios evolutivos (Willis
et al., 2017). Estos analisis genéticos permiten entender las adaptaciones y relaciones evolutivas de
las plantas de paramo, contribuyendo a su conservacion y ecologia. Ademads, los herbarios ayudan en
la planificacién de la conservacién, al mantener especimenes de especies amenazadas y
proporcionar datos clave para evaluar su estado y desarrollar estrategias de proteccion (Heberling
et al., 2019). Las colecciones de herbario son pilares esenciales en la preservacion de la biodiversidad
y el conocimiento sobre los ecosistemas fragiles y amenazados de los paramos.

Restauracion Ecoldgica

La restauracion ecoldgica es esencial para combatir la degradacién de los ecosistemas, como
los paramos, y proyectos de conservacion como HANS-BANK reconocen su importancia para
recuperar estos entornos degradados. Estos proyectos buscan restaurar las funciones y
biodiversidad de los paramos mediante estrategias como la mejora del habitat, la reforestacidny la
reintroduccién de especies nativas (Willis et al., 2017). La restauracidn contribuye a la recuperacion
de servicios ecosistémicos esenciales y protege especies amenazadas y sus habitats.

Los esfuerzos de restauracidn en los paramos también promueven la gestion sostenible y la
resiliencia ecoldgica. Estos proyectos comienzan con evaluaciones para identificar areas degradadas

y sus causas. Luego, se elaboran planes de restauracion adaptados al lugar y a objetivos especificos
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(Heberling et al., 2019). La reintroduccién de especies nativas es comun, seleccionando plantas
adecuadas segln requisitos ecolégicos y contribuciones al ecosistema. La gestidn adaptativa
garantiza el éxito a largo plazo y la eficacia de la restauracion (James et al., 2018). Los proyectos de
restauracién no solo benefician a la biodiversidad, sino también a las comunidades locales que

dependen de los paramos.
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Capitulo lll: Metodologia

Manejo de Material Vegetal en Campo

Para la aplicacién del presente estudio, las muestras recolectadas fueron semillas verdes y
cafés de pedunculos maduros de la especie Azorella pedunculata (Spreng.) Mathias & Constance. La
especie en estudio se encontré entre los 3500 a 4150 m.s.n.m. en el drea llamada Camino Viejo
(17M 811469; 9963114) del Parque Nacional Cayambe Coca ubicado en la provincia de Napo, y los
alrededores de la reserva hidrica del Parque Nacional Antisana (17M 809293.7; 9943623) ubicado
entre las provincias de Napo y Pichincha.

Previo a la recoleccion, la muestra fue fotografiada con la aplicacion mévil Timestamp
Camera Free Version 2022, que proporciona los datos de ubicacidn, tiempo y fecha. Estos datos
fueron necesarios para la guia de campo y ficha técnica establecida por el proyecto BIOGEEC al cual

pertenece esta investigacion.

Recoleccidn de Semillas

Las semillas fueron recolectadas aleatoriamente entre semillas verdes y cafés de pedinculos
de mas de 2 cm de crecimiento entre los meses de noviembre del 2022 y abril del 2023. Las semillas
recolectadas en el campo se guardaron en cajas Petri y luego se colocaron en fundas de papel
etiquetadas con informacion relevante, como la especie, el lugar de recoleccion y la fecha. Estas
fundas de papel se protegieron adicionalmente al ser colocadas en fundas ziploc junto con alrededor
de 10 gramos de silica gel, con el propdsito de prevenir la humedad excesiva y evitar posibles
contaminaciones.
Manejo y Procesamiento de Semillas en Laboratorio

Las muestras selladas y etiquetas fueron transportadas al Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE Matriz Sangolqui. (17M 784325 9965450),

en la Provincia de Pichincha, canton Rumifiahui.
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Las semillas fueron separadas de los pedunculos y se eliminaron impurezas como tierray
fragmentos de hojas. Las semillas libres de impurezas se almacenaron en cajas Petri esterilizadas. En
cada caja Petri, se colocaron 500 semillas, las cajas Petri fueron almacenadas en fundas de papel, las
cuales se introdujeron en fundas ziploc junto con silica gel. Cada funda fue etiquetada con el nimero
de acceso asignado segun la ficha de campo del proyecto BIO-GEEC, asi como la fecha de
recoleccidn. Estas cajas Petri se mantuvieron a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que se

llevaron a cabo los diferentes procedimientos.
Caracterizacidon Morfolégica

Parametros Cualitativos

Los parametros morfoldgicos cualitativos determinados de las semillas de Azorella
pedunculata fueron: a) forma y caracteristicas externas de la semilla, b) Endospermo, c) forma y tipo
del embrién. La morfologia externa de la semilla se determiné mediante la formay el color. El
endospermo se definié por su cantidad y distribucién.

Los parametros mencionados estan respaldados por investigaciones previas en la familia
Apiaceae, como sefiala el estudio de Lucena, (2001). La determinacidon de la forma y caracteristicas
del embridn se realizé6 mediante un corte longitudinal en la semilla para evaluar su posicidn interna.
La morfologia y ubicacién del embridn se basaron en el enfoque morfoldgico de semillas descrito por

Vandelook, Janssens y Probert, (2012).

Parametros Cuantitativos

Los parametros morfoldgicos cuantitativos determinados de las semillas de Azorella
pedunculata fueron:

Humedad: El contenido de humedad, se definié midiendo la masa de 150 semillas de color
verde y 150 semillas de color café, con un maximo de 48 horas desde su recoleccién. Las semillas
fueron pesadas en una balanza analitica antes y después de ser secadas en el horno a 103°C por 17

horas segun la metodologia de ISTA (2016).

El porcentaje del contenido de humedad final se obtuvo mediante la ecuacién 1:
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Peso inicial — Peso final

Porcentaje de humedad = *100 (1)

Peso inicial

Los valores del peso fueron en gramos (g) de la muestra.

Largo: Para el dimensionamiento se tomaron fotografias de 100 semillas verdes y 100
semillas cafés sobre papel milimetrado y fueron observadas bajo un estereomicroscopio. El papel
milimetrado se utilizé como referencia de escala en el programa ImageJ v 1.49. La medicién fue
realizada desde la base ancha hasta la punta apical de la semilla.

Ancho: Para el dimensionamiento se tomaron fotografias de 100 semillas verdes y 100
semillas cafés sobre papel milimetrado y fueron observadas bajo un estereomicroscopio. El papel
milimetrado se utilizd como referencia de escala en el programa ImagelJ v 1.49. La medicién fue
realizada desde la parte mas ancha en la parte media de la semilla.

Grosor: La medicidn fue realizada a 100 semillas verdes y 100 semillas cafés desde la parte
media de la semilla, con un calibrador digital.

La metodologia fue corroborada en base a estudios morfolégicos de semillas como los
realizados por Victoria T et al., (2007).

