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Resumen

Los paramos son ecosistemas donde se puede encontrar una gran biodiversidad de especies
vegetales endémicas que se encuentran amenazadas, debido a la vulnerabilidad de los
paramos a la accién antrépica y efectos del cambio climatico. Una de ellas, la especie Draba
obovata Benth. que se encuentra como especie casi amenazada debido a la degradacion del
suelo. La preservaciéon de esta especie es fundamental debido a su vulnerabilidad, sin
embargo, su baja viabilidad de propagacion natural dificulta las técnicas de restauracion. El
presente estudio tiene como objetivo establecer in vitro la planta Draba obovata Benth. para
futuros procesos de restauracion ecoldgica en el Area de Conservacion Hidrica Antisana.
Luego de evaluar las variables de las etapas de desinfeccién, germinacién, multiplicacion y
enraizamiento, los resultados mostraron que el mejor tratamiento de desinfeccién para las
semillas fue con una concentracién de 2.5% de hipoclorito de sodio y un tiempo de inmersion
de 10 minutos, con un porcentaje de contaminacion y oxidacion del 0%. Por otro lado, el mejor
tratamiento de germinacién corresponde al medio MS al 100% suplementado con 30 g/L de
sacarosa, con un porcentaje de germinacion de 86.67%. Ademas, el mejor tratamiento para
la multiplicacion a partir de segmentos de tallo, corresponde al medio MS suplementado con
3 mg/L de BAP y 1 mg/L de AlA, con un total de 3.13 brotes por explante. Finalmente, el mejor
tratamiento para el enraizamiento corresponde al medio MS suplementado con 0.5 mg/L de

AlA, con un porcentaje de explantes enraizados de 66.67%.

Palabras clave: paramo, antrépica, endémica, preservacion
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Abstract

The paramos are ecosystems where you can find a great biodiversity of endemic plant species
that are threatened due to the vulnerability of the paramos to anthropogenic action and effects
of climate change. One of them, the species Draba obovata Benth, is almost threatened due
to soil degradation. The preservation of this species is fundamental due to its vulnerability;
however, its low viability of natural propagation makes restoration techniques difficult. The
present study aims to establish in vitro the plant Draba obovata Benth. for future ecological
restoration processes in the Area de Conservacion Hidrica Antisana. After evaluating the
variables of the disinfection, germination, multiplication and rooting stages, the results showed
that the best disinfection treatment for the seeds was with a concentration of 2.5% sodium
hypochlorite and an immersion time of 10 minutes, with a contamination and oxidation
percentage of 0%. On the other hand, the best germination treatment corresponds to the 100%
MS medium supplemented with 30 g/L sucrose, with a germination percentage of 86.67%. In
addition, the best treatment for multiplication from stem segments corresponds to MS medium
supplemented with 3 mg/L BAP and 1 mg/L AlA, with 3.13 shoots per explant. Finally, the best
treatment for rooting corresponds to the MS medium supplemented with 0.5 mg/L of AIA, with

a percentage of rooted explants of 66.67%.

Key words: paramo, anthropic, endemic, preservation
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Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del Problema

Los suelos de paramo son altamente vulnerables a la accion antrépica y a los
efectos del cambio climatico con amenazas de erosién y desertificacion, el ecosistema de
paramo pierde su integridad ecoldgica como resultado de la eliminacion de flora sensible a
las quemas y al pisoteo. Los paramos deben ser protegidos y conservados, por lo tanto, es
necesario acordar politicas que limiten su uso a las funciones propias de conservar su
biodiversidad, mantener las regulaciones hidricas y ofrecer belleza paisajistica. En el
Ecuador algunas zonas de paramo han sido forestadas y reforestadas con variedades
exoticas, lo que ha contribuido también con el deterioro de este ecosistema, al igual que la
pérdida de especies de flora y fauna propias del paramo, la desertificacion y erosion del

suelo, la perdida de vertientes naturales, entre otras (Gomez, 2005).

Los eventos que alteran los paramos, conocidos como disturbios, incluyen las
guemas, el pastoreo continuo, mineria, agricultura, entre otros. Los disturbios pueden ser
tanto naturales o antrépicos, los naturales son los provocados por la naturaleza como
incendios, terremotos, heladas, huracanes e inundaciones. Mientras que, los antrépicos son
los provocados por las personas como la tala, quemas y sobrepastoreo. Estos disturbios
afectan a las plantas, que son parte de la cobertura vegetal de estos ecosistemas. Con la
pérdida de esta cobertura vegetal, el suelo se erosiona, desgasta y empobrece, perdiendo

su capacidad de retencion y regularizacion del agua (Salgado & Carete, 2010).

Teniendo en cuenta esta pérdida de especies vegetales, la proteccidén de plantas
endémicas y nativas del pais es indispensable, se estima que existen especies vulnerables
o en peligro de extincién, las cuales aun no han sido descritas o han sido escasamente
estudiadas, se cree que algunas de estas podrian presentar propiedades farmacolégicas
Gtiles por lo que su conservacion se convierte en una prioridad (Mora, 2008). La extincion de

especies endémicas, consecuencia de la sobre explotacion de los recursos naturales,
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ocasiona un impacto negativo en el medio ambiente. El suelo termina degradandose debido
a la modificacion de los habitats, la introduccién y propagacion de especies exdéticas

invasoras y fragmentacion de bosques (Estrella, 2003).

Las técnicas de restauracion ecolégica intentan recuperar los ecosistemas que
estan dafiados gravemente con el objetivo de que el suelo vuelva a cumplir con sus
funciones de regulacion y almacenamiento del agua (Vargas & Velasco, 2011). La
recuperacion de un ecosistema de forma exitosa dependera netamente de los
conocimientos que se tengan del mismo, por ejemplo, el estado del ecosistema antes y
después del disturbio, las causas por las que se produjo el dafio, la interrelacién de factores

ecoldgicos, entre otros (Vargas et al., 2010).

La combinacion de politicas y tecnologias, con la colaboracién estrecha de
comunidades locales, permiten tener éxito en la recuperacion y restauracion de ecosistemas
(Vargas et al., 2010). La reintroduccién de determinadas especies al ecosistema, es una de
las medidas de restauracién y recuperacion que permite recuperar la cubierta vegetal

perdida (GreenFacts, 2021).

Teniendo en cuenta lo mencionado con anterioridad, el presente estudio pretende
establecer in vitro la planta Draba obovata Benth. a partir de semillas recolectadas en el
Area de Conservacion Hidrica Antisana, para futuros procesos de restauracion ecoldgica en

las zonas que presentan desertificacion.

Justificacion del problema

La vegetacion provee de materia organica al suelo, para sostenerlo y protegerlo de
la compactacion y otras consecuencias del mal uso del ecosistema. Las plantas que cubren
el suelo capturan el agua de la lluvia y la niebla que posteriormente penetra en el suelo, sin
la presencia de esta cobertura vegetal la retencién del agua seria imposible (Vargas &

Velasco, 2011).
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La funcién principal de los paramos es absorber el agua que recibe de las
precipitaciones, actuando como una gran esponja que va administrando el agua y la
distribuye a la ciudad, zonas rurales y vegetales (Vargas & Velasco, 2011).
Lamentablemente, es uno de los ecosistemas mas fragiles y vulnerables frente al mal
manejo por parte del hombre. La quema de la vegetacion y el sobrepastoreo provocan una
modificacién en la composicion y estructura vegetal, provocando cambios en el uso del
suelo (Hofstede, 1995; Suarez, 2009), el cual pierde su estructura porosa hidréfila

(Poulenard et al., 2001).

En los ultimos afios se ha observado que los paramos han tenido cambios con
respecto a su ecologia debido a la perdida de la cobertura vegetal natural del mismo, con
consecuencias negativas tales como reduccion de la infiltracion, aumento de la escorrentia
superficial y exposicion de la capa del suelo a la radiacién del sol, provocando la erosion de
este (Buytaert et al., 2006). Con el objetivo de mantener la biodiversidad de los paramos
andinos se utilizan estrategias que contribuyen a la restauracion de estos y en muchos

casos a la proteccién de estos (Noboa Silva, 2011; Pérez & Valdivieso, 2007).

En el Ecuador la implementacion de estrategias de restauracion de los paramos
andinos es una necesidad debido a la elevada tasa de degradacién de estos (Vargas et al.,
2010). Se ha iniciado un proceso a largo plazo que tiene como objetivo restaurar la
funcionalidad hidroldgica de los paramos pertenecientes a la Zona de Conservacion del
Antisana a través del programa de Recuperacion de la Cobertura Vegetal del Fondo para la

proteccion del Agua (FONAG) (Aguirre et al., 2013).

El Area de Conservacion Hidrica Antisana posee una gran variedad floristica, que se
encuentra relacionada con el amplio rango altitudinal que cubre. En las zonas de los
paramos altos existe un alto porcentaje de endemismo y se han registrado seis especies
pertenecientes a la familia Brasicaceae, Gentianacea (Gentianella limoselloides (Kunth)) y

Poaceae (Calamagrostis ecuadoriensis Laegaard) (ECOLAP & MAE, 2007).
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Una de las especies de la familia Brasicaceae que se encuentra dentro de la
categoria de especie casi amenazada es la planta Draba ovobata Benth. (Verdezoto,
2017). Esta especie es endémica del Ecuador y pertenece a la zona de la cordillera de los
Andes. Su preservacion es importante debido a la vulnerabilidad y baja viabilidad de

propagacion natural que presenta (Leon et al., 2011).

Establecer una estrategia de preservacion y restauracion de la especie Draba
ovobata Benth. mediante propagacion tradicional no resulta factible, ya que, no satisface la
demanda del cultivo. Por lo que, el uso de técnicas de cultivo in vitro para la

micropropagaciéon de esta especie se convierte en una opcion viable (Cruz, 2012).

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales son atractivas para la propagacion de
especies amenazadas, debido a las altas tasas de multiplicacién que presentan vy al
reducido material de partida que se requiere. Mediante su utilizacion se busca obtener
material vegetal de especies que estan destinadas a trabajos de restauracién ecolégica,
introduccion y reintroduccion (Alegria, 2001). Estas técnicas se han utilizado en un amplio
namero de especies silvestres y amenazadas que presentan problemas de propagacion
por métodos convencionales o cuyas poblaciones son bastante reducidas (Quiala et al.,

2004).
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Objetivos

Objetivo General

Establecer in vitro Draba obovata Benth. con miras a procesos de restauracion

ecoldgica en el Area de Conservacion Hidrica Antisana

Objetivos Especificos

e Estandarizar el protocolo de desinfeccién éptimo para las semillas de Draba
obovata Benth.

e Establecer el medio de cultivo para la germinacion in vitro de las semillas de Draba
obovata Benth.

e Determinar el medio de cultivo para la multiplicacion in vitro de los brotes de Draba
obovata Benth.

e Establecer el medio de cultivo para el enraizamiento in vitro de los explantes de

Draba obovata Benth.

Hipotesis
Los protocolos de desinfeccion, germinacion, multiplicacion y enraizamiento permiten

el establecimiento in vitro de Draba obovata Benth. a partir de semillas.



20

Capitulo Il: Marco Tedrico

Paramos

Generalidades

Los paramos son considerados ecosistemas neotropicales de alta montafia,
localizados entre el limite del bosque cerrado y las nieves perpetuas, a altitudes de 3000 y
5000 msnm (Vasconez, 2011). Su funcién principal es la recoleccién, regulacion,
mantencién y suministro de agua, por lo que, en los paises sudamericanos juegan un papel

importante en la gestion de los recursos hidricos (Morocho & Chuncho, 2019).

La palabra paramo procede del latin paramus, que significa llano, refiriéndose a la
erosion e infertilidad que se observaba en este tipo de ecosistemas. De igual manera, el
diccionario de la Real Academia Espafiola de la Lengua define al pAramo como un terreno
sin vegetacion y bastante frio. Sin embargo, se sabe que la flora vascular del paramo es
sumamente diversa en comparacion a otras altas montafias tropicales (Vasconez, 2011).
Este tipo de ecosistemas es propio de los Andes del norte y centrales, pero también pueden

encontrarse en otras partes del mundo (Cruz, 2009).

Los paramos se caracterizan por ser ecosistemas de alta altitud y encontrarse en el
cinturén tropical del planeta. Presentan una estacionalidad diaria, donde el frio es intenso
durante las noches y madrugadas, existe una alta radiacién ultravioleta y la cobertura
vegetal es principalmente del tipo herbacea y hay una escasa presencia de vegetacion

arbdrea (Aguirre et al., 2013).

Estos ecosistemas son los encargados de proveer agua potable de alta calidad y
cantidad a muchos poblados andinos, incluidas grandes ciudades. Sin embargo,
actualmente el paramo es considerado un parche de vegetacion entre pasturas y cultivos.
Que ha ido perdiendo sus beneficios debido a su uso frecuente como pasturas para

ganaderia (Vargas & Ledn, 2022).
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La vegetacion de los paramos ha desarrollado estrategias adaptativas frente a
condiciones abibdticas extremas producto de su exposicion a variantes de temperatura,
cobertura de niebla, baja presion atmosférica y alta radiacion (Buytaert et al., 2006).
Ademads, presenta una gran diversidad de plantas, considerada la mas grande entre los

paisajes alpinos (Hofstede & Llambi, 2019).

En estos ecosistemas también pueden encontrarse un gran nimero de especies
endémicas producto de la radiacion, diversificacidén y aislamiento geografico (Hughes &
Eastwood, 2006). Estas especies se encuentran amenazadas por el uso de las tierras del
paramo para la agricultura, incendios provocados, reforestacion con especies introducidas y

el pastoreo (Jorgensen & Ulloa, 2002).

Tradicionalmente el paramo se puede dividir en tres zonas, que se presentan a

continuacion:

Subparamos. Zona considerada como la franja inferior del paramo que sigue a la
ocupada por la vegetacién arbérea del bosque andino de la region. Es caracterizada por el
predominio de chascales, vegetacion arbustiva y de bosques bajos altoandinos (Vasconez,

2011).

Paramos. Zona considerada como la franja intermedia del paramo es caracterizada
por vegetacion dominante de pajonales y diferentes especies de frailejones (Vasconez,

2011).

Superaramos. Zona considerada como la franja superior del paramo caracterizada
por poca cobertura vegetal y diferentes grados de superficie de suelo desnudo (Vasconez,

2011).

Tipos
Los paramos se han clasificado en funcion de donde estén localizados y ciertas

caracteristicas del sitio, existiendo cinco tipos, que se presentan a continuacion:
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Paramos interandinos. Localizados en montafas centrales y delimitados por valles
longitudinales paralelos. Este tipo de paramos pueden encontrarse en la cordillera central y

algunas islas de los Andes ecuatorianos (Aguirre et al., 2013).

