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Germinacion de la Chuquiragua Chugiraga jussieui J. F. Gmel de los paramos

del Antisana y sus implicaciones en la restauracion ecoldgica.

RESUMEN

Se analiz6 la viabilidad y capacidad germinativa de Chuquiraga jussieui, un arbusto
lefioso nativo de los paramos del Ecuador. Para el analisis de viabilidad se realizaron
pruebas de tetrazolio, obteniéndose un porcentaje del 84%. Adicionalmente, se evalué
la imbibicion de las semillas. Fueron analizadas variables morfolégicas, incluyendo el
contenido de humedad, peso, tamafio de la semilla y tamafio del embrién. Las pruebas
de germinacién dentro de una cadmara germinacién y de un cuarto de crecimiento
(condiciones de luz y temperatura diferentes). Realizando un analisis de supervivencia
(método Kaplan Meier) para los datos para determinar la probabilidad de que un evento
de germinacién ocurra. Los resultados demostraron que la germinacion de esta especie
esta condicionada por la temperatura, obteniendo porcentajes mas altos a temperaturas
de 9°C-11°C dentro de la camara de germinacion.
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Germination of Chuquiragua Chugiraga jussieui J. F. Gmel from the Antisana

paramos and its implications for ecological restoration.

ABSTRACT

The viability and germination capacity of Chuquiraga jussieui, a woody shrub native to
the paramos of Ecuador, was analyzed. For the viability analysis, tetrazolium tests were
carried out, obtaining a percentage of 84%. Additionally, the imbibition of the seeds was
evaluated. Morphological variables were analyzed, including moisture content, weight,
seed size, and embryo size. Germination tests inside a germination chamber and a
growth room (different light and temperature conditions). She performed a survival
analysis (Kaplan Meier method) to determine the probability of a germination event
occurring. The results showed that the germination of this species is conditioned by
temperature, obtaining higher percentages at temperatures of 9°C-11°C inside the
germination chamber.

Keywords: Chuquiraga Jussieu, germination, viability, Kaplan Meier
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

El paramo es un ecosistema de alta montafia caracterizado por la presencia de
herbazales de distinto tipo generalmente llamados pajonales (Giné y Sanchez, 2015).
Son considerados de gran importancia debido a que presentan un alto grado de
endemismo, una alta biodiversidad y proveen varios servicios ambientales a
poblaciones humanas (Hofstede et al., 2014). En el Ecuador los paramos no son
homogéneos, aquellos que se encuentran en la vertiente amazonica se encuentran a
partir de los 4000-4500 msnm, son mucho mas humedos que los de la vertiente del
Pacifico, presentdndose una cobertura vegetal mas densa, exhibiendo una gran
variedad de hierbas, plantas en roseta basal, arbustos, almohadillas y algunos arboles

del genero Polylepis (Giné y Sanchez, 2015).

Para la sociedad, el aporte mas significativo que los paramos brindan es el agua de gran
calidad, empleada principalmente en actividades agricolas, industriales, asi como para
el uso urbano y la generacion eléctrica (Llambi et al., 2012). La capacidad de
almacenamiento y regulacion estd dada al hecho de que sus suelos constituyen
verdaderas esponjas de agua, logrando superar el 200% de su propio peso seco
(Camacho, 2014). Las cabeceras de la red hidrica andina son nutridas
fundamentalmente de aguas provenientes del paramo, abasteciendo a ciudades como
Quito con 2 millones de habitantes, asi como actividades econémicas como la

floricultura que dependen directamente de estas aguas (Giné y Sanchez, 2015).