Ensayo de Viabilidad

Prueba de Tetrazolio

La prueba de tetrazolio se basé en la metodologia sugerida seguin ISTA (2016). Para el
ensayo se escogié 120 semillas verdes y 120 semillas cafés. Las semillas se remojaron en agua
destilada por 24h a 25°C. Posteriormente, se realizé una escarificacion quimica a la testa de las
semillas, en donde se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 10% por 30
min con movimiento constante hasta transparentar y debilitar la testa. Al término de este proceso se
realizaron 6 lavados de las semillas con agua destilada para retirar concentraciones de hipoclorito de

sodio.
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Con las semillas lavadas, se realizé una puncidn en la mitad de la semilla para estar en
contacto el embridn y la solucidn de tetrazolio. Las semillas se sumergieron en soluciones de
tetrazolio al 0.5% y 1% a pH 6.6 durante 48h a 30°C en la incubadora. Al finalizar este tiempo se
extrajo los embriones de cada semilla y se determind los embriones viables y no viables segun la
presencia o ausencia de su coloracidon roja carmesi respectivamente bajo la observacion en el
estereoscopio.

Se considerd viable si el embridn presentd coloracion o si cumplia con los patrones de
tincidn para tejido no viable permitido por el ISTA (2016). El porcentaje de viabilidad se calculd
mediante la ecuacién:

El porcentaje de viabilidad se obtuvo mediante la ecuacidn 2:

, Lo Semillas pintadas
Porcentaje de viabilidad = - *100 (2)
Semillas totales

Caracterizacion Germinativa

Ensayo de Desinfeccion de Semillas

En el ensayo de desinfeccidn de las semillas de Azorella pedunculata, se utilizaron 200
semillas escogidas aleatoriamente y separadas en lotes de 50 semillas en microtubos de 1.5mL.
Previamente, las semillas se sumergieron en agua destilada durante 24 horas, luego se continué con
el proceso dentro de una cdmara de seguridad con flujo laminar.

Las semillas preparadas fueron sumergidas en Etanol al 70% durante 1 min y posteriormente
se enjuaga con agua destilada. Para el protocolo se utilizé distintas concentraciones de hipoclorito
de sodio (0%, 3%, 5%, 7%) con dos gotas de Tween 20 por cada 50 mL de solucién de NaClO. Cada
microtubo se llend con distintas concentraciones de las soluciones de hipoclorito de sodio, con
agitacidon constante por 5 min. En conjunto, se realizé un tratamiento mas con solucién de NaClO al
7% sumergido por 7 min. Finalmente, se realizaron 3 lavados con agua destilada, se utilizé gasas para

eliminar el exceso de agua de las semillas previo al cultivo en el medio. La metodologia se basé en
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los trabajos previos de Ding et al., (2013) como sustentacién para una correcta estandarizacién del
protocolo de desinfeccion realizado.

A las semillas lavadas y secas se las cultivé en cajas Petri con medio MS y se sellé con
parafilm. Los medios cultivados fueron incubados a 25°C y se realizé observaciones a las 48 horasy 7
dias posteriores del cultivo. El porcentaje de contaminacién se determiné de cada semilla como
individuo experimental. Se consideré como semilla contaminada aquella que tenga crecimiento de
hongos, bacterias o mohos. En caso de existir contaminacion se midié el halo de crecimiento y se
identifico la morfologia del agente contaminante, como recomiendan investigaciones previas de
Capo, (2000).

El porcentaje de contaminacion se calculd por cada placa por la siguiente ecuacién 3:

Semillas contaminadas

Porcentaje de contaminacion = *100 (3)

Semillas totales

Ensayo de Germinacion in vitro de Semillas

Para el ensayo de germinacion de las semillas de Azorella pedunculata se utilizaron 200
semillas y se aplicé el tratamiento de desinfeccidn, que consté de hipoclorito de sodio al 7% con dos
gotas de Tween 20 por cada 50 mL de solucién durante 7 minutos. Una vez secas las semillas, se
procedid a realizar una escarificacion mecdanica a cada semilla con una puncién en la parte media
basal de la semilla con una aguja de jeringa de insulina, este tipo de escarificacion fueron realizados
en trabajos publicados por Curipoma (2018) y Ledezma (2022). La escarificacion mecdnica ayudo a
romper la latencia de la semilla y permitié que el embrién entre en contacto con el medio.

Las semillas fueron sembradas en tubos de vidrio con capacidad maxima de 15 mL. Cada
tubo contenia aproximadamente 8 mL (%) de medio MS, recomendado en estudios previos de Cox
(2003) para evitar el exceso de sales que posee el medio basal MS. Para los diferentes tratamientos
los medios fueron enriquecidos con dos diferentes concentraciones de acido giberélico (GA3) (2y 4

ppm). Se sembrd una semilla por tubo, se sellé con plastico y se colocd dentro de una incubadora a
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distintas condiciones. En el primer grupo de semillas, se realizd una estratificacién; ambas
concentraciones se pusieron a 4°C durante 21 dias, posterior a los 21 dias se subié la temperatura a
21°C, en ambos tratamientos de concentraciones de acido giberelico tenian un fotoperiodo de 8
horas de oscuridad y 16 horas de luz. Para el segundo grupo, Unicamente se incubd a 21°C con un
fotoperiodo de 8 horas de oscuridad y 16 horas de luz. Se registré su progreso cada 10 dias durante
60 dias hasta la toma final de datos.

En los datos recolectados se considerd a las semillas germinadas cuando presentaban 0.5
mm de radicula, diferencidndose en trabajos previos de germinacién de la misma familia como
menciona Vandelook (2007). Los parametros evaluados fueron el indice de latencia y la capacidad
germinativa. El indice de latencia fue el nimero de dias necesarios para que emerja la radicula antes
de empezar la germinacion. Por otro lado, la capacidad germinativa, es el porcentaje de semillas
germinadas al concluir el ensayo y se calculd en porcentaje mediante la ecuacién 4:

Semillas germinadas

Porcentaje de germinacién = * 100 (4)

Semillas totales de la repeticion

Analisis Estadistico

Caracterizacion Morfoldgica

La caracterizacion morfoldgica cuantitativa se realizé mediante un andlisis estadistico
descriptivo de los datos tomados para los siguientes parametros: peso, contenido de humedad de la
semilla, y tamafio (largo, ancho y grosor). En el tamafio se utilizaron 4 lotes de 25 semillas tanto para
semillas de color verde como para las semillas de color café. Para el contenido de humedad y el peso
se utilizaron 4 lotes de 150 semillas para semillas verdes y cafés.

Los resultados de tamafio fueron analizados en primera instancia con la normalidad segun
los valores del promedio y desviacién estdndar de cada pardmetro. También, se realizd una
comparacion de medias entre las semillas verdes y cafés para saber si existia diferencia entre las
muestras. Mientras que para el peso y humedad Unicamente se utilizd estadistica descriptiva los

cuales se realizaron en el software InfoStat versioén 2020.
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Diseno experimental

Los resultados de normalidad obtenidos en cada ensayo se comprobaron graficamente con
QQplot y de manera analitica empleando la prueba de Kolmogorov, en vista que la muestra era
superior a 50 datos. Las medias de los tratamientos se clasificaron empleando el método de ANOVA
con una confianza del 95% (a=0,05). En cuanto a los supuestos que no cumplieran una distribucion
normal, se utilizé el método no paramétrico de Kruskal — Wallis.