Paramos de exposicion oriental. Se localizan en las cumbres del eje oriental
Andino y estan influenciados por los procesos dinamicos de las selvas y sabanas

septentrionales de Sudamérica (Aguirre et al., 2013).

Paramos de exposicion occidental. Ubicados en las crestas del eje occidental
andino, influenciados por los litorales semisecos y areas selvaticas lluviosas (Aguirre et al.,

2013).

Paramos de exposicion norte. Localizados en la cresta septentrional de los andes,
expuestos a la accion estacional de los vientos alisios y circundados por una ola seca en el

norte de Sudamérica (Aguirre et al., 2013).

Paramos de exposicion minima. Situados en cualquiera de los ejes cordilleranos e

influenciados por una acciéon cambiada de diversos factores (Aguirre et al., 2013).

Importancia
Debido a las caracteristicas que presentan estos ecosistemas, su importancia

abarca cuatro aspectos basicos, que se describen a continuacion:

Suelo. Los suelos del paramo presentan caracteristicas especiales como la
densidad aparente baja y su fuerte relacion con el contenido de carbdn organico. Al ser
suelos con estas caracteristicas, presentan una estructura abierta y porosa con alta
conductividad hidraulica y alta capacidad de retencién de agua (Podwojewski & Poulenard,
2006). Por lo que son considerados un gran reservorio de agua inactiva (Buytaert et al.,

2006).

Recursos hidricos. Ecosistemas y poblaciones de las zonas bajas de todo el

mundo son beneficiados por los recursos hidricos de los paramos. Su capacidad de
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produccién sostenida, almacenamiento y regulacion del agua, los convierten en fuentes
confiables de calidad de agua (Lépez et al., 2017). Debido a la gran acumulaciéon de materia
organica y la morfologia de las plantas, los paramos tienen la capacidad de almacenar y
regular el agua que reciben de las precipitaciones y del descongelamiento del hielo o nieve.
Las precipitaciones en estos ecosistemas suelen ser altas y el consumo de agua es bajo

debido a la presencia de pajonales y plantas xerofiticas (Hofstede & Llambi, 2019).

Floray Fauna. Los paramos tienen gran importancia biol6gica debido a que
albergan una gran cantidad de especies de flora y fauna, con caracteristicas Unicas y
excepcionales. Teniendo en cuenta las caracteristicas de los paramos, las especies tuvieron
gue adaptarse resultando en una gran variedad de plantas y animales, que no se

encuentran en ningan lugar del mundo (Mena-Véasconez et al., 2001).

Estos ecosistemas albergan una gran diversidad de plantas endémicas que se han
adaptado a condiciones fisicoquimicas y climaticas. Dentro de las especies encontradas se
pueden destacar los pajonales, rosetas, arbustos pequefios y musgos (Hofstede & Llambi,
2019). Con respecto a la fauna, la mayoria de las especies, principalmente mamiferos y
aves, utilizan el paramo como corredor o zona de transicion. Entre los mamiferos se pueden
destacar el oso de anteojos (Tremarctos ornatus), el tapir lanudo (Tapirus pinchaque), el
venado de paramo (Mazama rufina), el conejo de paramo (Sylvilagus brasiliensis), entre
otros. Ademas, la diversidad del paramo es alta con respecto a la herpetofauna e

invertebrados (Llambi et al., 2012).

Almacenamiento de carbono. Caracteristicas como las bajas temperaturas, tasas
de descomposicion bajas, acumulacién de materia organica y la capacidad de almacenar
agua, convierten al paramo en los sumideros mas importantes de carbono. Estos

ecosistemas ayudan a regular el clima a través de la captura del carbono (Villa et al., 2019).

Social y Cultural. La gente que vive en los paramos es la poblacién mas

marginada. Ahora, se esta buscando una armonia entre la gente y su entorno, entre la
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agricultura y el paramo, de tal forma, que exista sustentabilidad entre la tierra y el uso de la
tierra. Los paramos proveen beneficios econdmicos tanto a nivel local como regional, el
agua que proveen es la base de la produccién andina y debido a las areas con paisaje, los

paramos se consideran un atractivo turistico (Mena-Vasconez et al., 2001).

Problematica ambiental

Los paramos donde la densidad poblacional es alta han sufrido deterioro a lo largo
del tiempo, debido a que las poblaciones que habitan en ellos utilizan sus tierras para su
sustento econémico. Estas tierras se han utilizado para la agricultura, forestaciéon y

pastoreo, llevando a convertirse en suelos empobrecidos y erosionados (Roman, 2013).

El cambio climatico tiene un efecto claro en la temperatura y precipitacion dentro de
los paramos, provocando cambios en el ciclo hidroldgico y redistribucién de los recursos
hidricos (Yin et al., 2017). Las zonas de alta elevacion de los Andes responden de forma
rapida al estrés ambiental, por lo que, los efectos del cambio climéatico se acentlian mas
(Engler et al., 2011). El aumento de la temperatura anual y el cambio de la frecuencia de
precipitaciones, provoca la disminucion de la capacidad del paramo para retener el carbono

(Curiel et al., 2017).

Por otro lado, los cambios en los usos del suelo y la presencia de sistemas agricolas
provocan erosion siendo esta una amenaza para los paramos. Los cuales empiezan a
perder su capacidad de retencién, regulacion y contenido total de agua, ademas, existe

pérdida por evapotranspiracion y movilidad del agua (Mosquera et al., 2016).

La quema y el pastoreo son otros problemas que afectan a los paramos,
ocasionando aumentos de la escorrentia y erosion, reduccién de la conductividad hidraulica
y la formacién de suelos que repelen el agua. Tras la labranza, suelos que, con cenizas

volcénicas, emergen y provocan escorrentias (Lazo et al., 2019).

La reforestacion de los paramos con especies exéticas, como el Pino (Pinus radiata)

también conduce a un deterioro de los paramos. Hay que tener en cuenta que, debido a las
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caracteristicas de estos ecosistemas, las especies de plantas encontradas son endémicas y
pueden sufrir un desplazamiento al momento de la introduccion de especies exdticas como

el Pino (Buytaert et al., 2006).

La concesion de tierras de paramos para la mineria se ha convertido en un problema
cada vez mayor. Debido a la fragilidad de los paramos y su baja capacidad de recuperacién,
cualquier tipo de mineria resultaria en un dafio irreversible en la red hidrica de los paramos

(Beltran, 2009).

Péaramos en el Ecuador

Los paramos en el Ecuador cubren alrededor de 1.250.000 hectareas, es decir,
alrededor del 7% del territorio nacional. En el Ecuador los paramos tienen una altitud
promedio de 3500 msnm, sin embargo, tomando en cuenta las condiciones geoldgicas,
climaticas y antrépicas, se pueden encontrar paramos a altitudes de 2800 msnm o por sobre

los 4000 msnm (Mena et al., 2001).

Con respecto a la extension total, Ecuador es el pais con mas paramos. Estos se
encuentran por encima de lo que se conocia como ecosistema de bosques andinos, los
cuales en la actualidad se encuentran fuertemente alterados. Existe una zona de transicion
entre ellos, que se conoce como subparamo. Marcada por la disminucion de altura y

densidad de arboles con respecto al bosque andino (Coppus et al., 2001).

Los paramos ecuatorianos no son homogéneos, factores meteorolégicos como el
suelo, influyen en la vegetacién y la formacién de diferentes microclimas (Roman, 2013). A
partir de esto, el paramo ecuatoriano, puede dividirse en tres categorias: paramo inferior,
ubicada entre 3200 a 4000 msnm y conocida como zona de pajonal; paramo medio, ubicado
entre 4000 a 4500 msnm; y paramo superior, localizado sobre los 4500 msnm (Vasconez,

2011).

Existe otra categorizacion para los paramos basada en el sistema de Holdridge,

segun el cual existen dos pisos altitudinales: paramos, localizados sobre los 3900 a 4700
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msnm y con temperaturas entre 3 a 6°C; y subparamos, localizados entre 3000 a 3600

msnm, con rangos de temperatura entre 6 y 12°C (Roman, 2013).

Clima

El clima se caracteriza por ser humedo y frio, con cambios extremos de temperatura,
gue pueden variar de 30°C a temperaturas bajo 0°C. Por cada 200 m de incremento de
altitud, la temperatura puede disminuir 11°C (Afonso et al., 2010). La distribucion y
frecuencia de las heladas pueden influir en la diversidad de plantas presentes en los
diferentes gradientes de vegetacion (Mena et al., 2001). A altitudes de 3600 msnm, la
temperatura promedio es de 9.32°C en la cordillera occidental, mientras que, en la central
es de 8.32°C. Un grado de diferencia, a la misma altura, lo que tiene efectos sobre la

vegetacion (Roman, 2013).

Los patrones de precipitacion son bastante complejos, estos pueden variar en
dependencia de la elevacién, orientacion de las cordilleras y posicion geogréfica en funcion
de las influencias oceanicas. En la zona norte y central del Ecuador, el clima es mas seco y
estd influenciado por masas de aire que vienen desde la planicie amazoénica y del oeste

correspondiente a la corriente fria de Humboldt (Chuncho, 2019).

Suelo

La compleja geologia de los Andes ha llevado a que se desarrollen una gran
variabilidad de tipos de suelos. Dentro de los paramos estos son habitualmente humedos,
negros, con pH acido y alto contenido de materia organica. En los paramos del Ecuador, se
pueden encontrar dos tipos de suelos, los de origen volcanico y aquellos que no han estado

sometidos a actividad volcanica (Espinosa et al., 2018).

En la parte norte del Ecuador son caracteristicos los suelos de cenizas volcanicas,
mientras que, en la parte sur, son caracteristicos los suelos que no se encuentran sobre
depdsitos volcanicos (Podwojewski & Poulenard, 2006). De igual manera, existen

diferencias en los suelos, dependiendo de si son parte de la alta o baja montafa. Estas



diferencias dependen del clima y la distancia a puntos de emision volcénica. Por lo tanto,
paramos localizados en partes altas, tienen poco espesor, mucha roca y arena, y poca
materia organica, lo que limita su capacidad de retencion de agua, a diferencia de los
paramos localizados en partes bajas, cuya capacidad de retencion de agua es mayor

(Vargas & Leodn, 2022).

Vegetacion

Se han registrado en los paramos ecuatorianos un total de 1524 especies de
plantas. Estas presentan morfologias caracteristicas, dentro de las cuales se puede
destacar: rosetas gigantes y enanas, penachos de gramineas, almohadillas, alfombras,
arbustos enanos y postrados (Figura 1). Estas plantas comparten caracteristicas como
densa pubescencia y hojas pequefias, que les han permitido compensar las extremas

condiciones de vida en estos ecosistemas (Hedberg, 1994).

Figura 1

Formas de vegetacion encontradas en los paramos ecuatorianos

o\ QM

Roseta gigante Penacho Rlmohadilla Arbusto enano
(Espeletia) (Calamagrostis) (Plantago) (Loricaria)

Nota. La figura representa diferentes formas de vegetacion encontradas en los
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paramos ecuatorianos, como es el caso de Roseta gigante, Penacho, Almohadilla y

Arbusto enano. Tomado de Paramos. Vasconez, et al. 2011.

En los paramos ecuatorianos se pueden encontrar 659 especies que son

endémicas, de las cuales 273 son exclusivas del paramo, y el resto pueden encontrarse en

bosques andinos. Las especies que son exclusivas de los paramos se encuentran
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distribuidas en 108 géneros y 40 familias (Le6n et al., 2011). Las familias mas
representativas, con mayor nimero de especies endémicas, corresponden a Asteraceae y
Orchidaceae (Tabla 1). Mientras que, a nivel de género, se pueden destacar los géneros
Gentianella (Gentianaceae), seguido por Draba (Brassicaceae) y Epidendrum
(Orchidaceae), que presentan una gran cantidad de especies endémicas (Tabla 2) (Yanez,

2018).

Tabla 1
Familias de plantas con mayor nimero de especies endémicas en los paramos

ecuatorianos

Familia Numero de especies
Asteraceae 45
Orchidaceae 44
Gentianaceae 25
Poaceae 18
Melastomataceae 12
Bromeliaceae 11
Campanulaceae 11
Berberidaceae 8
Brassicaceae 8
Fabaceae 8
Geraniaceae 8
Scrophulariaceae 8
Caryophyllaceae 6
Lycopodiaceae 6

Nota. La tabla representa las familias de plantas con mayor nUmero de especies
endémicas encontradas en los paramos ecuatorianos. Adaptado del Libro Rojo de

las plantas endémicas del Ecuador. Yanez. 2018.



Tabla 2

Géneros de plantas con mayor nimero de especies endémicas en los paramos

ecuatorianos
Género Numero de especies
Gentianella (Gentianaceae) 20
Draba (Brassicaceae) 11
Epidendrum (Orchidaceae) 10
Lysipomia (Campanulaceae) 9
Berberis (Berberidaceae) 8
Puya (Bromeliaceae) 8
Geranium (Geraniaceae) 8
Brachyotum (Melastomataceae) 8
Lepanthes (Orchidaceae) 8
Gynoxys (Asteraceae) 6
Lupinus (Fabaceae) 6

Nota. La tabla representa los géneros de plantas con mayor nimero de especies
endémicas encontradas en los paramos ecuatorianos. Adaptado del Libro Rojo de

las plantas endémicas del Ecuador. Yanez. 2018.

En la zona de transicion entre el bosque andino y el paramo, se pueden encontrar
una combinacion de arboles, que disminuyen en tamafio conforme aumenta la altitud, y
también arbustos. Géneros arbo6reos representativos son: Oreopanax, Gynoxys, Buddleja,
Weinmannia, Escallonia, Miconia, Polylepis y Hesperomeles. Mientras que, dentro de los
géneros arbustivos representativos se tiene: Calceolaria, Chuquiraga, Diplostephium,
Loricaria, Hypericum, Bejaria, Cavendishia, Brachyotum, Monnina y Rubus (Mena et al.,

2001).
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Dentro del paramo propiamente dicho, se puede observar una cobertura de
vegetacién continua y formada principalmente por pajonales pertenecientes a los géneros
Calamagrostis y Festuca. También se desarrollan rosetas gigantes, conocidas cominmente

como frailejones y pertenecientes a los géneros Puya y Blechnum loxense (Chuncho, 2019).

El paramo alto o conocido también como subparamo, se caracteriza por la presencia
de suelos rocosos, gruesos y arenosos, bajo un tenue manto de nieve. En esta franja la
temperatura es mucho menor, los suelos son mas pobres y existe mayor radiacion.
Especies caracteristicas de esta franja son Azorella pedunculata, Culcitium canescens,
Xenophyllum rigidum, Pernettya prostrata, Lupinus alopecuroides, Nototriche ecuadoriensis,
Stipa ichu, Ephedra americana y Ephedra rupestris. También, pueden encontrarse varias
especies de los géneros Draba, Aciachne, Agrostis, Calamagrostis y Poa (Mena et al.,

2001).

