*

UNIVERSIDAD DEL AZUAY

FACULTAD DE CIENCIA Y TECNOLOGIA

ESCUELA DE BIOLOGIA, ECOLOGIA Y GESTION

Ecologia de germinacién de Morella sp., enfocada a la propagacion y
restauracion de ecosistemas

Trabajo de Graduacion previo a la obtencion del titulo de:
BIOLOGA CON MENCION EN ECOLOGIA Y GESTION

Autora:

DIANA ESTEFANIA INGA ZUMBA

Director:

ANTONIO MANUEL CRESPO AMPUDIA

CUENCA, ECUADOR

2017



Inga Zumba ii

AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Antonio Crespo por su apoyo, paciencia y confianza depositada en mi persona
de manera desinteresada, asi como su aporte en mi formacion profesional y académica
al aceptar ser el Director de este trabajo de graduacion. A los miembros del Tribunal:
Dra. Raffaella Ansaloni y Blgo. Danilo Minga por el soporte cientifico en esta

investigacion.

A mis padres Mall y René, gracias por su esfuerzo, motivacion y constancia, que
formaron no so6lo una profesional, sino un ser humano con valores y principios
impulsdndome a ser cada dia la mejor. Gracias porque su perseverancia y dedicacion

a lo largo de mi vida han dado éxitos, este logro es para Ustedes.

A Paulina, Javier y Joaquin por la comprensién en los dias de desesperacion. Asi como

a mi compafiera, que ha estado pendiente de mi y los logros alcanzados, mi Carmelita.

Agradecer a mi amiga y hermana incondicional Karla Pintado, por sus animos,
sonrisas y locuras durante la montafia rusa que se ha convertido esta etapa universitaria
y en el desarrollo de esta investigacion. Los aprendizajes cotidianos se convirtieron en

un diario vivir formando un equipo sélido y sonriente todo terreno. Te quiero amiga.

Gracias a Francisco Neira, Gabriela Mogrovejo, Marcela Sanchez, Boris Landazuri y
Henry Garzon por su amistad sincera e incondicional en ciertos dias de paranoia.
Ademas, quiero expresar mi gratitud a todos los pasantes del Laboratorio de Ecologia
y Manejo de Plantas Nativas, por su ayuda desinteresada en la ejecucién de los

diferentes tratamientos aplicados para el desarrollo de este trabajo.

Finalmente, pero no menos importante a Dios, por las oportunidades y aprendizajes
gue se han ido presentando en mi vida; que han ayudado a formar un ser humano

integral para los propdsitos que vengan mas adelante.



Inga Zumba iii

INDICE DE CONTENIDOS

AGRADECIMIENTOS . . e e e ae s i
INDICE DE CONTENIDOS.......ooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e iii
INDICE DE FIGURAS . ...ttt v
INDICE DE TABLAS . .....oviiiiiiiiiiiiii et vi
INDICE DE ANEXOS. ...ttt viii
RESUMEN . ...ttt e iX
AB ST R A C T ..ot X
INTRODUGCCHION. ...ttt et 1
CAPITULO I: MATERIALES Y METODOS......oeuiiiiiieiie e 5
1.1 DeSCripCiOn de 18 ESPECIE .....vcvvveveeieiieeie et st 6
1.2 SitioS de COIECCION .......ccviieiiecr e 7
1.3 Experimentos de Laboratorio .........cccceoererenineninieiieiesie e 9
1.3.1 Peso de 1as SEMIIIAS ......ccoveiiieiiiece e, 10
1.3.2 Efecto del endocarpo sobre sSemillas............ccccevveveeiiiieiieie e, 10
1.3.3 Efecto de escarificacion en semillas frescas ..........cccocvvvviviviveieiennn, 10

1.3.4 Efecto de almacenamiento en frascos de vidrio por 4,5, 7y 8

meses111
1.3.5 Efecto del almacenamiento en semillas libres .......ccoovveveveeiiiiiiciie. 12
1.3.6 Efecto de la escarificacion en semillas almacenadas.............cc..ooo...... 12

1.3.7 Efecto del almacenamiento en el contenido de cera adherida al

T g0 (oo L oo TSRS PUPRR 13
1.3.8 ANAliSiS EStadiStiCO .....ccvvviiviiiiie e 14
CAPITULO 1: RESULTADOS. ...t e, 15

2.1 PeSO A 1S SEMIIAS ...t 15



Inga Zumba iv

2.2  Efecto del endocarpo sobre la semilla..........c.ccooooiiiiiiiniiiee, 15
2.3 Efecto de la Escarificacion en semillas frescas .........ocvvveiieiiviiviiveieiennnn, 17
2.3.1 Escarificacion qUIMICA ............oomiiiimiiiieniieesniieesieee e snee e 17
2.3.2 Escarificacion abraSiVa..........ccocevereiiieiiiiniseiee e 20
2.4  Efecto del almacenamiento en frascos de vidrio por 4,5,7 y 8 meses......... 22
2.5  Efecto del almacenamiento en semillas libres..........cccooevviviiiiciiinnn, 25
2.6 Efecto de la escarificacion en semillas almacenadas ...........c.ccoovvrvnnnnnnn, 28
2.6.1 Escarificaion en semillas almacenadas durante 4 meses.............ccc...... 28
2.6.2 Escarificacion en semillas almacenadas durante 8 meses.................... 31
2.7  Efecto del almacenamiento en el contenido de cera adherida al endocarpo
e eteeEeeteeeEeeteeeEeeEe—ereeEet et Ee Lot ReeEe e eR e e R e Rt e R e eRe e e Rt e R et e Rt e EeeRe Rt e EeeRe b e reete st eneerenrs 35
CAPITULO HI:DISCUSIONES. .......ouuiiiiiiiiiiiie e 37
3.1  Efecto del endocarpo sobre las semillas.............ccccoeevviiiiieiicccieececen, 37
3.2  Efecto de la escarificacion en semillas frescas.........cccceevvvvviviviivciieiciennn, 37
3.2.1 Escarificacion qUIMICA........cocerueiriieieieie e 37
3.2.2 Escarificacion abraSiva..........ccooeveieieieiiiinieeee e 38
3.3  Efecto del almacenamiento en frascos de vidrio por 4,5,7 y 8 meses......... 38
3.4  Efecto del almacenamiento en semillas libres..........cccoovvveveieiicnicinenn, 39
3.5  Efecto de la escarificacion en semillas almacenadas ............c.ccoceevrerirnennee. 40
3.6  Efecto del almacenamiento en el contenido de cera adherida al
100 [0]0r: T o TSSO 41
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ......cciiiiiiiiiiiiieee e 42
BIBLIOGRAFIA. ... .o, 44
ANEXO . o 51



Inga Zumba v

INDICE DE FIGURAS

Figural.l. Morfologia de Frutos y Semillas de Morella parvifolia...........c.cc.ccoceeenee. 7
Figural.2. Sitios de Coleccion de sSemillas.. ........cccoveveiieiviiiiieieiecece e, 8
Figura 2. 1. Efecto del endocarpo sobre la semilla de Morella parvifolia................. 16

Figura 2.2. Efecto de la escarificacion quimica en endocarpos frescos con semilla de
Morella Parvifolia SP. .......ooveiiiii s 18
Figura 2.3. Efecto de la escarificacion abrasiva en endocarpos frescos con semilla de
Morella Parvifolia ... s 21
Figura 2.4 Efecto del almacenamiento en frascos de vidrio por 4, 5, 7 y 8 meses sobre
endocarpos con semilla de Morella parvifolia............c.ccooviiiiiiinnee, 24
Figura 2.5. Efecto del almacenamiento en semillas libres de Morella parvifolia...... 27
Figura 2.6. Porcentaje de semillas viables, no viables y endocarpos vacios de Morella
02T V(0] T SRS 28
Figura 2.7. E Efecto de la escarificacion en endocarpos almacenados con semillas de
Morella PArVITOIIA ..........oviie s 30
Figura 2.8. Efecto de la escarificacion en endocarpos almacenados con semillas de
Morella ParvifOlia..........cc.ooviiiic e 33

Figura 2.9. Contenido de cera en el endocarpo de Morella parvifolia ..................... 36


file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392507
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392509
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392510
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392510
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392512
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392512
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392513
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392513
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392514
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392516
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392516
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392517
file:///C:/Users/usuario/Desktop/Desktop/Tesis/Desgloce/Completo_1.docx%23_Toc469392517

Inga Zumba vi

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1. Tratamientos para identificar el efecto del endocarpo sobre semillas. ..... 10

Tabla 1.2. Tratamientos para identificar el efecto de escarificacion en semillas frescas..

Tabla 1.3. Tratamientos para identificar el efecto de la escarificacion en semillas
AIMACENAUAS. .. .evveveieiieie ettt bbbt e s 13
Tabla 2.1. Efecto del endocarpo sobre los patrones temporales de imbibiciéon y
respuestas de germinacion en endocarpos frescos con semillas de  Morella
PANVITOIIA ...t 17
Tabla 2.2. Efecto de la escarificacion quimica sobre los patrones temporales de
imbibicion y respuestas de germinacion en semillas frescas de  Morella
PANVITOIIA ...ttt 1 19
Tabla 2.3. Resultados de multiples comparaciones por pares basados en la prueba de
log-rank para las estimaciones Kaplan Meier, para la germinacion de endocarpos
frescos con semillas de Morella parvifolia. ............ccccoveviieiiicicc 19
Tabla 2.4. Efecto de la escarificacion abrasiva sobre los patrones temporales de
imbibicion y respuestas de germinacion en endocarpos frescos con semilla de Morella
PANVITOLIA . .....ciiiie ettt e e nre e 22
Tabla 2.5. Resultados de multiples comparaciones por pares basados en la prueba de
log-rank para las estimaciones Kaplan Meier, para la germinacion de semillas frescas
de Morella ParVIfOlIa ..........ooveieiiiii s 22
Tabla 2.6. Comparaciones entre los tratamientos aplicados a endocarpos con semilla
AIMACENAUAS. ..ottt sttt e et 25
Tabla 2.7. Efecto del almacenamiento en frascos de vidrio en endocarpos con semillas
de Morella Parvifolia ... 25
Tabla 2.8. Efecto del almacenamiento en semillas libre de Morella parvifolia ........ 26
Tabla 2.9. Resultados de multiples comparaciones por pares basados en la prueba de
log-rank para las estimaciones Kaplan Meier, para la germinacion de semillas libres
de Morella Parvifolia ..........coooiiiiiiiii s 26
Tabla 2.10. Comparaciones entre los tratamientos de escarificacion aplicados a

endocarpos con semilla almacenadas durante 4 MesSes.. ......cccccvvevveeveevieerieeseesseeenns 29



Inga Zumba vii

Tabla 2.11. Efecto de la escarificacion en endocarpos almacenados con semillas de
Morella parvifoliasobre los patrones temporales de imbibicion y respuestas de
germinacion AUIANTE 4 MESES ......ccuviueieerieeieseeseerieseesre e s e e ste s e sreesreesaesraesseaneesreas 29
Tabla 2.12. Resultados de multiples comparaciones por pares basados en la prueba de
log-rank para las estimaciones Kaplan Meier, para la germinacion de endocarpos con
semilla de Morella parvifolia. ..., 31
Tabla 2.13. Comparaciones entre los tratamientos de escarificacion aplicados a
endocarpos con semilla almacenadas durante 8 meses.............ccoevveviiiiininnn... 32
Tabla 2.14. Efecto de la escarificacién en endocarpos almacenados con semillas de
Morella parvifolia sobre los patrones temporales de imbibicion y respuestas de
germinacion durante 8 MESES. .. .. .iue ittt 34
Tabla 2.15. Resultados de multiples comparaciones por pares basados en la prueba de
log-rank para las estimaciones Kaplan Meier, para la germinacion de endocarpos con
semillade Morella parvifolia.....................ccoooiiiiiiiiii i 3D