Pese a su gran importancia, estos ecosistemas se encuentran en constante degradaciéon
especialmente en Ecuador, Pert y Colombia, debido a su aprovechamiento intensivo y
por la practica de técnicas no sostenibles que dan como resultado un mosaico de
estados sucesiones con distintos grados de disturbio (Aguirre et al., 2013; Llambi et al.,
2012). Los impactos de las quemas, utilizadas para la conversién en pasturas para
ganaderia y agricultura, asi como actividades mineras, afectan a los mecanismos de
regeneracion natural de la vegetacion del paramo, al reducirse la densidad de plantas y
de dispensadores se ve afectada la dispersion de semillas (Vargas et al., 2014). El
paramo al no haber desarrollado adaptaciones especiales para tolerar disturbios
antropogénicos, sus plantas no son capaces de resistir fuegos continuos, su vegetacion
y suelos carecen de la capacidad de soportar pastoreo de animales, provocando dafios
permanentes a los componentes bidticos y abidticos (Aguirre et al., 2013). Todo esto
convierte a los paramos en ecosistemas vulnerables al cambio global al poseer
umbrales de resistencia y resiliencia muy bajos (Vargas, 2013). Paralelamente el cambio
climatico es capaz de modificar la extensién y magnitud de todos los disturbios

antropicos y naturales y de originar nuevos disturbios antes desconocidos, como la
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llegada de especies invasoras (Vargas, 2013). Al no existir micrositios, en épocas de
lluvias se da el lavado y arrastre de las semillas, dificultando la germinacion y
establecimiento de las plantulas, sumado a esto la degradacion de los suelos alrededor
de la planta madre ocasiona la disminucién en la viabilidad de las semillas (Vargas et
al., 2014).

Al no existir impedimentos o elementos tensionantes, los ecosistemas son capaces de
regenerarse por si solos. Pero cuando han perdido sus mecanismos de regeneracion y
se encuentran destruidos o muy degradados es indispensable ayudarlos en su
recuperacion (Vargas et al., 2012). La restauracidn ecoldgica esta definida por la SER
(2004) como el proceso de asistir a la recuperacion de ecosistemas destruidos, dafiados
o degradados. El paramo al ser un ecosistema susceptible a una acelerada tasa de
deterioro, es una prioridad implementar estrategias de restauracion, mediante un
modelo que permita superar los umbrales de degradacién (biéticos y abi6ticos), que le
dificulta regresar a un estado menos degradado (Hobbs y Harris , 2001; Aguirre et al.,
2013). Es fundamental planificar e aplicar técnicas de restauracion ecoldgica que
permitan recuperar la estructura y composicion de la comunidad vegetal superando las
barreras ecoldgicas que afectan la dispersion y establecimiento de las plantas (Vargas
et al., 2014).

En los trépicos la principal estrategia de restauracion es la siembra de flora nativa (Holl,
2017). Para que la restauracion sea considerada exitosa resulta primordial promover
ecosistemas dominados por especies nativas con cantidades reducidas de especies
exéticas, propiedad que los ecosistemas restaurados muestran (SER 2004; Abella et
al., 2012). Muchos proyectos de restauracion ecoldgica estan basados en el uso de
semillas de plantas nativas (Cross et al., 2020). Dentro del ciclo de vida de una planta,
estas representan un estado compacto e independiente por lo que su recoleccion,
transporte, estudio y almacenamiento se puede realizar de forma sencilla y econémica
(Gold et al., 2004). Sin embargo proyectos de restauracion fracasan debido a la escasez
de conocimientos acerca de la biologia de la semilla de especies nativas (Sanchez y
Furrazola, 2018). Ademas, estrategias de revegetacion basada en la siembra directa
presentan altas tasas de mortalidad caracteristico del establecimiento temprano de la
vegetacion (Schmitz, 2008; Eichhorn et al., 2010; Bonilla-Moheno y Holl, 2010; Bugalho
y Clark, 2013; Pereira et al., 2013; Crespo y Inga, 2020). El cultivar plantas en el vivero,
para luego trasplantarlas en el campo, permite tener una mejor germinacién y disminuir
la competencia, reduciendo la mortalidad durante la etapa mas vulnerable (Schmidt,
2008). Al evadir variaciones extremas de temperatura, la herbivoria, competencias con

malezas, estrés térmico e hidrico y la falta de humedad en el suelo que afectan la
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emergencia y supervivencia (Doust y Lamb, 2006; Douterlungne et al., 2010; Doust,
2011; Pereira et al., 2013; Silva et al., 2015; Meli et al., 2018; Crespo y Inga, 2020).