El 75% de las especies endémicas de los paramos ecuatorianos se encuentran
amenazadas y de este porcentaje, solamente el 48%, ha sido registrado dentro del Sistema
Nacional de Areas Protegidas del Ecuador (Cruz, 2009). De ahi, se ha determinado que el
9.5% se hallan en peligro critico, el 27.8% en peligro y el 40.7% son vulnerables (Yanez,

2018).

El ser humano es el causante de las principales amenazas para las plantas
endémicas de los paramos ecuatorianos. La quema, el avance de la frontera agricola,
reforestacion con especies introducidas, ganaderia y sobrepastoreo, representan el mayor
riesgo para las plantas endémicas (Yanez, 2018). Pero también eventos naturales, tales
como, erupciones volcanicas, son una amenaza inminente para las especies endémicas

(Mena et al., 2001).

Existen localidades en el Ecuador, donde la practica de ciertas actividades que estan

dafiando los paramos ecuatorianos, se realizan de una manera mas amigable con el medio
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ambiente, como es el caso del Parque Nacional Cajas, sin embargo, mientras mayor es la

poblacion humana, mayor es el deterioro de los paramos (vonHagen & Kadereit, 2003).

Area de Conservacion Hidrica Antisana

El Area de Conservacion Hidrica Antisana con una extension de 8437.03 hectareas,
se encuentra ubicada entre las provincias de Pichincha y Napo. El mayor porcentaje del
area, 77.09%, se encuentra en la provincia del Napo y el resto, 22.91%, se encuentra en la
provincia de Pichincha. Su altitud se encuentra desde los 3720 hasta los 4640 msnm

(FONAG, 2008).

El Antisana es uno de los mayores proveedores de agua para Quito, considerando
esto se buscé proteger el area, en un trabajo conjunto realizado por el Ministerio del
Ambiente, el Fondo para la Proteccién del Agua (FONAG) y la Empresa Publica

Metropolitana de Agua Potable y Saneamiento de Quito (EPMAPS) (Cardona, 2021).

Inicialmente formaba parte del Cacicazgo de Pintag y luego paso a ser parte de la
hacienda conocida como “Antisana”. Finalmente, se llegd a un acuerdo con los propietarios
de la hacienda, para comprar los predios Antisana — Contadero con el fin de proteger las

microcuencas de los rios Antisana y Jatunhuayco (Caceres, 2010).

El a&rea comprende tres predios: Antisana, Contadero y Jatunhuayco, de los cuales,
los dos primeros pertenecen a la EPMAPS y el ultimo al FONAG. En la Figura 2, se puede
observar que el area se encuentra en las parroquias Pintag, Papallacta, Archidonay
Cotundo. Siendo en la parroquia Archidona donde se encuentra el mayor porcentaje del
area, 55%, seguido de Pintag y Cotundo, con porcentajes de 22.91% y 21.79% (Aguirre et

al., 2013).



Figura 2

Mapa de ubicacion del Area de Conservacion Hidrica Antisana
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Nota. En la figura se muestra la ubicacion del Area de Conservacion Hidrica

Antisana. Adaptado de actualizacién del plan de manejo del Area de Conservacion

Hidrica Antisana (FONAG, 2008).

Familia Brassicaceae

La familia Brassicaceae, también conocida como Cruciferae, agrupa a un largo
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namero de especies de plantas con importancia econdémica. Comprende alrededor de 3000

especies agrupadas en 350 géneros, incluyendo un gran nimero de plantas comestibles.
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Dentro de esta familia se pueden encontrar vegetales ampliamente conocidos como el

brécoli, coliflor, entre otros; y plantas ornamentales como el alheli o el aliso (Aires, 2015).

Las plantas de esta familia suelen ser anuales, bienales o perennes y son del tipo
herbacea. Presentan hojas con morfologia variada, dispuestas de forma alternativa o en
forma de roseta. Las flores tienen forma de cruz con cuatro pétalos y sépalos, y de color
blanco, amarillo o lavanda. Mientras que, las semillas se encuentran dentro de frutos secos
largos y delgados en forma de vaina. Su coloracién es anaranjada o marrén oscuro, de
superficie lisa o reticulada (Samec & Salopeck-Sondi, 2019). Los tallos son delgados y
pueden ser herbaceos o lefiosos, estos ultimos son comunes en plantas que se desarrollan

a grandes altitudes (Monsalve, 2003).

Esta familia presenta una gran cantidad de metabolitos secundarios con sabores
caracteristicos y bioactividades. Los mas estudiados son los glucosinolatos (GSL),
isotiocianatos e indoles. También, se ha encontrado que las plantas de esta familia son
ricas y poseen perfiles Unicos de compuestos fendlicos, carotenoides y otros grupos como,

fitoalexinas, fitoesteroides, terpenos y tocoferoles (Aires, 2015).

Genero Draba

Plantas del género Draba pertenecen a la familia Brassicaceae, que comprende 999
especies y es el género mas grande de la familia Brassicaceae. Se distribuye ampliamente
en el Artico, Subartico, Alpes y regiones montafiosas del mundo (Arroyo & Cavieres, 2013).
Pueden ser encontradas en América del Norte, Europa, Asia, Africa, América del Sur, en
raras ocasiones han sido identificadas en zonas templadas y a baja altitud (Monsalve,

2003).

Son plantas herbaceas y perennes, aunque también pueden encontrarse plantas
anuales y bienales. Las hojas pueden ser simples, enteras o ramificadas. Las flores tienen

forma de racimos, formadas por un céliz de cuatro sépalos, androceo de seis estambres, 4
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nectarios laterales y medianos. El fruto es del tipo silicula de forma eliptica u ovalada, con

semillas dispuestas en dos series (Bernal et al., 2015).

El género Draba estd muy extendido en la naturaleza en una amplia variedad de
habitats, debido a que las especies de este género son bastantes resistentes y se adaptan
bien a las condiciones complejas presentes en diferentes habitats. Las especies
pertenecientes a este género varian ampliamente en forma y existen como cojines,

mechones, rosetas, alfombras, subarbustos e incluso arbustos (Qasem, 2004).

Especie Draba obovata Benth.

Planta endémica del Ecuador se encuentra tanto en el paramo como en el
superparamo, a altitudes de 3500 a 4500 msnm. Esta especie se ha identificado en las
provincias de Cotopaxi, Napo, Pichincha y Tungurahua. Es considerada una especie casi
amenazada, siendo sus principales amenazas el pastoreo y quemas (Leo6n et al., 2011). En

la Figura 3, se observa el mapa de distribucion de Draba obovata Benth. en Ecuador.

Figura 3

Mapa de distribucion de Draba obovata Benth. en el Ecuador
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Nota. En la figura se presenta la distribucién de la especie Draba obovata Benth. en
el Ecuador. Tomado de Libro Rojo de las plantas endémicas del Ecuador. Al-

Shehbaz, I. Le6n-Yanez, S. 2017.
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Es una especie del tipo herbacea de 3 cm de alto, generalmente son solitarias o se
encuentran en grupos pequefos, acaulescentes. Se caracterizan por estar recubiertas con
tricomas grises tanto en hojas, flores y frutos. En la Figura 4, se puede observar a la

especie Draba obovata Benth. (Palacios, 2015).

Figura 4

Fotografia de la especie Draba obovata Benth.

Nota. La figura presenta una fotografia de la especie Draba obovata Benth. Tomado

de Plantas de los paramos del Distrito Metropolitano de Quito. Palacios, W. 2015.
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Taxonomia. En la Tabla 3 se describe la taxonomia de Draba obovata Benth.

Tabla 3

Taxonomia de la especie Draba obovata Benth.

Reino Plantae
Filo Tracheophyta

Subfilo Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Brassicaceae

Tribu Arabidae
Género Draba
Especie Draba obovata Benth.

Nota. En la tabla se presenta las caracteristicas taxonémicas de la especie Draba

obovata Benth. Tomado de The IUCN Red List of Threatened Species Ledn-Yanez &

Pitman, 2003.

Hojas. Esta especie presenta hojas basales simples, que pueden estar
amontonadas, en forma de roseta o espatuladas. El tamafio normalmente es de 4 x
2 mm. Son hojas carnosas con base truncada y un apice obtuso — mucronado. Tanto
el haz como el envés de las hojas se encuentra recubierto por tricomas de color gris,

como se puede observar en la Figura 5 (Palacios, 2015).
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Figuras

Hojas de la especie Draba obovata Benth.

Nota. Fotografia del tipo de hojas de la especie Draba obovata Benth. Tomado de

Plantas de los paramos del Distrito Metropolitano de Quito. Palacios, W. 2015.

Flores. Esta especie presenta inflorescencias en forma de corimbo terminal y
cubiertas de tricomas grisaceos, con un tamafo de 4 mm de largo. El cliz tiene una
coloracion verde claro y presenta 4 pétalos traslapados de color amarillo o verde.
Presenta seis estambres de color amarillo, como se puede observar en la Figura 6

(Palacios, 2015).
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Figura 6

Inflorescencias de la especie Draba obovata Benth.

Nota. Fotografia del tipo de inflorescencia de la especie Draba obovata Benth.

Tomado de Plantas de los paramos del Distrito Metropolitano de Quito. Palacios, W.

2015.

Fruto. Esta especie presenta un fruto silicua y de forma ovoide — aplanado. El
tamafio es de alrededor 4 x 2 mm y se puede apreciar un gran niamero de tricomas
grises que lo cubren. Las valvas se separan y se puede evidenciar un replo

membranoso argénteo, como se puede evidenciar en la Figura 7 (Palacios, 2015).



39

Figura 7

Fruto de la especie Draba obovata Benth.

Nota. Fotografia del fruto de la especie Draba obovata Benth. Tomado de Plantas de

los paramos del Distrito Metropolitano de Quito. Palacios, W. 2015.

Semillas. Esta especie presenta semillas biseriadas, sin alas, oblongas, ovaladas u
orbiculares, generalmente aplanadas. La cubierta de las semillas es minuciosamente
reticulada, no mucilaginosa cuando se humedece y con cotiledones acumbentes,

como se puede evidenciar en la Figura 8 (Ledn-Yanez & Pitman, 2003).
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Figura 8

Semillas de la especie Draba obovata Benth.

Nota. Fotografia de semillas de la especie Draba obovata Benth. adheridas al replo

membranoso. Fotografia propia. Cafiadas, A. 2022.

Cultivo in vitro

Generalidades

El cultivo in vitro de plantas se define como el conjunto de técnicas que tiene la
finalidad de regenerar una planta completa a partir de un explante, parte o porcién de la
planta, tales como semillas, hojas, tallos, entre otros. Esto es posible debido a la
totipotencia que tienen las plantas, que les permite regenerarse ya sea a través de

embriogénesis somética u organogénesis (Bhatia S. , 2015).

También conocido como cultivo de tejidos vegetales puede ser definido como el
cultivo aséptico de células, tejidos, 6érganos y sus componentes en condiciones fisicas y
guimicas definidas de manera in vitro. En el afio 1902, Gottlieb Haberlandt describio las
bases tedricas necesarias para el establecimiento del cultivo de tejidos vegetales (Vasil,

2014).
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El uso del cultivo de tejidos vegetales tiene muchas aplicaciones, sin embargo, la
principal es la propagacion vegetativa de plantas, la cual ha sido utilizada para todo tipo de
plantas, pero aln tiene ciertas limitaciones (Ribas et al., 2000). Una de ellas es la dificultad
para imitar las condiciones naturales en las que se desarrolla la planta, humedad,
temperatura y fotoperiodo, dentro de un laboratorio (Orquera Delgado, 2013). En la Tabla 4

se puede visualizar algunas ventajas y desventajas del cultivo de tejidos vegetales.

Tabla 4

Ventajas y Desventajas del cultivo de tejidos vegetales

Ventajas Desventajas
El trabajo de deshierbe, fumigacion, Requiere procedimientos altamente
riego, entre otros, puede omitirse especializados y caros

con el cultivo de tejidos vegetales

La produccion de plantas es Las plantas son dependientes de fuentes
independiente de la temporada nutricionales, las cuales deben ser

proporcionadas en el medio de cultivo

Permite obtener una gran cantidad de Las plantulas obtenidas del cultivo de tejidos
clones con caracteristicas de vegetales son susceptibles a la contaminacion y
resistencia a ciertas condiciones, la pérdida de agua, cuando se encuentran en el
libres de virus, con altos niveles ambiente externo

nutricionales y con capacidad de
producir una gran cantidad de

metabolitos secundarios

Nota. En la tabla se presenta las principales ventajas y desventajas que puede
presentar el cultivo de tejidos vegetales. Tomado Plant Tissue Culture. Modern

Applications of Plant Biotechnology in Pharmaceutical Sciences (Bhatia S. , 2015).

Los explantes o segmentos de plantas se siembran en medio artificiales bajo

condiciones asépticas (Hussain et al., 2012). Los cuales tienen todos los nutrientes
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necesarios para el crecimiento de una planta, que incluye macronutrientes, micronutrientes,
reguladores de crecimiento, vitaminas, fuentes de carbono y agentes gelificantes (Saad &

Elshahed, 2012).

Cuando se requiere realizar propagacion vegetativa el medio mas utilizado es el
medio Murashige y Skoog (MS), el cual ha sido utilizado para varias especies vegetales
(Witte et al., 2002). Los medios de cultivo utilizados pueden ser tanto sélidos como liquidos,
y ademas de los componentes de estos, el pH es de suma importancia, el cual debe
mantenerse a valores de 5.4 a 5.8. Los reguladores de crecimiento juegan un papel

importante en la via que tomaran los explantes para su desarrollo (Soliman, 2019).

Auxinas, citoquininas y giberelinas, son los reguladores mas utilizados en los medios
de cultivo y de su cantidad depende el tipo de cultivo establecido. Altas concentraciones de
auxinas promueven el desarrollo de raices, mientras que, altas concentraciones de
citoquininas favorecen el desarrollo de brotes. Si las concentraciones de citoquininas y
auxinas son equitativas, se favorece el desarrollo de callo, es decir, células indiferenciadas

(Hill & Schaller, 2013).

Importancia

La propagacion de genotipos seleccionados con altas tasas de multiplicacion se
puede lograr mediante el cultivo de tejidos vegetales, en un ambiente aséptico con
temperatura controlada (Roca et al., 1991). El uso de los explantes 0 segmentos de plantas,
permite reducir los requerimientos de espacios y costos de mano de obra. Por otro lado, los
materiales vegetales se pueden mantener in vitro por mucho mas tiempo con el uso de
medios de cultivo de crecimiento lento o mediante métodos de crioconservaciéon (Hussain et

al., 2012).

