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RESUMEN

La semilla es util para la produccion de plantulas con fines de restauracion y
conservacion de germoplasma, asegurando asi la sobrevivencia de las especies.
El objetivo principal de este estudio fue evaluar la respuesta germinativa de
cuatro especies forestales nativas (Hedyosmum luteynii, Myrcianthes
rhopaloides, Oreocallis grandiflora, Weinmannia fagaroides) del macizo del
Cajas. También caracterizarlas morfolégicamente Yy fisiologicamente. Para este
altimo se realiz6 una prueba de imbibicion para determinar el tipo de testa de
estas especies. Ademas, el tipo de endosperma, ubicacion de los embriones y el
tamafo de las semillas y de los embriones fue analizado. Adicionalmente, el color
de las semillas fue analizado y evaluado. Para evaluar la respuesta germinativa,
los siguientes tratamientos fueron aplicados: 1) Estratificacion caliente. 2)
Estratificacion fria. 3) Inmersion en acido giberélico. 4) Escarificacion acida. Los
resultados mostraron que todas las especies presentaron testa permeable. El
color de las semillas puede ser utilizada como un indicador de calidad para H.
luteynii y O. grandiflora. Segun sus endospermos y embriones M. rhopaloides y
O. grandiflora fueron clasificadas como periférico, H. luteynii como lineal
subdesarrollado y W. fagaroides como lineal totalmente desarrollado. Los
tratamientos de estratificacion no presentaron diferencias significativas entre si
para la germinacién. La inmersion en acido giberélico produjo germinacién con
mayores resultados y un nimero de dias hasta la germinacion menor que los
otros tratamientos. La escarificacion acida produjo germinacién con menores
resultados que los otros tratamientos. El conocimiento generado en este estudio

tendra una aplicacion practica en los programas de reforestacion y conservacion.

PALABRAS CLAVES: SEMILLA, GERMINACION, DORMANCIA,
ESTRATIFICACION, ESCARIFICACION, AG, ESPECIES NATIVAS.
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SUMMARY

Seeds are very useful in plant production for restoration and germplasm
conservation purposes. The main goal of this study was to evaluate the
germinative response of four native tree species (Hedyosmum luteynii,
Myrcianthes rhopaloides, Oreocallis grandiflora, Weinmannia fagaroides) from
the Cajas Massif. Seed morphology and seed physiology of these species were
evaluated, through an imbibition test in order to define seed coat type for each
species. Moreover, the type of endosperm, location of the embryos and the size
of seeds and embryos were analyzed. Additionally, seed color were evaluated.
In order to evaluate the germinative response of the species above-mentioned,
the following thermic treatments were applied: 1) Warm stratification. 2) Cold
stratification. 3) Immersion in gibberellic acid. 4) Acid scarification. The results
showed that all species had permeable seed coat and also the seed color was a
positive indicator for germination for H. luteynii and O. grandiflora. The
endosperm and embryos for M. rhopaloides and O. grandiflora were classified as
peripheral from a morphological point of view, H. luteynii classified as linear
underdeveloped and W. fagaroides as linear fully developed. The stratification
treatments did not affect the germination rate. Immersion in gibberellic acid
caused higher germination rate and reduced the days until germination. The acid
scarification produced a low germination in comparison with other treatments.
The knowledge generated in this study on native tree species will have an

application in reforestation and conservation programs.

KEYWORD: SEED, GERMINATION, DORMANCY, STRATIFICATION,
SCARIFICATION, GIBBERELLIC ACID, NATIVE SPECIES.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La semilla, mediante la germinacion, es la mejor forma de propagacion de las
especies vegetales. Es util para la produccién de plantulas para la restauracion
y conservacion de germoplasma; asegurando asi la sobrevivencia de las
especies y biodiversidad en la naturaleza (Vazquez et al. 1997; Molina, 2001).
La propagacion por semillas genera una mayor diversidad en la naturaleza
debido a su composicién genética Unica (Schmidt, 2000). Esto incide en una
mayor resistencia de las plantas a plagas y enfermedades (Moreno, 1996;
Schmidt, 2000). Sin embargo, en algunas especies la corta viabilidad, la
dormancia, entre otros problemas de manejo, limitan la utilizacion de estas

especies en programas de restauracién como reforestacién (Schmidt, 2000).

Es importante mencionar que la dormancia fisiolégica es la mas corriente en la
naturaleza. Esta presente en las gimnospermas y en la mayoria de los grupos
de angiospermas (Baskin & Baskin, 2004; Gimeno, 2009). Mientras que la
dormancia fisica esta presente en minimo 18 familias de angiospermas (Baskin
& Baskin, 2014).

En el Ecuador, a pesar de que las semillas forestales constituyen el nacleo de la
forestacion y reforestacion, son muy poco estudiadas (Prado et al. 2010). Por lo
tanto, la informacion técnica y cientifica sobre especies forestales nativas de
interés y arboles semilleros son restringidas (Prado et al. 2010). Aun asi, visto
desde la perspectiva sostenible, los recursos forestales representan parte de la
estabilidad ecoldgica del pais (Silvia, 2010). En este sentido, Prado et al. (2010)
manifiestan la necesidad de que los usuarios tengan un mayor acceso a la
informacion técnica y cientifica acerca de las especies nativas segun sus
intereses. Ante eso se evidencia la necesidad de integrar mas investigacion en
caracterizacion, evaluacion, conservacion, uso y manejo de especies forestales

nativas.
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CAPITULO II: JUSTIFICACION

En la actualidad, la degradacion de los ecosistemas y la pérdida de biodiversidad
se incrementan considerablemente. Esto es efecto de los incendios, la extension
de la frontera agricola, la ganaderia y la explotacion irracional de los bosques
por la industria maderable (Silvia, 2010; Guerrero & Luzon, 2012; Salinas, 2013).

Si bien es cierto, las semillas son una forma de propagacion y contribuyen en la
regeneracion natural, también albergan una gran riqueza genética, resultante de
la mezcla de los materiales genéticos parentales (Schmidt, 2000). Esta variacion
genética de las plantulas, potencia su adaptacion ecologica en diferentes
hébitats (Schmidt, 2000).

En algunas especies, las semillas generalmente se producen en grandes
cantidades y estan facilmente disponibles cada afio o en periodos mas largos
(Schmidt, 2000). Son generalmente pequefos paquetes concentrados de las
plantas que contienen los nutrientes para el establecimiento de las plantulas
(Schmidt, 2000). Incluso, las semillas generalmente son mucho mas resistentes
a los dafos y estrés ambiental que la propagacion vegetativa, a excepcion de las
semillas recalcitrantes (Schmidt, 2000). Estas ultimas son susceptibles a ser
almacenadas por largos periodos (Schmidt, 2000).

Por otro lado, la multiplicacién y propagaciéon de las semillas se ve limitada tanto
por factores bibticos, por ejemplo, infestacién por hongos y depredacién por
insectos (Gonzalez et al. 2013). También se limita por factores fisiologicos
presentes en las semillas, como por ejemplo, los diferentes tipos de dormancia
(Baskin & Baskin, 2004; Courtis, 2013). Gonzélez et al. (2013) analizaron la
germinacion, infestacion y viabilidad de semillas de bellotas (fruto-semilla) en
Quercus polymorpha (Schitdl. & Cham.) almacenadas por un afio. En efecto, los
resultados revelaron que el 70% de las bellotas fue infestado por insectos antes
de su almacenamiento y el 20% de la viabilidad de las bellotas se perdié por

factores fisioldgicos. Por otra parte, los periodos pre-germinativos prolongados y
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el bajo porcentaje de germinacién que presentan algunas especies constituyen

un limitante fundamental para la propagacion de las especies forestales.

Por otra parte, el Ministerio del Ambiente del Ecuador (MAE, 2012) indica que en
el trascurso de 2000-2008, la deforestacion anual era de 77.647 ha/afio; de las
cuales, 1.058 ha se encontraron en la provincia del Azuay. En atencion a la
problemética expuesta, el Ministerio del Ambiente mediante diferentes
programas; como por ejemplo, “Mi Bosque Del Futuro”; trata de recuperar las
areas degradadas; sembrando especies nativas (MAE, 2016). Estas ultimas que
no solo contribuyen en la conservacion de si misma y su diversidad genética,
sino también son menos invasivas y corresponden mejor a las preferencias del
pueblo local que las especies exoticas (Thomas et al. 2014). Una de las
limitantes en el Ecuador es que la informacion técnica y cientifica sobre especies
forestales nativas de interés y arboles semilleros son restringidas (Prado et al.
2010).

La informacién generada en este estudio podria ser utilizada por diferentes
instituciones como el Ministerio del Ambiente (MAE), Empresa Publica Municipal
De Telecomunicaciones, Agua Potable, Alcantarillado Y Saneamiento (ETAPA),
agricultores, viveristas e investigadores, con interés en la propagacion sexual de
especies nativas y en la produccién de plantulas de calidad para realizar
actividades de restauracion, rehabilitacion, implementacion de sistemas

agroforestales, entre otros.

e —————
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CAPITULO lll: OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta germinativa de cuatro especies forestales nativas (H.
luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora y W. fagaroides) del macizo del Cajas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las caracteristicas morfoldgicas (color, tamafio, tipos de testa,
tipos de embriones) y fisioldgicas (germinacién, dia hasta la germinacion,
dormancia) de las semillas de cuatro especies forestales nativas (H.
luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora y W. fagaroides) del Macizo del
Cajas.

e Evaluar el porcentaje y tiempo hasta la germinacion de cuatro especies
forestales a diferentes tiempos de exposicién a tratamientos térmicos,

acido sulfurico y acido giberélico.

3.3. Preguntas de Investigacion

a. ¢Cuales son las caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de las semillas
de H. luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora y W. fagaroides?

b. ¢Hay diferencias entre los tratamientos térmicos en la germinacion de
semillas de H. luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora y W. fagaroides a
diferentes tiempos de exposicién?

c. ¢Hay diferencias entre los tratamientos acido sulfarico y acido giberélico
en la germinacion de H. luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora y W.

fagaroides a diferentes tiempos de exposicion?

e —————
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CAPITULO IV: MARCO TEORICO

4.1. Semilla
Es la unidad, producida por el desarrollo y la maduracion del ovulo fecundado de
una gimnosperma o angiosperma (Courtis, 2013). También se la conoce como
la entidad de dispersion y perpetuacion de la mayoria de las especies vegetales

y la culminacion de la evolucién de las especies (Courtis, 2013).