La informacion acerca de los mecanismos de regeneracién de plantas nativas del
Neotrdpico es limitada debido a que existen muy pocos estudios sobre estas especies
vegetales (Sanchez et al., 2015). En el Ecuador los estudio de vegetacién de paramo
estan principalmente enfocados en conocer la diversidad floristica, mientras que las
investigaciones acerca la biologia y ecologia de semillas son escasas (Romero y Cueva,
2020). Es necesario comprender y considerar los rasgos de germinacién y la latencia de
las semillas para garantizar un manejo que promueva la germinacién durante los
periodos mas favorables para el reclutamiento de plantas (Kildisheva et al., 2020). Al no
considerar adecuadamente estos aspectos, el establecimiento de la plantas puede
fracasar, y con esto, se desperdician recursos (James et al., 2011; Merritt y Dixon, 2011;
Commander et al., 2013; James et al., 2013; Kildisheva et al., 2020)

La familia Asteraceae ha desarrollado estrategias particulares para la dispersion y
germinacion de sus semillas, poseyendo una gran capacidad reproductiva (Torres y
Galetto, 2008; Fuentes et al., 2010). Con el objetivo de lograr una mayor supervivencia,
producen un gran numero de semillas, sin embargo, son vulnerables a patégenos,
perdida de humedad y a dafios mecanicos al no poseer reservas energéticas que les
permitan persistir y germinar (Cueva y Lucero, 2018). Probablemente la mayor pérdida
de los individuos en alta montafia se da en la germinacién de las semillas y el
establecimiento de las plantulas (Kdérner, 2003; Vargas et al., 2014). Es posible que
debido a que un gran nimero de semillas no alcanzan a desarrollarse por completo
(Chaparro y Becerra, 2012; Romero y Cueva, 2020). La supervivencia de las plantulas
estan restringido en especies lefiosas, con semillas de un tamafo reducido ya que
poseen reservas nutricionales limitadas, ademas son incapaces de tolerar niveles altos
de radiacion y temperaturas bajas (Cardenas et al., 2019). Por esto, la germinacion de
algunas especies suele ser mayor en condiciones de laboratorio que en condiciones de

campo (Guariguata y Azocar, 1988; Mancipe et al., 2018).

Si bien la germinacion de cada especie depende de un conjunto de condiciones
especificas que hacen posible que se desencadene este proceso (Bewley y Black,
1994; Baskin y Baskin, 1998; Wendel y Carrefio, 2012), también pueden estar
relacionados a grupos funcionales, estacionalidad climéatica o a su historia filogenética,
entre otros (Sanchez y Furrazola, 2018). En Asteraceae es comun el dimorfismo de
semillas que se presenta cuando una sola planta produce dos tipos 0 mas tipos de
semillas con distinta morfologia y comportamiento ( Harper, 1977; Galindez et al., 2009).

Ademés de presentar diferencias en el tamafo, es posible que difieran en las
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caracteristicas de latencia, dispersion y requisitos de germinacion (McEvoy, 1984,
Venable y Levin, 1985; Maxwell et al., 1994; Zhang, 1994; Galindez et al., 2009). Existen
especies que presentan requerimientos complejos con el fin de que se dé la
germinacion, en respuesta a sefiales quimicas o sefales de luz u oscuridad (indicadores
de perturbacién vegetal) (Kildisheva et al., 2020). Aunque los factores ambientales
basicos que determinan el potencial de germinacion son la temperatura y disponibilidad
de agua (Alvarado y Bradford, 2002; Manfreda et al., 2020). Las semillas germinaran en
mayor proporcién y a una mayor velocidad cuando se encuentran en su éptimo de
temperatura, esta puede alternar entre el diay la noche o puede ser constante. Ademas
poseen umbrales de temperatura maxima y minima fuera del cual no germinan las

semillas (Di Sacco et al., 2018).