El cultivo de tejidos vegetales ha sido utilizado para la propagaciéon de especies que
presentan problemas de propagacién por métodos convencionales, con el fin de preservar

estas especies, que en muchas ocasiones se encuentran en peligro de extincion
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(Sudhersan et al., 2003). Por otro lado, esta técnica también ha sido ampliamente utilizada
para recoleccion, multiplicacién y almacenamiento del germoplasma vegetal (Sanchez-

Chiang & Jiménez, 2010).

Las especies nativas y endémicas, adaptadas Unicamente a las condiciones
ambientales y climéaticas locales, son componentes importantes para la diversidad biolégica
global. El cultivo de estas especies permite mantener el equilibrio ecolégico y la
supervivencia de otros individuos, que pueden utilizarlas como alimento. Sin embargo,
actualmente muchas de estas especies se encuentran en peligro, debido a las acciones del

ser humano (Murillo-Gémez et al., 2014).

El uso del cultivo in vitro de especies vegetales abre oportunidades para la
propagacion y conservacion de especies nativas y endémicas en peligro de extincion que
presentan problemas de propagacion (Sudhersan et al., 2003). Para preservar la
variabilidad genética, generalmente se utilizan semillas, las cuales son introducidas in vitro,
con el fin de obtener plantulas libres de enfermedades y puedan ser utilizadas en un futuro

para restauracion ecoldgica de habitats intervenidos (Praveen, 2022).

Etapas

Etapa 0. Durante esta etapa se procede con la seleccion de la planta y el tipo de
explante, que se utilizara para las etapas posteriores. La planta elegida debe tener las
mejores caracteristicas fenotipicas como tamafio, nimero de brotes, vigorosidad y no debe

presentar enfermedades (Roca et al., 1991).

Etapa 1. En esta etapa se establece un cultivo aséptico, para lo cual es necesario
llevar a cabo la desinfeccion de los explantes con el objetivo de eliminar el mayor porcentaje
de contaminantes que pueden afectar el cultivo (Varela, 2018). Dentro del proceso de

desinfeccion se pueden encontrar los siguientes pasos:

e Lavado del material vegetal

e Eliminacion de las partes necrosadas de la planta



44

e Uso de alcohol al 70% durante unos segundos
e Colocacion del explante en una solucién de hipoclorito de sodio al 1% con un agente
tensoactivo como Tween 20- 80% durante 10 a 15 minutos (Mroginski & Roca,

1991).

Etapa 2. En esta etapa se busca obtener la mayor cantidad de brotes a partir de un
explante mediante un continuo subcultivo de propagulos. Para este fin, es necesario el uso
de reguladores de crecimiento que permitan la induccion a brotes (Varela, 2018). Es
importante tener un medio de cultivo que cuente con los requerimientos nutricionales como

carbono, vitaminas, minerales, entre otros (Mroginski & Roca, 1991).

Etapa 3. Durante esta etapa se busca la obtencion de raices en los brotes obtenidos
con anterioridad. Para este fin, es necesario un crecimiento de los brotes para proceder con
la transferencia de estos a un medio de cultivo suplementado con auxinas. Estos brotes

deben encontrarse en condiciones adecuadas, es decir sin vitrificacion (Varela, 2018).

Etapa 4. En esta etapa se procede a transferir las plantulas obtenidas a un ambiente
ex vitro. Sin embargo, hay que tener en cuenta que estas plantulas se desarrollaron en
condiciones asépticas, de alta humedad y baja intensidad de luz, por lo tanto, las hojas no
estan adaptadas para condiciones externas. Teniendo en cuenta esto, es necesario
sacarlas a un medio cerrado, dentro de un invernadero, donde vayan recibiendo los factores

externos paulatinamente (Varela, 2018).

Latencia de semillas
La latencia se produce cuando una semilla es incapaz de germinar en condiciones

adecuadas de humedad, temperatura y concentracién de gases (Solano Ortiz, 2021).

Dependiendo de la procedencia de las semillas, afio de cosechay el lote de las
semillas, la latencia puede variar. Esta puede ir desde una latencia absoluta en donde la

semilla no germina bajo ninguna condicién; pasando por una latencia intermedia, donde las
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semillas pueden germinar bajo ciertas condiciones; a una latencia extrema, donde no

existen problemas de germinacion (Ramirez-Gill, 2016).

Para gue las semillas germinen, ya sea que tengan o no latencia, deben tener
condiciones favorables, las cuales varian en dependencia de la especie. Principalmente,
estas condiciones incluyen humedad suficiente, temperatura favorable, intercambio de

gases y luz adecuada (Pita & Pérez, 2006).

Tipos de Latencia

Latencia exdgena. Este tipo de latencia puede deberse a que la cubierta de la
semilla es impermeable permitiendo preservar al embrién durante afios; a cubiertas que son
demasiado duras que impiden la salida del embrién; y a la produccion u acumulacién de

sustancias quimicas que inhiben la germinacién (Figueroa & Jaksic, 2004).

Latencia enddgena. Este tipo de latencia se presenta en semillas cuyos embriones
no se han desarrollado por completo. Los embriones pueden ser rudimentarios, los cuales
son solamente preembriones embebidos en el endospermo; y no desarrollados, los cuales
tienen forma de torpedos que alcanzan un tamafio de la mitad de la cavidad de la semilla

(Figueroa & Jaksic, 2004).

Latencia interna. Este tipo de latencia es controlada por tres fenébmenos, el primero
causado por la semipermeabilidad de las cubiertas de las semillas; el segundo es un letargo
presente en el embrion; y el tercero es causado por un mecanismo fisiolégico. En el caso
del letargo, este puede ser superado utilizando un periodo de enfriamiento en himedo

(Figueroa & Jaksic, 2004).

Tratamientos pre germinativos

Si las semillas presentan latencia se pueden utilizar una serie de técnicas que
permiten romper esta latencia, conocidas como tratamientos pre germinativos. Los cuales
pueden ser aplicados antes o después del tratamiento de desinfeccién y cuyo objetivo

principal es mejorar la tasa de germinacién de las semillas (Diaz-Chuquizuta et al., 2017).
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Los métodos pre germinativos mas comunes se presentan a continuacion:

Estratificacién. Cuando la latencia que presenta la semilla es del tipo fisiolégico, se
puede romper colocando las semillas entre estratos que conservan la humedad como
arena, turba y vermiculita. Existen dos tipos, la fria que consiste en colocar las semillas a
temperaturas bajas de 4 a 10°C entre 20 a 60 dias; y la calida en donde las semillas se

colocan en temperaturas de 20 a 30°C durante 30 a 60 dias (MacDonald & Omoruyi, 2003).

Escarificacion. Cuando las especies presentan testas duras que impiden la entrada
de agua y por ende no se produce la germinacién, se puede utilizar la escarificaciéon. Este
proceso consiste en romper o alterar mecanicamente la cubierta de la semilla y hacerle
permeable a los gases y el agua. También pueden utilizarse métodos quimicos en donde
las semillas se remojan en acido sulftrico durante tiempos breves (MacDonald & Omoruyi,

2003).

Lixiviacién. Durante este proceso las semillas se colocan en agua corriente con el
fin de remover cualquier tipo de inhibidor en la cubierta. Esto también puede ser utilizado
para ablandar la testa. El remojo se realiza entre 12 a 72 horas, y el agua puede ser

utilizada a temperatura ambiente o caliente (MacDonald & Omoruyi, 2003).

Hormonas y estimulantes quimicos. Ciertas hormonas o estimulantes quimicos
pueden favoreces a la germinacién, como el &cido giberélico, nitrato de potasio, etileno,
tiourea, citoquininas, entre otras. Dependiendo de las especies las cantidades y tiempos de

exposicion pueden variar (MacDonald & Omoruyi, 2003).

Germinacion in vitro

La embriogénesis somatica indirecta es una técnica dentro del cultivo in vitro que
permite el desarrollo de individuos a partir de semillas. Por medio de esta técnica se busca
aumentar el proceso de crecimiento vegetal de las semillas y del embrion por medio de la

aplicacion de algunos reguladores de crecimiento (Cortes et al., 2017).
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La germinacion in vitro de semillas trae ventajas sobre la germinacion ex vitro de las
mismas, solucionando casos de inhibicién total de la germinacion, aumento de la tasa de
germinacion, reduccién del tiempo de germinacion y genera uniformidad de semillas
germinadas (Encina & Padilla, 1996). Por otro lado, el establecimiento de cultivos in vitro a
partir de las semillas proporciona de manera rapida plantulas que sirven de explante para la
micropropagacion, permite conservar la variabilidad genética natural de las especies
vegetales y facilita la germinacion de semillas que presentan problemas durante la

germinacion ex vitro (Fay, 1992).

Muchas especies vegetales presentan problemas durante la propagacion tradicional
debido a que las semillas exhiben dormancia o tienen largos periodos de germinacién, y es
necesario aplicar tratamientos pre germinativos, introducirlas de manera in vitro, o una
combinacién de ambos (Panchev & Ivanova, 2018). Autores como Roni et al. (2018) han
combinado el uso de tratamientos pre germinativos y la germinacion in vitro para mejorar los
tiempos y porcentajes de germinacion en la especie vegetal Eustoma grandiflorum, la cual
presenta problemas durante la germinacion ex vitro, logrando porcentajes de germinacion

del 100% en tan solo 6 dias.

De igual manera Gémez-Merino et al. (2010) trabajaron con semillas de Heliconias a
las cuales sometieron al tratamiento pre germinativo de escarificacion y posteriormente
fueron sembradas en un medio cultivo. Esto permitié alcanzar porcentajes de germinacion

de 21.44% en comparacion al control donde el porcentaje de germinacion fue de 3.04%.
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Localizacion Geografica
El desarrollé del presente proyecto se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, campus Sangolqui; cuya

ubicacion se detalla en la Tabla 5.

Tabla 5

Ubicacién de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE

Provincia Pichincha
Cantén Rumifahui
Ciudad Sangolqui
Altitud 2510 msnm

Latitud UTM 0°18'53"S
Longitud UTM 78°26'36"0

Nota. La tabla muestra la ubicacién de la Universidad de las Fuerzas Armadas —

ESPE, donde msnm: metros sobre el nivel del mar. S: Sur. O: Oeste.

Fase de Campo

Obtencién del Material Vegetal

Para la realizacion del presente proyecto se utilizaron semillas de la planta Draba
obovata Benth. (Figura 9), recolectadas en el &rea denominada “Arenal 2” de los predios del
Fondo para la Proteccion del Agua (FONAG) localizados en el Area de Conservacion
Hidrica Antisana, cuya ubicacién se describe en la Tabla 6. Las semillas se recolectaron en
fundas de papel con las medidas de asepsia correspondientes, para luego ser transportadas
al laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad de las Fuerzas Armadas —

ESPE.
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Figura 9

Fotografias de la especie Draba obovata Benth. en el Area de conservacion hidrica

Antisana

Cc

Nota. En la figura se presentan diferentes fotografias de la especie Draba obovata
Benth. localizada en el Area de conservacion hidrica Antisana, donde, a) Area de
recoleccién “Arenal 2”. b) Especie Draba obovata Benth, ¢) Semillas de Draba

obovata Benth. Fotografia propia. Cafiadas, A. 2022.

Tabla 6

Ubicacion del Area de conservacion hidrica Antisana

Provincia Pichincha y Napo
Altitud 5785 msnm
Latitud UTM 0°28'53"S
Longitud UTM 78°08'27"0

Nota. La tabla muestra la ubicacion del Area de conservacién hidrica Antisana,

donde, msnm: metros sobre el nivel del mar. S: Sur. O: Oeste.
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Fase de Laboratorio

Etapa de Desinfeccién del Material Vegetal

El presente estudio se basoé en el protocolo de desinfeccidn propuesto por Zinhari et
al. (2017) el cual fue modificado y adaptado para la especie en estudio. Las semillas
maduras se extrajeron de las vainas con la ayuda de pinzas y se colocaron en un tubo de 2
mL de capacidad. Se procedi6 a colocar agua de la llave con la ayuda de una micropipeta y
se agité manualmente durante 5 minutos. Se colocé una solucién de detergente al 2% (p/v)
durante 15 minutos, seguido de etanol al 70% (v/v) durante 1 minuto. Se evaluaron tres
concentraciones de hipoclorito de sodio (NaClO) (0.5%, 2.5% y 3,5%) durante 5y 10
minutos. El proceso de desinfeccion puede visualizarse en la Figura 10. Finalmente, dentro
de la cdmara de flujo laminar marca ESCO, se lavaron tres veces con agua destilada estéril
para eliminar los restos de hipoclorito de sodio y proceder con el proceso de introduccion de

las semillas.

Figura 10

Proceso de desinfeccion de semillas de la especie Draba obovata Benth.

Nota. En la figura se muestran fotografias del proceso de desinfeccién aplicado a las
semillas de la especie Draba obovata Benth., donde, a) Semillas en agua de la llave.
b) Adicion de la solucion detergente c) Adicion de etanol al 70%. d) Semillas a

diferentes concentraciones de NaClO. Fotografia propia. Cafiadas, A. 2022.
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Etapa de Introduccion de Semillas

Para la introduccion de las semillas se utilizé el medio Murashige y Skoog (MS)
suplementado con 40 g/L de sacarosay 7.5 g/L de agar. El pH se ajustd a 5.7. Se dispensoé
4 mL de medio en tubos de ensayo de vidrio autoclavable de 10 ml de capacidad. El medio
se esterilizd en autoclave marca Tutthauer (121°C y 15 PSI durante 15 minutos) con el fin

de eliminar cualquier tipo de microorganismo.

Etapa de Germinacién de Semillas

La germinacion de las semillas inicia con la imbibicion de estas, es decir, con la
entrada de agua en la semilla y se finaliza con el comienzo de la elongacion de la radicula.
En el caso de la germinacion in vitro en condiciones de laboratorio, la rotura posterior de las
cubiertas seminales por parte de la radicula se considera como germinacion (Pita & Pérez,

2006).