La viabilidad es una de las principales caracteristicas de una buena semilla
(Romero & Nieto, 1999). Segun estos ultimos autores se considera como viable
aguella semilla que esta viva y que es capaz de germinar y producir una plantula
normal. Hoy en dia, existen diversas pruebas para determinar la viabilidad de un
lote de semillas, tales como: la prueba de corte, de tetrazolio, de rayos X, escision
de embriones y peréxido de hidrogeno (Schmidt, 2000). De estas pruebas, la de
tetrazolio es la mas difundida (Schmidt, 2000). Hay que tener presente que la
prueba de viabilidad es generalmente menos aplicable en semillas diminutas
como las del eucalipto donde y la prueba por escision de embriones es
practicamente imposible (Schmidt, 2000).

4.1.1. CLASIFICACION DE LAS SEMILLAS SEGUN SU VIABILIDAD

4.1.1.1. Semillas latentes

Son aquellas que necesitan ser almacenadas durante un periodo de tiempo para
que el embrion complete su madurez fisiolégica, no suelen germinar al ser
sembradas inmediatamente después de ser extraidas del fruto (Ifiiguez, 2008).

Se pueden almacenar por varios meses hasta afos (Ifiguez, 2008).

4.1.1.2. Semillas ortodoxas

Son aquellas que pueden secarse a niveles de humedad relativa entre 10 y
25%(FAO, 2014). Se pueden almacenar a baja humedad relativa y bajas

temperaturas, 15% y -18°C generalmente, por periodos muy largos (FAO, 2014).
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4.1.1.3. Semillas recalcitrantes

Son aquellas que no toleran a la desecacion y no se secan en las Ultimas etapas
de desarrollo, permitiendo un rango de 0.3 — 4 gg* de su contenido de agua
(FAO, 2014). La pérdida de agua se traduce rapidamente en una disminucion de
vigor y viabilidad, y la muerte de las semillas con un contenido de agua
relativamente alto (FAO, 2014). Segun Walters et al. (2014) la Gnica opcién de
conservar germoplasma de las semillas recalcitrantes por largo plazo es la
criopreservacién, que implica almacenar el germoplasma en liquido nitrogenado

a una temperatura extremadamente baja (-196°C).

4.1.1.4. Semillas erréticas

Son aquellas que no presentan una germinacion uniforme bajo ningun
tratamiento. Generalmente, estas semillas provienen de bosques secos y
algunas de ellas pueden germinar a los pocos dias. Mientras que las otras
semillas pueden demorar desde semanas hasta meses para germinar (Ifiguez,
2008).

4.3. Germinacion

Segun la Asociacion Internacional de Andlisis de Semillas (ISTA, 2007), la
germinacion de una semilla es la aparicion y el desarrollo de las estructuras
esenciales de una plantula reflejan su capacidad de desarrollarse en una planta
normal en condiciones favorables en suelo. Este proceso lleva a cabo mediante

3 etapas:

- Fase | (Imbibicion): es la fase inicial de la germinacion, en la cual la semilla
embebe agua (Nonogaki et al. 2010; Zahia, 2014). Esta fase va acompafiada

de una elevacion de la intensidad respiratoria (Zahia, 2014).

- Fase Il: conocida como la germinacion stricto sensu, esta fase se caracteriza
por la estabilidad de la hidratacién (Nonogaki et al. 2010) y de la respiracion

a un nivel elevado. Durante esta fase, la semilla puede ser, reversiblemente,
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deshidratada y rehidratada sin sufrir dafio aparente en su viabilidad. Se
termina con la emergencia de la radicula fuera de los tegumentos seminales
(Zahia, 2014).

- Fase lll: estd caracterizada por reanudar la absorcion de agua y un
incremento del consumo de oxigeno, corresponde al proceso de crecimiento
de la radicula y del tallo, debido a la division mitética y la expansion de las
células (Nonogaki et al. 2010; Zahia, 2014).

4.4. Factores que afectan a la germinacion.

4.4.1. Factores extrinsecos
Son los factores externos, propios del ambiente en lo cual se encuentra la
semilla, entre los cuales se encuentran la humedad, la temperatura, el oxigeno,
etc. (Romero & Nieto, 1999).

4.4.2. Factores intrinsecos

Son los factores internos, aquellas que son propias de la semilla. Dentro de estos
factores se encuentran: embrion fisioldgicamente inmaduro, fitohormonas (acido
abscisico, etileno, y las giberelinas, principalmente), presencia de tegumentos
duros, viabilidad, etc. (Courtis, 2013).

4.4.2.1. El 4cido abscisico (ABA)

Conocido como regulador de crecimiento, el ABA controla la maduracién de las
semillas y es responsable de la induccion y el mantenimiento de la dormancia
primaria (Courtis 2013). Esta udltima que impide que el embrion pase
directamente de la embriogénesis a la germinacion, por lo tanto el ABA es

considerado como el supresor de la germinacion (Gimeno, 2009; Courtis 2013).

4.4.2.2. El acido giberélico (AG)
Es de mucha importancia en la fisiologia de las semillas e indispensable para la
germinacion, por ser el principal precursor de esta junto con el etileno, a mas de

tener una accién antagonica al ABA. Es asi que la dormancia fisiol6gica de una
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semilla depende del ratio entre de ABA y el AG3 (Baskin & Baskin, 2004; Gimeno,
2009).

Chen et al. (2007) demostraron que el contenido de ABA influye en la ruptura de
la dormanciay la germinacion, analizando y cuantificando los contenidos de ABA
y AGs en semillas de Prunus campanulata. En efecto, los resultados revelaron
que la concentracion del ABA en las semillas o los tejidos embrionarios
disminuyen durante la estratificacion fria y/o caliente. Ademas, el contenido de
ABA era aproximadamente 6 a 12 veces menor que en las semillas recién

colectadas.

En este contexto, los mismos autores demostraron que la estratificacion caliente-
mas-fria disminuye la concentracion del acido abscisico en la testa, el endocarpio
y el embrién y al mismo tiempo estimula la dormancia. De hecho, la
concentracion del ABA era del83 pg, 665 pg, y 416 pg en la testa, el endocarpio,
y el embridon de las semillas germinadas, respectivamente. En cuanto a las
semillas germinadas, la concentracion del ABA estaba todavia mas bajo: 183 pg
en la testa, 665 pg en el endocarpio y 416 en el embrién. Por ende, obtuvieron
unos porcentajes de germinacion inferior a 3% en semillas recién colectadas y
de 99% en semillas estratificadas, lo que sugiere que bajos contenidos de ABA

puede mejorar la germinacion.

Cabe precisar que el contenido de ABA encontrado en este estudio era
aproximadamente 5 veces mayor que el nivel de AGs (1520 pg de ABA vs 289
pg de AGs). Por otro lado, reportaron que la aplicacion de 10 uM de ABA previene

totalmente la germinaciéon en Prunus campanulata.

4.6. Dormancia o dormicién

La dormancia es una estrategia adaptativa desarrollada por la planta para que la
germinacion se produzca cuando las condiciones ambientales son Optimas
(Courtis, 2013). Esto facilita la dispersion de las semillas de las especies
vegetales del grupo de las espermatofitas (Courtis, 2013). La dormancia es

también, la incapacidad de una semilla viable para germinar, a pesar de que las
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condiciones ambientales son favorables (Baskin & Baskin, 2004; Gimeno, 2009).

Existen varios tipos de dormancia como se describen a continuacion.

4.6.1. Dormancia fisiolégica

La dormancia fisiolégica es la mas corriente en la naturaleza (Baskin & Baskin, 2004;
Gimeno, 2009). Esta presente en las gimnospermas y en la mayoria de los grupos de
angiospermas (Baskin & Baskin, 2004; Gimeno, 2009). Este tipo de dormancia esta
caracterizada por la presencia de inhibidores fisiologicos en la semilla,
principalmente el ABA (Baskin & Baskin, 2004; 2014). Existen tres niveles de
dormancia fisiolégica: no-profundo, intermedio y profundo (Baskin & Baskin,
2004; 2014). Pues, las semillas dormancia fisiol6gica varian con respecto a la
resistencia del mecanismo de inhibicion fisioldgica, respuesta al AGs y los

requerimientos para romper la dormancia (Baskin & Baskin, 2014).

4.6.2. Dormancia morfolégica

Ocurre cuando el embrion de la semilla no alcanza su madurez completa
(embrién subdesarrollado) (Baskin & Baskin, 2004; 2014). Sin embargo, el
embrion estd diferenciado, es decir que los cotiledones, hipocétilo y radicula
pueden ser distinguidos (Baskin & Baskin, 2004). Los embriones en las semillas
con dormancia morfolégica no son fisiologicamente dormidos y no requieren de
un pretratamiento para romper la dormancia. Por ende, solo necesitan tiempo

para crecer hasta su tamafio completo y luego germinar (Baskin & Baskin, 2004).

4.6.3. Dormancia morfo-fisiologica

Presencia de la dormancia morfologica y fisiolégica de forma combinada (Baskin
& Baskin, 2004; 2014). Este tipo de dormancia ocurre en las semillas
diferenciadas con embrién diferenciado como lineal subdesarrollado,
rudimentario o espatula en forma (Baskin & Baskin, 2014). En general, dos cosas
deben pasar antes de que las semillas las semillas pueden germinar: 1) el
embrién debe crecer dentro de la semilla hasta un tamafio critico, y 2) se debe
romper la dormancia fisiol6gica del embrion (Baskin & Baskin, 2014). En el primer
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caso, se requiere un periodo de tiempo considerablemente mas largo que en las

semillas con dormancia morfolégica (Baskin & Baskin, 2004).

4.6.4. Dormancia fisica

Este tipo de dormancia esta inducida por una o0 mas capas impermeables al agua
de las células de palizadas en la cubierta de la semilla o del fruto (Baskin &
Baskin, 2004; 2014). Esta presente en minimo 18 familias de angiospermas
(Baskin & Baskin, 2014). Generalmente, este tipo de dormancia se rompe bajo
condiciones tanto naturales como artificiales, excepto la escarificacion mecénica
(Baskin & Baskin, 2004).

Frente a la dormancia existen tratamientos que permiten romper la dormancia
para acelerar el proceso germinativo, de los cuales algunos han dado muy
buenos resultados. Por ejemplo, en un estudio de la propagacion de Myrcianthes
coquimbensis a través semillas y esquejes, realizado en Chile por Saldias y
Velozo (2014) se reportaron que la aplicacion de AGs a una concentracion de 15

g/l, permitié incrementar la germinacion de alrededor del 48% a 68.25%.