Inga Zumba viii

INDICE DE ANEXOS
Anexol. Tablas detalladas de germinacion de Morella parvifolia..................... 51

Anexo 1. Fotografias del tratamiento control aplicado a endocarpos con semilla de

Morella parvifolia........ ..o 53

Anexo 2. Fotografias del tratamiento control aplicado a semillas frescas con
BNUOCAINPO. ...ttt e 54
Anexo 3. Fotografias del tratamiento control para semillas con endocarpo de Morella
parvifolia con un periodo de almacenamiento de 4 MeSeS...........c.oveveniinieninnnnn. 55
Anexo 4. Fotografias del tratamiento de semilla libre de Morella parvifolia........... 56

Anexo 5. Fotografias de la extraccion de cera de endocarpo con semilla de Morella
PArVITONIA. ... .o 57



ECOLOGIA DE GERMINACION DE Morella sp., ENFOCADA A LA
PROPAGACION Y RESTAURACION DE ECOSISTEMAS

RESUMEN

La presente investigacion desarrollo protocolos de propagacion de Mor ella sp.. para
determinar las respuestas temporales de imbibicion y germinacion frente a
tratamientos de escarificacion en condiciones controladas. Los datos de imbibicion
se analizaron mediante un ANOVA de una via, mientras que los datos de
germinacién con un andlisis de supervivencia (Kaplan-Meier). Los tratamientos
aplicados a semillas de Morella sp.. indicaron que el endocarpo es ligeramente
permeable al agua. Los altos porcentajes de germinacion se obtuvieron con la
utilizacion de semillas frescas con endocarpo (66%) y semilla libre (32,66%); a
diferencia de semillas almacenadas que tuvieron bajos porcentajes de germinacion.
Asi. se recomienda el uso de semillas frescas con endocarpos para la propagacion de

la especie en condiciones controladas.

Palabras claves: Restauracion. propagacion, imbibicion, germinacion, endocarpo
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GERMINATION ECOLOGY OF Morella sp., FOCUSED ON THE
PROPAGATION AND RESTORATION OF ECOSYSTEMS

ABSTRACT

This research developed Morella sp propagation protocols in order to determine
temporal responses of imbibition and germination against scarification treatments under
controlled conditions. Imbibition data were analyzed using one-way ANOVA, whereas
germination data were performed with a (Kaplan-Meier) survival analysis. The
treatments applied to Morella sp., seeds indicated that the endocarp is slightly permeable
to water. The high percentages of germination were obtained through the use of fresh
seeds with endocarp (66%) and free seeds (32.66%), as opposed to stored seeds that had
low germination percentages. Consequently, the use of fresh seeds with endocarps is

recommended for the propagation of species under controlled conditions.

- Keywords: Restoration, Propagation, Imbibition, Germination, Endocarp
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ECOLOGIA DE GERMINACION DE Morella sp., ENFOCADA A LA
PROPAGACION Y RESTAURACION DE ECOSISTEMAS

INTRODUCCION

La destruccidn de habitats es causada por una compleja interaccion de factores ecol6gicos
y socio-culturales que se encuentran relacionados; tales como el crecimiento poblacional,
necesidades alimentarias, patrones de uso de recursos y conflictos socio econdémicos
(Bainbridge 1990; Meli 2003). Estas interacciones a nivel regional, ocasionan la pérdida
de bosques nativos, deterioro del suelo, alteracion del balance hidrico y desestabilizacion
de cuencas; mientras que a nivel global altera el albedo y el balance del agua atmosférica
(Houghton 1992; Lugo 1992; Whitmore, TC & Sayer 1992 & Whitmore, 1993, 1997);
dando como resultado la reduccion y fragmentacion de ecosistemas con una consecuente
pérdida de biodiversidad (Meffe & Carroll 1994; Murcia 1995).

La restauracion ecoldgica provee de un importante aporte a la ciencia, al recuperar un
ecosistema partiendo de los principios de la sucesion ecoldgica. (Bradshaw 1987; Clewell,
Aronson & Winterhalder 2004). No obstante, existe una limitacion de conocimientos de
propagacion de especies arbdreas andinas (Blakesley et al. 2002); lo cual ocasiona que no
se utilicen suficientes especies nativas en programas de restauracion acompafiada de un
tratamiento previo de emergencia exitosa que por lo general no se encuentra documentada
(Baskin & Baskin 1998).
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La recuperacion de un ecosistema degradado es considerada una utopia y el valor de la
restauracion ecoldgica es una opcion, que deberia integrar enfoques innovadores para el
manejo de recursos naturales (Palang, Mander, & Naveh, 2000). En este contexto resulta
prioritario conservar y regenerar la vegetacion de las areas montafiosas andinas por el
bienestar del ser humano y la biodiversidad (Lamb, Erskine & Parrotta 2005; Ciccarese,
Mattsson, & Pettenella 2012; Holl, 2012).

En los Andes Ecuatorianos, la tarea de restauracion de ecosistemas poseen algunas
dificultades entre los que se encuentran, la ejecucién de decisiones sobre conservacién o
el uso de recursos naturales basados en areas urbanas (Lugo, 1992); a estos obstaculos se
suman, la falta de inclusion en el manejo proactivo de paisajes abandonados por parte de
actores sociales, que en muchos casos no cumplen con un manejo integrado del ambiente
(Brown 1994; Cairns & Cairns Jr. 1997; Lambin & Meyfroidt 2010).

Resulta ineludible que los programas de restauracion identifiquen un manejo proactivo de
bosques, en comunidades locales y en conservacion de la biodiversidad. Por lo que resulta
imprescindible aplicar tecnologia asociada a los beneficios sociales, donde se facilite a los
viveristas y comunidades locales el potencial de reforestacion, sin que necesariamente se
utilice apoyo externo, y que ademas los tratamientos de escarificacién que se apliquen
sean accesibles y de bajo costo; para que puedan ser replicables y puestos en practica en
programas de restauracion. Incrementando el sentido de propiedad y control que las
comunidades rurales tienen sobre sus paisajes; y que a futuro sean los encargados de
implementar una reforestacion independiente y a gran escala (Crespo 2014; Sarmiento
1995). Ademas deben estar acompafiados de la biologia reproductiva, propagacion,
patrones de imbibicién y la utilizacion de las semillas, para la poblacion local donde se
pretende recuperar un ecosistema. Al igual que una estrecha relacion con los principales
beneficiarios, asistencia técnica, elaboracion de politicas, pago por servicios ambientales,
entre otros (C. & B.A. 1996); Lamb, Parrotta, Keenan, & Tucker 1997).

La propagacion a partir de semillas es un método frecuente y econdmico usado en viveros.

Sin embargo, una limitacion importante para la propagacion sexual de muchas especies es
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la disminucion de viabilidad o su inactividad, definido como un estado fisioldgico que
impide su germinacion incluso cuando el ambiente es favorables (MacDonald 2006;
Pipinis et al. 2016) Las principales causas de la disminucion de viabilidad pueden ser
ocasionadas por factores exdgenos, definido como una capa de la semilla u otras
estructuras que impiden la germinacion. Factores enddgenos relacionadas con las
caracteristicas del embridon que impiden la germinacion o incluso una combinacion de
ambos (Nikolaeva 1977).

En varios estudios realizados en semillas de Morella / Myrica sugieren la utilizacién de
tratamientos pre-germinativos para eliminar una posible dormancia fisioldgica en el que
la semilla esta totalmente desarrollada pero dormante y existe un nivel no desarrollado,
caracterizada por la baja concentracion de inhibidores de la germinacidn, asi la liberacion
de la testa produce plantulas normales y el acido giberélico promueve la germinacion de
todas las especies con este tipo de dormancia (Schmidt 2000). Por ejemplo, en Myrica
pensylvanica y Myrica cerifera, se debe retirar el revestimiento de cera de los frutos y
luego se necesita una estratificacion himeda de las semillas durante 3 meses a 5 ° C para
superar la latencia (Fordham 1983). Para Morella faya es necesario retirar la cera y colocar
a los endocarpos en &cido giberélico entre 500-1000 GA3 (mg L) con una estratificacion
al frio entre 0 y 2 meses con el fin de facilitar la germinacién de la especie al debilitar el
endocarpo; porque es una barrera que retarda la absorcidn de agua por parte de la semilla
y su germinacion (Pipinis et al. 2016). Asi para Morella parvifolia estos resultados podrian
indicar que también es necesario aplicar tratamientos pre-germinativos para obtener altos

porcentajes de germinacion.

Laurel de cera (Morella parvifolia), es una especie poco utilizada en restauracion de
ecosistemas degradados, su importancia se fundamenta en la capacidad de esta especie
de mitigar de impactos ambientales por su adaptacion a suelos con baja cantidad de
nutrientes. Sus caracteristicas morfolégicas como un sistema radicular extenso, densidad
de la copa y la resistencia de las ramas; la convierten en una planta con potencial para la
conservacion de las regiones alto-andinas del Ecuador (Castro & Ayala 2011; Walker
1990).
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En la investigacién realizada por Pintado (2016), demostré que la utilizacion de M.
parvifolia para evaluar el efecto del microclima con especies de Oreocallis grandiflora
influye en el establecimiento de plantulas con una supervivencia del + 56%; en contraste
a aquellas que se encontraban fuera. Estos resultados, permitiria evaluar a esta especie
vegetal como una especie nodriza, al incrementar la supervivencia o el crecimiento de
otra; convirtiéndose en relevante para paisajes degradados por afios, donde las actividades

humanas no permiten una sucesion natural.

Una de las principales caracteristicas de la especie es formar "manchones" de vegetacion
de diferentes tamafios y composicion especifica (Del Pozo et, al.1989; Fuentes et, al.
1984). Influyendo de manera positiva en la regeneracion de las especies arboreas y
facilitan el establecimiento de plantulas (ya sea de su misma especie u otras) bajo o entre
su dosel, por las condiciones para la germinacion de semillas y el crecimiento de plantulas
(Callaway 1992). En el matorral, los manchones de vegetacion protegen a las plantulas de
la herbivoria ejercida por animales introducidos (conejos y cabras), que forrajean los
espacios abiertos (Bainbridge, 1990; Fuentes et al. 1986; Fuentes et al. 1984; Jaksic &
Fuentes 1980; Simonetti 1983). EI microclima creado bajo el dosel de arboles y arbustos
es diferente, al proveer de sombra y humedad para las plantulas que entre éstos se
desarrollan; y ejerce un efecto positivo de los manchones en la regeneracion natural, es

decir, restauracion pasiva (Del Pozo et al. 1989; Del Pozo 1985).