Para la comparacién de medias entre las muestras de semillas verdes y café se utilizo la
prueba de Tukey con una confianza del 95%, con el fin de encontrar diferencias significativas entre
las mismas segun su morfologia. En todos los andlisis mencionados anteriormente se utilizo el

software InfoStat version 2020.

Disefio Experimental del Ensayo de Viabilidad

En este ensayo se realizé un disefio factorial de 2x2 considerando los siguientes factores: a)
concentracién de tetrazolio 0.5y 1% y b) el tipo de semilla a emplearse. La respuesta de interés en
este ensayo fue la presencia de embriones viables y no viables. Para cada tratamiento se utilizd dos
réplicas de 30 semillas. En la Tabla 3 se presentan los cuatro tratamientos del disefio factorial

empleados.



Tabla 3

Tratamientos para el ensayo de viabilidad

ENSAYO DE VIABILIDAD

Tratamiento Concentracién de Tipo de semilla Semillas
TZ (%)

(color) R1 R2 Total
Tl 0.5 verde 30 30 60
T2 1 Verde 30 30 60
T3 0.5 Café 30 30 60
T4 1 Café 30 30 60
Total: 240

Para cada tratamiento se comprobd normalidad de los datos y el promedio de cada

tratamiento se compardé mediante la prueba de Tukey para datos paramétricos. El nivel de

significancia (a) utilizado para cada analisis fue de 0,05, es decir, una confianza del 95%. Todas las

pruebas estadisticas se realizaron son el software InfoStat, version 2020.

Disefio Experimental del Ensayo de Desinfeccion de Semillas

En este ensayo se realizd un disefio experimental completamente al azar (DECA) para el
andlisis del factor: a) concentracién de hipoclorito de sodio (NaClO) 0, 3, 5y 7% por 5 minutos y un

tratamiento extra de concentracion al 7% (NaClO) con 7 minutos. La respuesta de interés fueron
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semillas contaminadas y no contaminadas. En cada tratamiento se utiliz6 40 semillas, repartidas en 5

repeticiones. En la Tabla 4 se presentan los cinco tratamientos del disefio experimental utilizados.



Tabla 4

Tratamientos para el ensayo de desinfeccion
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ENSAYO DE DESINFECCION

Tratamiento Concentracionde  Tiempo Semillas

NaClO (%) (minf RL R2 R3 R4 R5 Total
T1 0 5 8 8 8 8 8 40
T2 1 5 8 8 8 8 8 40
T3 3 5 8 8 8 8 8 40
T4 5 5 8 8 8 8 8 40
T5 7 7 8 8 8 8 8 40
Total: 200

Para cada tratamiento se comprobd normalidad de los datos y el promedio de cada

tratamiento se compardé mediante la prueba de Tukey para datos paramétricos. El nivel de

significancia (a) utilizado para cada analisis fue de 0,05, es decir, una confianza del 95%. Todas las

pruebas estadisticas se realizaron son el software InfoStat, versidon 2020.

Disefio Experimental del Ensayo de Germinacion in vitro de Semillas

En este ensayo se realizé un disefio factorial de 2x2 para el andlisis de los factores: a)

concentracion de GA3 2y 4 (mg/L) y b) las condiciones de germinacién a 21°C con un fotoperiodo de

8 horas oscuridad y 16 horas de luz. Para la segunda condicidn, se realizé una estratificacion de

temperatura a 4°C durante los primeros 21 dias y luego incrementar a 21°C con el mismo

fotoperiodo en ambas condiciones (8 horas oscuridad y 16 de luz). La respuesta de interés en este

ensayo fueron semillas germinadas y no germinadas. Para cada tratamiento, se utilizd 5 réplicas de

10 semillas. En la Tabla 5 se presentan los cuatro tratamientos del disefio factorial empleados.



Tabla 5

Tratamientos para el ensayo de germinacion
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ENSAYO DE GERMINACION

Trat. Concentracion Condiciones Semillas

de GA3 (me/L) RL Rz R3 R4 RS Tota

|

T1 2 21°C 10 10 10 10 10 50
T2 4 21°C 10 10 10 10 10 50
T3 2 4°C-21°C 10 10 10 10 10 50
T4 4 4°C-21°C 10 10 10 10 10 50
Total: 200

tratamiento se compard mediante la prueba de Tukey para datos paramétricos. El nivel de

Para cada tratamiento se comprobd normalidad de los datos y el promedio de cada

significancia (a) utilizado para cada analisis fue de 0,05, es decir, una confianza del 95%. Todas las

pruebas estadisticas se realizaron son el software InfoStat, versidon 2020.
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Capitulo IV: Resultados

Manejo de Material Vegetal en Campo

La especie Azorella pedunculata (Spreng.) Mathias & Constance. Se recolecté en el drea
llamada Camino Viejo (17M 811469; 9963114) del Parque Nacional Cayambe Coca, y en los
bofedales del Parque Nacional Antisana (17M 809293.7; 9943623). La recoleccién permitid la
elaboracidn de fichas técnicas para el registro posterior en el banco de semillas HANS-BANK como se
detalla en la Figura 3.
Figura 3

Ficha técnica de la especie

FICHA TECNICA DE LA ESPECIE

Fotografia Descripcion General de la especie

Nombre Cientifico: Azorella pedunculata.
Nombre Comun: Ichu (quechua)

Familia: Apiaceae.

Altitud: 3.500 —4.150 m.s.n.m.

Forma de vida: Agrupacién de tipo cojin.

Descripcion Morfologia y Fisiologia de la
Especie

Altura: A nivel del suelo.

Flor: Inflorescencia pequefa de hasta 20
flores diminutas con 5 pétalos, color blanco o
verde amarillento.

Hoja: Lanceolada lisas con margenes
dentados, envés con pubescencia.

Tallo: Leiiosa en la base, y herbdceas en las
partes mas jévenes, con presencia de
tricomas.

Foto: César Chalco

Fruto: Frutos secos, bicarpelados unidos,
encima de un pedunculo.

Datos Adicionales Distribucion en Ecuador
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Usos: Pastoreo de animales, extraccion de
metabolitos.

Propiedades: Concentra gran cantidad de agua
bajo su superficie.

Especie: Nativa.
Nota Ecolégica: Crece junto a otras

especies como Senecio spp., Lupinus spp., Bolax

Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua,

Chimborazo, Morona Santiago, Imbabura,
Carchi y Sucumbios.

Fuente: (Martinez, 1993). (Pdez-Bimos et al., 2020).

La recoleccidon de muestras vegetales de Azorella pedunculata. permitié observar el ciclo
fenolégico de la planta y el fruto en los meses de noviembre del 2022 y abril del 2023. La
maduracién de las flores se identificé en un ciclo de dos meses y el fruto se observé en estado
vegetativo perenne dependiendo del lugar.