Para que una especie sea apropiada para realizar procesos de restauracion debe ser
capaz de cumplir con algunas caracteristicas, entre ellas, promover el establecimiento
de poblaciones nativas de flora y fauna, asi como contar con usos adicionales a la
restauracion como para la produccion de lefia, carbén, néctar o alimento (CONABIO,
2010; Leal y Vicent, 2021). Chuquiraga jussieui es de uso medicinal, y por sus
propiedades ha sido utilizada para tratar varias dolencias, ya sea problemas
estomacales, reducir la fiebre, facilitar la cicatrizacion, ademas se ha confirmado posee
efectos diuréticos y su capacidad de estimular el sistema inmunolégico (Palma, 2019).
La especie de colibri Oreotrochilus chimborazo se encuentra presente en localidades
donde hay Chuquiraga, su fuente principal de néctar, la cual esta disponible durante
todo el afio (Rodriguez y Olmedo, 2019), sin embargo poco a poco se ha ido perdiendo
ocasionada por la disminucion de esta especie de arbusto caracteristica de los Andes
(Molina, 2018). Asi como la especie Oreotrochilus cyanolemus, recientemente
descubierta los Andes del suroeste de Ecuador, de distribucibn muy restringida y
catalogada como criticamente amenazada, tiene como principal fuente de alimentacion

a C. jussieui (Sornoza et al., 2018).

Pese a su importancia ecoldgica y sus propiedades medicinales, no existen estudios
enfocados en su ecologia, asi como en las caracteristicas morfologicas y fisiologicas de
las semillas de esta especie lefiosa de paramo. En este estudio se evalu6 el rendimiento
germinativo de Chuquiraga jussieui en condiciones de laboratorio (cajas Petri). El primer
objetivo fue determinar la presencia o ausencia de dormancia en la semilla. El segundo
objetivo fue evaluar y describir al kinetica de imbibicion y germinacién en 2 condiciones
de temperatura (dentro de la camara de germinacion y dentro del cuarto de crecimiento).
Finalmente se discuti6 los resultados en relacion al uso de esta especie en actividades

de restauracion ecolégica.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS
Sitios de recoleccion de semillas

La recoleccién de semillas se realizé alrededor de la Reserva Ecoldgica Antisana, area
protegida que presenta paramos y bosques andinos (MAE, 2014). Estos habitats son de
considerable diversidad de especies de flora y fauna. Se encuentra ubicada en la
vertiente oriental de la cordillera de los Andes (Chicaiza y Sangucho, 2014), con una
temperatura media que varia entre los 4 °C y 8 °C precipitaciones entre los 800 y
2000mm (MAE, 2014).
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Figural Mapa con la ubicacion de los 4 puntos de recoleccion de semillas. Elaborado

por: Christian Andrés Toro.

De los 4 puntos en los que se realizd la colecciéon, 3 se encuentran en el cantén
Archidona de la provincia de Napo, mientras que 1 punto se encuentra en el cantén
Quito de la provincia de Pichincha, situdndose sobre los 4400 msnm. Estos sitios se
encuentran caracterizados por la presencia de vegetacion herbdcea y arbustiva

tolerante a cambios drasticos de temperatura y viento gracias a hojas pubescentes y
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gruesas. Entre extensos pajonales destacan las almohadillas, asi como musgos,
orquideas, remanentes de bosque de papel, chuquiraguas (Chuquiraga jussieui),

Gynoxys ,Monticalia y pumamaqui (Oreopanax sp.) (Rivera et al., 2007).

Especie en estudio

El género Chuquiraga se encuentra compuesto de 23 especies endémicas de América
del sur, distribuidas desde Colombia hasta Chile y Argentina (Molina, 2018). Chuquiraga
jussieui (J. F. Gmel), conocida como “chuquiragua”, es una especie de arbusto
perennifolio de hasta de 1,5m de alto, perteneciente al orden Asterales y a la familia
Asteraceae (Freire, 2016). Se trata de una especie amenazada siendo catalogada como
“especie vulnerable” ya que presenta un alto riesgo de extincién en estado silvestre
(Aucancela, 2018).