Por otra parte, estudios realizados en Chile por Quiroz et al. (2009) demostraron
qgue la germinacion en Weinmannia trichosperma fue de 33% bajo la aplicacién

de AG a una concentracion de 250 ppm por un tiempo de remojo de 3 horas.

En el Ecuador, Espinoza (2008) en su investigacion denominada “Analisis de
calidad y comportamiento de semillas de lupina (Cytisus monspensulanus) en
distintas comunidades de Chimborazo”; revel6 que los porcentajes de
germinacion no superaron el 42.75%. Resultados obtenidos con la aplicaciéon de
AG que es un estimulante de la germinacién. De la misma manera, en un ensayo
de evaluaciéon de la propagacion sexual de las especies forestales; Psidium
guajava, Piptocoma discolor, Ochroma pyramidale y Croton lechleri bajo
invernadero, en la provincia Zamora Chinchipe (Ecuador) realizado por Salinas

(2013); han obtenido porcentajes muy bajos en Piptocoma discolor y Croton
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lechleri, siendo 3.75% y 1.75% respectivamente. Algo similar ocurrid con
Guerrero y Luzén (2012) en la misma provincia; donde obtuvieron resultados de
germinacion de 5% y 3.25% para Alnus acuminata para las semillas recién
colectadas y almacenadas, respectivamente. Mientras que para Croton lechleri
los resultados en semillas recién colectadas y almacenadas al ambiente fueron
de 0%. Segun los autores de ambos experimentos (Chimborazo y Zamora
Chinchipe), la baja y nula germinacién del Croton lechleri se debe,
probablemente, a la falta de madurez fisiolégica de las semillas (semillas sin
embrién) por un lado. Por otro lado a la falta de desarrollo de los embriones,

también conocido como dormancia morfologica (Baskin & Baskin, 2004, 2014).

Otro tratamiento que se ha utilizado también, es la estratificacion fria, la cual
consiste en mantener las semillas a temperaturas entre 4 y 10°C. Con este
altimo, han alcanzado germinacion de 96% en las especies Roble (Nothofagus
obligua) y Rauli (Nothofagus nervosa) después de estratificacion en arena
hameda entre 3 y 5°C por 90 dias (Quiroz et al. 2009).

Al respecto, Baskin y Baskin (1988) indican que la temperatura es el primer factor
ambiental que regula la germinacion por su papel decisivo en la ruptura de la
dormancia. Este proporciona a la mayoria de las especies un periodo de frio
invernal (5°C temperatura 6ptima para la mayoria de las especies), antes de la
germinacion, o para incrementar la tasa de germinacion en primavera (Baskin y
Baskin, 1988). Por consiguiente, mejora la permeabilidad de la testa en las
semillas con dormancia fisica (Baskin y Baskin, 1988). En el caso de la
dormancia fisiologica se requiere bajas o altas temperaturas para romper la
dormancia y en caso de la dormancia morfofisiol6gica temperaturas frias (Baskin
& Baskin, 1988).

Estudios realizados en Ecuador con especies forestales nativas en Riobamba,
Quishpe (2009) probo la estratificacion en agua a 50°C por 80 minutos en arupo

(Chionanthus pubescens kunth). Los resultados demostraron que el tiempo de
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germinacion disminuyd de 110 dias a 32 dias y el porcentaje de germinaciéon
incrementd de 50.67% (control) a 84.67%.

Por otra parte, Jiménez (2013) reportd que en Hesperomeles ferruginea el mejor
resultado que se ha encontrado fue mediante la extraccion de los embriones con
un 94%. Estos resultados fueron superiores a los tratamientos por inmersion en
agua destilada por 7 dias con 4.67% de germinacion. La escarificacion mecéanica
(Lijado y corte de las puntas de las semillas) y el testigo, ambos con 8.67% de
germinaciéon. En cuanto a los tratamientos de escarificacién con &cido sulftrico
al 10%, estratificacion con agua hervida y la estratificacion a 4°C los resultados

de germinacién fueron nulos.

Otro aspecto importante que limita la propagacion por semillas son los periodos
pregerminativos prolongados. Como es el caso del Croton lechleri que inicié su
germinacion a los 84 dias, aun cuando se sometio a tratamientos estimulantes
de germinacion (Salinas, 2013); en Myrcianthes coquimbensis se evidencio
germinacion a los 90 dias después de la siembra con un 51% de germinacion en
verano y 29% de germinacion en invierno (Saldias & Velozo, 2014); en Prunus
campanulata a los 112 dias (16 semanas) el porcentaje de germinaciéon fue
inferior a 3% (Chen, et al. 2007); en Myrica rubra se registr6 31.3% de
germinacion a los 140 dias (20 semanas) (Chen, et al. 2008); Sphaeralcea
munroana a los 180 dias (6 meses) alcanzé la maxima germinacion (93%) con
tratamientos pregerminativos con temperaturas frias y calientes (Kildisheva et al.
2011); de ahi que, superar todas estas restricciones constituye un gran desafio

para la ciencia.

e —————
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Tabla 1: Descripcién de las especies en estudio.

Nombre

cientifico

Nombre

vulgar

Descripcién

Hedyosmum

luteynii

Borracho

Son arboles de 14 m de altura, con un diametro mayor a 30
cm. Esta especie se encuentra en los bosques andinos, en
lugares bien conservados y con pendientes poco
pronunciadas. En el Ecuador esta distribuida en un rango
altitudinal entre 2500 a 4000 m s.n.m (GAD Parroquial

Octavio Cordero Palacios, s.f.; Castillo, 2013).

Myrcianthes

rhopaloides

Arrayan

Son arboles de alrededor de 10 m de alto, sus hojas son
totalmente glabras y su forma varia de eliptica a abovada u
ovada. Es un arbol nativo de la region andina, distribuido
entre los 2000 y 3000 m s.n.m. Su madera se utiliza en la
construccién de casas, se usa para la lefia, mientras que sus
hojas se usan con fines medicinales para aliviar dolor de

estdbmago, de garganta y para el resfrio (Fontenla, 2006).

Oreocallis

grandiflora

Ganal

Llamado vulgarmente gafal, el O. grandiflora se encuentra
en la zona andina del PerG y Ecuador entre un rango
altitudinal de 1500 a 4000 m s.n.m.; se trata de un arbusto de
5-7 m de altura y su tallo mide 20 cm de diametro, con una
corteza externa agrietada de color grisaceo y su corteza
interna de color blanquecino (Reynel & Marcelo, 2009;
Delgado, 2013).

Weinmannia

fagaroides

Sarar

Conocido comunmente como sarar, el W. fagaroides es una
especie tipica del Ecuador. Se trata de un &rbol de 1 a 10 m
de alto, con tallo diminuto y denso o moderadamente
puberulento o glabro con la edad. Estad distribuido de
Honduras, Costa Rica hasta Colombia, Venezuela, Ecuador,
Peri y Bolivia, creciendo en bosques secundarios,
robledales, margenes de paramos, areas de vegetacion

subpéramosa, entre los 2200-3300 m s.n.m. (Morales, 2010).
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5. CAPITULO V: MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion del area de estudio

Este experimento se llevo a cabo en el Laboratorio de Semillas de la Carrera de
Ingenieria Agronomica de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad de Cuenca, ubicada a 2590 m s.n.m. con una temperatura ambiental
entre 15-17 °C y una precipitacion de 878 mm. Las semillas de las especies en
estudio (H. luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora y W. fagaroides) fueron
recolectadas dentro de los bosques de Mazan y Llaviucu (Figura 1), ambos
ubicados en el macizo del Parque Nacional Cajas. Cabe indicar que este estudio
se realiz6 dentro del proyecto de investigacion “Efectos del cambio climatico en
la capacidad germinativa de semillas y produccién de plantulas de especies

forestales nativas andinas en dos bosques de la provincia del Azuay”.

Parque Nacional Cajas (PNC)

Sitios de Estudio

I PHC
0 25 5km P < &
Figura 1: Mapa de ubicacion de la zona de estudio
(Elaborado por: Joseph & Delva, 2016)
Alain Joseph
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5.2. Metodologia para la investigacion
Esta investigacion se llevdo a cabo en dos fases: una de campo y otra de

laboratorio.

5.2.1. Trabajo de campo

Los frutos fueron colectados de individuos que estan distribuidos ampliamente
en los bosques de Mazéan y Llaviucu dentro de su periodo de fructificacion y su
estado de madurez. Cabe mencionar que las especies son las mismas en los
dos sitios donde la recoleccion de los frutos se inici6 en noviembre del 2015

hasta marzo del 2016.

5.2.2. Trabajo de laboratorio
Una vez que los frutos fueron colectados, estos fueron transportados al
laboratorio de semillas de la FCCAA, donde las semillas fueron extraidas para el

analisis y proceder a los experimentos.

Es importante sefalar que todas las semillas fueron sometidas a un mismo
protocolo de desinfeccidn estandarizado y aplicado en el laboratorio de Semillas,
previo a la siembra, como se describe a continuacion:

Las semillas fueron lavadas en agua corriente por 3 a 10 minutos, luego, se
colocaron 3 a 8 gotas de jabon liquido, dependiendo del tamafio de las semilla y
se las removio para que se homogenice el jabdén. A continuacién las semillas
fueron nuevamente lavadas con agua corriente para eliminar el exceso de jabon
y luego con agua destilada. Adicionalmente, fueron colocadas con alcohol por
uno a cinco minutos dependiendo del tamafio de las semillas y, por dltimo se

enjuagaron con abundante agua destilada.

e —————
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5.2.2.1. Caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas de las especies

nativas.

5.2.2.1.1. Prueba de imbibicién

Con el propdsito de determinar si las especies antes mencionadas tienen testa
permeable, una prueba de imbibicion fue realizada, lo que consistioé en pesar un
lote de 100 semillas secas y distribuirlas en cuatro réplicas de 25 semillas.
Seguidamente fueron colocadas en cajas petri y sumergidas en agua destilada
para posteriormente tomar los datos a las 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas,
mediante una balanza analitica (Orozco et al. 2007; Jiménez, 2013). Los
resultados de esta prueba fueron analizados a través de un analisis de regresion
con intervalo de confianza al 95% para el peso ganado de las semillas mientras
fue incrementando el tiempo de imbibicion. Finalmente, la capacidad germinativa

de esas semillas fue evaluada.