En este contexto la ecologia de semillas busca comprender como las presiones selectivas
afectan los patrones de regeneracion de las plantas y a su vez como influye las
caracteristicas de las semillas en los procesos de dispersion, colonizacion y
establecimiento de plantulas en el campo y su comportamiento en condiciones controladas
(Dalling Harms & Schupp 2002). La reproduccion sexual de los géneros de Morella en
muchos casos es restringida, por el tiempo de germinaciéon y los tratamientos de
escarificacion necesarios para alcanzar una germinacion exitosa en condiciones

controladas o vivero.
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El presente estudio genero protocolos para la propagacion de Morella parvifolia basados
en respuestas temporales de imbibicion y germinacion en condiciones controladas en un
periodo de 60 dias. Al igual que discutir las respuestas temporales de imbibicion y
germinacion después de la aplicacion de diferentes tratamientos pre-germinativos en
condiciones controladas. Ademas se evalud la variacién de la cera adherida en el
endocarpo en semillas frescas y almacenadas; y su respuesta a diferentes tratamientos

manipulativos que optimicen los esfuerzos de propagacion.
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CAPITULO |

MATERIALES Y METODOS

1.1 Descripcion de la especie

Morella parvifolia se distribuye desde los Andes de Venezuela hasta los Andes del sur
Ecuador (Minga Ochoa & Verdugo, 2016; Parra, 2003). En nuestro pais ha sido registrada
en las provincias de Azuay, Cafiar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, El Oro, Pichincha y
Tungurahua (Jorgensen & Ledn-Yanez 1999; Minga Ochoa & Verdugo 2016).

Es un arbusto aromético de 2 a 7 m de altura muy ramificado, sus hojas son simples y
alternas, con forma eliptica u oblolanceolada de 1,5-6 cm de largo por 0,5-2 cm de ancho,
su margen es entero. El haz es glabro de color verde claro y su envés es pubescente de
color verde amarillento. (Minga Ochoa & Verdugo 2016). Sus flores son inconspicuas,
unisexuales, apétalas, sostenidas individualmente por varias bracteas, reunidas en
amentos. Los amentos masculinos miden 0,8-2,5 cm, posee entre 4-14 estambres en un
mismo verticilo. Por su parte, los amentos femeninos tienen una longitud que varia entre
0,9-2,9 cm provistas de un ovario bicarpelar, con superficie granulosa. El fruto es una
drupa con forma es esférica u ovalado con un diametro entre 0.7-5 mm, glabro,
ocasionalmente pubescente, con protuberancias verrugosas. Se encuentran dispuestos en
racimos pequefios (Lopez, Enriquez, & Pertuz 2002). Al retirar la cera se encuentra una
estructura lefiosa y fibrosa que protege a la semilla denominado endocarpo que
morfolégicamente es parte de los tejidos del fruto. La semilla libre, presenta una superficie
rugosa de color marron, de consistencia dura, el tamafio es de 2,0 mm de longitud (L6pez
etal., 2002; Mufioz & Luna, 1999) (Figural.l).

M. parvifolia., ha sido descrita como una especie de sucesion inicial que; puede
establecerse en sitios muy degradados (Parra-O., 2003). Debido a su capacidad de fijar
nitrégeno, gracias a una asociacion con un actinomiceto del género Frankia sp., que le
ofrece una ventaja competitiva frentes a otras especies lefiosas que no se establecen

naturalmente en sitios degradados (por ejemplo Weinmannia fagaroides, Vallea stipularis,
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entre otros) (Castro & Ayala 2011). Es frecuente observar a Morella parvifolia, creando
manchones densos, dentro de los cuales emergen plantulas de varias especies distintas
(Parra-0O., 2003); por lo que podria ser considerada una especie facilitadora al permitir una
interaccion positiva de mencionada especie y la regeneracion vegetal que ocurre bajo los
manchones de vegetacion (sensu Connell & Slatyer 1977). Sus frutos constituyen un
recurso importante para algunas especies de aves como tortolas (Zeaida auriculata) y
torcazas (Columba fasciata) (Minga Ochoa & Verdugo 2016).

1.2 Sitios de Coleccion

Los frutos se colectaron en tres localidades distintas de la Provincia del Azuay; en la
comunidad de Pamarchacrin, UTM (740820; 9663092) y la Parroquia Ludo UTM
(734479; 9659556), canton Sigsig; Yy la Estacion Cientifica “El Gullan”, UTM (703193;
9630633) Canton Nabon (Figural.2). La coleccidn se realizd en los meses de abril-mayo,
noviembre-diciembre del afio 2015; y abril y junio del afio 2016. Las plantas madre fueron
seleccionadas de acuerdo al color que representaban sus hojas, tallos al igual que la
cantidad de frutos disponibles. Las muestras vegetales de las plantas madres fueron
identificadas y depositadas en el Herbario Azuay. Los frutos de los que se extrajeron las
semillas fueron colectados de aproximadamente 30 plantas madre ubicadas a una distancia
una de la otra de 2 km. La coleccion de los frutos fue de forma manual de la copa de los
arboles. Se colectaron solamente frutos que liberaban una coloracion morada después de
que se froten entre los dedos segln las recomendaciones de Mufioz, et al. (1993) para
especies de Morella pubescens. Los frutos fueron transportados en fundas plasticas al

Laboratorio de Ecologia y Manejo de Plantas Nativas para su procesamiento.

Figural.l. Se identifica: a) Fruto de Morella parvifolia., didmetro de 4,5mm y longitud 3,5mm. b) Unidad
de dispersion diametro de 4mm y longitud de 3mm. C) Semilla con una longitud de 2mm.
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Mapa de Sitios de Coleccion de Semillas
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1.3 Experimentos de Laboratorio

Los tratamientos fueron realizados en el Laboratorio de Ecologia y Manejo de Plantas
Nativas de la Universidad del Azuay, las semillas estuvieron expuestas a un rango de
temperatura entre los 12-21°C y 12 horas de luz fluorescente blanca fria (80 mu mol m
s1). Los tratamientos estuvieron formado de 15 réplicas, y cada réplica consté de una caja

Petri con 10 semillas con y sin endocarpo.

Para todos los experimentos se utilizaron los patrones temporales de imbibicion y
germinacién como variables de respuesta. Los patrones de imbibicion se determinaron al
medir los incrementos de masa fresca, luego de la aplicacion de los diferentes

tratamientos.

Las semillas fueron remojadas en agua, retiradas la adherencia de agua con cuidado con
toallas de papel para su pesaje en el intervalo de 1 hora, tras este pesaje inicial se
realizaran otras mediciones alas 0, 8, 12, 24,48y 72 horas (J. M. Baskin & Baskin 2004).
Con el fin de determinar gravimétricamente en cada punto de tiempo. Los aumentos en la
masa fresca se convirtieron a porcentajes utilizando la férmula Wi = [(Wi - Wd) / Wd],
donde Wi y Wd son masas de semillas asimiladas en imbibicién, respectivamente (C. C.
Baskin & Baskin 1998). Mientras que, los patrones de germinacién fueron monitoreados
por un lapso de 60 dias, después de sembrar en una caja Petri, con papel filtro y 5 ml de
agua destilada; la germinacién se registré6 como la emergencia de la radicula a 2 mm. Se
registrd y contabiliz6 diariamente los germinantes como lo recomienda Schmidt (2008).
Se agregd 2 ml de agua destilada en caso que el papel filtro se encontrara seco. Los
tratamientos aplicados para los endocarpos con semillas frescas y almacenadas se
enfocaron en retirar o eliminar la cera adherida al endocarpo y en permeabilizar el
endocarpo debido a que en diversos géneros de Morella retarda la germinacion (Pipinis
et al. 2016; Walker 1990); ademas se opt0o por tratamientos que sean econOmicos y

manipulables para viveristas y comunidades locales en general.
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1.3.1 Peso de las Semillas

Se pesaron 5 réplicas de 10 endocarpos con semilla cada una seleccionaos al azar de cinco
lotes distintos, se pes6d 1gr de endocarpos con semillas y se contaron el nimero de
endocarpos contenidas en este gramo. ElI mismo procedimiento se realizo para las semillas

que fueron extraidas.

1.3.2 Efecto del endocarpo sobre semillas

Este experimento tuvo como objetivo identificar el efecto del endocarpo sobre las semillas
frescas con y sin endocarpo. Las semillas fueron colectadas y procesadas en un lapso de
48 horas con el fin de evitar los efectos del almacenamiento. Esto se realiz6 al comprar la
presencia y ausencia del endocarpo en semillas frescas de M. parvifolia, con la utilizacién
de dos tratamientos. EIl primero denominados control, que consistio en retirar la cera con
la yema de los dedos del endocarpo con semilla y se procedié a sembrar. El segundo
denominado semilla libre el cual se baso en la extraccion de la semilla mediante un alicate

como lo indica la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Tratamientos para identificar el efecto del endocarpo sobre semillas. Los tratamientos fueron disefiados para

ser aplicables y de bajo costo para programas de restauracion.

Tratamiento Descripcion

Retirar la cera con la yema de los dedos durante 10 minutos y sembrar en
Control cajas Petri con 5ml de agua destilada.
Retirar el endocarpo con un alicate para obtener la semilla, sembrar en cajas

Semilla libre Petri con 5ml de agua destilada.

1.3.3 Efecto de escarificacion en semillas frescas

Se realiz6 un protocolo de desinfeccion, al lavar los frutos y endocarpos con 30 ml de
agua y 5 ml de jabon durante 5minutos antes de aplicar los diferentes tratamientos. Se
realizaron dos tipos de escarificacion, el primero mediante tratamientos quimicos, en los
cuales se utilizo agua oxigenada, acetona, y jabon liquido. Mientras que, los tratamientos
abrasivos, incluyeron vidrio molido, intemperie y lana de acero con el fin de comparar si
el endocarpo con semilla tiene la capacidad de absorber agua y promover su germinacién

luego de la aplicacion de los tratamientos quimicos y abrasivos (Tabla 1.2).



Inga Zumba 11

Tabla 1.2. Tratamientos para identificar el efecto de escarificacién en semillas frescas. Los tratamientos fueron

disefiados para ser aplicables y de bajo costo para programas de restauracion.

Tipo Tratamiento Descripcion

Retirar la cera con la yema de los dedos, semillas con endocarpos lavados

con 5 ml de jabon liquido, 30ml de agua, enjuagar y sembrar en caja Petri
Quimico Jabon liquido con 5 ml de agua destilada

Retirar la cera con la yema de los dedos. Agitar con 20 ml de agua

oxigenada las semillas con endocarpos por 10 minutos, enjaguar y sembrar
Quimico Agua Oxigenada en caja Petri con 5ml de agua destilada

Retirar la cera con la yema de los dedos. Sumergir en 10 ml de acetona

durante 10 minutos, enjuagar y sembrar en caja Petri con 5 ml de agua
Quimico Acetona destila

Endocarpos maduros, agitar por 30 minutos en un recipiente con vidrio
Abrasivo Vidrio Molido molido y sembrar en caja Petri con 5ml de agua destilada

Depositar en 100 ml de agua a temperatura ambiente en la noche y en el

dia reposar sobre una manta térmica a 38°C durante 8 horas, este

tratamiento se repitio durante 4 dias y sembrar en caja Petri con 5ml de
Abrasivo Intemperie agua destilada

Retirar la cera con la yema de los dedos. Sacudir con lana de acero #8

Abrasivo Lana de Acero durante 10 minutos y sembrar en caja Petri con 5ml de agua destilada

1.3.4 Efecto de almacenamiento en frascos de vidrio por 4, 5, 7 y 8 meses

Se almacenaron las semillas con endocarpos, en el Laboratorio de Ecologia y Manejo de
Plantas Nativas a una temperatura entre los 5-8°C y una humedad relativa del 25-30%, en
envases de vidrio cerrados. Cada tratamiento constaba de 15 réplicas y cada réplica tenia
10 endocarpos con semillas. Se procedié a sembrar en cajas Petri sobre un papel filtroy 5
ml de agua destilada, en caso de faltar agua a los experimentes se afiadia 2 ml de agua
destilada.