Figura 4

Etapas del desarrollo de Azorella pedunculata.

Nota. Fenologia de Azorella pedunculata. (A) estado vegetativo y floracién, (B) Peduinculos maduros

y fructificacion, (C) Planta inerte, seca.
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Parametros morfoldgicos de las semillas de Azorella pedunculata.

Parametros morfologicos cualitativos

En el andlisis de los parametros morfoldgicos cualitativos, se emplearon semillas de color
verde y café recolectadas de pedunculos maduros de mas 2 cm de longitud de Azorella pedunculata
(Figura 5). Los pedunculos se caracterizaron por llevar dos semillas unidas por su parte plana basal.

Las semillas presentaron una forma ovalada en punta de una testa dura y oleica.

Figura 5

Identificacion de las semillas de Azorella pedunculata por el color.

A B C

1 mm 1 mm 1mm

Nota. Semillas de Azorella pedunculata. (A) fruto bicarpelado formado por dos semillas, (B) semilla

verde, (C) semilla café.

Los pardmetros cualitativos que se analizaron fueron el color, la forma, el tipo de embrién y

la presencia o ausencia de endospermo.

La Figura 5 muestra cada pedunculo, el cual posee dos semillas unidas por su parte basal
plana. Cada semilla se caracterizé por ser aplanada de forma ovoide y terminacién en punta. Se
encontro dos tipos semillas (verdes y cafés), de las cuales no se puede inferir que sean maduras,

inmaduras o inviables.
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Figura 6

Identificacion del tipo de embridn y endospermo de las semillas de Azorella pedunculata.

A

1mm 1 mm ~ J 1mm

Nota. parte interna de la semilla de Azorella pedunculata. (A) embrién de tipo recto, alargado, (B)
Corte longitudinal donde se puede diferenciar 1) testa, 2) endospermo basal escaso que rodea al
embrioén, (C) Corte vertical en el cual se puede diferenciar: 3) embridn basal 4) endospermo escaso

gue rodea al embridn 5) testa brillosa de tipo oleica.

El embridon tanto en semillas verdes o como semillas cafés, presentd forma recta y alargada
rodeada por una capa fina de un endospermo bastante duro en la parte basal de la semilla, el mismo

que fue recubierto por una testa aceitosa u oleica como se aprecia en la Figura 6.

Pardametros morfoldgicos cuantitativos
En la Figura 7 se presenta el trazo para las mediciones dentro del programa ImageJ v 1.49

para el largo y ancho de la semilla.
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Figura 6

Medicion de las dimensiones de la semilla en el programa ImageJ v 1.49

A."-"“‘-‘q' B

_———p .

Nota. (A) Medicidn de altura de la semilla (B) Medicién del ancho de la semilla

En la Tabla 6 y Tabla 8 se resumié cada parametro morfolégico cuantitativo analizado en las
semillas de Azorella pedunculata. Los pardametros analizados fueron: dimensiones (largo, ancho y

grosor), peso y contenido de humedad de las semillas.

Tabla 6

Identificacion de las semillas de Azorella pedunculata por el color.

Parametros Valor promedio y Desviacién estandar (mm)

morfoldgicos
Tipo de semilla

Verde Café
Largo 1.991245 +0.194543 2.0951 + 0.1886927
Ancho 1.2075 £ 0.14354104 1.32749 + 0.1450384
Grosor 0.2966 + 0.0553085 0.3899 + 0.0643458

Nota. Los valores indican el promedio y desviacion estandar en milimetros (mm) para cada aspecto

morfoldgico.

Las medias obtenidas para los datos de ancho, largo y grosor de las semillas verdes y cafés

fueron comparadas para identificar si existe o no, una diferencia significativa entre las distintas
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muestras para cada pardmetro. El resumen de la comparacion de medias (Tukey) fueron realizadas

en el programa InfoStat versidon 2020 para cada una de las dimensiones (Tabla 7).

Tabla 7

Resultados de la prueba Tukey para las dimensiones de los dos tipos de semillas.

Resumen de la prueba Tukey para las dimensiones de semillas

verdes y cafés de Azorella pedunculata

Para el Largo

Semilla Medias n E.E.
Verde 1.99 100 0.02 A
Café 2.10 100 0.02 B

Para el Ancho

Semilla Medias n E.E.
Verde 1.21 100 0.01 A
Café 1.33 100 0.01 B

Para el Grosor

Semilla Medias n E.E.
Verde 0.30 100 0.01 A
Café 0.39 100 0.01 B

Nota. El test de Tukey fue realizado con un Alfa del 0.05, es decir la prueba posee un 95% de

confianza.

Los resultados obtenidos con un analisis del 95% de confianza, fueron que las dimensiones
de las semillas verdes en comparacion con las cafés no poseen una relacion directa, es decir las
semillas verdes y las cafés dimensionalmente no se pueden considerar como una sola muestra para

sus dimensiones.
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El porcentaje obtenido de las semillas de Azorella pedunculata (13.263 + 2.1398) (Tabla 8), lo
gue sugiere que se trata de una semilla intermedia semillas descritas por Ellis et al., (1991) y

Pastrana-lgnes et al., (2023).

Tabla 8

Resultados del peso y porcentaje humedad de las semillas de Azorella pedunculata.

Pardametros morfoldgicos Valor promedio y Desviacion
estandar

Peso (mg) 1.418 + 0.02357

Humedad (%) 13.263 +2.1398

Nota. Los valores indican el promedio y desviacion estandar en miligramos (mg) para el pesoy en

porcentaje (%) para la humedad.

Ensayo de viabilidad de las semillas de Azorella pedunculata

La prueba colorimétrica de Tetrazolio se empled para determinar de forma rapida la
viabilidad de 120 semillas verdes y 120 semillas cafés de Azorella pedunculata. Las semillas
escarificadas se expusieron a dos concentraciones de la solucidn de Tetrazolio. Los embriones
viables presentaban una coloracion rojiza a roja carmesi en los 2/3 o la totalidad de la semilla seguin
los parametros permitidos en ISTA (2016). Por otro lado, los embriones no viables se mantuvieron
sin tincion. Los embriones viables y no viables identificados para Azorella pedunculata se detallan en

la Figura 7.



57

Figura 7

Resultados de la tincion de la prueba de tetrazolio

A

1mm

Nota. Resultados vistos bajo el estereomicroscopio de (A) semilla viable tinturada de rojo carmesi ya
retirada la testa (B) embridn sin tincidn, no viable, con testa (C) embridn con tincion, viable, con

testa.

Los resultados de viabilidad de las semillas verdes y las semillas cafés fueron comparados
segln el tratamiento a distintas concentraciones de Tetrazolio como se muestra en la Figura 8. Los
resultados de los porcentajes de viabilidad encontrados estdn en un rango del 5% al 21.67%. Al
encontrar valores altos de desviacidn estandar para cada tratamiento se decide buscar diferencias
significativas entre la viabilidad segun el tratamiento y segun el tipo de semillas como se resume en

la Tabla 7.