Esta especie se encuentra distribuida en los Andes desde el sur de Colombia hasta
Bolivia, mientras que en el Ecuador se encuentra presente entre los 2500-5000 msnm,
habitando varios ambientes de paramos y subparamos andinos (Minga, 2016). Posee
hojas alternas que pueden medir 1,2cm de largo y son caracterizadas por ser duras y
punzantes, se encuentran conformando matas hemisféricas de alrededor 15 a 30 cm de
altura, constituyendo un arbusto densamente ramoso (Pazmifio, 2017). Sus flores de
color amarillo o anaranjado se encuentran dispuestas en llamativas inflorescencias con
cabezuelas de 5cm de largo encerradas entre bracteas punzantes de color anaranjado
(Minga, 2016). La polinizacion de esta especie esta facilitada por varios agentes
(mariposas y colibries), mientras que la dispersion de sus semillas es anemocoria,

gracias a la presencia del vilano (Freire, 2016).

Figura 2: Muestra tomada de la y semillas
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El fruto de C. jussieui es una cipsela que se encuentra formado por un aquenio
turbinado, y una estructura apical de cerdas plumosas en forma de corona llamado
vilano (Palma, 2019). Para la poblacion muestreada en este estudio, las semillas
tuvieron un tamafo promedio de 4,29mm (largo) x 1,71mm de ancho (el promedio viene
dado por la medicién individual de 100 semillas, son de color amarillo palido segun el

libro “Munsell soil color book” (1975). El embrién posee un tamafio de 1,86 mm de largo
y 0,27mm de ancho.
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Figura 1  llustracion Morfologia floral. A) Capitulo C. jusiieui. B) Corte transversal de la

inflorescencia. C)Flor. Elaboracién propia.

Recoleccion de semillas

La coleccién de las semillas se realiz6 entre los meses de marzo y abril del 2021. En los
4 sitios de coleccién se tomaron las flores de Chuquiragua de 15 arbustos distintos
separados por una distancia minima de 50 metros para garantizar la variedad genética
(Di Sacco et al., 2018); cada individuo fue georreferenciado. Se colectaron flores
abiertas con estambres de color café oscuro (como indicador de madurez). Las semillas
fueron depositadas en bolsas de papel, lo mas aconsejable para especies de la familia
Asteraceae con semillas que presentan vilano, ya que puede ser complicado

desprederlas de bolsas de tela (Di Sacco et al., 2018). Posteriormente fueron llevadas

a la Universidad de Cuenca para su procesamiento.
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Figura 3 Tamarfio de la semilla. a) Ancho. b) Largo. Foto tomadas Laboratorio de Agroforesteria y Manejo
del Paisaje” de la Universidad de Cuenca, utilizando un estereoscopio.

Experimentos de laboratorio:

Fueron realizados en el Laboratorio de Agroforesteria y Manejo del Paisaje de la
Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Cuenca. Previo a la ejecucion
de los experimentos se realiz6 el procesamiento las semillas, primero se removieron las
cipselas (frutos) de la flor, y luego se desprendié con cuidado la semilla del fruto.
Finalmente se removieron los residuos adheridos a la semilla. Este procedimiento se
realiz6 dentro de un periodo de tiempo de 48 horas posterior a la colecta para evitar los
efectos del almacenamiento en la germinacién de las semillas (Vasconez y Hofstede,
2006).

Imbibicién

Esta prueba sirvié para determinar la capacidad de hidratacion de la semilla con un
método gravimétrico. Se realizaron 10 réplicas de 25 semillas, las cuales fueron pesadas
cada una en una balanza analitica. A continuacion, fueron sumergidas en agua destilada
dentro de 10 cajas Petri, las cuales fueron etiquetadas. Después de 1 hora del pesaje
inicial las semillas de cada replica fueron extraidas, pesadas y devueltas a su caja Petri.
Este proceso ser repitio cada hora hasta las 8 horas, y luego a las 12, 48 y 72 horas.
Antes de cada pesaje, se secO la superficie de las semillas para evitar que el agua
adherida modifique los valores de respuesta.