5.2.2.1.2. Prueba de viabilidad
Esta prueba consistié en sumergir las semillas no germinadas en una solucion
de tetrazolio (C19H15CIN4) al 1%, por 24 horas. Este procedimiento consistio en

sacar la testa de las semillas, sin causar dafio a los cotiledones y embrién.

5.2.2.1.3. Caracterizacién morfolégica de las semillas de las cuatro
especies nativas

Para determinar las principales caracteristicas morfolégicas de las semillas se
midieron el largo y el ancho de 100 semillas y 20 embriones por cada especie
usando un estereoscopio OLYMPUS SZ61. Este equipo contiene un programa
denominado “INFINITY ANALYZE 1” que permite medir linea, perimetro, area,
etc. Por otro lado, las semillas fueron clasificadas en base a las caracteristicas
del embrion y del endospermo. Para tal efecto se utilizé la clave para la
clasificacion de semillas establecida por Martin (1946); la cual fue revisada y
corregida por Baskin y Baskin (2007). Por lo tanto, las correcciones realizadas
por Baskin y Baskin (2007) fueron consideradas para las observaciones en este
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estudio. En cuanto a sus colores, las semillas fueron clasificadas basado en el
libro: Revised Standard Soil Colour Charts (1992).

Adicionalmente, la calidad de las semillas fue evaluada segun los distintos

colores que presentaron después de la recoleccion.

5.2.2.1.5. Prueba de correlacion

Se seleccionaron 50 semillas fueron seleccionadas aleatoriamente, usando la
funcion “ALEATORIO.ENTRE” en Excel. Estas fueron pesadas y medidas (largo
y ancho) con el propdsito de determinar si existe o no una correlacion entre la
germinacioén y el largo, ancho y su peso. Cabe sefalar que esta prueba no fue
aplicada a las especies W. fagaroides y M. rhopaloides, debido a su tamafio
(largo < 0.95 mm y ancho < 0.63 mm) y bajo peso de cada semilla de la W.
fagaroides. En el caso del M. rhopaloides, que es una especie recalcitrante y que

la prueba no coincidio con el periodo de fructificacion.

5.2.2.2. Estratificacion fria

La estratificacion fria consistio en colocar papel absorbente en 12 cajas petri. El
disefio consistid en ubicar las semillas en un total de 12 réplicas de 25 semillas
cada una. Las semillas fueron humedecidas con agua destilada de acuerdo a los
requerimientos y puestas en refrigeracion a 4°C por 7, 14 y 21 dias. Estos ultimos
representan los tres niveles de la estratificacion fria, cuatro cajas (replicas) por

cada nivel.

5.2.2.2.2. Estratificacion caliente

La estratificacién caliente consistié en sumergir las semillas en agua a 30, 50 y
80°C (niveles) y se dejo enfriar por 12 horas. Posteriormente, se coloco papel
absorbente en un total de 12 cajas petri (réplicas) con 25 semillas cada una. Por
cada nivel se contdo con cuatro réplicas. Finalmente, las semillas fueron

colocadas en la cAmara de germinacion.
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5.2.2.2.3. Escarificacion acida

Tres niveles (tiempo de exposicion) de escarificacion fueron definidos: 10, 30 y
60 minutos; los cuales han sido diferente para la W. fagaroides, debido a su
tamafo (largo < 0.95 mm y ancho < 0.63 mm). Por ende, los niveles de la

escarificacion para la W. fagaroides fueron de 3, 5y 10 minutos.

La escarificacion acida consistio en sumergir las semillas en H2SOs al 1% a los
diferentes tiempos ya mencionados. Luego, fueron enjuagadas con abundante
agua destilada y colocadas en papel absorbente en un total de 12 cajas petri
(réplicas), con cuatro cajas petri de 25 semillas cada una por cada nivel.

Finalmente, las semillas fueron transferidas en la camara de germinacion.

5.2.2.2.3. Inmersion en AGs

Las semillas fueron sumergidas en AGs al 0.27 g/l (270 ppm) en cuatro niveles
(tiempo de exposicion) de inmersion han sido definido; 12, 24, 36 y 48 horas.
Posteriormente se las enjuagd con agua destilada y colocadas en papel
absorbente en un total de 16 cajas petri (réplicas), con cuatro cajas petri de 25
semillas cada una, por cada nivel. Finalmente, las semillas fueron transferidas

en la camara de germinacion.

Es importante mencionar que todos los ensayos fueron desarrollados a una
temperatura controlada (25°C) y cada uno de los tratamientos ha tenido su
control respectivo de cuatro replicas cada uno. Ademas, en este estudio se
consideré como germinacion la emergencia de los dos primordios foliares. Dicha
germinacion ha sido evaluada dentro de un periodo de 30 dias a partir de la
primera germinacion registrada, en cualquiera de las cuatro repeticiones, de
cada tratamiento. Mientras que los dias hasta la germinacion, los dias

transcurridos hasta la primera germinacion registrada en cada replica.
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5.3. Disefio experimental y andlisis estadistico

Por cada especie en estudio (M. rhopaloides, O. grandiflora, W. fagaroides y H.
luteynii) y por cada tratamiento (prueba de imbibicidn, escarificacion acida,
estratificacion caliente, estratificacion fria, inmersibn en AGs) se realizdé un

Andlisis de varianza (ANOVA) de un factor (One way).

Tabla 2: Descripcion de los tratamientos aplicados, con sus respectivos niveles.

TRATAMIENTOS NIVELES
Especies
H. luteynii
M. rhopaloides W. fagaroides
Escarificacion acida O. grandiflora.
(Inmersion en H2SOsal 1%) | Control Control
10 minutos 3 minutos
30 minutos 5 minutos
60 minutos 10 minutos
Control
Estratificacion caliente S0°¢
50 °C
80 °C
Control
Estratificacion fria 7 dias
14 dias
21 dias
Control
12 horas
Inmersién en AGsal 0.27 g/l 24 horas
36 horas
48 horas

e —————
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Las variables dependientes en el disefio fueron: la germinacion y dias hasta la
germinacion; los factores y los niveles que se incluyeron en el disefio para las
especies estudiadas se muestran en la Tabla 2. La homogeneidad de varianza y
normalidad fue evaluada previo el analisis; ademas se utiliz la prueba de Tukey
(Post hoc, p<0.05) para las comparaciones entre niveles. El paquete estadistico
utilizado fue SPSS 16.0 para Windows.

Adicionalmente, las diferencias entre especies han sido medidas con el test de
comparaciones multiples de Bonferroni, que consistié en aplicar una correccion
al valor de P para reducir las posibilidades de obtener resultados falsos positivos
(Matthew & Napierala, 2012).

La correlacion entre las variables morfométricas y los dias hasta la germinacion
fueron evaluados a través del coeficiente de Pearson. Las diferencias en las
variables morfométricas entre las semillas germinadas y no germinadas han sido
evaluadas mediante un Analisis de Varianza de un factor: germinacién, para la
variable morfométrica largo de la semilla, empleando un Andlisis de covarianza
para las variables ancho y peso, afiadiendo el peso y el ancho, respectivamente,
como covariables; la homogeneidad de varianzas ha sido comprobada a través

del test de Levene (Montgomery &Runger 2003).

e —————
Alain Joseph
Jhonny Delva

38



A\El Universidad de Cuenca

CAPITULO VI: RESULTADOS

6.1. Caracteristicas morfologicas y fisiolégicas de las cuatro especies

nativas
6.1.1. Prueba de imbibicion
H. luteynii W. fagaroides
Peso (g) = 0,014 + (0,002 x t) — Peso (g) = 0,000314 + (0,000029 x t) —

(0,000014 x t?); R?%, =0,765; p< 0,001 | (2,7216E —7 x t?); R?%=0,133; p = 0,048
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M. rhopaloides O. grandiflora
Peso (g) = 0,145 + (0,019 x t) — Peso (g) = 0,118+ (0,019 x t) —

(0,000142 x t?); R, =0,886; p < 0,001 | (0,000156 x t2); R?%, = 0,914; p < 0,001
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Figura 2: Curvas de regresién con intervalo de confianza al 95% para las medias del
tiempo y el peso ganado de las semillas de las especies H. luteynii (a), W. fagaroides
(b), M. rhopaloides (c) y O. grandiflora (d). n=4; R?%: Coeficiente de determinacion
ajustado; P: Valor de significacion del modelo.
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Después de las cuatro horas que fueron embebidas en agua destilada, se
evidencié la absorcion de agua para todas las especies; H. luteynii, W.
fagaroides, M. rhopaloides y O. grandiflora. En todas evidenci6 un incremento de

peso =7% (Figura 2 a, b, c, d).

H. luteynii exhibié una amplia variacion en el peso de sus semillas (dispersion de
los puntos, Figura 2a). Para W. fagaroides se registraron dos grupos de semillas
muy distintos, de los cuales la mayoria de las semillas correspondiente a las de
menor peso se encontraron en el grupo ubicado en la parte baja; mientras que
el grupo de mayor peso se encontraron en la parte alta con respecto a la curva
(Figura 2b). Con respecto al M. rhopaloides (Figura 2c) y O. grandiflora (Figura
2d) mostraron un comportamiento muy similar con respecto a la distribucion de

los puntos y la ganancia de peso (absorcion de agua).

Las semillas de M. rhopaloides y W. fagaroides luego de ser embebidas en agua
por 72 horas no mostraron diferencias significativas respecto a la germinacion
(p=0.320 y p=1) (Figura 3 a, c). No obstante, para O. grandiflora la germinacion
fue de 17 (68%) y 20 (80%) para los mismos niveles, bajo diferencias la cual fue

estadisticas significativas (p=0.015) (Figura 3b).

Las especies M. rhopaloides y O. grandiflora respondieron de manera similar a
la prueba de imbibicién, disminuyendo los dias hasta la germinacién. Para M.
rhopaloides el nimero de dias hasta la germinacion fue de 32 dias para el control
y 26 dias para la imbibicion, estadisticamente significativo (p=0.001) (Figura 3
d). Para O. grandiflora el nimero de dias hasta la germinacion fue de 14.5y 12
dias para el control y la imbibicion, respectivamente (p<0.001) (Figura 3 e).
Mientras que para W. fagaroides el control y la imbibicion no presentaron ninguna
diferencia (p=0.814) con respecto a los dias hasta la germinacion, transcurriendo

ambos 22 dias hasta la germinacion (Figura 3f).
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Figura 3: Promedio de numero de semillas germinado (a, b, c¢) y los dias hasta la
germinacion (d, e, f) para las especies M. rhopaloides (a, d), O. grandiflora (b, €) y W.

fagaroides (c, f) tras la aplicacién de una imbibicién por 72 horas a las semillas, n=4.