Este experimento tuvo como objetivo comparar el tiempo de almacenamiento entre
endocarpos almacenados con semillas; con el fin de evaluar se existen diferencias
significativas. Asi se procedi0 a sacar lotes con tiempos de almacenamiento que fluctuaron
entre 4,5, 7, 8,y 11 meses. A los cuales se le retiro la cera con la yema de los dedos y se
procedio a sembrar en cajas Petri con 5ml de agua destilada; el mismo procedimiento se

utiliz6 para endocarpos frescos con semillas.
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Ademaés para conocer la viabilidad de las semillas, se escogieron 5 lotes al azar, después
de haber trascurrido 60 dias desde el dia de la siembra y bajo tratamientos pre-
germinativos distintos. Se extrajo la mitad de la poblacion de cada lote, se retiro el
endocarpo mediante un corte transversal y se contabilizaron las semillas viables (color
marrén y consistencia dura), no viables (color café y desecado) y endocarpos vacios (sin
semilla) (Perez & Pita, 2001).

1.3.5 Efecto del almacenamiento en semillas libres

Este experimento tuvo como objetivo comparar el tiempo de almacenamiento entre
semillas almacenadas en dos tiempos; con el fin de evaluar se existen diferencias
significativas. Para ello se utiliz6 semillas extraidas del endocarpo que fueron
almacenadas entre 4 y 11 meses, frente al control que fue la eliminacion de la cera con la
yema de los dedos. Luego de la aplicacion de los tratamientos se procedié a sembrar en
cajas Petri con 5 ml de agua destilada.

1.3.6 Efecto de la escarificacion en semillas almacenadas

Los endocarpos con semillas utilizadas fueron expuestos a dos tipos de tratamientos pre-
germinativos, abrasivos y quimicos; con tiempos de almacenamiento que variaban entre
los 4 y 8 meses. Los tratamientos aplicados fueron disefiados para utilizar semillas
almacenadas en caso de no contar con endocarpos frescos con semilla; y para aumentar la
capacidad de endocarpo absorber a agua luego dela aplicacion de tratamientos abrasivos
y quimicos (Tabla 1.3). Se utilizaron excretas de cuy con el fin de imitar un proceso natural
de dispersion mediada por vertebrados e influir de manera positiva en la absorcion de agua

por parte de la semilla (Pretell, Ocafia, Jon, & Barahona 1985).
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Tabla 1.3. Tratamientos para identificar el efecto de la escarificacion en semillas almacenadas. Los tratamientos fueron

disefiados para ser aplicados cuando no existan semillas frescas con o sin endocarpos

. Tiempo de L
Tipo Nombre . Descripcion
almacenamiento
] L Hervir por 1y 2 minutos a 89°C. Eliminar la cera con la yema de los
Abrasivo Ebullicion 4 meses . . ]
dedos y sembrar en caja Petri con 5ml de agua destilada.
Acid Sumergir en 10 ml de 4cido sulfarico durante 50, 15 y 1 minuto,
cido
Quimico Sulfiri 4 meses enjaguar con 30 ml de agua destilada y sembrar en caja Petri con 5ml
ulfarico
de agua destilada.
] Endocarpos con semillas almacenados. Sacudir con lana de acero #8
Abrasivo Lana de Acero 8 meses . . . .
durante 10 minutos y sembrar en caja Petri con 5ml de agua destilada.
Endocarpos con semillas almacenados. Reposar en 250ml de agua por
Abrasivo Reposo 8 meses 10 dias en un recipiente negro en condiciones ambientales en caja Petri
con 5ml de agua destilada.
Endocarpos con semillas almacenados. Reposar en 20 gr de heces de
Excretas de cuy sin agua, 10 y 15 gr de heces de cuy con 250 ml de agua por 10
Abrasivo cuy + Lana de 8 meses dias en un recipiente de plastico negro. Enjuagar con agua durante 20
acero minutos. Sacudir con lana de acero #8 por 10 minutos. Sembrar en caja
Petri con 5ml de agua destilada.
Endocarpos con semillas almacenados. Reposar en 20 gr de heces de
o Excretas de cuy sin agua, 10 y 15 gr de heces de cuy con 250 ml de agua por 10
Quimico 8 meses

cuy

dias en un recipiente de plastico negro. Enjuagar con agua durante 20
minutos. Sembrar en caja Petri con 5ml de agua destilada.

1.3.7 Efecto del almacenamiento en el contenido de cera adherida al endocarpo

Se realiz0 este experimento para conocer el contenido de cera en el endocarpo con tiempos

de almacenamiento distintos. Para lo cual se procedié a contabilizar 50 semillas frescas

con endocarpo, de un mes de almacenamiento y mayor a seis meses con 3 réplicas para

cada prueba; se retird el epicarpo y mesocarpo con la yema de los dedos. Posteriormente

se pesaron los vasos de precipitacion vacios de 100 ml, se adiciond 40 ml de agua destilada

y se llevo a ebullicidn hasta que el agua de los vasos se evaporara, por un lapso de 30

minutos. Cuando los vasos estaban frios se procedid a retirar las semillas y a pesar

nuevamente los vasos. Finalmente se realizé una diferencia entre el peso del vaso vacio y

el vaso con cera para conocer el contenido de cera en el endocarpo en tiempos distintos

de almacenamiento.
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1.3.8 Anadlisis Estadistico

Paran analizar los patrones temporales de imbibicion se utiliz6 un andlisis de varianza
ANOVA, para conocer si los tratamientos utilizados en semillas frescas o almacenadas
con o sin endocarpo fueron distintos entre si; los datos fueron normalizados con un Test
de Shapiro-Wilk y se utilizo el Test de Dunn’s para comparar las diferencias en las medias
las técnicas aplicadas dentro de cada experimento (Systat Software, 2014). Para los
patrones temporales de germinacion se utilizd6 un “analisis de supervivencia” con el
método Kaplan-Meier en el software Sigmaplot (v. 12.0, Systat Software, Inc.) el cual ha
sido presentado por varios autores (Allison, 2010; Pérez & Kettner, 2013; Pyke &
Thompson, 1986). Donde, la germinacion es considerada un evento de interés, que se
relaciona con el tiempo de los analisis del evento. Asi es posible generar curvas de
emergencia, y obtener la probabilidad de las semillas para no germinar, es decir, a valores

mas altos es menor la probabilidad de encontrar germinantes en el tratamiento.
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CAPITULO I

RESULTADOS

2.1 Peso de las Semillas

El peso de las 500 semillas correspondientes a los cinco lotes distintos dio como resultado
un peso de 1,057 gramos, con un peso promedio de 0,021 gr., por 10 semillas; al realizar
una relacion de 1000 semillas el resultado fue 2,114gr. Mientras que en un gramo de
semillas se obtuvieron 471 semillas, con un peso promedio de 0,002gr por semilla.

No obstante el peso de 1000 endocarpos fue de 83,108 gr, con un peso promedio de 0,824
gr. de una réplica 10 semillas; por su parte 1gr peso 12 endocarpos y cada endocarpo tuvo

un peso de 0,083 gramos.

2.2 Efecto del endocarpo sobre la semilla

Como se observa en la figura 2.1, (a) el control aument6 de manera paulatina su masa en
un 1 % desde la hora 0 hasta la hora 48, poteriormente aumenta abruptamente su masa en
un 3 % hasta la 72 hasta.

Al analizar los patrones temporales de germinacién, luego de la aplicacion de los
tratamientos, se observa que el control tiene un porcentaje de germinacion equivalente al
66% (79 germinantes); donde el primer emergente se obtuvo en el dia 14, y la mitad de la
poblacién se encontraba entre el dia 31 y 38. Por su parte, la semilla libre alcanz6 un
porcentaje de germinacién de 32,66% (49 germinantes); donde el primer evento ocurrio
en el dia 7 (Tabla2.1). Ademas, al realizar las comparaciones entre las curvas control y
semilla libre se encontré una diferencia significativa de P=<0,001 en las curvas de

ausencia de germinacion (Figura 2.1 (b)).
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Figura 2.1. Efecto del endocarpo sobre la semilla de Morella parvifolia. Se muestran: (a). Aumentos medios en
masa fresca (+ SE) en el tratamiento control. El eje de tiempo representa las horas 0,1,2,3,4,5,6,7,8,12,24,48 y 72
horas. (b) Estimaciones Kaplan Meier para la ausencia de germinacién (probabilidad de no germinar) durante un
periodo de 60 dias en endocarpos frescos con semillas en condiciones de laboratorio. Curvas con valores mas
cercanos a 0 denotan mayores tasas de emergencia
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Tabla 2.1. Efecto del endocarpo sobre los patrones temporales de imbibicion y respuestas de germinacion en endocarpos
frescos con semillas de Morella parvifolia, en condiciones de laboratorio.

Incremento de tso (dias) Final de
Tratamiento Masa 72hr (% Retardo (d) Germinantes
+SE) 95%IC (%)
Control 3,22+0,11 14 (31,42-38,58) 66%
Semilla libre -a 7 -b 32,66%

Retardo: Numero de dias desde la imbibicidn donde no ocurri6 la germinacion. tso: NUmero de dias para alcanzar el 50%
de germinantes. a: Aumentos de masa fresca no medidos. b: Las estimaciones Kaplan-Meier no alcanzaron la
probabilidad de fracaso de 0,50.

2.3 Efecto de la Escarificacion en semillas frescas

2.3.1 Escarificacion quimica

Luego de realizar el ANOVA entre los tratamientos aplicados, los resultados indican que
si existen diferencias significativas (P = <0,033). Ademas, las comparaciones analizadas
indican que existe una diferencia significativa (P= <0,005) entre el control y agua
oxigenada. Los incrementos de masa para la escarificacién quimica (Figura 2.2. (a)),
expresan que el jabon liquido muestra un incremento de masa en la hora 3 del 0,1 % y el
resto de las horas no muestran incrementos positivos; por su parte el agua oxigenada para
la desinfeccidn vario entre 0 y 8%. Mientras que el tratamiento con acetona, el incremento
transcurridas las 72 horas fue de 3% respectivamente. Ademas se aprecia que existio una

perdida de masa en las mayoria de las tratamientos ejecutados.
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Figura 2.2. Efecto de la escarificacion quimica en endocarpos frescos con semilla de Morella parvifolia. Se
muestran: (a). Aumentos medios en masa fresca (+ SE) en el tratamiento control frente a tratamientos quimicos
(Jabén liquido, Agua oxigenada y Acetona). El eje de tiempo representa las horas 0,1,2,3,4,5,6,7,8,12,24,48 y
72 horas. (b) Estimaciones Kaplan Meier para la ausencia de germinacion (probabilidad de no germinar) durante
un periodo de 60 dias en endocarpos frescos con semilla en condiciones de laboratorio. Curvas con valores mas
cercanos a 0 denotan mayores tasas de emergencia.
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En la Figura 2.2. (b), se indican la ausencia de germinacion para la escarificacién quimica
versus el control dénde, el jabon liquido alcanz6 un 0,67% de germinantes, el evento
ocurrio en el dia 49; la utilizacion de agua oxigenada como desinfeccion se obtuvo un
porcentaje equivalente al 2,67%, donde el primer evento ocurri6 en el dia 52. Mientras
que para la acetona se observo un porcentaje de 1,33%, el primer evento de germinacion
ocurrio en el dia 45 (Tabla 2.2). Se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos de escarificacion quimica aplicados (P=0,005), como lo denota la Tabla 2.3.