Figura 8

Grdfico de comparacion para los tratamientos de las semillas verdes y cafés a las distintas

concentraciones de TZ

33.15

24.07

T 2167

116.67

15.00 11500

% Viabilidad

5.93 5.00

-3.15

Verde:0.50% Verde:1.00% Café:0.50% Café:1.00%
Semilla*Tratamiento

Nota. En el gréfico se observan las medias del porcentaje de viabilidad para cada tratamiento segln

el tipo de semilla clasificada por su color (verde y café)

Tabla 7

Resultados de la prueba Tukey para las dimensiones de los dos tipos de semillas.

Resumen de la prueba Tukey para las dimensiones de semillas

verdes y cafés de Azorella pedunculata

Para el Tratamiento

Tratamiento Medias n E.E.
0.50% 10.83 4 3.99 A
1.00% 18.33 4 3.99 A

Para la Semilla

Semilla Medias N E.E.

Verde 10.00 4 3.99 A

58
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Café 19.17 4 3.99 A

Nota. El test de Tukey fue realizado con un Alfa del 0.05, es decir la prueba posee un 95% de

confianza.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede observar que para un analisis del 95% de
confianza, el tratamiento de semillas expuestas a dos concentraciones de Tetrazolio no posee

diferencias significativas entre los resultados para cada tratamiento (Tabla 7).

Por otro lado, en cuanto a la viabilidad de las semillas verdes en comparacién con las cafés
poseen relacion directa, es decir las semillas verdes y las cafés tienen la misma viabilidad y se puede

tomar como una misma muestra en la medicidn de este parametro.

Una vez analizada la relacién directa de la viabilidad de las semillas verdes y las semillas
cafés se pudo definir el porcentaje general de las semillas de la especie Azorella pedunculata (Tabla

8).

Tabla 8

Resultado total del porcentaje general de viabilidad

Porcentaje de viabilidad de
14.583 +5.3033 %
Azorella pedunculata

Nota. El porcentaje de viabilidad fue calculado mediante un método de tincidn para 240 semillas

entre verdes y cafés sumergidas en tetrazolio (TZ) a 30°C por 48 horas.

Ensayos de germinacion in vitro

Ensayo de desinfeccion de las semillas de Azorella pedunculata

El ensayo de desinfeccion permitié determinar el mejor tratamiento para evitar
contaminacidn y oxidacién de NaClO en las semillas de Azorella pedunculata. El tratamiento de
desinfeccion mas eficiente fue aplicado posteriormente en el ensayo de germinacidn. Las semillas

contaminadas presentaron agentes patdgenos bacterianos como se puede evidenciar en la Figura 9.



60

Figura 9

Tipo de contaminacion en las semillas de Azorella pedunculata

A B

Nota. Semillas a las 48 horas aplicada el tratamiento de desinfeccién contaminadas por agentes (A)

fungicos (B) bacterianos.

Al aplicarse los distintos protocolos de desinfeccién se encontré dos tipos de contaminacidn
propias de las semillas como se observa en la Figura 9, en donde, (A) representd las hifas en
crecimiento de hongos filamentosos no caracterizado y (B) fue la contaminacidn bacteriana

alrededor de la semilla creciendo en el medio MS.

Al no encontrar oxidacion en las semillas tratadas con hipoclorito de sodio (NaClO) se decide
aumentar un tratamiento experimental con el fin de reducir la contaminacidn al maximo, se
aumenté el tiempo de contacto en dos minutos a la concentracidn de 7% de hipoclorito de sodio. Se
realizd 5 tratamientos distintos, las medias de los porcentajes de contaminaciéon para cada
tratamiento con su desviacién estandar se ven resumidas en la Figura 10. Se evidencia que el menor

porcentaje de contaminacion fue el tratamiento con la solucion de NaClO al 7% y 7min.
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Figura 10

Porcentajes de contaminacion segun el tratamiento con NaClO

108.80

100.00
95.24

79.58
I?‘l 43

50.36

% Contaminacion

21.14 19.05

0.00

-8.0

w

0% NaClO:5  3%NaClO:5 5% NaClO:5 7% NaClO:5 7% NaClO:7
Tratamiento*Tiempo (min)

Nota. El grafico indica el porcentaje de contaminacidn encontrada en las semillas para cada

tratamiento a las 48 horas desde la desinfeccidon incubadas a 25°C.

Puesto que la desviacién estandar del tratamiento con la soluciéon de NaClO al 7% y 5min es
muy amplia se realizé un estudio de la comparacion de sus medias mediante la prueba Tukey con un
alfa de 0.05 al 95% de confianza. Los resultados demuestran que no existen diferencias significativas
entre los tratamientos con la soluciéon de NaClO al 7% para 5y 7 minutos, como se evidencia en la

Tabla 9.

Tabla 9

Resultados de la prueba Tukey para el tratamiento de desinfeccion

Resumen de la prueba Tukey para la desinfeccion en semillas de Azorella

pedunculata
Tratamiento Medias n E.E.
7% NaClO 7 min 0.00 5 7.90 A

7% NaClO 5 min 19.05 5 790 A
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5% NaClO 5 min 71.43 5 7.90 B
3% NaClO 5 min 95.24 5 7.90 B
0% NaClO 5 min 100.00 5 13.68 B

Nota. El grafico indica el porcentaje de contaminacién encontrada en las semillas para cada
tratamiento a las 48 horas desde la desinfeccion incubadas a 25°C. Los tratamientos que no poseen

diferencias significativas indican una misma letra.

Los tratamientos con la solucién de NaClO al 3% y 5% parecen no tener diferencias
significativas frente al control experimental (Tabla 9), asi también como no parece existir diferencias
significativas para los tratamientos con la solucidon de NaClO al 7% para 5y 7 minutos. Al no existir
oxidacion de la semilla frente al tratamiento con NaClO se decide optar por implementar el
tratamiento de desinfeccién con la solucién de NaClO al 7% a 7 minutos a el protocolo de

germinacion.

Ensayo de germinacion de las semillas de Azorella pedunculata

El ensayo de germinacidn in vitro permitié determinar el tratamiento con mayor porcentaje
de capacidad germinativa de las semillas de Azorella pedunculata. Las variables utilizadas en los
tratamientos fueron dos diferentes concentraciones 2 y 4 mg/L de acido giberélico (GA3) y dos
condiciones temperaturas distintas una con estratificacion de 4°C cambiando a 21°C a los 21 dias
para intentar romper la latencia y promover la germinacidon y otra sin estratificacion a 21°C. Ambas
condiciones tuvieron un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad. La capacidad
germinativa de la semilla se consideré con la ruptura de la testa por el embridn (Figura 11) y la

presencia de radicula de un minimo de 0.5mm de longitud (Figura 12).
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Figura 11

Semillas de Azorella pedunculata con ruptura de la testa

Nota. Se diferencia los embriones que han logrado salir de latencia y se abren paso al medio,

iniciando la ruptura de la testa de la semilla.

Las dos primeras semanas no se observaron cambios significativos en las semillas sobre su

germinacion, Se observé ensanchamiento con ruptura de la testa como se observa en la Figura 11.