6.1.2. Tamafo de las semillas y embriones de las cuatro especies nativas.
Las especies H. luteynii, W. fagaroides, M. rhopaloides y O. grandiflora no
presentaron ninguna similitud en cuanto al tamafo de sus semillas y embriones
(Tabla 3). Las especies con semillas y embriones de menor tamafio fueron H.
luteynii con semillas de 3.66 (min) a 5.18 mm (max) de largo, 1.67 a 2.74 mm
(minimo y maximo) de ancho y embriones de 0.39 (min) a 0.96 mm (max) de
largo, 0.25 a 0.76 mm (minimo y maximo) de ancho (Tabla 2), y W. fagaroides
con semillas de 0.62 (min) a 0.95 mm (max) de largo, 0.39 (min) a 0.63 mm (max)
de ancho, los embriones no fueron evaluados debido a un incremento de tamafio
(absorciéon de agua) asumido por el método utilizado (Tabla 3). Asimismo, los de
mayor tamafno fueron M. rhopaloides con semillas de 5.59 (min) a 10.37 mm

(max) de largo, 3.65 (min) a 7.93 mm max) de ancho y embriones de 2.16 (min)
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Tabla 3: Tamano (largo y ancho) de las semillas y embriones de las especies
H. luteynii, W. fagaroides, M. rhopaloides y O. grandiflora:

SEMILLA EMBRION
Especie Variable (n=100) (n=20)
Largo | Ancho | Largo | Ancho
(mm) (mm) | (mm) | (mm)
Minimo 3.66 1.67 0.39 0.25
Maximo 5.18 2.74 0.96 0.76
H. luteynii Media 4.36 2.27 0.61 0.42
Varianza 0.12 0.03 0.03 0.01
Desviacion estandar 0.34 0.16 0.17 0.11
Minimo 0.62 0.39 - -
Maximo 0.95 0.63 - -
W. fagaroides | Media 0.79 0.49 - -
Varianza 0.01 0.00 - -
Desviacion estandar 0.07 0.04 - -
Minimo 5.59 3.65 2.16 1.15
Maximo 10.37 7.93 3.79 247
M. rhopaloides | Media 8.51 5.93 2.84 1.83
Varianza 1.10 0.91 0.20 0.12
Desviacion estandar 1.05 0.95 0.44 0.34
Minimo 5.54 3.08 1.08 0.65
Maximo 12.20 6.83 2.23 0.96
O. grandiflora | Media 7.44 4.80 1.74 0.84
Varianza 1.07 0.67 0.07 0.01
Desviacion estandar 1.03 0.82 0.26 0.08

- : No evaluado

a 3.79 mm (max) de largo, 1.15 (min) a 2.47 mm (max) de ancho (Tabla 3), y O.
grandiflora con semillas de 5.54 a 12.20 mm (minimo y maximo) de largo, 3.08
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(min) a 6.83 mm (max) de ancho y embriones de 1.08 (min) a 2.23 mm (max)

de largo, 0.65 (min) a 0.96 mm (max) de ancho (Tabla 3).

6.1.3. Clasificacién de las cuatro especies nativas segun sus endospermos
y embriones

Las especies H. luteynii y W. fagaroides fueron similares en cuanto al tipo de
endospermo (Tabla 4; ilustracion a y bl). Asimismo, presentaron similitud en
cuanto al tipo de embrion, siendo lineal para ambas especies con la diferencia
de que H. luteynii presentd un tipo de embrién “lineal subdesarrollado” mientras
que W. fagaroides un tipo de embrion “lineal totalmente desarrollado” (Tabla 3 y
4, ilustracién b2). Asimismo, M. rhopaloides y O. grandiflora presentaron un tipo
de endospermo similar y una ubicacién analoga del embrion (Tabla 4, ilustracion
cyd). Por lo tanto, el embrién de estas ultimas especies fueron clasificadas como

“periférico” (Tabla 4, ilustracion c y d).

Tabla 4: Tipos de embriones con sus respectivas descripciones y la ilustracién
de los cotiledones y la ubicacién de los embriones (Seguir la flecha) de las
especies H. luteynii (a), W. fagaroides (bl: endospermo y b2: embriones), M.

rhopaloides (c) y O. grandiflora (d).

DESCRIPCION (Martin,1946;
TIPO ESPECIE
Baskin & Baskin 2007)

- Embrién diferenciado dentro
de los 6rganos.

- El embridn es pequeiio en

relacion con endospermo y la

LINEAL _ _
longitud de la semilla.
SUBDESARROLLADO
- Generalmente, un ratio E:S
(Embrién:Semilla) de < 0.5b
- Embrion mas largo que
ancho. H. luteynii
Alain Joseph
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Continuacion Tabla 4:

DESCRIPCION
TIPO (Martin,1946; Baskin & ESPECIE
Baskin 2007)

- El embrion es grande en

relaciéon con el endospermo, 0

el endospermo es deficiente;
LINEAL

TOTALMENTE
DESARROLLADO

generalmente un ratio E: S de
>0.5.

- Los cotiledones no son

expandidos, el embrién es

3 W. fagaroides
mas largo que ancho.

- Endospermo generalmente
presente y definitivamente
amilacea (carencia de
endospermo en  algunas
Cactaceae y en Salicornia,

Sarcobatus y Salsola, los

cuales tienen embriones
PERIFERICO enrollados en espiral). M. rhopaloides
- Embrion o parte de él es
periférico con respecto al
endospermo.

- Embribn evidentemente

dicotiledénea (excepto en
Claytonia  and Abronia), O. grandiflora

elongado o largo.

e
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6.1.4. Caracteristicas de las especies H. luteynii y O. grandiflora segun sus
colores:
Las semillas fueron divididas en tres grupos segun su color para H. luteynii y

para O. grandiflora, los cuales se describen a continuacion.

Las semillas de H. luteynii segun sus colores pueden ser clasificadas en:

a) Marrén rojizo oscuro (Dark reddish brown): En general fueron semillas

totalmente vacias, por lo tanto el embridén estuvo ausente (Figura 4a).

b) Negro parduzco (Brownish black): En general fueron semillas parcialmente
vacias que no presentaron embrion (Figura 4b).

c) Negro rojizo (Reddish black): Fueron semillas llenas que presentaron un

endospermo generalmente semitransparente, a través de lo cual se pudo

identificar facilmente el embrién (Tabla 4, ilustracion a).

b

d

Figura 4: llustracion de las semillas vacias del H. luteynii mediante un corte transversal.

En cuanto a las semillas de O. grandiflora, segun sus colores pueden ser
clasificadas en:

a) Gris claro (Light gray).

b) Naranja amarillo claro (Light yellow orrange).

c) Marron (Brown).
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Figura 5: llustracion de las semillas gris claro (a), naranja amarillo claro (c) y marron

(c) del O. grandiflora.

a O. grandiflora
25 -
© a a
® 20 -
£
€15 |
[
v
w 10 -
=
T 5.
[,
)
0 T 1
Gris claro Naranja amarillo Marron
claro
b 0 .
. grandiflora
20 -
a a
w15 -
IE
Z
Q 10
g
= S
0 .
Gris claro Naranja amarillo Marrén
claro

Figura 6: Promedio de numero de semillas germinado (a) y los dias hasta la germinacion

(b) de la especie O. grandiflora para los diferentes colores de las semillas, n=4.
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Las semillas de color gris claro registraron germinacion nula (Figura 6a). Mientras
qgue la germinacion de los grupos naranja amarillo claro y marrén presentaron
una mayor similitud, tanto para el promedio de germinacién, 20.75 (83%) y 21.25
(85%) semillas germinadas, respectivamente. También para los dias

transcurridos hasta la germinacion, 15.25 y 16 respectivamente (Figura 6 a, b).

Por otro lado, no hubo diferencia en el color de las semillas de las especies M.
rhopaloides y W. fagaroides, por lo tanto no fueron analizadas bajo este criterio.
Los resultados de la prueba de corte realizado despues de la prueba de
germinacion mostraron que las semillas del grupo gris claro (Figura 5a) se
pudrieron antes de germinar (Figura 6a). Mientras que las semillas de los grupos
naranja amarillo claro (Figura 5b) y marrén (Figura 5c) presentaron un alto

promedio de semillas germinadas (Figura 6a).

6.1.5. Relacion entre las variables biométricas de las semillas de O.

grandifloray su germinacion:
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Figura 7: Relacion lineal entre el largo de las semillas y los dias hasta la germinacion
para el O. grandiflora (n=50). Ecuacién: Y = -5.8882x + 76.51
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Los andlisis segun la prueba de correlacion, las semillas de O. grandiflora no
presentaron ninguna correlacién entre su largo, ancho y su germinacion. No
obstante, se observé que hubo una correlacién negativa (r=-0.318) entre su peso
y su germinacion, de tal manera que cuanto mas largas fueron las semillas, mas
temprano germinaron. Sin embargo, esta correlacion no alcanzé la significacion
estadistica (p=0.063) bajo el andlisis de regresion y el R? explicé un 10% de esta

relacion (Figura 7).

Por otro lado, las especies O. grandiflora y W. fagaroides en un mismo lote de
semillas presentaron dos grupos de semillas: uno gue no necesito ningun tipo de
tratamiento para germinar. Otro grupo que, a pesar que resulté ser viables bajo
la prueba de tetrazolio, no logré germinar sin la aplicacién de un tratamiento

pregerminativo.

Cabe recalcar que H. luteynii tuvo un comportamiento muy particular,
presentando una germinacion nula bajo todos los tratamientos, a excepcion de
la prueba de imbibicion. Bajo este tratamiento presentd cinco semillas
germinadas, alcanzando su primera germinacion después de un largo periodo

de tiempo con 92 dias.

Ry

Figura 8: llustracion de las semillas vacias del H. luteynii.

Frente a esta situacion, se realizé una prueba de corte en 100 semillas para

verificar su estado interno observado que 92 semillas fueron vacias (Figura 8).
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Las ocho semillas restantes fueron semillas llenas con presencia de endospermo
y embriones. De estas ocho, solo cuatro que resultaron ser viables bajo la prueba
de tetrazolio. Este Ultimo resultado que coincidi6 con las cinco semillas
germinadas que es la Unica germinacion registrada en todos los tratamientos

para esta especie.