Tabla 2.2. Efecto de la escarificacion quimica sobre los patrones temporales de imbibicion y respuestas de

germinacion en semillas frescas de Morella parvifolia., en condiciones de laboratorio

Incremento de tso (dias) Final de
Retardo (d) .
. Masa 72hr (% £SE) 95 % IC Germinantes (%0)
Tratamiento
Jabén liquido -0,84 +0,26 49 -2 0,67%
Agua Oxigenada 3,50 +0,36 52 -a 2,67%
Acetona 4,49+0,31 45 -2 1,33%

Retardo: Numero de dias desde la imbibicidn donde no ocurri6 la germinacion. tso: NUmero de dias para alcanzar el 50%
de germinantes. a: Las estimaciones Kaplan-Meier no alcanzaron la probabilidad de fracaso de 0,50.

Tabla 2.3. Resultados de multiples comparaciones por pares basados en la prueba de log-rank para las estimaciones
Kaplan Meier, para la germinacion de endocarpos frescos con semillas de Morella parvifolia, expuestos a diferentes
tratamientos de escarificacién quimica en condiciones de laboratorio. Se indican las comparaciones entre los

tratamientos.

Comparaciones p
Control vs. Jabdn liquido 1,18E-33
Control vs. Acetona 5,98E-33

Control vs. Agua Oxigenada 7,01E-32
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2.3.2 Escarificacion abrasiva

Después de ejecutar el ANOVA, se pudo encontrar que existen diferencias significativas
entre los tratamientos aplicados (P=<0,001). Al realizar las comparaciones entre los
tratamientos se pudo identificar diferencias entre el control y la lana de acero; asi como
en el control y el vidrio molido (P<0,05). Para la el tratamiento de vidrio molido el
incremento se produce de manera paulatina hasta alcanzar el pico més alto en la hora 7
con un 9% de incremento, luego disminuye a un 8% en la hora 48 y nuevamente aumenta
para la hora 72 en un 6%. Por su parte, el tratamiento con lana de acero, indica un
incremento del 6% hasta un 18% en la hora 72 al terminar la imbibicion. Ademas se
observa disminucion de porcentaje para las horas 3, 4, y 6; cabe recalcar que la
disminucion del incremento de masa no es menor al 6% alcanzado en la hora 1 (Figura
2.3).

La ausencia de germinacion dio como resultado que, el tratamiento de intemperie tuvo un
total de 30 germinantes (20%), el primer evento ocurrié el dia 26. Cabe mencionar que
para el tratamiento de vidrio molido se registré un porcentaje de germinantes de 2,66%,
el primer evento ocurrio en el dia 49. Los resultados obtenidos para la lana de acero
indican que existio un porcentaje de 0,67% el evento de germinacién ocurrié en dia 49
(Tabla 2.4). Ademas, se encontraron diferencias significativas (P= 0,05) entre las curvas

de germinacion luego de la aplicacién de los tratamientos como lo indica la Tabla 2.5.
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Figura 2.3. Efecto de la escarificacion abrasiva en endocarpos frescos con semilla de Morella parvifolia. Se
muestran: (a). Aumentos medios en masa fresca (+ SE) en el tratamiento control frente a tratamientos abrasivos
(Lana de acero y Vidrio molido). El eje de tiempo representa las horas 0,1,2,3,4,5,6,7,8,12,24,48 y 72 horas. (b)
Estimaciones Kaplan Meier para la ausencia de germinacion (probabilidad de no germinar) durante un periodo de
60 dias en endocarpos frescos con semilla en condiciones de laboratorio. Curvas con valores mas cercanos a 0
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Tabla 2.4 Efecto de la escarificacion abrasiva sobre los patrones temporales de imbibicion y respuestas de

germinacion en endocarpos frescos con semilla de Morella parvifolia., en condiciones de laboratorio

) Incremento de tso (dias) Final de
Tratamiento Retardo (d) .
Masa 72hr (% +SE) 95 % IC Germinantes (%)
Vidrio Molido 7,38+ 0,51 49 b 2,66%
Intemperie -2 26 b 20%
Lana de Acero 18,58 £ 0,43 49 b 0,67%

Retardo: NUmero de dias desde la imbibicion donde no ocurri6 la germinacion. tso: NUmero de dias para alcanzar el 50%
de germinantes. a: Aumentos de masa fresca no medidos. b: Las estimaciones Kaplan-Meier no alcanzaron la
probabilidad de fracaso de 0,50.

Tabla 2.5. Resultados de maltiples comparaciones por pares basados en la prueba de log-rank para las estimaciones
Kaplan Meier, para la germinacion de semillas frescas de Morella parvifolia, expuestos a diferentes tratamientos de

escarificacion abrasiva en condiciones de laboratorio. Se indican las comparaciones entre los tratamientos.

Comparaciones p
Control vs. Lana de Acero 1,18E-33
Vidrio molido vs. Lana de Acero 3,64E-17
Control vs. Intemperie 1,05E-16
Intemperie vs. Lana de Acero 0,000000207

2.4 Efecto del almacenamiento en frascos de vidrio por 4, 5, 7 y 8 meses

El analisis de varianza aplicado dio como resultado que existieron diferencias
significativas entre los diferentes tiempos de almacenamiento (P=<0,001). Ademas luego
de realizar las comparaciones se obtuvo que existen diferencias significativas entre los
aumentos de masa en tiempos de almacenamiento de 5 meses frente a los 4,7 y 8 meses
como lo indica la tabla 9. En la Figura 2.4(a), se indica el incremento de masa de los
tratamientos aplicados durante las 72 horas de imbibicion, donde el tratamiento control de

4 meses de almacenamiento tiene un incremento de peso equivalente al 81,84%. Seguido
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del control de 5 meses con un incremento menor de 32,66%, luego el de 7 meses con un

incremento de 16,08% y por ultimo el control de los 8 meses con un incremento del 5,09%.

Los patrones temporales de germinacion denotaron que las semillas con un
almacenamiento de 8 meses tuvieron un porcentaje de germinacion del 5,33% y su retardo
de dias fue de 19. Seguido del tiempo de almacenamiento de 7 meses con un total de
germinantes de 5%, el primer evento de germinacién ocurrié en el dia 35. Mientras que
para un tiempo de almacenamiento de 4 meses se obtuvo un porcentaje de germinacion
equivalente al 4%, el primer evento de germinacion sucedi6 en el dia 53. Y para un tiempo
de almacenamiento de 5 meses se observo un porcentaje de germinacién de 1,33%, pero
el retardo en dias fue de 18 (Tabla 2.6.). Las curvas de germinacion de la Figura 2.4. (b),
expresaron que poseen diferencias significativas entre si con un valor de P=0,043.
Mientras que las comparaciones multiples expresaron que existen diferencias

significativas (0,0220), al comparar los controles de 4 meses y 8 meses.
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Figura 2.4. Efecto del almacenamiento en frascos de vidrio por 4, 5, 7 y 8 meses sobre endocarpos con semilla de
Morella parvifolia. Se muestran: (a). Aumentos medios en masa fresca (£ SE) en tiempos de almacenamientos
distintos. El eje de tiempo representa las horas 0,1,2,3,4,5,6,7,8,12,24,48 y 72 horas. (b) Estimaciones Kaplan
Meier para la ausencia de germinacion (probabilidad de no germinar) durante un periodo de 60 dias en endocarpos
frescos con semilla en condiciones de laboratorio. Curvas con valores mas cercanos a 0 denotan mayores tasas de

emergencia.
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Tabla 2.6. Comparaciones entre los tratamientos aplicados a endocarpos con semilla almacenadas durante 4, 5, 7, y 8

meses. Diferencia estadisticamente significativa (P=< 0,01) después de las 72horas de imbibicion.

Comparaciones q
Control 5 meses vs Control 8 meses 5,681
Control 5 meses vs Control 7 meses 4,517
Control 5 meses vs Control 4 meses 4,193

Tabla 2.7. Efecto del almacenamiento en frascos de vidrio en endocarpos con semillas de Morella parvifolia., sobre los
patrones temporales de imbibicion y respuestas de germinacion durante 4, 5, 7 y 8 meses en condiciones de laboratorio.

. Incremento de ) Final de
) Tiempo de t50 (dias) .
Tratamiento . Masa 72hr Retardo (d) Germinantes
almacenamiento 95 % IC
(%+-SE) (%)
Control 4 meses 81,84 +5,78 53 -a 4,00%
Control 5 meses 32,66 £0,53 18 -a 1,33%
Control 7 meses 16,08 £ 0,26 35 -a 5,00%
Control 8 meses 5,09 +0,36 19 -a 5,33%

Retardo: Numero de dias desde la imbibicidn donde no ocurri6 la germinacion. tso: NUmero de dias para alcanzar el 50%
de germinantes. a: Las estimaciones Kaplan-Meier no alcanzaron la probabilidad de fracaso de 0,50.

2.5 Efecto del almacenamiento en semillas libres

Al analizar las comparaciones de imbibicion de semillas libres en tiempos de
almacenamiento que fue de 4 y 11 meses se determind que existen diferencias
significativas (P=0,001) frente al tratamiento control. Por otro lado, como se indica en la
Figura 2.5., existe un incremento de masa en (a) la semilla libre con un tiempo de
almacenamiento de 11 meses de 190% a las 72 horas, mientras que para la semilla libre
con un tiempo de almacenamiento de 4 meses se evidencio un aumentd en un 90% de la
masa, durante las primeras horas de imbibicion, luego la curva se estabiliza hasta el final
de la prueba. Por su parte, el tratamiento (b) control aumenté de masa paulatinamente

hasta que a la hora 72 fue de 50% de su masa original.

Mientras que para los patrones temporales de germinacion se puede indicar que en la Tabla

2.8 el tratamiento de semillas libres con un tiempo de almacenamiento de 4 meses indica
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un porcentaje de germinacion de 26,66%, el primer evento de germinacion ocurrié en el
dia 7 a diferencia de la semilla libre almacenada por un tiempo de 11 meses con un
porcentaje de 7,33%, donde el primer germinante ocurrio en el dia 13; a diferencia del
control que su porcentaje llega al 4% y el dia que ocurrid el primer evento es el 53. Ademas
se encontraron diferencias significativas al realizar las comparaciones multiples entre los

tratamientos aplicados como lo expresa la Tabla 2.9.

Tabla 2.8. Efecto del almacenamiento en semillas libre de Morella parvifolia, sobre los patrones temporales de

imbibicidn y respuestas de germinacion durante 4 y 11 meses., en condiciones de laboratorio.