Figura 12

Germinacidn de las semillas de Azorella pedunculata

A B

Nota. Se puede evidenciar que luego de romper la testa el embridén da paso a la salida de la radicula

de la semilla.
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La estratificacidon consiste en aplicar un cambio de temperatura para ayudar a interrumpir la
latencia de las semillas, se realizd una estratificacion de 4°C a 21°C a la cuarta semana desde la
siembra. Los porcentajes de germinacion que se muestran en la Figura 13 representan los datos

tomados hasta la sexta semana desde la siembra.

Figura 13

Comparacion de los porcentajes de germinacion de semillas de Azorella pedunculata segun los

distintos tratamientos
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Nota. Los resultados presentados son pertenecen a la sexta semana desde la siembra todas las

semillas a sus distintas condiciones tuvieron un fotoperiodo de 8 horas de oscuridad y 16 de luz.

El nimero de semillas germinadas en cada tratamiento experimental consistié de una
muestra de 50 semillas totales por tratamiento. El nimero de semillas germinadas hasta la sexta
semana desde la siembra para cada tratamiento experimental son resumidas en la Tabla 10. Hasta la
sexta semana de la toma de resultados se evidencié solamente ensanchamiento de las semillas para

los tratamientos con estratificacidn, por lo cual no se presentan datos de germinacion (Tabla 10).



Tabla 10

Resumen del numero de semillas germinadas de Azorella pedunculata para cada tratamiento

[GA3] Condiciones de % de Numero de semillas
(mg/L)  Temperatura Germinacién germinadas

2 21°C 10.00 5/50

2 4°C/21 dias-21°C 0.00 0/50

4 21°C 10.00 5/50

4 4°C/21 dias-21°C 0.00 0/50

La velocidad de germinacién se puede determinar con el numero de semillas germinadas

para el tiempo que ha pasado desde la siembra. La Figura 14 representa el nimero de semillas

germinadas en funcién de las semanas en las que se obtuvo los datos de las semillas germinadas.

Los resultados del porcentaje de viabilidad resumidos en la Tabla 8 se relacionan con los

resultados obtenidos del porcentaje de germinacidon hasta la sexta semana para las condiciones de

21°C sin estratificacion (Tabla 10).
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Figura 14

Grdfica de la velocidad de germinacion de las semillas de Azorella pedunculata a las dos

concentraciones utilizadas en las diferentes condiciones
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Nota. El grafico detalla el nimero de semillas germinadas en funcién del tiempo para los
tratamientos de 2 y 4 mg/L de GA3 para las condiciones de incubacién a 21°C con un fotoperiodo de

8 horas de oscuridad y 16 de luz.

Se puede evidenciar que el GA3 influye positivamente en la velocidad de germinacion. El
tratamiento de 4 mg/L de concentracién de GA3 logrd interrumpir la latencia de las semillas a la
tercera semana en comparacion de las semillas con el tratamiento de 2 mg/L de concentracién de

GA3 que la primera interrupcion de la latencia de las semillas fue a la cuarta semana (Figura 14).
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Capitulo V: Discusién

Los paramos andinos, a pesar de sus condiciones extremas, albergan una biodiversidad uUnica
con influencias regionales y globales cruciales, vital para aspectos agricolas e hidricos en la sierra
ecuatoriana (Grubb et al., 2020). La conservacion de estos ecosistemas enfrenta retos ecoldgicos y
econdmicos, destacando el papel de las comunidades locales en su resiliencia (Kleier & Rundel,
2004). Las especies endémicas adaptadas, como las plantas almohadillas como Azorella pedunculata,
son fundamentales en el ecosistema, creando microhdbitats y reservas hidricas (Peyre et al., 2018).
Aunque estas especies endémicas estdn amenazadas por el cambio climatico y actividades humanas
(mineria, ganaderia, agricultura), proyectos como HANS-BANK y la colaboracidn con las comunidades

son cruciales para la restauracién y conservacion del paramo.

La recoleccion del material vegetal constituye una fase crucial en las investigaciones
botanicas. Mas alld de brindar datos sobre la ubicacion de la muestra, esta etapa es vital para
asegurar la representatividad y calidad de las muestras. Estos aspectos tienen un impacto directo en
la exactitud y confiabilidad de los resultados obtenidos en las siguientes etapas del estudio (ISTA,
2016). Inicialmente para el presente trabajo ubicé individuos de Azorella pedunculata, en los
Parques Nacionales Cayambe Coca y Antisana. La eleccidn de estas areas estd respaldada y sugerida
por fichas descriptivas de la especie Azorella pedunculata encontradas en el Herbario Nacional del
Ecuador (QCNE) que es parte del Instituto Nacional de Biodiversidad (INABIO) y su respectiva

revision bibliografica.

La documentacidn fotografica de las muestras con datos de ubicacién, tiempo y fecha,
respalda la trazabilidad y autenticidad de las muestras, lo que es esencial para garantizar la
reproduccion de la recoleccion de muestras de esta misma especie (Milivojevic et al., 2018). El
transporte adecuado de las muestras selladas y etiquetadas al laboratorio es crucial para evitar
contaminacion y dafio (Milivojevic et al., 2018). El uso de fundas de papel etiquetadas con

informacién relevante, como el nombre de la especie, la ubicacién de recoleccién y la fecha,
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garantiza la trazabilidad y la coherencia en el manejo del material vegetal. Estos pasos, respaldados
por protocolos establecidos por el ISTA (2016), el proyecto BIOGEEC y guias como la ficha de campo,
enriquecen la credibilidad y la validez de los datos recopilados. Seguir estos parametros de
recoleccidn nos ayudd a entender la fenologia de la planta, su ciclo y distribucion. Se pudo
corroborar que la planta crece entre los 3500 y 4150 m.s.n.m. y asi establecer puntos de recoleccién

especificos, datos.

La seleccién aleatoria de semillas tanto de color verde como café de pedunculos maduros
constituye un enfoque crucial para garantizar la representatividad a diferentes etapas de desarrollo
y condiciones fisioldgicas. La mera evaluacidn de la madurez de una semilla basada Unicamente en
su color puede ser engafosa, ya que factores como el tiempo de recoleccién y la genética individual
pueden influir en su estado fisioldgico (Jaimes Albiter et al., 2014). Este enfoque en la recoleccién de
semillas de Azorella pedunculata busca minimizar los sesgos y asegurar que las muestras sean
verdaderamente representativas de la poblacidn en cuestidn. Considerando que la madurez de las
semillas no es un rasgo exclusivo del color, sino que también involucra factores internos como la
acumulacién de nutrientes y la viabilidad del embrién (Fernandez & Calvifio, 2019). Al incorporar
este enfoque, el estudio se vuelve mas sdlido y confiable, lo que contribuye a una interpretacion

mas precisa de los resultados de viabilidad obtenidos.