6.1.6. Influencia de los tratamientos térmicos en la germinacion de las

cuatro especies forestales nativas:

6.1.6.1. Estratificacion fria:

M. rhopaloides registré alto promedio de semillas germinadas bajo todos los
niveles de la estratificacion, estadisticamente significativo (p=0.019). Sin
embargo, a los 14 dias de exposicion el promedio de semillas germinadas fue de
16.50 (66%), el mismo que fue el menor con respecto a los otros niveles de la

estratificacion (Figura 9 a).

En cuanto a O. grandiflora se observo que la germinacion fue similar para todos
los niveles de la estratificacion (control, 7, 14 y 21 dias), registrando menor
promedio de semillas germinadas 12.25 (49%), para el ultimo nivel experimental
(Figura 9 b). La especie W. fagaroides presentd una germinaciéon menor que las
dos especies antes mencionadas, con mayor promedio de semillas germinadas
para el control 2.75 (11%). Este promedio fue disminuyendo mientras se

incrementd el nimero de dias de exposicion (Figura 9 c).

En cuanto a los dias hasta la germinacion, O. grandifloray W.
fagaroides mostraron mayor similitud cuando se incrementé el numero de dias
hasta la germinacion en el nivel de 7 dias, con 23 y 27 dias, respectivamente
(Figura 9 e, f). Para O. grandiflora, el nivel 14 dias de exposicion fue el que menor
namero de dias hasta la germinacion tuvo (15 dias) (Figura 9 e). Mientras que
para W. fagaroides el nivel 21 dias de la estratificacion fria present6 su primera

germinacion a los 7 dias a partir de la siembra (Figura 9 f).
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Para M. rhopaloides, los dias de germinacion disminuyeron conforme el tiempo
de exposicion se incrementd. Sin embargo, en el nivel 14 dias de exposicidon se
registré el menor numero de dias hasta la germinacién (19). Ademas se observo
que el control fue el nivel donde mayor nimero de dias transcurridos se registré
(31 dias) (Figura 9 d).
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Figura 9: Promedio de numero de semillas germinado (a, b, c¢) y los dias hasta la
germinacion (d, e, f) para las especies M. rhopaloides (a, d), O. grandiflora (b, €) y W.
fagaroides (c, f) tras la aplicacion de los distintos niveles de la estratificacién fria (Control,
7 dias, 14 dias, 21 dias), n=4.

6.1.6.2. Estratificacion caliente:

La respuesta germinativa de las especies O.grandiflora y W. fagaroides fue
similar para el tratamiento estratificacion caliente para los niveles control, 30°C,
50°C y 80°C (Figura 10 b, c).

O. grandiflora presenté una germinacién similar para los niveles control, 30°C y

50°C, no presentando diferencia estadistica entre si (p=0.983). No obstante, se
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notod una leve diferencia en la germinacion, registrando el menor promedio de
semillas germinadas en el nivel 30°C, 16 (64%); mientras que el mayor promedio
16.75 (67%) fue registrado en el nivel 50°C (Figura 10 b).

En W. fagaroides la germinacion para los niveles control, 30°C y 50°C mostraron
una mayor similitud para la estratificacion caliente, sin diferencias estadisticas
entre si (p=0.689). Sin embargo, hubo diferencias estadisticas (p=0.030) entre
todos los niveles de la estratificacion (control, 30°C, 50°C, 80°C). Para esta
especie, la estratificacion a 30°C fue el nivel que produjo el menor promedio de
semillas germinadas 2.75 (11%), mientras que el nivel 50°C alcanzo el promedio

de semillas germinadas mas alto (4) (Figura 10 c).

La especie M. rhopaloides presenté una germinacion mayor que las dos especies
antes mencionadas, con mayor promedio de semillas germinadas para el control
24.5 (98%). Este promedio fue disminuyendo mientras se incrementd la
temperatura (Figura 10 a), lo cual fue estadisticamente significativa (p<0.001).

En cuanto al nivel 80°C, la germinacién fue nula, con diferencias estadisticas
(p<0.001) en comparacion con los niveles control, 30°C y 50°C para las especies
M. rhopaloides y O. grandiflora. Para W. fagaroides se registr6 una semilla
germinada, como Unico registro para este nivel, después de 34 dias a partir de

la siembra (Figura 10 a, b, c).

Con respecto a los dias hasta la germinacion, M. rhopaloides y W. fagaroides
mostraron mayor similitud, transcurriendo un nimero de dias aproximadamente
igual para los niveles control, 30°C y 50°C (Figura 10 d, f). Para M. rhopaloides
el nivel 30°C fue el que menor numero de dias transcurrié (28 dias) (Figura 10
d). Mientras que para W. fagaroides el nivel 50°C transcurrié un nimero menor

de dias (20 dias) con respecto a los otros niveles (Figura 10 f).
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En cuanto al O. grandiflora el control fue el nivel que menor dias hasta la
germinacion transcurrio (15), mientras que los niveles 30°C y 50°C transcurrieron

un mayor numero de dias con 20 y 19 dias respectivamente (Figura 10 e).
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Figura 10: Promedio de numero de semillas germinado (a, b, c) y los dias hasta la
germinacion (d, e, f) para las especies M. rhopaloides (a, d), O. grandiflora (b, €) y W.
fagaroides (c, f) tras la aplicaciéon de los distintos niveles de la estratificacion caliente
(Control, 30°C, 50°C, 80°C), n=4.

6.1.7. Influencia del AG y el acido sulfarico en la germinacion de cuatro
las cuatro especies forestales nativas

6.1.7.1. Inmersion en AGsal 0.27 g/l (270 ppm)

La respuesta germinativa de las especies M. rhopaloides y O. grandiflora fue

similar para el tratamiento inmersiébn en AGs. Sin embargo, se observaron

algunas diferencias en los porcentajes de germinacion de estas dos especies

con respecto a los diferentes tiempos de exposicion (Figura 11 a, b).

Alain Joseph
Jhonny Delva

52



Universidad de Cuenca

Para M. rhopaloides la germinacién se incrementé a medida que incremento el
tiempo de inmersion en AGs con significancias estadisticas (p=0.011). Por lo
tanto, esta especie presentd su mayor promedio de semillas germinadas a las
24 y 48 horas de inmersion, con 24.75 (99%) para ambos niveles (Figura 11 a).
No obstante, su menor promedio 21.50 (86%) fue registrado a las 36 horas de

inmersion (Figura 11 a).

La germinacion del O. grandiflora se incrementd de manera irregular conforme
incrementd el tiempo de inmersién de las semillas, alcanzando su mayor
promedio de germinacion 24 (96%) a las 36 horas de inmersién. No obstante, el
menor promedio 20 (80%) fue registrado en el control (Figura 11 b). La
germinacion de esta especie fue estadisticamente significativa (p=0.042) para

los distintos niveles de la inmersién en AGs.

El promedio de semillas germinadas en W. fagaroides se incremento a partir de
las 12 horas de inmersion 8.25 (33%), lo cual disminuy6 levemente en el nivel 24
horas 7.50 (30%) y produjo su menor germinacion 4.75 (19%) a las 36 horas de
inmersion, este ultimo nivel fue igual que el control (Figura 11 c). Sin embargo,
su mayor promedio de semillas germinadas fue registrado en el nivel 48 horas
de inmersién 14 (56%) (Figura 11 c).

En cuanto a los dias hasta la germinacion, las especies O. grandiflora y W.
fagaroides mostraron mayor similitud, transcurriendo un menor nimero de dias
para el nivel 12 horas de inmersién. Estos dias se incrementaron en el nivel 24
horas de inmersion y se estabilizaron en los niveles de 36 y 48 horas de
inmersion en AGs (Figura 11 e, f). Para O. grandiflora los dias hasta la
germinacion fueron estadisticamente significativa para los niveles control, 12
horas, 24 horas, 36 horas y 48 horas (p=0.021). Los niveles 12, 36 y 48 horas de
inmersion fueron los niveles que menor nimero de dias hasta la germinacion

transcurrieron (12 dias); mientras que el mayor nimero de dias hasta la
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germinacion (14 dias) fue registrado en los niveles control y 24 horas (Figura 11

e).

En W. fagaroides los dias hasta la germinacion para los distintos niveles de la
inmersion fueron estadisticamente significativa (p=0.001). La inmersion por 36
horas fue el nivel que menor dia hasta la germinacién transcurrié (15 dias). No
obstante, el control present6 su primera germinacién después de 22 dias a partir

de la siembra, siendo el nivel mas tardio para la germinacion (Figura 11 f).
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Figura 11: Promedio de niumero de semillas germinado (a, b, ¢) y los dias hasta la
germinacion (d, e, f) para las especies M. rhopaloides (a, d), O. grandiflora (b, €) y W.

fagaroides (c, f) tras la aplicacion de los distintos niveles de la inmersion en AGs, n=4.

En M. rhopaloides los dias hasta la germinacion se incrementaron y alcanzaron
el mayor nimero de dias hasta la germinacion en el nivel 12 horas (30 dias).

Estos dias disminuyeron en los niveles 24 y 36, siendo 26 y 27 dias
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respectivamente, y fueron menor en el nivel 48 horas (24 dias) (Figura 11 d).
Estas diferencias fueron estadisticamente significativas para los distintos niveles

de comparacion respecto a la inmersion (p<0.001).

6.1.7.2. Inmersién en H2SOsal 1%:

Los resultados mostraron que las especies M. rhopaloides y O. grandiflora
presentaron una mayor similitud en su germinacion para el tratamiento inmersion
en H2SO04, la cual fue menor en los niveles 10, 30 y 60 minutos con respecto al
control (Figura 12 a, b). En M. rhopaloides, el control fue el nivel que mayor
promedio de semillas germinadas present6 20 (80%) y el menor promedio en los
niveles 10, 30 y 60 minutos de exposicion. El dltimo nivel registr6 menor
promedio de semillas germinadas con respecto a los otros niveles 10 (40%). Sin
embargo, no se registro diferencias signifcativas (p=0.156) (Figura 12 a).

En O. grandiflora el control fue el nivel que mayor promedio de semillas
germinadas presento 16 (64%), mientras que el nivel 10 minutos fue el nivel que
presenté el menor promedio 5 (20%). Sin embargo, se observd un leve
incremento en los niveles 30 y 60 minutos (Figura 12 b). En esta especie se
registro diferencias significativas (p<0.001) para el tratamiento inmersion en
H2S0Oa.

En W. fagaroides el menor promedio de semillas germinadas fue registrado en
el control 3.75 (15%), lo cual se incrementé a medida que aumentaba el tiempo
de inmersion en los niveles 3 y 5 minutos 11.25 (45%) ambos; se redujo
nuevamente en el nivel 10 minutos 6 (24%). Esta especie presentd una
germinacion estadisticamente significativa (p=0.001) para el tratamiento

inmersion en (Figura 12 c).