Incremento de

. Tiempo de t50 (dias) Final de
Tratamiento . Masa 72hr (%+- Retardo (d) .
almacenamiento SE) 95 % IC Germinantes (%0)
Control 4 meses 81,84 +578 53 2 4,00%
Semilla libre 4 meses 110,52 + 13,30 7 -a 40,06%
Semilla libre 11 meses 185,03 + 15,18 13 -a 10,33%

Retardo: Numero de dias desde la imbibicidn donde no ocurri6 la germinacion. tso: NUmero de dias para alcanzar el 50%
de germinantes. a: Las estimaciones Kaplan-Meier no alcanzaron la probabilidad de fracaso de 0,50.

Tabla 2.9. Resultados de multiples comparaciones por pares basados en la prueba de log-rank para las estimaciones
Kaplan Meier, para la germinacion de semillas libres de Morella parvifolia., expuestos a diferentes tiempos de

almacenamiento en condiciones de laboratorio. Se indican las comparaciones entre los tratamientos.

Comparaciones p
Control vs. Semilla libre (4m) 0
Semilla libre (4m) vs. Semilla libre (11m) 0,00000303

Control vs. Semilla libre (11m) 0,0000711
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Figura 2.5. Efecto del almacenamiento en semillas

Tiempo (Dias)
libres de Morella parvifolia.. Se muestran: (a) Aumentos

medios en masa fresca (£ SE) en tiempos de almacenamientos distintos (4 y 11 meses). El eje de tiempo representa
las horas 0,1,2,3,4,5,6,7,8,12,24,48 y 72 horas. (b) Estimaciones Kaplan Meier para la ausencia de germinacion
(probabilidad de no germinar) durante un periodo de 60 dias en endocarpos frescos con semilla en condiciones de
laboratorio. Curvas con valores mas cercanos a 0 denotan mayores tasas de emergencia.
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De los lotes analizados se puedo determinar un 79% de semillas viables, un 15% de
semillas no viables y un 6% de endocarpos sin semillas, como lo expresa la Figura 2.5.1.8.

Morella sp.

# Semilla Normal u Semilla Deshidratada  ® Inviables

Figura 2.6. Porcentaje de semillas viables, no viables y endocarpos vacios de Morella parvifolia, de cinco lotes

analizados

2.6 Efecto de la escarificacion en semillas almacenadas

2.6.1 Escarificacion en semillas almacenadas durante 4 meses

El analisis de varianza realizado dio como resultado que si existen diferencias
significativas (P=<0,001) entre los tratamientos de escarificacion aplicados en semillas
almacenadas durante 4 meses. Al realizar las comparaciones entre los tratamientos se
observo que el &cido sulfurico aplicado durante 1 minuto tuvo diferencias significativas
(P= 0,05) distintas al resto de los tratamientos aplicados como lo indica la Tabla 2.8. El
tratamiento de ebullicién refleja un aumento de su masa hasta las 72 horas de 20%, al
hervir los frutos por dos minutos y 30% al someter al tratamiento de ebullicion por un
minuto; este resultado contrasta con el control, que su aumento de masa alcanzé el 25%
en frutos almacenados durante 4 meses. Por su parte, el tratamiento con acido sulfurico,
refleja un incremento del 60% para los frutos escarificados durante un minuto; a
diferencia de la aplicacion del acido entre los 30 y 15 minutos que alcanza un incremento

del 25 y 30 respectivamente (Figura 2.7.(a)).
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La germinacion para la ebullicion a 1 y 2 minutos no registrd germinantes. El acido
sulfarico indica un porcentaje de 5,33% en los 30 minutos de aplicacion el retardo en
dias de germinacion ocurri6 en el dia 31, en los 15 minutos de aplicacion el porcentaje de
germinacion es de 1,33% el germinante fue en el dia 44 y el 1 minuto se refleja un
porcentaje de germinacion de 6% Y el retraso en dias fue de 38 (Tabla 2.9.). Mientras
que, el analisis log-rank dio como resultado que si existen diferencias significativas
(P=<0,001) entre las curvas de ausencia de germinacion. Al realizar las comparaciones
multiples se registraron diferencias significativas al aplicar el acido sulfurico durante 1

minuto y 15 minutos frente a la ebullicion (Tabla 2.10).

Tabla 2.10. Comparaciones entre los tratamientos de escarificacion aplicados a endocarpos con semilla almacenadas
durante 4 meses. Diferencia estadisticamente significativa (P=< 0,05) después de las 72horas de imbibicion.

Comparaciones Q
Acido Sulfarico (1min) vs Acido Sulfdrico (30min) 6,18E+00
Acido Sulfdrico (1min) vs Ebullicion (2min) 5,98E+00
Acido Sulfdrico (Imin) vs Control (4m) 4,88E+00
Acido Sulfdrico (Imin) vs Ebullicion (1min) 4,53E+00
Acido Sulfdrico (1min) vs Acido Sulfdrico (15min) 4,52E+00

Tabla 2.11. Efecto de la escarificacion en endocarpos almacenados con semillas de Morella parvifolia, sobre los

patrones temporales de imbibicion y respuestas de germinacion durante 4 meses., en condiciones de laboratorio

. Incremento de . Final de
) Tiempo de t50 (dias) ]
Tratamiento ) Masa 72hr (%o+- Retardo (d) Germinantes
almacenamiento 95% IC
SE) (%)
Control 4 meses 81,84 +5,78 53 -b 4,00%
Ebullicion (1min) 4 meses 45,19 +5,16 A b 0,00%
Ebullicion (2min) 4 meses 26,65 +0,73 -a b 0,00%
Acido sulfirico
] 4 meses 54,14 + 1,54 5,33%
(30min) 31 b
Acido sulfurico
. 4 meses 25,75+ 0,95 1,33%
(15min) 44 b
Acido sulfirico
) 4 meses 31,75+1,03 6,00%
(1min) 38 b

Retardo: Numero de dias desde la imbibicidn donde no ocurri6 la germinacion. tso: NUmero de dias para alcanzar el 50%
de germinantes. a: No existe retardo porque no hay germinantes. b: Las estimaciones Kaplan-Meier no alcanzaron la

probabilidad de fracaso de 0,50.
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Figura 2.7. Efecto de la escarificacion en endocarpos almacenados con semillas de Morella parvifolia.. Se muestran:
(a). Aumentos medios en masa fresca (+ SE) en endocarpos con semillas almacenadas durante 4 meses. El eje de
tiempo representa las horas 0,1,2,3,4,5,6,7,8,12,24,48 y 72 horas. (b) Estimaciones Kaplan Meier para la ausencia
de germinacion (probabilidad de no germinar) durante un periodo de 60 dias en endocarpos frescos con semilla en

condiciones de laboratorio. Curvas con valores mas cercanos a 0 denotan mayores tasas de emergencia.
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Tabla 2.12. Resultados de multiples comparaciones por pares basados en la prueba de log-rank para las estimaciones
Kaplan Meier, para la germinacién de endocarpos con semilla de Morella parvifolia, expuestos a 4 meses de

almacenamiento en condiciones de laboratorio. Se indican las comparaciones entre los tratamientos.

Comparaciones p
Acido Sulfarico (1min) vs. Ebullicion (2min) 0,000503
Acido Sulfarico (15min) vs. Ebullicion (2min) 0,000872
Acido Sulfdrico (1min) vs. Ebullicién (1min) 0,0425

2.6.2 Escarificacion en semillas almacenadas durante 8 meses
Después de realizar el ANOVA se obtuvo que existen diferencias significativas

(P=<0,001) en el incremento de masa desde la hora 0 hasta la hora 72. Al realizar las
comparaciones se observa que existen diferencias significativas entre las excretas de cuy
con 20 gramos frente a los demas tratamientos aplicados como lo indica la Tabla 2.13. El
incremento de masa de la semilla con endocarpo al aplicar el tratamiento dela lana de
acero, indica un incremento de la masa del 1% después de finalizadas las 72 horas del
experimento. Por su parte, el tratamiento de reposo aumento del 65% después de aplicadas
las 72 horas de observacion, diferente al control, donde su incremento de masa llega al
0,1%. EI tratamiento de excretas de cuy y lana de acero indica un incremento de masa
equivalente al 4% en los tratamientos donde se adicion6 agua; mientras que en el que no
contenia agua el incremento fue de 0,9%, cabe indicar que el control tuvo un mayor
aumento de masa alcanzado un porcentaje de 5% al finalizar las 72 horas de prueba. El
tratamiento con excretas de cuy, que contenia agua indicaron un aumento entre el 14 %
(10gr) y 15 %(15qr); sin embargo, el control y las excretas sin agua (20gr), mostraron un

aumento de masa de 4% como lo expresa la Figura 2.8(a).

Los patrones temporales de germinacion en endocarpos almacenados durante 8 meses con
semillas indican que, la Figura 2.8. (b), indica que el tratamiento de excretas de cuy 20gr
y lana de acero no existieron germinantes, mientras que para 10gr y la adicién de agua
representd un 22%, el primer evento de germinacion ocurrio en el dia 22; por su parte los
15¢gr y la adicién de agua dio un porcentaje de 14,66% Yy el retardo en dias fue 24. Por su

parte, las excretas de cuy 20gr y 15gr con la adicién de agua no dieron resultados positivos
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a diferencia de los excretos 10 gr y agua con un porcentaje de 9,33%, el retardo fue de 28
dias. El reposo aplicado a las semillas con endocarpo alcanzé un porcentaje de 13,33%, el
primer germinante ocurrio en el dia 15. El control utilizado en estos tratamientos tiene un
porcentaje de 5,33% donde el primer evento de germinacion ocurrio en el dia 19. Mientras
que para la lana de acero se reporté un 10% de germinantes y el retardo en dia fue de 26.
El remojo obtuvo un 13,33% de germinantes y el primer evento de germinacion ocurrio
en el dia 15 como lo indica la tabla 17. Las curvas de germinacion resultaron con
diferencias significativas de P=<0,001. Las comparaciones multiples indican diferencias
entre las excretas de cuy en diferentes cantidades, asi como la escarificacion con lana de
acero (Tabla 2.15.).

Tabla 2.13. Comparaciones entre los tratamientos de escarificacion aplicados a endocarpos con semilla almacenadas
durante 8 meses. Diferencia estadisticamente significativa (P=< 0,05) después de las 72horas de imbibicion.