El presente estudio se basoé en el protocolo de germinacion propuesto por Zinhari et
al. (2017) el cual fue modificado y adaptado para la especie en estudio. Para la etapa de
germinacion de las semillas se aplico un tratamiento pre germinativo denominado lixiviacién
gue consistié en remojar las semillas en agua corriente caliente durante 24 horas con el
objetivo de ablandar la testa. Posteriormente se sembraron en medio de cultivo MS al 100%
y al 50% suplementado con 5 g/L de agar y diferentes concentraciones de sacarosa (15 g/L,
30 g/L, 40 g/L, 50 g/L y 60 g/L). El pH se ajust6 a 5.8. Las condiciones del cuarto incubacién

fueron 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

Etapa de Multiplicacién

Una vez determinado el mejor tratamiento de desinfeccién y germinacion, se
procedié a multiplicar las plantas robustas in vitro de aproximadamente 2 meses de edad
obtenidas a partir de las semillas germinadas. Para esta etapa se basoé en el protocolo de
multiplicacion propuesto por Mera (2020) el cual fue modificado. Dentro de la cAmara de

flujo laminar se procedi6 a cortar con un bisturi estéril segmentos del tallo de 1 cm. El
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proceso de multiplicacién puede evidenciarse en la Figura 11. Posteriormente se sembraron
en medio de cultivo MS al 100%, suplementado con 30 g/L de sacarosa, 6 g/L de agar y
diferentes concentraciones de las hormonas de crecimiento Bencilaminopurina (BAP) (0.5
mg/L y 3 mg/L) y Acido Indol Acético (AIA) (0.3 mg/L, 0.5 mg/L y 1 mg/L). Las condiciones

del cuarto incubacion fueron 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

Figura 11

Proceso de multiplicacion en la especie Draba obovata Benth.
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Nota. En la figura se muestran fotografias del proceso de multiplicacién de la
especie Draba obovata Benth., donde, a) Plantas robustas provenientes de semillas
germinadas de Draba obovata Benth. b) Segmentos de tallos obtenidos de plantas
robustas ¢) Segmentos de tallos sembrados en el medio de cultivo. Fotografia
propia. Cafiadas, A. 2022.
Etapa de Enraizamiento
Los explantes obtenidos en la etapa de multiplicacién fueron sometidos a
enraizamiento con el fin de que adquieran un sistema radicular adecuado para que sean
completamente autétrofos. Para lo cual se basé en el protocolo de enraizamiento propuesto

por Mera (2020) el cual fue modificado para la especie en estudio, se sembraron en medio
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de cultivo MS al 100%, suplementado con 30 g/L de sacarosa, 2,2 g/L de phytagel, 0.5 g/L
de carbdn activado y diferentes concentraciones de AIA (0.2 mg/L, 0.5 mg/L y 1 mg/L)

(Patifio, 2020).

El carbén activado es un elemento poroso capaz de atrapar ciertos compuestos
organicos. Se lo utiliza en cultivo de tejidos vegetales, debido a que se ha observado que
tiene la capacidad de atrapar diferentes tipos de moléculas que actilan como inhibidores de

crecimiento (Vaca et al., 2018).

Analisis Estadistico

Etapa de Desinfeccién del Material Vegetal
Unidad experimental. Una semilla colocada en un tubo de ensayo de vidrio con

capacidad de 10 mL y 4 mL de medio de cultivo.

Tratamientos. Se trabajé con un total de 6 tratamientos, como se indica en la Tabla

7,y dos controles.

Tabla7

Tratamientos de desinfeccion para las semillas de Draba obovata Benth.

Tratamiento NaClO (% v/v) Tiempo de inmersion (minutos)
T1 0.5 5
T2 2.5 5
T3 3.5 5
T4 0.5 10
T5 25 10

T6 3.5 10
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Disefio Experimental. Se aplico un disefio factorial con dos factores, concentracion
de hipoclorito de sodio y tiempo de inmersién. Se utilizaron un total de 120 semillas, 15 por
cada tratamiento. Para el andlisis estadistico se realizaron 3 observaciones de 5 semillas

por cada tratamiento.

Para el andlisis de los resultados se evaluaron las siguientes variables:

Porcentaje de contaminacion (%). Se conto el nimero de semillas establecidas in
vitro contaminadas por hongo y/o bacteria y se compar6 con el nimero total de semillas en
cada observacion. La evaluacion del porcentaje de contaminacion de las semillas se la

realizo a los 15 dias tras la siembra.

Porcentaje de oxidacién (%). Se contd el numero de semillas establecidas in vitro
gue presentaban oxidacién y se compar6 con el nimero total de semillas en cada

observacion. La evaluaciéon de las semillas se realiz6 a los 15 dias tras la siembra.

Los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad Shapiro-Wilks. Se realizé el
analisis estadistico de los resultados mediante un ANOVA (Analisis de la Varianza) con un
nivel de significancia del 5%. Ademas, se procedio a realizar una comparacion de medias

Duncan con significancia del 0.05.

Etapa de Germinacién de Semillas
Unidad experimental. Una semilla colocada en un tubo de ensayo de vidrio con

capacidad de 10 mL y 4 mL de medio de cultivo.

Tratamientos. Se trabaj6 con un total de 6 tratamientos, como se indica en la Tabla

8, y un control.
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Tabla 8

Tratamientos de germinacion para las semillas de Draba obovata Benth.

Tratamiento MS (%) Concentracion de sacarosa (g/L)
Gl 50 15
G2 50 30
G3 50 40
G4 50 50
G5 50 60
G6 100 30

Disefio Experimental. Se aplicé un disefio completamente al azar (DCA). Se
utilizaron un total de 105 semillas, 15 por cada tratamiento. Para el analisis estadistico se

realizaron 3 observaciones de 5 semillas por cada tratamiento.

Para el analisis de los resultados se evaluaron las siguientes variables:

Porcentaje de Germinacion (%). Se conté el nUmero de semillas germinadas in
vitro y se comparé con el numero total de semillas en cada observacion. La evaluaciéon de

las semillas se realizd a los 15 dias tras la siembra.

Los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad Shapiro-Wilks. Se realiz6 el
andlisis estadistico de los resultados mediante un ANOVA (Anélisis de la Varianza) con un
nivel de significancia del 5%. Ademas, se procedio a realizar una comparacion de medias

Duncan con significancia del 0.05%.
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Etapa de Multiplicacién
Unidad experimental. Un segmento de tallo sembrado en un tubo de ensayo de

vidrio con capacidad de 10 mL y 4 mL de medio de cultivo.

Tratamientos. Se trabaj6 con un total de 6 tratamientos, como se indica en la Tabla

9, y un control.

Tabla 9

Tratamientos de multiplicacién para Draba obovata Benth.

Tratamiento BAP (mg/L) AlA (mg/L)
M1 0.5 0.3
M2 0.5 0.5
M3 0.5 1
M4 3 0.3
M5 3 0.5
M6 3 1

Disefio Experimental. Se aplicé un disefio completamente al azar (DCA). Se
utilizaron un total de 105 segmentos de tallo, 15 por cada tratamiento. Para el analisis

estadistico se realizaron 3 observaciones de 5 segmentos de tallo por cada tratamiento.

Para el andlisis de los resultados se evaluaron las siguientes variables:

Numero de brotes (#). Se contd el nUmero de brotes por segmento de tallo. La

evaluacién de los brotes se realizé a los 30 dias tras la siembra.

Longitud del tallo (cm). Se midié la longitud de los tallos. La evaluacion de los

segmentos de tallo se realizé a los 30 dias tras la siembra.
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Los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad Shapiro-Wilks. Se realiz6 el
analisis estadistico de los resultados mediante un ANOVA (Analisis de la Varianza) con un
nivel de significancia del 5%. Ademas, se procedio a realizar una comparacion de medias

Duncan con significancia del 0.05%.

Etapa de Enraizamiento
Unidad experimental. Un explante obtenido en la fase de multiplicacion sembrado

en un tubo de ensayo de vidrio con capacidad de 10 mL y 4 mL de medio de cultivo

Tratamientos. Se trabaj6 con un total de 3 tratamientos, como se indica en la Tabla

10, y un control.

Tabla 10

Tratamientos de enraizamiento para Draba obovata Benth.

Tratamiento AlA (mg/L)
El 0.2
E2 0.5
E3 1

Disefio Experimental. Se aplicé un disefio completamente al azar (DCA). Se
utilizaron un total de 105 explantes, 15 por cada tratamiento. Para el andlisis estadistico se

realizaron 3 observaciones de 5 explantes por cada tratamiento.

Para el andlisis de los resultados se evaluaron las siguientes variables:

Porcentaje de enraizamiento (%). Se conté el nimero de explantes que
presentaron raices y se comparé con el nimero total de explantes. La evaluacion de los

explantes que presentaban raices se realizé a los 30 dias tras la siembra.



Los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad Shapiro-Wilks. Se realiz6 el
analisis estadistico de los resultados mediante un ANOVA (Analisis de la Varianza) con un
nivel de significancia del 5%. Ademas, se procedio a realizar una comparacion de medias

Duncan con significancia del 0.05%.
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Capitulo IV: Resultados

Etapa de Desinfeccién del Material Vegetal

Porcentaje de Contaminacion

Los tratamientos de desinfeccion que utilizaban 2.5% y 3.5% de hipoclorito de sodio
y 10 minutos de inmersion, fueron los mas efectivos para combatir la contaminacion en las
semillas de Draba obovata Benth. En estos tratamientos no se observé contaminacion en
las tres observaciones de 5 semillas realizadas. Mientras que, en los controles, donde no se
utilizé hipoclorito de sodio hubo una contaminacién cercana al 100%. El tratamiento menos
efectivo fue el que utilizaba 0.5% de hipoclorito de sodio y 5 minutos de inmersién, en
donde, en las tres observaciones de 5 semillas realizadas, se obtuvo un 86.67% de

contaminacion (Tabla 11).

Tabla 11
Porcentaje de contaminacién en las semillas de Draba obovata Benth. segun el

tratamiento aplicado

Tratamientos NaClO (%) Tiempo (min) Media de contaminacion (%)

C1 0 5 100

T1 0.5 5 86.67
T2 2.5 5 80.00
T3 35 5 60.00
Cc2 0 10 93.33
T4 0.5 10 66.67
T5 2.5 10 0.00

T6 3.5 10 0.00
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En la Figura 12, se puede observar el grafico de interaccion entre los factores
estudiados con respecto al porcentaje de contaminacion. Se evidencia que a medida que
aumenta la concentracion de hipoclorito de sodio y el tiempo de inmersion, el porcentaje de
contaminacién en las semillas de Draba obovata Benth. disminuye. Observandose que no

existe contaminacién en los tratamientos con mayor concentracion de hipoclorito de sodio y

tiempo de inmersion de 10 minutos.

Figura 12

Interaccién entre los factores concentracion de Hipoclorito de Sodio y tiempo para la

variable porcentaje de contaminacion
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Los datos obtenidos para la variable porcentaje de contaminacién indican que en los
tratamientos en donde se presentd contaminacion, esta podia ser tanto del tipo bacteriana

como fangica, siendo predominante la contaminacion bacteriana como se puede evidenciar

en la Figura 13.
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Figura 13

Contaminacion por Bacteria y Hongo en las semillas de Draba obovata Benth.
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En la Figura 14, se puede observar la contaminacion en las semillas de Draba
obovata Benth. introducidas. Se evidencia que hubo contaminacion tanto por bacteria como
por hongo. La bacteria presentaba una coloracién blanca, mientras que el hongo

presentaba matices negros.



Figura 14

Semillas contaminadas y no contaminadas de Draba obovata Benth.

Nota. En la figura se presentan fotografias de la contaminacion observada en las
semillas de Draba obovata Benth., donde, a) Contaminacion por bacteria. b)
Contaminacion por hongo. ¢) Semilla no contaminada. Fotografia propia. Cafiadas,

A. 2022

La prueba de Normalidad de Shapiro — Wilks proporcion6 un valor p de 0.2772, el
cual al ser superior a 0.05 indica que los datos siguen una distribucién normal. El ANOVA
realizado para la comparacioén de medias de la variable porcentaje de contaminacion se
puede visualizar en la Tabla 12. El andlisis de los factores NaClO (%) y Tiempo (min) por
separado, genera valores p de <0.0001. Los cuales al ser menores a 0.05, indica que
existen diferencias significativas entre los tratamientos. Por otro lado, para la interaccion
NaClO (%) * Tiempo (min) se obtuvo un valor p de 0.0060, el cual indica que la diferencia

entre los tratamientos es significativa.
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Tabla 12
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ANOVA para la variable porcentaje de contaminacion

Origen Sumade cuadrados Grados de Libertad Valor - p
Modelo 34116.67 9 <0.0001
Obs 933.33 2 0.0895
NacClO (%) 17516.67 3 <0.0001
Tiempo (min) 10416.67 1 <0.0001
NacClO (%) *
5250.00 3 0.0060
Tiempo (min)
Error 2266.67 14
Total 36383.33 23

La prueba de Duncan realizada arroj6 tres subconjuntos, de los cuales, el

subconjunto C, representa a los mejores tratamientos, con menor porcentaje de

contaminacioén en las semillas de Draba obovata Benth. En estos tratamientos se utilizaron

2.5% y 3.5% de NaClO y 10 minutos de inmersion, como se puede observar en la Figura 15.



Figura 15

Subconjuntos obtenidos para la variable porcentaje de contaminacién
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El tratamiento en donde se utilizd 3.5% de Hipoclorito de Sodio a un tiempo de
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inmersiéon de 10 minutos, fue el que presentd mayor porcentaje de oxidacion en las semillas

de Draba obovata Benth., con valores de 80%, respectivamente. Mientras que, en el resto

de tratamientos, incluidos controles, el porcentaje de oxidacion fue del 0% (Tabla 13).



Tabla 13
Porcentaje de oxidaciéon en las semillas de Draba obovata Benth. segun el

tratamiento aplicado

Tratamientos NaClO (%) Tiempo (min) Media de oxidacién (%)
C1 0 5 0.00
T1 0.5 5 0.00
T2 2.5 5 0.00
T3 3.5 5 0.00
Cc2 0 10 0.00
T4 0.5 10 0.00
T5 25 10 0.00
T6 3.5 10 80.00

En la Figura 16, se puede observar el grafico de interaccion entre los factores
estudiados con respecto al porcentaje de oxidacion. Se evidencia que cuanto mayor es la
concentracion de Hipoclorito de Sodio y tiempo de inmersion, aumenta el porcentaje de
oxidacion en las semillas de Draba obovata Benth. Obteniéndose, el mayor porcentaje de
oxidacién a la concentracion de 3.5% de Hipoclorito de Sodio y tiempo de inmersién de 10

minutos.
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Figura 16

Interaccién entre los factores concentracion de Hipoclorito de Sodio y tiempo para la

variable porcentaje de oxidacion

841

621

401

Oxidacion (%)

0,00 050 250 350
NaCI0 (%)

| —0— 5 minutos —0—10 minutos |

La prueba de Normalidad de Shapiro — Wilks proporcion6 un valor p de 0.0511, el
cual al ser superior a 0.05 indica que los datos siguen una distribucién normal. El ANOVA
realizado para la comparacion de medias de la variable porcentaje de oxidacion se puede
visualizar en la Tabla 14. El analisis de los factores NaCIlO (%) y Tiempo (min) por
separado, genera valores p de 0.0001 y 0.0013, respectivamente. Los cuales al ser
menores a 0.05, indica que existen diferencias significativas entre los tratamientos. Por otro
lado, para la interaccion NaClO (%) * Tiempo (min) se obtuvo un valor p de 0.0001, el cual

indica que la diferencia entre los tratamientos es significativa.