Caracterizacidon morfoldgica

La estructura interna de las semillas es clave para entender su desarrollo y, por ende, su
germinacion (Calvifio et al., 2016). La morfologia de las semillas tiene implicaciones directas en su
viabilidad y su capacidad para germinar (lrazdbal Morales, 2016). Un analisis detallado de la
morfologia interna de las semillas proporciona informacion valiosa sobre las adaptaciones de la
semilla a su entorno y los factores que pueden influir en su germinacién (BOOCHS et al., 1990). En
este estudio, el comprender la ubicacion y forma del embridn, asi como las capas que lo protegen, es

esencial para disefiar protocolos que no afecten su viabilidad. El embrién al estar ubicado en la parte
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basal de la semilla y al estar rodeado completamente por un endospermo compacto, métodos como
la escarificacion quimica o desinfeccidon no dafian su integridad ni afectan su capacidad para

germinar, tal como respaldan investigaciones en la misma familia.

La testa en gran parte de semillas de la familia Apiaceae es de tipo oleica, la cual se identifica
por su notable brillo exterior (Walck et al., 2002). Estos aceites que recubren a la semilla le permiten
una mayor resistencia a la pérdida de agua, en el pdramo este mecanismo sirve como una
adaptacion esencial, ya que en el trépico ecuatorial y en zonas abiertas como la de los bofedales
existe mayor radiacion y el agua superficial es propensas a la evaporacién (Baskin et al., 2000). La
testa de Azorella pedunculata es bastante delgada, pero al estar recubierta de esta capa oleica no
sblo ofrece resistencia a la pérdida de humedad interior de la semilla, sino que también puede
contribuir a la proteccién del embrién y el endospermo contra factores adversos del entorno como
la radiacion, lo que podria influir en su capacidad de germinacién y supervivencia en estas

condiciones desafiantes del paramo, asi como en su conservacion ex situ.

Las dimensiones de las semillas (longitud, ancho y grosor), desempefian un papel crucial en
la presente investigacidn, ya que estos pardmetros pueden proporcionar informacién valiosa acerca
de como la morfologia de la semilla influye en la viabilidad y germinacién de las mismas (Funes et al.,
1999). La extensa variabilidad de las dimensiones morfoldgicas asi como el color de las semillas
dentro de la misma especie no siempre se relaciona con madurez de la misma si no de las
adaptaciones que tiene la semilla ante los diversos factores externos (Balbino et al., 2021).En el
presente estudio, las semillas de Azorella pedunculata, fueron separadas en dos grupos
experimentales; semillas verdes y semillas cafés, para determinar diferencias significativas en su
morfologia, los resultados para las semillas verdes en altura, ancho y grosor resumidas en la Tabla 6
fueron comparadas con los resultados de las semillas cafés demostrando diferencias significativas, lo

concluyd en mantener estos dos grupos para los ensayos de viabilidad.
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El contenido de humedad en las semillas de Azorella pedunculata desempefia un rol critico al
influir en su longevidad, estado fisioldgico y capacidad germinativa (Scholten et al., 2009). Los datos
obtenidos revelaron que tanto las semillas verdes como las semillas cafés presentaban niveles de
humedad casi idénticos en todas las repeticiones, con un promedio de 13.263 + 2.1398% de
humedad en peso. Si bien la familia Apiaceae caracteriza a la mayoria de sus semillas como
ortodoxas, con contenido de humedad inferior al 5%, las semillas que no cumplen esta caracteristica
se denominan recalcitrantes (Magnitskiy & Plaza, 2007). Estudios en semillas oleaginosas o que se
adaptan a cambios extremos de temperatura, como los de Ellis et al., (1991) y Pastrana-Ignes et al.,
(2023), definen como semillas intermedias a aquellas con un contenido de humedad entre 8% y 20%,
siendo mas faciles de conservar que las recalcitrantes pero que presentan pérdida de viabilidad en
periodos prolongados. (Carrillo & Rucabado, 2021). El nivel de humedad registrado en las semillas de
Azorella pedunculata indica que son de tipo intermedio, sugiriendo su potencial conservacion a largo

plazo mediante métodos de criogenizacién para evitar su pérdida de viabilidad.

Viabilidad

La viabilidad de las semillas estd directamente relacionada con la integridad de sus
estructuras internas y la presencia de reservas nutritivas suficientes para el crecimiento inicial de la
plantula (Jaimes Albiter et al., 2014). Para determinar la viabilidad de las semillas de Azorella
pedunculata, se utilizé la prueba de tetrazolio en los dos grupos de semillas, semillas verdes y
semillas cafés para un total de 240 semillas. Esta prueba se basa en la capacidad del tetrazolio, para
ser reducido por las enzimas metabdlicas presentes en las células viables, que resultan en la
formacidn de un producto de color rojo carmesi en las células vivas (Tanke et al., 2019). A cada
grupo se les sometié a dos concentraciones distintas de tetrazolio (0.5% y 1%), al realizar la prueba
Tukey con una confianza del 95% mostrd que no existen diferencias significativas en los
tratamientos, ni en el tipo de semilla usada, aunque la media de los resultados sea menor al 0.5%

gue al 1% su efectividad solo se basa en el tiempo que tarda en reaccionar el tetrazolio diluido en los
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distintos grupos experimentales, por lo cual se opta reunir en un solo grupo experimental para los

ensayos de germinacién.

Capacidad Germinativa

En los tratamientos de 1%, 3% y 5% de concentracidn de hipoclorito de sodio se encontré
contaminacién bacteriana y fungica como se observa en la Figura 9. Estas especies contaminantes no
fueron caracterizadas, estudios de cultivo in vitro en la familia Apiaceae como el de Randeniya & de
Groot, (2015), Detallan que los contaminantes bacterianos mas comunes en el cultivo in vitro en
medio MS son del género Agrobacterium. Por otro lado, estudios de propagacion de especies
vegetales como el de Hribljan et al., (2016) sefiala que los contaminantes flingicos mds comunes en
el cultivo in vitro son hongos filamentosos del género Aspergillus. Ya que se encontrd contaminaciéon
para los tratamientos de 1%, 3% y 5% de concentracién de hipoclorito de sodio se descartan como

parte de la estandarizacion del ensayo de germinacion.

El tiempo de contacto de las semillas con el hipoclorito de sodio es crucial en la
estandarizacién de protocolos de desinfeccion, mantener la concentracidon del agente desinfectante,
pero utilizar distintos tiempos de contacto puede influir positiva o negativamente en los resultados
de la estandarizacién para un protocolo de desinfeccion (Ding et al., 2013). Una elevada
concentracion del agente desinfectante puede oxidar o reaccionar negativamente en la viabilidad
del embrién (Kim et al., 2022). En los resultados obtenidos para la concentracion de 7% de
hipoclorito de sodio durante 7 min no se evidencio oxidacidn de la semilla. Para este tratamiento no
existié crecimiento de agentes flngicos o bacterianos por lo cual se optd por usar este tratamiento

para la desinfeccién en el ensayo de germinacion.