Las especies O. grandiflora y W. fagaroides presentaron una mayor similitud con
respecto a los dias hasta la germinacion, sin diferencias estadisticas para ambas
especies; p=0.274 y p=0.321 sucesivamente (Figura 12 e, f). Para O. grandiflora

los niveles control y 30 minutos fueron los que menor nimero de dias hasta la

Alain Joseph
Jhonny Delva

55



Universidad de Cuenca

germinacion transcurrieron (15 dias). Mientras que el nivel 10 minutos transcurrié
el mayor numero de dias hasta la germinacion (17 dias) (Figura 12 e). Asimismo,
para W. fagaroides el mayor numero de dias hasta la germinacion fue observada
en el control (22 dias). No obstante, los niveles 3 y 5 minutos presentaron su

primera germinacion después de los 19 dias a partir de la siembra (Figura 12 f).
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Figura 12: Promedio de niumero de semillas germinado (a, b, ¢) y los dias hasta la
germinacion (d, e, f) para las especies M. rhopaloides (a, d), O. grandiflora (b, €) y W.
fagaroides (c, f) tras la aplicacion de los distintos niveles de la inmersién en H,SO4

(Control, 10 minutos, 30 minutos, 60 minutos), n=4.

Por otra parte, para M. rhopaloides el control fue el nivel que mostré el menor
namero de dias hasta la germinacion (29 dias) los cuales fueron incrementando
conforme increment6 el tiempo de exposicion al H2SO4. Alcanz6 su mayor
numero de dias hasta la germinacion en el nivel 60 minutos (37 dias), sin registrar

significancias estadisticas para los distintos niveles de la inmersion (p=0.151).
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6.1.8. Viabilidad de las cuatro especies forestales nativas:
La viabilidad de las especies H. luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora y W.

fagaroides fue muy distinto, tal como se presenta en la Tabla 5:

Tabla 5: Porcentaje de viabilidad para las especies H. luteynii, M. rhopaloides,

O. grandiflora y W. fagaroides.

Especie Viabilidad (%)
H. luteynii 4%

M. rhopaloides 99%

O. grandiflora 92%

W. fagaroides 25%

La viabilidad de las especies antes H. luteynii, O. grandiflora y W. fagaroides fue
evaluada mediante la prueba de tetrazolio. Sin embargo el protocolo se varié
segun las caracteristicas de cada especie. Por lo tanto, para H. luteynii, O.
grandiflora fue mediante la extraccion de los cotiledones y su inmersion en una
solucion de tetrazolio al 1% por 24 horas. El procedimiento fue igual para W.
fagaroides con la diferencia de que para esta especie se la realizé mediante la

extraccion de los embriones.

Para M. rhopaloides, no se observd ninguna diferencia en las semillas después
de realizar la prueba de tetrazolio. Por ende, su viabilidad fue evaluada contando
el numero de semillas con radicula después del periodo de evaluacion de la

germinacion.

6.1.9. Comparacion de las cuatro especies nativas y todos los
tratamientos.

En los anexos 7 y 8 se presentan los graficos comparativos de los promedios de

la germinacion por tratamiento para las H. luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora

y W. fagaroides. También se presentan los promedios de la germinacion para

todos los tratamientos (prueba de imbibicién, escarificacion acida, estratificacion
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caliente, estratificacion fria, inmersion en AG3) para las especies M. rhopaloides,
O. grandiflora y W. fagaroides por separado.

El AG fue el tratamiento que produjo una germinacion superior y un menor
namero de dias hasta la germinacion en comparacion a los otros tratamientos.
La escarificacion acida, en cambio, fue el tratamiento que produjo una
germinacibn menor para todas las especies con respecto a los otros
tratamientos. Para W. fagaroides la estratificacion fria fue el tratamiento que

produjo una menor germinacion con respecto a los otros tratamientos.
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CAPITULO VII: DISCUSION

7.1. Caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas de las cuatro especies
forestales.

De acuerdo con la prueba de imbibicion las especies H. luteynii, M. rhopaloides,
O. grandiflora y W. fagaroides fueron todas permeables. Bajo esta cualidad
mostraron absorcion de agua al poco tiempo después de haber sido embebidas.
Esto resultados son similares con los de Orozco et al. (2007) quienes reportaron
a la prueba de imbibicibn como la Unica manera de saber si una semilla es
permeable. Desde el punto de vista del tiempo que les tomd a las semillas para
absorber el agua vari6 de especie a especie. Por ejemplo, H. luteynii y W.
fagaroides mostraron diferencias en su capacidad de absorcion de agua.
Asimismo, las semillas mostraron diferencias en su capacidad de absorcién de
agua, como es el caso de W. fagaroides que present6 dos grupos de semillas
con una gran diferencia de peso. Lo que podria deberse a las caracteristicas
fisicas de las semillas de esta especie (peso y tricomas de las semillas) que
dificultaron la exclusién de las semillas que flotaron, debido a que todas las
semillas, las llenas igual que las vacias fueron susceptibles a ser flotadas. Por lo
tanto, al realizar la prueba de corte se encontrdé una gran cantidad de semillas
vacias, por lo tanto se registr6 germinacion inferior a 50% bajo todos los
tratamientos. Sin embargo, para el tratamiento inmersion en AGs se registro

germinacion superior a 50%.

Las semillas de las especies M. rhopaloides y O. grandiflora exhibieron un
comportamiento similar en su absorcién de agua. Estas Ultimas especies, a su
vez, fueron diferentes a las especies H. luteynii y W. fagaroides. En este sentido
Amusa (2011) manifesto que la permeabilidad al agua y gases de la testa de las

semillas varia de especie a especie.

Las especies H. luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora y W. fagaroides fueron
distintas con respecto al tamafo de sus semillas y embriones. En cuanto a los
tipos de endospermo y embriones, H. luteynii y W. fagaroides fueron distintos;
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mientras que M. rhopaloides y O. grandiflora fueron idénticos. Al respeto, Gandhi
(2011) report6 que dentro de especies de un mismo genero las semillas difieren
en tamafio y superficie, asumiendo que hay variacion entre familias de plantas.
Asimismo, Zori¢ et al. (2010) demostrostraron que la variacion en la morfologia

de las semillas se manifiesta principalmente en tamafio, forma, color, entre otros.

Otro aspecto importante que se recalca en este estudio es la relacion entre el
color y la calidad de las semillas en las especies H. luteynii, y O. grandiflora. Por
ejemplo, en O. grandiflora se observo claramente la relacién entre el color y la
capacidad de germinacion. De esta manera, Mavi (2010) en Citrullus lanatus
'‘Crimson Sweet' y Atis et al. (2011) en Trifolium pratense demostraron la
importancia del color de la testa en la calidad de las semillas y su capacidad a

ser utilizado como un indicador positivo en la calidad de las semillas.

También es importante recalcar que en O. grandiflora se fregistré una correlacién
muy baja con respecto a sus caracteristicas biométricas, de modo que mientras
mas largas fueron las semillas mas pronto germinaron. Susko y Doust (2000)
encontraron algo similar en la especie Alliaria petiolata en donde realizaron el
estudio de los patrones de variacion de la masa de la semilla y sus efectos sobre
los rasgos de la plantula. También se manifiesta que mientras mas pequefias
fueron las semillas mas pronto germinaron, deduciendo que las semillas

pequefias embeben agua tempranamente y rompen la dormancia mas temprano.

Las especies O. grandiflora y W. fagaroides presentaron dos grupos de semillas
en un mismo lote. El primero que germiné sin la aplicacion de ningun tratamiento
y otro que no germind sin un tratamiento previo. La explicacién es que la
dormancia podria darse en semillas de una misma especie (Rao et al. 2006). Al
respecto, Orozco et al. (2007) manifestd que la dormancia fisiolégica es la razon
principal por la cual una semilla embebida, a pesar de que tienen embriones

totalmente desarrollados, no logran germinan.
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7.2. Influencia de los tratamientos térmicos en la germinacion de las
cuatro especies forestales nativas:

Tras la aplicacion de los tratamientos térmicos las especies M. rhopaloides, O.
grandiflora y W. fagaroides presentaron diferencias en la germinacion y los dias
trascurridos hasta la germinacion. Los dias tienden a disminuirse con la
aplicacion de la estratificacion fria y prolongarse con la estratificacion caliente.
Cabe recalcar que M. rhopaloides, O. grandiflora y W. fagaroides presentaron
una germinacion nula en la estratificacion a 80°C. Por ende, con la aplicacion de
la estratificacion fria el porcentaje de germinacién de las especies M.rhopaloides
y W. fagaroides tiende a disminuir. No obstante, tiende a incrementarse en O.
grandiflora, aunque no fue significativa. Baskin y Baskin (1988) indicaron que las
semillas dormantes vuelvan no dormantes solamente a una temperatura
especifica, la cual esta en relacion con la especie. Por lo tanto, esta disminucién
en la germinaciéon de las especies podria deberse a que las temperaturas

utilizadas en este estudio no se aproximan a las 6ptimas.

Por otro lado, la germinacién nula registrada en la estratificacion a 80°C podria
deberse a que, las semillas al ser expuestas a una temperatura encima del rango
de tolerancia por un tiempo prolongado puede disminuir su porcentaje de
germinacioén, causando dafio a su embrién (Okunlola et al. 2011; Mohammadi et
al. 2012).

7.3. Influencia del AG y el acido sulfurico en la germinacién de cuatro las
cuatro especies forestales nativas.

La respuesta germinativa de las especies M. rhopaloides, O. grandiflora y W.
fagaroides al AG fue similar, pese a que se constatdé que la germinacién y los
dias hasta la germinacion variaron entre las especies, entre los niveles o tiempo
de exposicion. El AG fue el tratamiento que produjo germinacion con mayores
resultados y un numero de dias hasta la germinacibn menor que los otros
tratamientos. Mientras que la escarificacion acida fue el tratamiento que produjo

germinacion con menores resultados respecto a los otros tratamientos,
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produciendo una disminucion en la germinacion de M. rhopaloides y O.
grandiflora. No obstante, en W. fagaroides produjo una germinacién mayor que

el control.