Tabla 14

ANOVA para la variable porcentaje de oxidacion
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Origen Sumade cuadrados Grados de Libertad Valor - p
Modelo 17100.00 9 <0.0001
Obs 300.00 2 0.3927
NaClO (%) 7200.00 3 0.0001
Tiempo (min) 2400,00 1 0.0013
NacClO (%) *
7200.00 3 0.0001
Tiempo (min)
Error 2100.00 14
Total 19200.00 23

La prueba de Duncan realizada arroj6 dos subconjuntos, de los cuales, el

subconjunto B, representa los tratamientos con menor porcentaje de oxidacién en las

semillas de Draba obovata Benth. Mientras que, el subconjunto A, representa el tratamiento

con mayor porcentaje de oxidacion, en donde se utilizé 3.5% de NaClO a un tiempo de

inmersiéon de 10 minutos, como se puede observar en la Figura 17.



Figura 17

Subconjuntos obtenidos para la variable porcentaje de oxidacion
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Etapa de Germinacién de Semillas

Porcentaje de Germinacion

La prueba de Normalidad de Shapiro — Wilks proporciondé un valor p de 0.7405, el
cual al ser superior a 0.05 indica que los datos siguen una distribucion normal. El ANOVA
realizado para la comparacién de medias de la variable porcentaje de germinacion de las
semillas de Draba obovata Benth. se puede visualizar en la Tabla 15. El analisis de los
tratamientos genera un valor p de 0.0006. El cual al ser menor a 0.05, indica que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.
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Tabla 15

ANOVA para la variable porcentaje de germinacion
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Origen Sumade cuadrados Grados de Libertad Valor - p

Modelo 11428.57 6 0.0006

Tratamiento 11428.57 6 0.0006
Error 3200.00 14
Total 14628.57 20

La prueba de Duncan realizada arroj6 tres subconjuntos, de los cuales, el

en la Figura 18.

Figura 18

subconjunto A, representa el tratamiento con mayor porcentaje de germinacion para las
semillas de Draba obovata Benth., con una media de 86.67%. El cual corresponde al

tratamiento suplementado con 100% de MS y 30 g/L de sacarosa, como se puede observar

Subconjuntos obtenidos para la variable porcentaje de germinacion
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En la Figura 19, se puede observar la germinacién de las semillas de Draba obovata
Benth. en funcion de los diferentes tratamientos aplicados. Se evidencia que la germinacion
de las semillas varia en funcién de cada tratamiento aplicado, obteniéndose una semilla

completamente germinada en el tratamiento con 100% de MS y 30g/L de sacarosa.

Figura 19

Germinacion de semillas de Draba obovata Benth. en cada tratamiento aplicado

Nota. En la figura se presentan fotografias de la germinacion de semillas de Draba
obovata Benth. en funcion de cada tratamiento aplicado, donde, a) Control. b)
Tratamiento G1. c) Tratamiento G2. d) Tratamiento G3. e) Tratamiento G4. f)
Tratamiento G5. g) Tratamiento G6. En el recuadro rojo se presenta la fotografia del
mejor tratamiento aplicado correspondiente a G6. Fotografia propia. Cafadas, A.

2022.

Etapa de Multiplicacion

NUmero de brotes

La prueba de Normalidad de Shapiro — Wilks proporcion6 un valor p de 0.8970, el

cual al ser superior a 0.05 indica que los datos siguen una distribucion normal. El ANOVA
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realizado para la comparacion de medias de la variable nimero de brotes en Draba obovata
Benth. se puede visualizar en la Tabla 16. El analisis de los tratamientos genera un valor p
de 0.0055. El cual al ser menor a 0.05, indica que existen diferencias significativas entre los

tratamientos.

Tabla 16

ANOVA para la variable numero de brotes

Origen Suma de cuadrados Grados de Libertad Valor - p
Modelo 16.05 6 0.0055
Tratamiento 16.05 6 0.0055
Error 7.28 14
Total 23.33 20

La prueba de Duncan realizada arrojo tres subconjuntos, de los cuales, el
subconjunto A, representa el tratamiento con mayor nimero de brotes para Draba obovata
Benth., con una media de 3.13 brotes por explante. El cual corresponde al tratamiento
suplementado con 3 mg/L de BAP y 1 mg/L de AlA, como se puede observar en la Figura

20.
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Figura 20

Subconjuntos obtenidos para la variable nUmero de brotes
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En la Figura 21, se puede observar los brotes de Draba obovata Benth. en funcién
de los diferentes tratamientos aplicados. Se evidencia que el desarrollo de los brotes varia
en funcién de cada tratamiento aplicado, obteniéndose mayor nimero de brotes luego de 30
dias, en el tratamiento que utilizaba un medio suplementado con 3 mg/L de BAP y 1 mg/L

de AlA.
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Figura 21

Desarrollo de los brotes de Draba obovata Benth. en cada tratamiento

Bd

Nota. En la figura se presentan fotografias del desarrollo de los brotes de Draba
obovata Benth. en funcién de cada tratamiento aplicado luego de 30 dias, donde,
a.0) Control Inicio. a.1) Control Final. b.0) Tratamiento M1 Inicio. b.1) Tratamiento
M1 Final. c.0) Tratamiento M2 Inicio. c.1) Tratamiento M2 Final. d.0) Tratamiento M3
Inicio. d.1) Tratamiento M3 Final. €.0) Tratamiento M4 Inicio. e.1) Tratamiento M4
Final. .0) Tratamiento M5 Inicio. f.1) Tratamiento M5 Final. g.0) Tratamiento M6

Inicio. g.1) Tratamiento M6 Final. h.0) Tratamiento M6 Inicio en estereomicroscopio.
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h.1) Tratamiento M6 Final en estereomicroscopio. En el recuadro rojo se presentan
las fotografias del mejor tratamiento aplicado correspondientes a M6. Fotografia

propia. Cafiadas, A. 2022.

Longitud del tallo

La prueba de Normalidad de Shapiro — Wilks proporcioné un valor p de 0.2232, el
cual al ser superior a 0.05 indica que los datos siguen una distribucién normal. El ANOVA
realizado para la comparacion de medias de la variable longitud del tallo en Draba obovata
Benth. se puede visualizar en la Tabla 17. El analisis de los tratamientos genera un valor p
de 0.0649. El cual al ser mayor a 0.05, indica que no existen diferencias significativas entre
los tratamientos. Es decir, los tratamientos aplicados no influyen en la variable longitud del

tallo.

Tabla 17

ANOVA para la variable longitud del tallo

Origen Suma de cuadrados Grados de Libertad Valor - p

Modelo 0.31 6 0.0649

Tratamiento 0.31 6 0.0649
Error 0.28 14
Total 0.59 20

La prueba de Duncan realizada arrojé dos subconjuntos, de los cuales, el
subconjunto A indica los tratamientos que fueron efectivos para la longitud de tallo en Draba
obovata Benth., mientras que el subconjunto B representa el peor tratamiento y corresponde

al control donde no se adicioné hormona, como se puede evidenciar en la Figura 22.
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Figura 22

Subconjuntos obtenidos para la variable longitud de tallo
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Etapa de Enraizamiento

Porcentaje de enraizamiento

La prueba de Normalidad de Shapiro — Wilks proporcioné un valor p de 0.1311, el
cual al ser superior a 0.05 indica que los datos siguen una distribucion normal. El ANOVA
realizado para la comparacion de medias de la variable porcentaje de explantes de Draba
obovata Benth que presentan raices se puede visualizar en la Tabla 18. El analisis de los
tratamientos genera un valor p de 0.0026. El cual al ser menor a 0.05, indica que existen

diferencias significativas entre los tratamientos.
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Tabla 18

ANOVA para la variable porcentaje de explantes que presentan raices

Origen Sumade cuadrados Grados de Libertad Valor - p

Modelo 94333.33 3 0.0026

Tratamiento 94333.33 3 0.0026
Error 21333.33 8
Total 11566.67 11

La prueba de Duncan realizada arrojé dos subconjuntos, de los cuales, el
subconjunto A, representa el tratamiento con mayor porcentaje de explantes de Draba
obovata Benth. que presentan raices, con una media de 66.67%. El cual corresponde al
tratamiento suplementado con 0.5 mg/L de AIA, como se puede observar en la Figura 23.
Estos resultados nos indican que al aumentar la cantidad de AlA se produce un desarrollo
de raices en los explantes de Draba obovata Benth., pero al continuar aumentando la
concentracion de AlA, el desarrollo de raices disminuye, como sucede en el tratamiento E3
donde se aplicé una concentracion de AIA de 1 mg/L y el porcentaje de explantes que

desarrollaron raices disminuyo.



Figura 23

Subconjuntos obtenidos para la variable porcentaje de explantes que presentan
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En la Figura 24, se puede observar los explantes de Draba obovata Benth. en
funcion de los diferentes tratamientos aplicados para el desarrollo de raices. Se evidencia
gue el desarrollo de las raices a los 30 dias, se produce con el tratamiento E2 donde se
aplicé 0.5 mg/L de AIA. Mientras que, en el resto de tratamientos no se evidencia el
desarrollo de raices o este se produce en menor proporcion. En la Figura 25, se muestran

las raices desarrolladas en el tratamiento E2 observadas en el estereomicroscopio.
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Figura 24

Desarrollo de raices en explantes de Draba obovata Benth. en cada tratamiento

Nota. En la figura se presentan fotografias del desarrollo de raices en explantes de
Draba obovata Benth. en funcién de cada tratamiento aplicado después de 30 dias,
donde, a.0) Control Inicio. a.1) Control Final. b.0) Tratamiento E1 Inicio. b.1)
Tratamiento E1 Final. ¢.0) Tratamiento E2 Inicio. c.1) Tratamiento E2 Final. d.0)
Tratamiento E3 Inicio. d.1) Tratamiento E3 Final. En el recuadro rojo se presentan
las fotografias del mejor tratamiento aplicado correspondientes a E2. Fotografia

propia. Cafadas, A. 2022.
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Figura 25
Desarrollo de raices en explantes de Draba obovata Benth. aplicando el tratamiento

E2

Nota. En la figura se presenta el desarrollo de raices en el explante de Draba obovata
Benth. aplicando el tratamiento E2, observado en el estereomicroscopio, lente ocular

objetivo 1X. Fotografia propia. Cafiadas, A. 2022.
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Capitulo V: Discusién

Etapa de Desinfeccién del Material Vegetal

Draba obovata Benth. es una especie endémica localizada en los paramos y
subparamos del Ecuador. Esta especie esta amenazada debido a las acciones
antropogénicas que se producen en su habitat, que incluyen las quemas y el pastoreo (Ledn
et al., 2011).Las técnicas de preservacion y restauracion de esta especie mediante
propagacion convencional no son factibles, por lo que el uso del cultivo de tejidos vegetales

in vitro se convierte en una opcién viable para lograr este propésito (Cruz, 2009).

El cultivo in vitro de especies vegetales consiste en un conjunto de técnicas que
permite regenerar una planta completa a partir de un segmento de esta, en un medio de
cultivo aséptico (Bhatia S. , 2015). Para establecer el medio de cultivo aséptico es necesario
realizar un proceso de desinfeccién del explante a utilizar, de tal manera que se elimine la

mayor parte de contaminantes (Varela, 2018).

Porcentaje de Contaminacion

En el cultivo de tejido vegetales la contaminacion es un problema comudn que implica
la introduccién de contaminantes como hongos, bacterias, incluso algas, dentro del medio
de cultivo (Bhatia S. , 2015). En el presente estudio se obtuvo contaminacion tanto
bacteriana como flngica, siendo predominante la del tipo bacteriano, en las semillas de
Draba obovata Benth., como se puede visualizar en la Figura 13. Esta contaminacién
disminuia conforme se variaban las concentraciones de Hipoclorito de Sodio y tiempos de
inmersién, como se puede visualizar en la Figura 12, en donde, a mayores concentraciones
de Hipoclorito de Sodio (2.5% y 3.5%) y mayor tiempo de inmersion (10 minutos), no se

evidencié contaminacion.

Existen varias técnicas para evitar la contaminacion, una de ellas es el uso de
agentes desinfectantes. Uno de los mas comunes es el Hipoclorito de Sodio, el cual ha

demostrado ser efectivo cuando se aplica a concentraciones entre 0.5 al 3%, y tiempos
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entre 10 a 20 minutos (Stanisavljevic et al., 2017) . En el presente estudio, se aplicé un
protocolo de desinfeccion utilizando diferentes concentraciones de Hipoclorito de Sodio a
diferentes tiempos de inmersion, obteniéndose los mejores tratamientos de desinfeccion
para las semillas de Draba obovata Benth., con un porcentaje de contaminacion del 0%, a
una concentracion de Hipoclorito de Sodio de 2.5% y 3.5%, con tiempo de inmersién de 10

minutos.

En el estudio realizado por Bhalla & De Weerd (1999) para la desinfeccion de
semillas de la familia Brassicaceae se utiliz6 un tratamiento que incluia Hipoclorito de Sodio
al 3% con un tiempo de inmersién de 10 minutos. Las semillas se sembraron en medio MS
suplementado con sacarosa, y el porcentaje de contaminacion fue del 0%. De igual manera,
en el presente estudio las semillas de Draba obovata Benth. desinfectadas con 2.5% y 3.5%
de Hipoclorito de Sodio a 10 minutos de inmersién, no presentaron contaminacion, como se
puede visualizar en la Figura 15. Considerandose tratamientos de desinfeccién efectivos

para las semillas de Draba obovata Benth.

Para otras semillas de la familia Brassicaceae se utilizé un protocolo de desinfeccion
con etanol al 70% e Hipoclorito de Sodio al 3% con un tiempo de inmersion de 10 minutos.
La aplicacion de este tratamiento de desinfeccion elimina la contaminacion en un 100%
(Farooq et al., 2019). En el presente estudio, los mejores tratamientos de desinfeccion
aplicados a las semillas de Draba obovata Benth. contenian 2.5% y 3.5% de Hipoclorito de
Sodio con un tiempo de inmersion de 10 minutos, en combinacién con etanol al 70%, como
se puede visualizar en la Figura 15. Con estos tratamientos se logré eliminar la

contaminacion en las semillas de Draba obovata Benth. en un 100%.