Comparaciones Q
Excretas de cuy (20gr) vs Excretas de cuy + Lana de acero 20gr 5,57E+00
Excretas de cuy (20gr) vs Lana de acero 4,65E+00
Excretas de cuy (20gr) vs Excretas de cuy (15gr)+Lana de acero + agua 4,60E+00

Excretas de cuy (10gr)+agua vs Excretas de cuy (20gr)+Lana de acero 5,22E+00
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Figura 2.8. Efecto de la escarificacion en endocarpos almacenados con semillas de Morella parvifolia.. Se muestran:
(a). Aumentos medios en masa fresca (+ SE) en endocarpos con semillas almacenadas durante 8 meses. El eje de tiempo
representa las horas 0,1,2,3,4,5,6,7,8,12,24,48 y 72 horas. (b) Estimaciones Kaplan Meier para la ausencia de
germinacion (probabilidad de no germinar) durante un periodo de 60 dias en endocarpos frescos con semilla en
condiciones de laboratorio. Curvas con valores mas cercanos a 0 denotan mayores tasas de emergencia.
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Tabla 2.14. Efecto de la escarificacion en endocarpos almacenados con semillas de Morella parvifolia, sobre los

patrones temporales de imbibicion y respuestas de germinacién durante 8 meses., en condiciones de laboratorio

. Incremento de . Final de
. Tiempo de t50 (dias) .
Tratamiento ) Masa 72hr (%o+- Retardo (d) Germinantes
almacenamiento 9B % IC
SE) (%)
Control 8 meses 5,09 £0,36 19 b 5,33%
Lana de acero 8 meses 1,32+0,03 26 -b 10,00%
Remojo 8 meses 76,82 + 10,51 15 b 13,33%
Excretas de cuy
(20gr) + lana de 8 meses 1,03+0,12 0,00%
acero -2 b
Excretas de cuy
(10gr) + lana de 8 meses 4,15 +0,10 22,00%
acero + agua 22 b
Excretas de cuy
(15gr) + lana de 8 meses 4,10+0,12 14,66%
acero + agua 24 b
Excretas de cuy
8 meses 13,88 + 0,37 0,00%
(20gr) -2 b
Excretas de cuy
8 meses 15,15 £ 0,66 9,33%
(10gr) +agua 28 b
Excretas de cuy
8 meses 4,84 £0,15 0,00%
(105r) + agua -2 b

Retardo: Numero de dias desde la imbibicidn donde no ocurri6 la germinacion. tso: NUmero de dias para alcanzar el 50%
de germinantes. a: No existe retardo porque no hay germinantes. b: Las estimaciones Kaplan-Meier no alcanzaron la
probabilidad de fracaso de 0,50.
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Tabla 2.15. Resultados de maltiples comparaciones por pares basados en la prueba de log-rank para las estimaciones
Kaplan Meier, para la germinacion de endocarpos con semilla de Morella parvifolia, expuestos a 8 meses de

almacenamiento en condiciones de laboratorio. Se indican las comparaciones entre los tratamientos.

Comparaciones P

Excretas de cuy (10gr)+ Agua vs. Excretas de cuy (15gr)+Agua 8,99E-09
Excreta de cuy (10gr) vs. Excretas de cuy (20gr) + Lana de acero 1,07E-08

Excretas de cuy (20gr) vs. Excretas de cuy (10gr)+ Agua 1,27E-08
Excretas de cuy (20gr)+Lana de acero vs. Excretas de cuy (15gr)+Lana de acero +

0,0000171

Agua

Excretas de cuy (15gr)+Lana de acero vs. Excretas de cuy (10gr)+Lana de acero +

0,0000189

Agua

Excretas de cuy (20gr) vs. Excretas de cuy (15gr)+ Agua 0,0000208
Remojo vs. Excretas de cuy (15gr)+Agua 0,000067
Remojo vs. Excretas de cuy (20gr)+ Lana de acero 0,0000727
Remojo vs. Excretas de cuy (20gr) 0,0000787
Control vs. Excretas de (10gr) + Agua 0,000705
Lana de Acero vs. Excretas de cuy (15gr)+ Agua 0,00139
Lana de Acero vs. Excretas de cuy (20gr) 0,00146
Lana de Acero vs. Excretas de cuy (20gr)+ Lana de acero 0,00153
Excretas de cuy (10gr)+ Agua vs. Excretas de cuy (15gr)+Agua 0,00229
Excretas de cuy (20gr) vs. Excretas de cuy (10gr)+ Agua 0,00237

2.7 Efecto del almacenamiento en el contenido de cera adherida al endocarpo

El recipiente con mayor contenido de cera correspondio a los endocarpos que tuvieron un
almacenamiento mayor a los seis meses alcanzaron un valor de 0,0282¢, seguido de los
endocarpos con un tiempo de almacenamiento de cuatro meses cuyo valor fue de 0,0128g
y por ultimo fueron las semillas frescas y su valor fue de 0,0108gr . Ademas es importante
mencionar que el color de la cera vario cuando lleg6 a su punto de ebullicién, de igual
modo cuando se encontraban ya evaporadas. (Figura 2.9.)
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Contenido de cera en el Endocarpo
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Figura 2.9. Contenido de cera en el endocarpo de Morella parvifolia, después de hervir los endocarpos durante 30
minutos en 40ml de agua. El lote 1 corresponde a un tiempo de almacenamiento >6 meses, el lote 2 de cuatro meses y

el lote 3 fueron endocarpos frescos.
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CAPITULO Il

DISCUSIONES

3.1 Efecto del endocarpo sobre las semillas

Los tratamientos aplicados para promover la imbibicion y germinacion en semillas frescas
con y sin endocarpo indicaron que Morella parvifolia, es permeable al agua. Mientras
que las comparaciones con semilla libre permitié determinar que el endocarpo produce
una absorcion lenta de agua pero no inhibe su absorcion, estos resultados se relacionan
con los obtenidos por Luna (2011), que indica un porcentaje de absorcion de agua del
2,8% hasta las 72 horas de imbibicion con la misma especie.

Las semillas extraidas del endocarpo germinaron a partir del dia 7; pero se observaron
altos niveles de contaminacion por patégenos como Alternaria sp., Botrytis cinérea y
Fusarium sp., que por lo general se asocian con especies forestales (Sanchez & Trapero,
2000); estos patdgenos facilitan la pudricion por falta de oxigeno y limitan los procesos
de absorcion de agua y germinacion (Schmidt, 2008). Ocasionando que sélo el tercio de
la poblacién evaluada germinara. Souza & Marcos-Filho (2001), indican que la cubierta
de la semilla es un modulador de relaciones entre la semilla y el ambiente al encontrarse
asociada con una dispersion temporal y espacial de la germinacion, que puede explicar,
anticipar o permitir la modificacién del rendimiento de las semillas en diferentes

condiciones.

3.2 Efecto de la escarificacion en semillas frescas

3.2.1 Escarificacion quimica

Las semillas sumergidas en solventes quimicos para obtener una lixiviacion del soluto (C.
C. Baskin & Baskin 2001; Evenari 1949; Ketring 1973) como agua oxigenada y jabén
liquido; mostraron incrementos negativos de masa después de las 72 horas de imbibicion

(-0,84;-2,09) y al igual que los porcentajes de germinacion (0 y 0,67%), debido a que la
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aplicacion de estos solventes influyeron en la deshidratacion del endocarpo y la semilla,
imposibilitando la absorcién de agua por parte del endocarpo (Mancilla et.al 2013). El
compuesto organico empleado (acetona), permitio la remocion de la cubierta impermeable
(cera) del endocarpo. No obstante, los resultados no fueron relevantes por al poder de
deshidratacion del solvente hacia la semilla con endocarpo. La utilizacion del agua
oxigenada para la desinfeccion, mostr6 un incremento en el porcentaje de germinacion a
diferencia de los demas solventes quimicos empleados, esto ocurre por una alteracion de
la semilla con endocarpo ya que el peréxido de hidrdégeno al descomponerse altera la

disponibilidad de agua para el embrion (Schmidt, 2008).

3.2.2 Escarificacion abrasiva

Los tratamientos de escarificacion abrasivos utilizados permitieron una absorcion lenta de
agua por parte de la semilla y un incremento de masa (0,31-1,8%) transcurridas las 72
horas de imbibicién. Esto ocurre porque la imbibicion es un proceso fisico y metabdlico
que facilita el ingreso de agua hacia la semilla, mediante la escarificacion de la capa la
que cubre; independiente de si esta inactivo o latente, viable o no viable (Bewley & Black
1982; Mayer & Poljakoff-Mayber 1982). EI cambio de agua de los endocarpos con
semillas y el choque térmico aumentd la proporcion de germinacion (20%) con respecto
a los resultados obtenidos por Castro & Ayala (2011) y Ortiz (2003) de 10,76% para
endocarpos con semillas de Morella pubescens. Debido a que la inmersion de la semilla
en agua, permitié eliminar posibles inhibidores que se encuentran en la cubierta seminal
mientras que el cambio drastico de temperatura influencié en la ruptura del endocarpo
(Bravo et.al 1996). Por lo que, permite absorber agua con normalidad, sin embargo es
necesario considerar que no finaliza con un caso exitoso de germinacion (Schmidt 2000)
(C. C. Baskin & Baskin, 2001).

3.3 Efecto del almacenamiento en frascos de vidrio por 4, 5, 7y 8 meses

La longevidad de las semillas esta determinado por su genética y fisiologia, eventos que
deterioran o dafian la semilla con o sin endocarpo y por la interaccion entre factores

individuales durante el almacenamiento (De Luca, 2010). La viabilidad obtenida para M.
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parvifolia, podrian indicar que las semillas con endocarpo tienen mayor longevidad en
un almacenamiento que no sobrepase los 4 meses, resultado que difiere a los obtenidos
por Lopez et. al (2002) con un porcentaje de viabilidad de 43%. El porcentaje de
germinantes y retardo en dias en endocarpos con semillas frescas obtenidas (66% y 7dias)
explican la progresion del envejecimiento natural, que sigue un patron sigmoideo. Este
inicia de manera lenta, y luego de un tiempo existe un rapido declive (Schmidt 2008). El
declive ocurrido se observd en semillas almacenadas en un timpo entre 4 meses (16%) y
<6 meses (5%). Ademas, este fendmeno se relaciona con la actividad metabdlica y su
requerimiento de agua durante el proceso; asi la respiracion de la semilla termina cuando
el contenido de humedad se ha reducido (Bewley & Black 1982; Murdoch & Ellis 2000).

Las semillas con endocarpo permanecen activas metabolicamente en el campo o
almacenamiento, pero, su tasa de metabolismo se reduce mediante el almacenamiento a
temperaturas reducidas y por el contenido de humedad (Pammenter & Berjak, 2014). Esto
explica la importancia de almacenar adecuadamente luego de la coleccion de las semillas;
ademas de que la cubierta cerosa protege que la semilla sin endocarpo, para que no pierda
humedad mientras estda almacenada. Cabe destacar que las condiciones de
almacenamiento 6ptimas mantienen su longevidad pero no mejora (Delouche & Baskin,
1973).

3.4 Efecto del almacenamiento en semillas libres

Las semillas libres utilizadas en tiempos de almacenamiento que variaron entre 4 y 11
meses indicaron incrementos en sus masas (185%), debido a la extraccién de la semilla
del endocarpo. Esto incide nuevamente en que el endocarpo retarda la absorcion de agua
por parte de la semilla. De tal modo que, el agua que se encuentra disponible para activar
el metabolismo estd fuertemente relacionada con la temperatura. Por lo tanto, si el
contenido de humedad y la temperatura son bajas el metabolismo disminuira influyendo
en la longevidad de los endocarpos con semillas almacenados a través de procesos de
envejecimiento (Rajjou & Debeaujon, 2008; Schmidt, 2008). Estos tratamientos poseen
los mejores resultados dentro de la presente investigacion. El tratamiento de semilla libre,

almacenada durante 4 meses obtuvo un porcentaje de germinacion (26,66%), el primer
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evento ocurrid en el dia 7. A diferencia del tratamiento con un tiempo de almacenamiento
de 11 meses que alcanzo6 un porcentaje de germinacion menor (7,33%) y el dia en el que
ocurrio el evento de germinacion aumento (13 dias). EI almacenamiento es una técnica
que juega un papel fundamental que afecta el vigor y viabilidad de semillas de manera
significativa y consecuentemente la infeccion por hongos al ser retirado el endocarpo que
cubre a la semilla (Schmidt 2008; Souza & Marcos-Filho 2001).