El medio basal MS posee muchas sales nutritivas para estimular el crecimiento, aportando
nutrientes en el medio, en cultivo in vitro las sales del medio MS pueden oxidar o deshidratar a la

semilla (Patel & Mankad, 2014). Como expone Ding et al., (2013) en sus ensayos para semillas de la
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familia Apiaceae se reduce la concentracién de las sales MS a 1/2, 1/3 y 1/4, evidenciando mejores
resultados en 1/3 y 1/4 de concentracidn de sales del medio basal MS. En base a estos resultados de
estudios previos para semillas de la misma familia que Azorella pedunculata se opté por emplear un
medio MS 1/4 para evitar la oxidacidn de las semillas y generando en lo posible, un medio 6ptimo
para su germinacién teniendo en cuenta que la concentracion de sales del medio aumentaria

dependiendo de la concentracidon de GA3.

La inclusion de una estratificacidon de temperatura, exponiendo las semillas a temperaturas
mas bajas durante los primeros 21 dias simula las condiciones a las que las semillas pueden estar
expuestas en su entorno nativo, donde las temperaturas fluctian (Sandoval et al., 2009). Los
resultados de germinacién de las semillas estratificadas a la sexta semana son nulos, no se han
reportado cambios como ruptura de testa o germinacién. Como indica Ledezma et al., (2022) la
estratificacidon no sdélo deberia simular las condiciones del entorno nativo(Sandoval et al., 2009),
también debe servir como un shock térmico para que la semilla rompa su latencia, donde el rango
del cambio de temperatura deberd ser un cambio relevante para la semilla de otro modo se puede
inducir dormancia o pérdida de su viabilidad. En condiciones naturales las semillas de Azorella
pedunculata se ven expuestas a temperaturas por debajo de 0° C (Diaz et al., 2005). Aunque el
cambio de 4°C a 21°C representa fluctuaciones ambientales para las semillas de Azorella
pedunculata. Es posible que este cambio de temperatura no sea representativo para generar un
shock térmico en las semillas de Azorella pedunculata. Por esta razén no se logré romper la latencia

de las semillas.

Las semillas con un alto indice de latencia poseen impedimentos para su germinacioén, la cual
se puede ver afectada al sacarla de su entorno y condiciones ambientales normales a la que esta
adaptada, debido a esto en germinacidn in vitro se emplea hormonas de crecimiento como
giberelinas para interrumpir la latencia (Gutiérrez et al., 2011). En el estudio de las semillas de

Azorella pedunculata se emplea dos concentraciones de GA3 (2 y 4 mg/L) en las condiciones de
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incubacién a 21°C, a la sexta semana de la toma de datos el porcentaje de germinacidon para ambos
grupos experimentales fue del 10%. La eficacia de la concentracion de GA3 se puede ver reflejada en
la velocidad de germinacidn ya que el tratamiento con 4 mg/L, fue el primer tratamiento en obtener
resultados de germinacion a la tercera semana ya que la familia Apiaceae tiene un rango de
germinacion que va desde las 4 hasta las 12 semanas desde la siembra Atia et al., (2009). El
tratamiento con 2 mg/L de GA3 no influyd en la velocidad de germinacion, pero si en la interrupcién
de la latencia de las semillas. Ya que las semillas germinadas hasta la sexta semana no
interrumpieron su latencia de manera paralela, y que las semillas de la familia Apiaceae tienen un
rango de germinacién (Atia et al., 2009) aun se pueden esperar resultados positivos hasta la semana

12 desde la siembra de las semillas de Azorella pedunculata.
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Capitulo VI: Conclusiones

El propdsito del presente trabajo fue caracterizar parametros morfoldgicos y germinativos
de semillas de plantas de almohadillas de la familia Apiaceae en bosques andinos del Ecuador, se
establecié como especie de estudio a Azorella pedunculata (Spreng.) Mathias & Constance. A partir
de la recoleccion del material vegetal, los ensayos de caracterizacion morfoldgica, viabilidad y
germinacién in vitro realizados a las semillas de Azorella pedunculata se puede concluir lo siguiente:

La recoleccion de manera aleatoria de las semillas y de material vegetal de Azorella
pedunculata en diferentes zonas del pdramo ecuatoriano permitié la elaboracién de una ficha
técnica con datos relacionados a su fenologia, distribucién y morfologia de la especie que
constituyen informacion esencial para el registro de esta especie en el banco de semillas HANS-
BANK.

Las semillas de Azorella pedunculata son ovoides con punta apical de color verde o café, su
testa es delgada de tipo oleica, contienen un embridn alargado, basal y presentan endospermo
escaso y rigido que rodea al embridn, estas protecciones ayudan a la semilla a resistir bajo
dormancia temperaturas extremas de frio que pueden alargar el tiempo de dormancia.

Para las dimensiones de Azorella pedunculata se encontré diferencias significativas entre las
semillas verdes y las cafés, el valor de las dimensiones en las semillas café para largo ancho y grosor
fueron 2.0951 + 0.18, 1.32749 £ 0.14, 0.3899 + 0.064 respectivamente y mayores a los obtenidos
para las semillas verdes. El valor promedio obtenido para el peso fue 1.418 + 0.02 mg, mientras que
el contenido de humedad fue de 13.263 + 2.13%. Estos resultados nos indican que las semillas de
esta especie presentan un comportamiento intermedio para su contenido de humedad en peso.

El tratamiento del ensayo de viabilidad de semillas verdes y semillas cafés de la especie
Azorella pedunculata indico que la viabilidad de la semilla no difiere a su color obteniendo un valor

de viabilidad de la especie de 14.583 + 5.3033 %.
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El mejor tratamiento para la desinfeccidn de las semillas de Azorella pedunculata fue
sumergir las semillas por 7 minutos en una solucion de NaClO al 7%, pues para este tratamiento no
se observé contaminacidn de agentes fungicos o bacterianos.

El tratamiento mas efectivo en los parametros germinativos de Azorella pedunculata fue a
una temperatura de 21 °Cy un medio de cultivo MS % suplementado con 4 mg/L de GA3, ya que
permitieron la germinacién del 10% de las semillas a una velocidad superior que las suplementadas
con 2 mg/L de GA3.

El porcentaje de viabilidad analizado para Azorella pedunculata corresponde al porcentaje
de germinacién obtenido para los tratamientos de las semillas a 21°C sin estratificacién.

La caracterizacion morfoldgica, los ensayos de viabilidad y la germinacién in vitro
permitieron establecer que las semillas de Azorella pedunculata son aptas para ser conservadas en el
banco de germoplasma HANS-BANK y pueden emplearse para programas de restauracion ecolégica

en los bosques y paramos andinos del Ecuador.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Se recomienda analizar en campo el ciclo anual de la planta para tener un conocimiento
mas amplio de los meses de reproduccién y de latencia de las semillas de Azorella pedunculata.

En el ensayo del contenido de humedad para las semillas de Azorella pedunculata se
recomienda utilizar material reciente o ser almacenados como maximo 2 dias segun bibliografia.

En la germinacion in vitro de las semillas de Azorella pedunculata se recomienda analizar

mas concentraciones de GA3 para aumentar la velocidad de germinacién.
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