Segun Estrela et al. (2002) el Hipoclorito de Sodio debido a su elevado pH actia
interfiriendo con la integridad de la membrana citoplasmatica de los microorganismos
mediante una inhibicion enzimatica irreversible, alteraciones biosintéticas y degradacién de
fosfolipidos, lo que le permite actuar como agente antimicrobiano. Como observamos en el

presente estudio a las concentraciones de Hipoclorito de Sodio de 2.5% y 3.5%, no se
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evidencio la presencia de ningun tipo de microorganismo, obteniéndose 0% de
contaminacién en las semillas de Draba obovata Benth. lo cual se puede visualizar en la

Figura 13.

En el estudio realizado por Rodriguez et al. (2009) se utilizaron diferentes
concentraciones de Hipoclorito de Sodio entre 1.5% a 2.5% a diferentes tiempos de
inmersiéon entre 5 a 20 minutos, en semillas de Dioscorea alata L. perteneciente a la familia
Dioscoreaceae. Los resultados demuestran que existe interaccion entre la concentracion de
Hipoclorito de Sodio y tiempo de inmersién, que tiene efecto sobre el porcentaje de
contaminacién. Conforme aumenta la concentracion de Hipoclorito de Sodio y el tiempo de
inmersién, la contaminacién disminuye. Obteniéndose los mejores tratamientos de
desinfeccion a la concentracion de 2.5% de Hipoclorito de Sodio y tiempo de inmersion
entre 10 — 20 minutos. Similar a lo obtenido en el presente estudio, donde la contaminacion
de las semillas de Draba obovata Benth. es menor a altas concentraciones de Hipoclorito de
Sodio de 2.5y 3.5%, y tiempo de inmersién de 10 minutos, como se puede visualizar en la

Figura 12.

Porcentaje de Oxidacion

La oxidacion de los tejidos in vitro es un problema comun que puede deberse a la
presencia de radicales libres que desatan la accion de las enzimas oxidasas, una de ellas la
enzima polifenol oxidasa (PPO), que conlleva a la produccién de quinonas que son especies
muy reactivas, capaces de generar dafio e incluso muerte celular (Azofeifa, 2009). Cuando
los tejidos vegetales se encuentran expuestos a ciertos factores, como sustancias abrasivas
utilizadas en la desinfeccién del tejido, se promueve el desarrollo de los radicales libres
(Bhatia & Nanjappa, 2008). El Hipoclorito de Sodio tiene una propiedad oxidativa fuerte que
le permite reaccionar facilmente con acidos nucleicos, quinonas, aminas y amidas (Yildiz &
Er, 2002). En el presente estudio los protocolos de desinfeccién utilizados incluian la
presencia de Hipoclorito de Sodio en diferentes concentraciones, observandose que a

concentraciones altas de este y tiempos de inmersién prolongados, la oxidacién en las
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semillas de Draba obovata Benth. era mayor, con un porcentaje de oxidacion del 80%, esto

puede visualizarse en la Tabla 13.

En el estudio realizado por Handayani et al. (2022) las semillas de Stelechocarpus
burahol, perteneciente a la familia Annonaceae, fueron sometidas a diferentes tratamientos
de desinfeccion, los cuales involucraban el uso de NaClO. A medida que aumentaba la
concentracion del Hipoclorito de Sodio (superior al 3%) y con un tiempo de inmersion de 10
minutos, la oxidacién del explante aumentaba a porcentajes de oxidacion superiores al
77.78%. En el presente estudio, se observé que el tratamiento de desinfeccion con 3.5% de
NaClO y 10 minutos de inmersion, generaba un 80% de oxidacion en las semillas de Draba
obovata Benth. Siendo este el tratamiento con mayor concentracién de NaClO y mayor

tiempo de inmersién, como se puede visualizar en la Tabla 13.

En el presente estudio se obtuvo un porcentaje de oxidacion del 80% en las semillas
de Draba obovata Benth. sometidas al tratamiento con 3.5% de NaCIlO y 10 minutos de
inmersién. Mientras que, al aplicar el tratamiento con 2.5% de NaCIlO y 10 minutos de
inmersién, el porcentaje de oxidaciéon fue del 0%, como se puede visualizar en la Figura 17.
En el estudio realizado por Rodriguez et al. (2009) las semillas de Dioscorea alata L.,
perteneciente a la familia Dioscoreaceae, presentaron porcentajes de oxidacion superiores
al 60% a concentraciones de Hipoclorito de Sodio de 2.5% y con tiempos de inmersién

superiores a 10 minutos.

Borges et al. (2004) realizaron un estudio para probar un protocolo de desinfeccién
en Guadua angustifolia Kunth, perteneciente a la familia Poaceae, en el cual se probaron
concentraciones de Hipoclorito de Sodio entre 1 a 4% con un tiempo de inmersién de 20
minutos. Observando que, con las concentraciones de Hipoclorito de Sodio superiores al
3% la oxidacion de los explantes era mayor, con porcentajes superiores al 86%. De igual
manera, en el presente estudio se pudo observar que a la concentracién de Hipoclorito de
Sodio del 3.5%, la oxidacién de las semillas de Draba obovata Benth era del 80%, como se

puede visualizar en la Figura 17.
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Etapa de Germinacién de Semillas

Porcentaje de Germinacion

Los tratamientos pre germinativos tienen la finalidad de romper la latencia inducida
por la testa, al ablandarla, perforarla, rasgarla o abrirla sin dafiar el endospermo o el
embrion, de tal manera que se vuelva permeable y la germinacion sea mas rapida. Existen
muchos tratamientos pre germinativos y su utilizacién dependera de la especie, de tal forma
gue se logre una germinacion rapida y uniforme (Viveros et al., 2015). En el presente
estudio las semillas de Draba obovata Benth. fueron sometidas a un tratamiento pre
germinativo que consistié en el ablandamiento de la testa con agua caliente (MacDonald &
Omoruyi, 2003). Esto facilité la germinacion de las semillas de Draba obovata Benth. in

vitro. Obteniéndose semillas germinadas a los 15 dias tras la siembra.

La semillas de la especie Cardaria draba, perteneciente a la familia Brassicaceae,
presentan un porcentaje de germinacion ex vitro de 94% luego de un afio de ser sembradas

en tierra y sin la aplicacion de un tratamiento pre germinativo (Rezvani & Zaefarian, 2016).

En el presente estudio las semillas de Draba obovata Benth. fueron sometidas a un
tratamiento pre germinativo y posteriormente se sembraron in vitro, logrando la germinacion
a los 15 dias tras la siembra y con un porcentaje de semillas germinadas de 86.67%. Como
se puede observar la aplicacién de tratamientos pre germinativos y la siembra in vitro de las
semillas de Draba obovata Benth. reduce el tiempo de germinacion, lo cual, es favorable
para los objetivos de preservacion y restauracion ecolégica que se tienen a futuro con esta

especie.

Por otro lado, las semillas de la especie Lepidium draba, perteneciente a la familia
Brassicaceae, presentan un porcentaje de germinacién ex vitro de 86% luego de tres meses
tras la siembra y sin la aplicacion de un tratamiento pre germinativo (Francis & Warwick,
2008). A diferencia de las semillas de Draba obovata Benth. las cuales fueron sometidas a
un tratamiento pre germinativo para luego ser sembradas in vitro, obteniéndose un

porcentaje de germinacion de 86.67% a los 15 dias tras las siembras. Al comparar el tiempo
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de germinacion de otras especies pertenecientes a la misma familia y el tiempo de
germinacion logrado con las semillas de Draba obovata Benth., podemos observar que el
uso de tratamientos pre germinativos y la siembra in vitro, reducen los tiempos de

germinacion. Siendo esto favorable para obtener plantas de una manera mas rapida.

En el estudio realizado por Kaya et al. (2015) las semillas de la especie Lepidium
draba, perteneciente a la familia Brassicaceae, fueron sometidas a un tratamiento pre
germinativo, que consistia en su inmersion en agua destilada durante 12 horas para luego
ser germinadas en placas de Petri con papel filtro. Las semillas se consideraron germinadas
después de 30 dias tras la siembra. En el presente estudio, las semillas de Draba obovata
Benth. fueron sometidas a un tratamiento pre germinativo similar, dando como resultado
semillas germinadas in vitro a los 15 dias tras la siembra. Como podemos ver el uso de
tratamientos pre germinativos favorece la germinacion de semillas en especies de la familia
Brassicaceae, pero al incluir la siembra in vitro, se logra una reduccion del tiempo de

germinacion, como se observo en las semillas de la especie Draba obovata Benth.

Las semillas de la familia Brassicaceae fueron sembradas en diferentes medios de
cultivo MS a diferentes concentraciones (25, 50 y 100%) y suplementados con 30 g/L de
sacarosa, obteniéndose el mayor porcentaje de germinacion del 95.75% en el medio MS al
100% y 30 g/L de sacarosa (Masache & Meneses, 2018). De igual manera, en el presente
estudio se obtuvo el mayor porcentaje de germinacion de 86.67% en el medio MS al 100% y
suplementado con 30 g/L de sacarosa. Siendo este el medio 6ptimo para la germinacién de

las semillas de Draba obovata Benth.

En el estudio realizado por Zinhari et al. (2017) el medio establecido para la
germinacion de semillas de Lepidium draba L. perteneciente a la familia Brassicaceae
consiste en medio MS al 50% con 15 g/L de sacarosa. A diferencia, del presente estudio en
donde el medio MS al 50% y 15 g/L de sacarosa, produce el menor porcentaje de

germinacion en las semillas de Draba obovata Benth., con un valor de 20%. Hay que tener
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en cuenta, que cada especie reacciona diferente a las condiciones de cultivo que se les

proporcion (Aragoén et al., 2009).

Todos los medios de cultivo utilizados en el presente estudio permitieron que las
semillas de Draba obovata Benth. germinaran, sin embargo, hubo un medio en donde se
obtuvo el mayor porcentaje de germinacion con un valor de 86.67%, que consistia en 100%
de MS y 30 g/L de sacarosa. En estudios realizados en una especie de la familia
Brassicaceae, Draba yukonensis, se tiene establecido que el medio adecuado para la
germinacion de semillas esta compuesto por 100% de MS y 30 g/L de sacarosa. Sin
embargo, los porcentajes de germinacion obtenidos para esta especie son menores al 60%.
Hay que tener en cuenta que al ser especies diferentes, su adecuaciéon al medio también

puede ser diferente (Saxena et al., 2021).

El medio MS es ampliamente utilizado en cultivo de tejidos vegetales para
micropropagacion, cultivo de callos, suspensiones celulares y cultivo de 6rganos vegetales.
Este medio provee los macroelementos y microelementos necesarios para el desarrollo de
una planta. Es uno de los medios mas utilizados en distintas especies vegetales, siendo la
base para el desarrollo de otros medios (Hameg et al., 2020). Las especies de la familia
Brassicaceae no son la excepcién, y generalmente para su establecimiento in vitro utilizan
el medio MS como base, el cual es suplementado con sacarosa y dependiendo del objetivo,

puede ser suplementado con diferentes hormonas vegetales (Munshi et al., 2007).

Especies de la familia Brassicaceae como Brassica oleracea, cuyas semillas son
sembradas en medio MS que contiene 10 g/L de sacarosa y 8 g/L de agar, presentan
porcentajes de germinacion superiores al 90%. Siendo este el medio idéneo para la
germinacion de las semillas (Gerszberg et al., 2015). En el presente estudio, el medio MS
suplementado con sacarosa, resulté efectivo para la germinacion de las semillas de Draba
obovata Benth. En dependencia de la concentracion de MS y sacarosa, el porcentaje de
germinacion variaba, obteniéndose el mayor porcentaje (86.67%) a valores de 100% de MS

y 30 g/L de sacarosa, como se puede visualizar en la Figura 18.
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La sacarosa es esencial en el medio de cultivo de plantas in vitro ya que permite el
crecimiento heterotréfico de las especies vegetales, teniendo en cuenta que debido a las
condiciones donde se mantienen las plantas in vitro, se reduce la produccién de energia y
carbohidratos por medio de la fotosintesis (Alvarado-Capo et al., 2004). La germinacién de
las semillas de Draba obovata Benth. se produjo en un medio que contenia tanto MS como
sacarosa. La variacion de sacarosa en el medio de cultivo tuvo efecto en el porcentaje de

germinacion, como se puede visualizar en la Figura 18.

Etapa de Multiplicacién

Numero de brotes

La regeneracion directa de brotes en Lepidium draba L. perteneciente a la familia
Brassicaceae se logré gracias a la combinacion de los reguladores de crecimiento
citoquinina (BAP) y auxina ANA (Acido Naftalenacético) a diferentes concentraciones. La
combinacién de 1 mg/L de ANA con 3 mg/L de BAP, generé un total de 2 brotes por cada
explante (Zinhari et al., 2017). En el presente estudio la regeneracion de un mayor nimero
de brotes en Draba obovata Benth. se logré al combinar 3 mg/L de BAP con 1 mg/L de AlA,
obteniéndose 3.13 brotes por explante, como se puede visualizar en la Figura 20. El uso de
BAP combinado con concentraciones bajas de auxina incrementa el desarrollo de brotes por
explante en varias especies vegetales, como es el caso de la especie Brassica oleracea

(Chen et al., 2006).

En el estudio realizado por Saxena et al. (2021) se utilizaron tres concentraciones de
BAP (1, 3y 5 mg/L) para la regeneracién de brotes en la especie Draba yukonensis. Los
resultados obtenidos indican que a concentraciones de BAP de 3 mg/L se obtiene la mayor
cantidad de brotes por explante, con un valor de 4 brotes. Las citoquinas estan involucradas
en la divisién celular, crecimiento, morfogénesis y desarrollo de brotes. Se ha demostrado
qgue el uso de altas concentraciones de citoquinina en combinacion con bajas
concentraciones de auxina promueve el desarrollo de brotes en el explante (Jain et al.,

2012). El desarrollo de un mayor numero brotes en Draba obovata Benth. se logré al
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combinar 3 mg/L de BAP y 1mg/L de AIA, lo que dio como resultado un total de 3.13 brotes
por explante, como se puede visualizar en la Figura 20. Similar al nGmero de brotes
obtenidos en otras especies de la familia Brassicaceae con el uso de BAP en el medio de

cultivo.

En el estudio realizado por Eras-Guaman et al. (2019) la combinacién de BAP con
AlA favorece el desarrollo de brotes en la especie Cinchona officinalis L., perteneciente a la
familia Rubiaceae, debido a que existe un sinergismo entre las dos hormonas. Bajas
concentraciones de auxinas en combinacion con una concentracion adecuada de
citoquininas, desencadena el desarrollo de brotes en las especies vegetales. Como se pudo
evidenciar en el presente estudio, Draba obovata Benth. reaccioné adecuadamente a la
combinacién de BAP con AIA en el medio de cultivo, desarrollando brotes en todos los
tratamientos. Lo que nos indica que existe sinergia entre las hormonas utilizadas que

favorece el desarrollo de brotes en los explantes.