La viabilidad de M. parvifolia, que fue superior al 50% indica una adaptacién evolutiva
favorable para la especie y se podria recomendar para programas de recuperacion de
ecosistemas a diferencia de especies donde la viabilidad no alcanza el 30% como
Weinmannia fagaroides o Escallonia myrtilloides (Castro & Ayala 2011; Schmidt 2000).
Ademas se debe considerar que la viabilidad depende de largos periodos de
almacenamiento y ocasionan que la mayoria de especies no germinen al mismo tiempo
como una estrategia evitando que las plantulas no mueran por efectos de la sequia y que

asegure la permanencia de la especie (Serrada, Navarro-Cerrillo, & Peméan 2005).

3.5 Efecto de la escarificacién en semillas almacenadas

Los tratamientos donde se utilizé acido sulfarico incidieron en la eliminacion de la cera
y favorecieron una permeabilidad positiva del endocarpo almacenado. La aplicacion de
este solvente en la semilla con endocarpo registrd un incremento significativo (6%)
cuando permanecia en el menor tiempo, no obstante en la semilla con endocarpo al
permanecer demasiado tiempo en &cido afectd los porcentajes de germinacion; por los

dafios ocasionados al endocarpo como a la semilla (Guzman, Cruz, & Miranda, 2013).

No se obtuvieron germinantes en los tratamientos que se utilizd endocarpos con semillas
a puntos de ebullicion elevadas. Porque al ser sometidas a cambios de temperatura
drésticos ocasionan que la cubierta lefiosa no sea permeable al agua reduciendo la
actividad metabdlica y el incremento de masa (Pretell et al., 1985). El tratamiento de
reposo posee un porcentaje de germinacion considerable (13,33%) con respecto a otros
tratamientos de escarificacion aplicados en semillas almacenadas debido a que se utilizé

temperaturas inferiores al punto de ebullicion conocido como “calor humedo” y se limita
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solamente a la asimilacion de las capas externas; mientras que las internas se debilitan y
no fueron destruidas como en el caso del tratamiento de ebullicién (FAO, 1991; Gordon
& Rowe, 1982).

Se utilizaron tratamientos bioldgicos (excretas de cuy) en semillas almacenadas por su
disponibilidad en la naturaleza y son esenciales para romper diferentes estructuras que
disminuye la absorcion de agua de la semilla por parte de la corteza y (Schmidt, 2008).
Los resultados obtenidos al aplicar las excretas de cuy en una cantidad de 10 gr, adicionar
agua y luego agitar con lana de acero, permitieron aumentar los patrones de imbibicion
(4,5%) que dio como resultado la permeabilidad de la semilla con endocarpo y la
germinacion resulté satisfactoria (22%), superior a las tratamientos aplicados con &cido
sulfurico. Estos resultados concuerdan con las recomendaciones realizadas por Wunder
(1966), que utiliza la fermentacion para incrementar la permeabilidad del endocarpo e
influir en el porcentaje de germinacion.

3.6  Efecto del almacenamiento en el contenido de cera adherida al endocarpo

El contenido de cera de las semillas con endocarpo se relaciona con el tiempo de
almacenamiento. Por tanto, en semillas frescas con endocarpo se observé menor cantidad
de cera (0,010gr), que aquellos endocarpos que fueron almacenados durante 1 mes
(0,013gr) y mayor a 6 meses (0,028). Esto se debe a que la cera que cubre la semilla
previene la pérdida de humedad durante el almacenamiento prolongado (Buschhaus et al.
2007; Kolattukudy 2003) con el fin de mantener sus funciones fisioldgicas (Reicosky &
Hanover 1978).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El presente estudié permitié identificar que el endocarpo no es una barrera que
impide la absorcion de agua por parte de la semilla es una estructura que retarda

su absorcion influyendo en el retardo en dias para su germinacion.

La utilizacion de semillas frescas con endocarpo y la remocion de la cera
permitieron obtener altos porcentajes de germinacién (66%) para la propagacion

de la especie en condiciones controladas.

El almacenamiento de semillas con endocarpo y semillas libres es un factor que
influye de manera negativa en los patrones temporales de imbibicion vy
germinacion. Los tratamientos de escarificacion utilizados para permeabilizar el
endocarpo y permitir la absorcion de agua fueron de bajo costo para que su

aplicacion de viveristas y comunidades rurales.

Futuras investigaciones deben relacionarse en conocer la ecologia de propagacion
y supervivencia en condiciones de vivero e in-situ con la utilizacion de semillas
frescas. Con el fin de conocer los potenciales costos tanto en el sitio donde se
pretende restaurar, como en el vivero debido a los multiples beneficios que ofrece

para ecosistemas degradados.
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Recomendaciones

Para alcanzar altos porcentajes de germinacion se recomienda utilizar semillas con
maduras de Morella parvifolia, con un tiempo de almacenamiento que no supere las 72
horas.

Para semillas frescas y almacenadas no se debe eliminar del endocarpo por los altos
niveles de contaminacion causada por patogenos hacia la semilla, ademéas por el
desperdicio del material de propagacion al intentar su extraccion.

El remojo de las semillas con endocarpo durante 15 dias y la desecacion a temperatura
ambiente es recomendable para facilitar la absorcion de agua de la semilla 'y promover su

germinacion.
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ANEXOS

Anexo 6.Tablas detalladas de germinacion de semillas frescas y almacenadas con y sin endocarpo de Morella

parvifolia
Semanas i
Tratamiento Total Porcer_ltajq ,de
1 2 3 4 5 6 7 8 Germinacion
Control 0 8 20 37 23 5 5 1 99 66,66%
Semilla libre 321 9 16 0 0 0 O 49 32,66%

Efecto del endocarpo sobre los patrones temporales de imbibicion y respuestas de germinacion en endocarpos frescos
con semillas en condiciones de laboratorio.

. Semanas Porcentaje de

Tratamiento =, 5 45 § 7 g rowl Gormination
Control 0 8 20 37 23 5 5 1 99 66,66%
Jabon liquido 0 0 0 0 0 0 1 o 1 0,67%
Agua Oxigenada 0 0 0 0 0 0 o0 14 4 2,67%
Acetona 0 0 0 0 02 0 O 2 1,33%

Efecto de la escarificacion quimica sobre los patrones temporales de imbibicion y respuestas de germinacion en semillas
frescas en condiciones de laboratorio.

. Semanas Porcentaje de

Tratamiento 5, 5 g 7 g o Gormination
Control 0 8 20 37 23 5 5 1 99 66,66%
Vidrio Molido 0 0 0 0 0 0 4 0 4 2,67%
Intemperie 0 O 0 8 9 13 0 0 30 20,00%
Lana de Acero 0 0 0 0 0 1 0 1 0,67%

Efecto de la escarificacion abrasiva sobre los patrones temporales de imbibicion y respuestas de germinacion en semillas
frescas en condiciones de laboratorio.

Tratamiento Tiempo de Semanas Total Porcentaje de

almacenamiento 1 2 3 4 5 6 7 8 Germinacion
4 meses 0 0 O0OO0OO0OOO 6 6 4%
5 meses 0 0 11000 O 2 1,33%
Control
7 meses 0 0 00151 O 7 5%
8 meses 0 0 00O OO O 0 5,33%

Efecto del almacenamiento en frascos de vidrio en semillas con endocarpo sobre los patrones temporales de imbibicion
y respuestas de germinacion durante 4, 5,7 y 8 meses en condiciones de laboratorio.
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Tratamiento Tiempo de Semanas Total PoOrcentaje de
almacenamiento 1 2 3 4 5 6 7 8 Germinacion
4 meses 0 0 0 OO OOTG6 6 4%
Control 4 meses 3 1916 1 1 0 0 0 40 26,66%
11 meses 0 6 3 20000 11 7%

Efecto del almacenamiento en semillas libres sobre los patrones temporales de imbibicién y respuestas de germinacion
durante 4 y 11 meses en condiciones de laboratorio.

. Semanas Porcentaje de
Tratamiento A . 6 . o Total Germinacion
Control 0 0 0 0 0 0O 0 6 6 4%
Ebullicién
(1min) 0 0O 0 0 O o0 o0 O 0 0,00%
Ebullicion
(2min) 0 0O 0 O O o0 o0 o 0 0,00%
Acido sulfarico
(30min) 0 0O o o0 o 3 2 3 8 5,33%
Acido sulfarico
(15min) 0 0 0 0 0 1 o0 1 2 1,33%
Acido sulfarico
(1min) 0 0 0 1 0 1 0 2 4 6%

Efecto de la escarificacion en semillas almacenadas con endocarpo sobre los patrones temporales de imbibicién y
respuestas de germinacion durante 4 meses en condiciones de laboratorio.

Semanas Total Porcentaje de

Tratamiento Germinacion
1 2 3 4 5 6 7 8

Control 0 o0 3 5 0 0 0 0 8 4%
Lana de acero 0 0O 0 3 4 4 1 3 15 10,00%
Remojo 0 2 2 5 8 3 0 0 20 13,33%
Excretas de cuy (20gr) + 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0,00%
lana de acero
Excretas de cuy (109 + 4 5 g 45 3 3 2 1 33 22,00%
lana de acero + agua
Excretas de cuy (15gr) + 0 0 5 9 5 5 1 29 14.66%
lana de acero + agua
Excretas de cuy (20gr) 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0%
Excretas de cuy (10gr) 0 o0 0 4 6 2 2 0 14 9,33%
+agua
Eé(lj:;etas de cuy (105r) + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0%

Efecto de la escarificacion en semillas con endocarpo almacenadas sobre los patrones temporales de imbibicion y
respuestas de germinacion durante 8 meses en condiciones de laboratorio.
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Anexo 7. Fotografias del tratamiento control aplicado a Morella parvifolia en condiciones controladas.

)

Siembra del tratamiento control luego de transcurridas las 72 horas de imbibicion

Lote de 150 semillas con endocarpo de Morella parvifolia sembradas en cajas Petri sobre papel filtro y 5 ml de agua
destilada.

e

Réplica de 10 semillas con endocarpo de Morella parvifolia sembradas en caja Petri sobre papel filtro y 5ml de agua
destilada.
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Germinantes de Morella parvifolia

Semillas con endocarpos de Morella parvifolia contaminados.

Anexo 8. Fotografias del tratamiento control aplicado a semillas frescas con endocarpo

Endocarpos frescos con semillas de Morella parvifolia con cera.
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Endocarpo fresco con semilla de Morella parvifolia.

Anexo 9. Fotografias del tratamiento control para semillas con endocarpo de Morella parvifolia con un periodo de
almacenamiento de 4 meses

Cera extraida a endocarpos con semilla de Morella parvifolia con un periodo de almacenamiento de 4 meses.



Endocarpo con semilla almacenado por 4 meses de Morella parvifolia

Anexo 10. Fotografias del tratamiento de semilla libre de Morella parvifolia

Endocarpos luego de la extraccion de semilla de Morella parvifolia

Semilla extraia de Morella parvifolia

Semilla en proceso de imbibicién de Morella parvifolia
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Semillas germinantes de Morella parvifolia luego de la extraccion del endocarpo

Anexo 11. Fotografias de la extraccion de cera de endocarpo con semilla de Morella parvifolia

e ]

Ebullicion de los endocarpos de Morella parvifolia



Cantidad de cera extraida de 150 endocarpos de Morella parvifolia
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