La mayor germinacion registrada con el AGs podria deberse a que los AGs son
capaces de contrarrestar el efecto del ABA (acido abscisico). Este acido es una
hormona fuertemente correlacionados con la induccion, el mantenimiento y la
ruptura de la dormancia en semillas maduras (Chen et al. 2007, 2008, 2009), y
promover la germinacion (Kucera et al. 2005). Por consiguiente, se presume que
la mayor germinacién alcanzada en O. grandiflora y W. fagaroides se debe a que
el AGslogré romper la dormancia de aquellas semillas dormantes. Por otro lado,
a pesar de que el M. rhopaloides no presenté dormancia fisiolégica, es probable
que el AGs aceler6 la germinacion, reduciendo el nivel de ABA y los dias hasta
la germinaciéon. Esto ha permitido registrar una mayor germinacion durante su
periodo de evaluacién (30 dias). Estudios realizados por Chien et al. (1998) y
Chen et al. (2007, 2008, 2009) demostraron que existe un alto contenido de ABA
en las semillas no germinadas y un bajo contenido de AG. De la misma manera
se registré un decremento del ABA y un incremento de las AG durante el proceso
de germinacion, lo que implica la ruptura de la dormancia. Ademas reportaron
que la aplicacion de AG exdgeno incrementa la germinacibn de manera
significativa (Chien et al. 1998 y Chen et al. 2007, 2008, 2009).

Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio se difieren de los
obtenidos por Chen et al. (2007) en Prunus campanulata donde demostré que la
aplicacion de AGs enddgeno no es muy efectiva en promover la germinacion de
semillas que la testa no ha sido removido. Coinciden con los resultados
obtenidos por Chien et al. (1998) en Taxus mairei y Quiroz et al. (2009) quienes
reportaron que la aplicacion de 250 ppm de AG redujo la germinacion de la

Weinmannia trichosperma en un 27% con respecto al control.
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Se presume que la disminucion de la germinacién producido en M. rhopaloides
y O. grandiflora por el H2SO4 se debe al dafio que produjo, tanto al tipo de
embrion (periférico es decir tuvo contacto directo con el H2SO4) que presentan
estas especies, como también el tiempo de exposicidén. Este Gltimo que podria
justificarse por la mayor germinacion registrada en W. fagaroides con la
aplicacion del H2SOa4 por 3 y 5 minutos. También por la disminucion de la
germinacién en el nivel 10 minutos de exposicién al H2SOa4, y el tipo de embrién
(lineal totalmente desarrollado es decir que esta protegido por los cotiledones)
gue presentd. Estos resultados son similares a los obtenidos por Mandujo et al.
(2005) en Opuntia rastrera donde se demostrd que la escarificacion acida es
perjudicial para las semillas debido a que redujo la germinacion con respecto al
control. Ademas, esta disminucion en la germinacion podria deberse a que la
penetracion del acido dentro de la semilla (Zarchini et al. 2011) y los dafios
causados al embrién (Zarchini et al. 2011; Botsheleng et al. 2014). Por otro lado,
podria deberse a que las semillas colocadas en acido sulflrico concentrado se
convierten en carbdn vegetal en el tiempo. Por lo tanto, la temperatura del acido
y la duracion del tiempo de remojo son muy importantes (Mousavi et al. 2011;
Warakagoda & Subasinghe, 2015). Este ultimo factor que depende de la
temperatura, la concentracion del acido y el tipo de semilla (Abdalla, 2004). Es
asi que las concentraciones y los tiempos de exposicion utilizados en este

estudio posiblemente no fueron los adecuados.

El H. luteynii tuvo un comportamiento muy particular. Presentd una germinacion
nula bajo todos los tratamientos; a excepcion de la prueba de imbibicién que
presentd cinco semillas germinadas. Bajo este resultado alcanz6 su primera
germinaciéon después de un periodo de tiempo 92 dias, lo cual se puede explicar
por el alto porcentaje de semillas vacias que presento esta especie. De hecho,
las dos razones mas facilmente identificadas en el fracaso de la germinacion de
las semillas son: la ausencia del embrién (semilla vacia) y el deterioro total del
endospermo (Kolotelo, 1997); debido a una polinizaciéon deficiente, pobre

desarrollo de los gametofitos, fertilizacion deficiente o degeneracion del embrion
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como resultado de la autofecundacion (Markiewicz, 2006). Incluso, muchas
gimnospermas y algunas angiospermas han retrasado la fertilizacion que tiene
lugar mucho después de la polinizacion y el inicio del desarrollo de frutos. Es asi
que el fracaso de la fecundacion o el aborto del embrién pueden resultar en

semillas vacias o frutos vacios (Fuentes & Schupp, 1998).

Es importante recalcar que el porcentaje de viabilidad de las semillas para las
especies H. luteynii y M. rhopaloides se coincidid con sus porcentajes de
germinacién. Sin embargo, para W. fagaroides y O. grandiflora el porcentaje de
viabilidad de las semillas no coincidié con los altos porcentajes de germinacién
obtenidos en algunos tratamientos, con el AGs por ejemplo. Ante esto se
presume que existié una variacion en los lotes de semillas de estas especies. Al
respecto, Schmidt (2007) menciono que existen diferentes tipos de dormancia y
a veces mas de una puede estar presente en la misma semilla, incluyendo
semillas de un mismo lote. Por otra parte, Rao et al. (2006) reportaron que la
prueba de tetrazolio no es una prueba absoluta de la viabilidad de semillas. Por
lo tanto, para obtener fiabilidad esta prueba debe compararse con los resultados

de las pruebas de germinacion para cada especie (Rao et al. 2006).
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CAPITULO VIIl: CONCLUSIONES

8.1. Caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas de las cuatro especies
nativas:

Las cuatro especies estudiadas: H. luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora 'y W.
fagaroides presentaron testa permeable, por lo tanto, no presentaron dormancia
fisica. Sin embargo, se constaté la presencia de la dormancia fisiolégica en las
especies O. grandiflora y W. fagaroides.

Las especies M. rhopaloides y O. grandiflora presentaron embriones periféricos;
mientras que las especies H. luteynii y W. fagaroides presentaron embriones

lineal subdesarrollado y lineal totalmente desarrollado, respectivamente.

El color de la semilla fue un indicador de calidad para las especies H. luteynii y
O. grandiflora. Por ejemplo, en O. grandiflora se observo claramente la relaciéon
entre el color y la capacidad de germinacion, observando una germinacion nula
en las semillas de color gris claro; mientras que en las semillas de color naranja
amarillo claro y marrén se registré un alto promedio de semillas germinadas,

siendo 20.75 y 21.25 respectivamente.

Se presentd una correlacion entre el largo y la germinacion de las semillas de O.
grandiflora de modo que mientras mas largas fueron mas temprano germinaron.
Esta correlacién no fue concluyente debido a que el R? explico solo el 10% de

esta correlacion, a mas de ser estadisticamente no significativa.

8.2. Influencia de los tratamientos térmicos en la germinacidn de las cuatro
especies nativas:

Las especies H. luteynii, M. rhopaloides, O. grandiflora y W. fagaroides no
presentaron diferencia ni en la germinacion, ni en los dias hasta la germinacion
para los tratamientos térmicos. Sin embargo con la estratificacion fria los dias
hasta la germinacion tienden a reducirse; mientras que con la estratificacion

caliente tienden a prologarse.
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8.3. Influencia del AG y el acido sulfurico en la germinacién de las cuatro

especies nativas:

La respuesta germinativa de las especies M. rhopaloides, O. grandiflora y W.
fagaroides al AG fue similar, pese a que la germinacion y los dias hasta la
germinacion variaron tanto entre especies como entre niveles. El AG fue el
tratamiento que produjo una germinacion mas alta y un numero de dias hasta la
germinacién menor que los otros tratamientos para todas las especies. Mientras
que la escarificacion acida fue el tratamiento que produjo una germinacion menor
para todas las especies que los otros tratamientos, produciendo una disminucién
de la germinacion del M. rhopaloides y el O. grandiflora; mientras que en W.

fagaroides produjo una germinacion mayor que el control.

La especie H. luteynii no presentd ninguna germinacion para todos los
tratamientos, a excepcion de la prueba de imbibicién, en la cual se registraron

cinco semillas germinadas.
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CAPITULO IX: RECOMENDACIONES

- Usar el AG como tratamiento pregerminativo para las especies H. luteynii, M.
rhopaloides, O. grandiflora y W. fagaroides.

- Profundizar las investigaciones con AG, probando diferentes dosis y tiempo
de exposicion, considerando que si bien incrementa la germinacion puede
modificar la morfologia de la plantula.

- Recolectar los frutos de O. grandiflora cuando alcanza su madurez 6ptimo,
es decir, cuando los frutos empiezan a amarillarse.

- Profundizar las investigaciones acerca del H. luteynii, en cuanto a la
reproduccion, biologia y ecologia de semillas.

- Tomar en cuenta la capacidad de imbibicién y el tipo de embridon de las
especies para elegir los tratamientos pregerminativos y sus concentraciones.

- Comunicar la informacion generada en este estudio a viveristas, instituciones

publicas y privadas, encargados de programas de reforestacion, entre otros.

e —————
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CAPITULO XI: ANEXOS

Anexo 1: Semillas de las cuatro especies nativas.

H. luteynii

T
O. grandiflora
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M. rhopaloides

W. fagaroides

Anexo 2: Embriones de las cuatro especies nativas.
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O. grandiflora W. fagaroides

Anexo 3: Semillas de O. grandiflora y embriones de W. fagaroides después de

la prueba de tetrazolio.
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Anexo 4: Germinacion de las especies M. rhopaloides, O. grandiflora y W.
fagaroides.
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Anexo 5: llustracién de la seleccion aleatoria de las 50 semillas para la prueba
de correlacion.
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Anexo 6: llustracion de medicion de semillas mediante el programa INFINITY
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Anexo 7: Grafico comparativo de las medias de la germinacion de las cuatro

especies nativas por tratamiento.
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Anexo 8: Gréficos comparativos de las medias de la germinacién y tiempo hasta
la germinacion por tratamiento para las especies M. rhopaloides, O. grandiflora
y W. fagaroides.
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2. O. grandiflora:
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3. W. fagaroides:

Universidad de Cuenca

,57]

Germinacion

Control Estratificacion caliente

Escarificacion acida

Estratificacion fria
Tratamiento

Prueba de Imbibicion

Inmersién en AG!

R?=0.375 SED = 0.077 P < 0.001

,57]

Germinacion

Control Estratificacion caliente

Escarificacion acida

Estratificacion fria
Tratamiento

Prueba de Imbibicion

Inmersién en AG!

R?=0.644 SED = 2.211 P < 0.001

Alain Joseph
Jhonny Delva

83