Autores como Shimizu-Sato et al. (2009) aseguran que el nUmero de brotes se
encuentra condicionado por la presencia de la citoquinina BAP en el medio de cultivo, y la
sinergia que existe con la auxina AIA incrementa la efectividad de la citoquinina. De tal
manera, que esto se ve reflejado en el nimero de brotes por explante que se desarrollan.
La combinacion de BAP y AIA en Draba obovata Benth. resulté efectiva para el desarrollo
de brotes en el explante, siendo mayor este nimero con mayores concentraciones de
ambas hormonas, es decir, a 3 mg/L de BAP y 1 mg/L de AlA, como se puede visualizar en

la Figura 20.

La proliferacion de brotes se consigue al adicionar al medio de cultivo citoquininas,
las cuales tienen la propiedad de romper la dormancia apical y estimular la brotacion de
yemas. La combinacién con auxinas es requerida para el crecimiento de los brotes (Aguiar
et al., 2008). En el presente estudio se utiliz6 la combinacién de la citoquinina BAP con la
auxina AlA, a diferentes concentraciones, obteniéndose brotacion en cada tratamiento

aplicado, como se puede visualizar en la Figura 20. Sin embargo, la concentracion de 3
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mg/L de BAP con 1 mg/L de AlA, fue efectiva para el desarrollo de un mayor nimero de

brotes por explante, con un total de 3.13 brotes por explante.

En el estudio realizado por Rios-Ramirez et al. (2017) se observé que la
combinacién de BAP con AIA tiene un efecto significativo en la brotacion del explante.
Conforme aumentaba la concentracion de BAP y AlA en el medio también aumentaba el
namero de brotes por explante. En el presente estudio se observé un patrén similar. La
combinacién de BAP a concentraciones de 0.5y 3 mg/L, y AIA a concentraciones 0.3, 0.5y
1 mg/L, favorecio6 el desarrollo de brotes en Draba obovata Benth., obteniéndose el mayor
namero de brotes (3.13) a las concentraciones mas altas de BAP y AIA, como se puede

visualizar en la Figura 20.

Longitud del tallo

En el presente estudio la mayor longitud de tallo en Draba obovata Benth. fue
obtenida con el medio suplementado con 3 mg/L de BAP y 1 mg/L de AIA, con un valor de
0.39 cm. Sin embargo, este valor no difiere significativamente con el resto de tratamientos
aplicados, excepto por el control, en donde no se evidencié aumenté de la longitud del tallo,
como se puede visualizar en la Figura 22. En el estudio realizado por Liu et al. (2022) se
utilizé un medio con diferentes concentraciones de BAP (1.1, 2.2 y 4.4 uM) en explantes de
la especie Draba yukonensis, y se determiné que la longitud del tallo aumentaba
significativamente en los brotes que fueron sembrados en los medios de cultivo
suplementados con BAP y se mantenia en valores entre 3 a 5 cm, mientras que, en el
control, la longitud del tallo fue de 2 cm. Como se puede ver, estos resultados difieren con lo
obtenido en el presente estudio, donde existié aumento en la longitud del tallo, sin embargo,
los valores se mantuvieron por debajo de 1 cm y no existieron diferencias significativas

entre los tratamientos aplicados, esto puede visualizarse en la Figura 22.

En el estudio realizado por Ccuno et al. (2021) se utilizaron medios de cultivo
suplementados con BAP y ANA en la especie Polylepis rugulosa Bitter. perteneciente a la

familia Rosaceae. Sus resultados demuestran que las altas concentraciones de BAP en el
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medio desfavorecen el aumento de la longitud de los brotes, asegurando que esto puede
deberse a que las citoquininas disminuyen la dominancia apical. Por lo que, para la
elongacion de brotes es necesario utilizar un medio con bajas concentraciones de
citoquininas que favorezca la elongacion del tejido por parte de las auxinas. En el presente
estudio, se puede observar que la combinacion de BAP con AIA en el medio de cultivo
favorecio el aumento de la longitud del tallo en Draba obovata Benth. con respecto al
control. Sin embargo, este aumento no fue significativo entre los tratamientos aplicados, es
decir, la combinacién de BAP con AlA, no tienen efecto en la longitud del tallo en explantes

de Draba obovata Benth.

Etapa de Enraizamiento

Porcentaje de enraizamiento

En el presente estudio se utiliz6 un medio de cultivo con diferentes concentraciones
de AIA, una auxina, con el fin de favorecer el desarrollo de raices en explantes de Draba
obovata Benth., los resultados obtenidos indican que la presencia de la auxina a una
concentracion determinada, en este caso 0.5 mg/L de AlA, favorece el desarrollo de raices
en esta especie, como se puede visualizar en la Figura 23. Se sabe que las auxinas son
hormonas vegetales con un papel fundamental en la regulaciéon de aspectos de crecimiento

y desarrollo de las plantas, como son la elongacion y division celular (Hu et al., 2017).

Se ha observado que las auxinas son esenciales en la regulacion del sistema
radicular debido a que controlan el alargamiento de la raiz primaria y formacién de raices

laterales (Alarcon et al., 2019).

En la etapa de enraizamiento de la especie Brassica oleracea var. capitata
perteneciente a la familia Brassicaceae, Gerszberg et al. (2015) utilizaron medio MS
suplementado con diferentes concentraciones de la auxina AlA (0, 2.68, 5.37 y 8.05 pM).
Sus resultados indican que la presencia de la auxina en el medio de cultivo mejora la
cantidad y calidad de las raices desarrolladas. Sin embargo, en ausencia de auxina,

también se desarrollan raices. A diferencia de lo obtenido en el presente estudio, donde se
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puede evidenciar que, en ausencia de la auxina AlA, los explantes de Draba obovata Benth.
no desarrollaron raices. Incluso a la concentracion mas baja aplicada de AlA, los explantes
de Draba obovata Benth. continGan sin desarrollar raices, como se puede visualizar en la

Figura 23.

En el mismo estudio realizado por Gerszberg et al. (2015) se observa que el
porcentaje de explantes que desarrollan raices en la especie Brassica oleracea var. capitata
aumenta conforme aumenta la concentracion de AlA en el medio de cultivo. Sin embargo,
este porcentaje disminuye cuando se alcanza la concentracibn méaxima utilizada en el
estudio, de 8.05 uM. En el presente estudio se observo un patrén similar, se aplicaron tres
concentraciones de AlA (0.2, 0.5y 1 mg/L) y se evidencié que el mayor porcentaje de
explantes de Draba obovata Benth. que presentaban raices se obtenia con la concentracion
de 0.5 mg/L de AIA, con un valor de 66.67%. Sin embargo, al aumentar esta concentracion
a 1 mg/L de AIA, el porcentaje de plantas de Draba obovata Benth. que presentaban raices

disminuia a valores de 6.67%, como se puede visualizar en la Figura 23.

Para la etapa de enraizamiento de la especie Lepidium draba L., Zinhari et al. (2017)
utilizan el medio de cultivo MS suplementado con 0.2 mg/L de ANA. Obteniendo un
porcentaje de explantes enraizados cercano al 100%. A diferencia de lo obtenido en el
presente estudio, donde el mayor porcentaje de explantes de Draba obovata Benth. que
presentaban raices, fue del 66.67%, en el medio de cultivo suplementado con 0.5 mg/L de
AlA, ya que, a concentraciones superiores de AlA, el desarrollo de raices disminuy6 a

6.67%, como se puede visualizar en la Figura 23.

En el estudio realizado por Saxena et al. (2021) se probaron dos tipos de auxinas en
la etapa de enraizamiento de la especie Draba yukonensis., ANA e IBA (Acido Indol
Butirico) a diferentes concentraciones (0, 2, 5, 10 y 20 uM), Los resultados obtenidos
indican que la presencia de ANA en el medio de cultivo desencadeno el desarrollo de callos
en el explante, mientras que, la presencia de IBA desencadend el desarrollo de raices a las

concentraciones mas altas utilizadas, 10 y 20 uM. En el presente estudio, la aplicacion de la
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auxina AlA para el desarrollo de raices en Draba obovata Benth. no desencadend la
formacién de callos a ninguna de las concentraciones utilizadas. Por otro lado, la
concentracion 6ptima para el desarrollo de raices en explantes de Draba obovata Benth. fue

a 0.5 mg/L de AIA, como se puede visualizar en la Figura 23.

El efecto de la auxina AlA en el enraizamiento de plantas ha sido documentado en
otras especies como es el caso de Gigantochloa atter (Hassk.) Kurz. perteneciente a la
familia Poaceae, cuyos explantes fueron sembrados en medio de cultivo suplementado con
diferentes concentraciones de AlA (15, 20 y 25 mg/L). Los resultados obtenidos indican que
conforme se aumenta la concentracion de AlA en el medio de cultivo también aumenta el
namero de plantas que presentan raices. Obteniéndose el mayor porcentaje de explantes
con raices, con un valor de 96%, a la concentracién de 20 mg/L de AlA. Sin embargo, se
puede evidenciar que al aumentar esta cantidad a 25 mg/L, el porcentaje de explantes que
presentan raices disminuye (Garcia et al., 2015). Algo similar se observo en los explantes
de Draba obovata Benth., en donde el mayor porcentaje de explantes que presentaban
raices, con un valor de 66.67%, se obtuvo a la concentracion de 0.5 mg/L de AlA. Sin
embargo, al aumentar este valor a 1 mg/L, el porcentaje de explantes con raices disminuy6
a 6.67%, como se puede visualizar en la Figura 23. Esto nos da un indicio de que el uso de
auxinas en el medio de cultivo debe darse a una concentracion adecuada para lograr el
objetivo buscado, en este caso el desarrollo de raices. Si se tiene una concentracién inferior

0 superior a la adecuada, el desarrollo de raices se ve afectado.

Otro estudio donde se utiliza la auxina AlA para enraizamiento fue realizado por
Jiménez-Marifia et al. (2019) en la especie Dahlia sp. perteneciente a la familia Asteraceae.
En este estudio se utilizaron tres concentraciones de AIA (0.1, 0.5y 1 mg/L) y se observo
qgue el mayor porcentaje de explantes enraizados fue a la concentracion de 0.5 mg/L de AlA,
con un valor de 87.5%. Sin embargo, al aumentar esta concentraciéon a 1 mg/L, el
porcentaje de explantes enraizadas disminuyé a un valor de 14.29%. En el presente estudio

se obtuvo un resultado similar, el mayor porcentaje de explantes de Draba obovata Benth.
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gue presentaban raices, con un valor de 66.67%, se logré con la concentracién de 0.5 mg/L
de AIA. Mientras que, al aumentar la concentracion de AIA a 1 mg/L, este porcentaje
disminuyd. Ademas, en el presente estudio en ausencia de la auxina AlA y con la
concentracion mas baja utilizada de AIA (0.2 mg/L) no se obtuvieron explantes de Draba
obovata Benth. enraizados, como se puede visualizar en la Figura 23. A diferencia de otros
estudios, en donde los explantes en ausencia de AlA y con las concentraciones mas bajas,
desarrollan raices. Como se sabe en muchas especies vegetales existe la presencia de
auxinas endogenas que pueden promover el desarrollo de las raices en las especies
vegetales (Garcia et al., 2015); (Jiménez-Marifa et al., 2019). En el caso de Draba obovata
Benth. se evidencio que la presencia de la auxina AIA es necesaria para el desarrollo de
raices, ya que, en su ausencia no se evidencia la formacion de estas. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que la concentracion de la auxina AlA debe ser adecuada para favorecer el

desarrollo de las raices en Draba obovata Benth.

El presente trabajo se convierte en una base para futuros estudios en la especie
Draba obovata Benth. Mediante este estudio se han desarrollado exitosamente las etapas 0,
1, 2 y 3 del cultivo in vitro de especies vegetales. Los resultados obtenidos son favorables
para establecer in vitro la especie Draba obovata Benth., y que a futuro pueda ser utilizada
en procesos de restauracion ecolégica. Como sabemos, la especie se encuentra
amenazada y su conservacion es importante. Con los resultados obtenidos en la presente
investigacion, se podra introducir in vitro la especie Draba obovata Benth., para obtener un

banco de plantas in vitro que puedan ser utilizadas en futuros proyectos.



94

Capitulo VI: Conclusiones

El protocolo de desinfeccion optimo para las semillas de Draba obovata Benth.
consto de detergente al 2% durante 15 minutos, seguido de etanol al 70% durante 1
minuto y una concentracioén de 2.5 % de hipoclorito de sodio, con un tiempo de
inmersién de 10 minutos (tratamiento T5), se obtuvo un porcentaje de contaminacion
y oxidacion del 0%.

Para la etapa de germinacién in vitro de las semillas de Draba obovata Benth. se
estableci6é el medio de cultivo MS al 100% suplementado con 30 g/L de sacarosa
(tratamiento G6), con un porcentaje de germinacion del 86.67%.

En la etapa de multiplicacion la mejor combinacion de hormonas vegetales fue con
una concentracion de 3 mg/L BAP y 1 mg/L AlA (tratamiento M6), en donde se
obtuvo un promedio de 3.13 brotes por explante.

El tratamiento E2 con una concentracion de 0.5 mg/L de AlA, resulté efectivo para el
desarrollo de raices en explantes de Draba obovata Benth. con un porcentaje de

enraizamiento de 66.67%.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Se recomienda el uso de otros agentes desinfectantes como el hipoclorito de calcio
gue es ampliamente utilizado en ciertas especies de la familia Brassicaceae para el
proceso de desinfeccion de semillas y otros tipos de explantes empleados en el
cultivo in vitro.

En el caso de que las semillas presenten latencia se pueden utilizar tratamientos pre
germinativos que permiten romper esta latencia. Los cuales pueden ser aplicados
antes o después del tratamiento de desinfeccién y cuyo objetivo principal es mejorar
la tasa de germinacioén de las semillas.

Para la etapa de multiplicacion se recomienda la combinacion de BAP con otras
auxinas como ANA, que han dado buenos resultados en diferentes especies
pertenecientes a la familia Brassicaceae, de tal manera que se pueda establecer
nuevas combinaciones para la induccion de brotes y sobretodo en la elongacion de
tallos en Draba obovata Benth.

Para la etapa de enraizamiento se recomienda utilizar otras auxinas, como ANA, que
ha sido utilizada en otras especies de la familia Brassicaceae, obteniendo
porcentajes de explantes enraizados cercanos al 100%. De tal manera, que se pueda
determinar la auxina 6éptima que generé mayores porcentajes de explantes

enraizados de Draba obovata Benth.
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