Calidad de semillas

La evaluacion de la calidad de las semillas se realiza para predecir su comportamiento
en el campo y precisar su valor para la siembra, analizando los parametros fisicos y las
propiedades fisiologicas de un lote de semillas (FAO y AfricaSeeds, 2019). En este
estudio se realizaron las pruebas de contenido de humedad; peso y viabilidad.
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Contenido de humedad

Esta prueba consiste en la disminucién del peso de la semilla cuando se seca, se realiza
para determinar su capacidad de mantener su viabilidad y preservar la calidad de las
semillas en almacenamiento (FAO y AfricaSeeds, 2019). Se aplicé el siguiente

protocolo:

1) Se proceso las semillas procurando retirar todo residuo del lote de semillas.

2) Se realizé 2 réplicas de 100 semillas cada una.

3) En una balanza analitica se pesé las cajas Petri ya etiquetadas.

4) Se tomo el peso de las cajas Petri con las semillas en su interior.

5) Dentro de una estufa de secado, se sometio a las semillas a 103 °C por 17 horas.
6) Una vez enfriadas las muestras, se volvieron a pesar.

7) Se calculé el contenido de humedad de las semillas (valores expresados en

porcentajes) utilizando la siguiente formula:

(M2-M3) = 100 M1=Feso de |la caia Petri
(MZ2-11) M2=Fesoinicial (caja Petri + semillas)
MI=Peso secno (caja Petri + semillas)

Peso

El peso de las semillas se determind mediante el pesaje de 4 réplicas de 100 semilla,
mediante estos resultados se calculd el peso de 1000 semillas, asi como se determiné
el numero de semillas de C. jussieui contenidas en un gramo. Para los calculos de peso
de las semillas se tomaron los primeros 3 decimales de los valores medidos por la

balanza analitica.

Pruebas de viabilidad

Para determinar la viabilidad de las semillas y su capacidad de germinar, se aplicé la
prueba de tetrazolio. “La viabilidad de las semillas se determina en funcién del patrén
de tincion del embrion y la intensidad de la tincion.” (Ruiz, 2009; Mancipe et al., 2018,
p.2).Tejidos metabdlicamente activos son tefiidos de rojo al producirse una reaccién
entre la solucién de tetrazolio con los iones de hidrogeno provenientes de los procesos

de respiracion celular (Di Sacco et al., 2018).

Para la realizacion de esta prueba se emplearon 125 semillas en 5 lotes de 25 semillas
cada una. Con el objetivo de facilitar la observacion de los tejidos del embrién y del

endospermo, se realizé la incision de las semillas, partiéndolas a la mitad utilizando un
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bisturi. Posteriormente se colocaron las semillas en cajas Petri, embebidas en la
solucién de tetrazolio, fueron puestas dentro de una estufa en donde permanecieron por
24 horas. Para la evaluacién, se colocé las semillas en agua destilada para evitar que
se deshidraten o se decoloren, la tincién se observé empleando un estéreomicroscopio
para clasificar a las semillas en viables, inviables, infestadas y vacias. Se aplicé la

siguiente férmula para determinar el porcentaje de semillas viables:

Semillas viables(%) = Miumero de semillas viables = 100
Mumerao de semillas puestas en el test de viavilidad

Figura5 Prueba de Tetrazolio: a) Semilla sin tefiir (No viable). b) Semilla parcialmente tefiida (No viable).

c) Semilla completamente tefida (Viable).
Germinacion
Se utilizé un lote de 300 semillas, las cuales fueron empleadas para comparar la
respuesta germinativa de C. jussieui a dos condiciones diferentes (como se ilustra en la

Figura 6)

1) Bajo condiciones controladas de temperatura e iluminacion, dentro de la cAmara de
germinacion. A 9 y 11 °C con 12 horas de oscuridad (Noche) y 12 horas de luz (Dia)

respectivamente, tratando de simular las condiciones climéticas del paramo.

2) Dentro de un cuarto de crecimiento a “temperatura ambiente”, con iluminacion

controlada con 12 horas de luz y con 12 horas de oscuridad.

Se establecieron 15 repeticiones para cada tratamiento. La siembra se realizé en cajas
Petri, se coloc6 en cada un papel filtro humedecido con agua destilada y 10 semillas. El
monitoreo y control del proceso de germinacion consistio en el registro diario no
acumulativo durante 60 dias desde la siembra. Se conté como semillas germinadas a

aguellas en las que se encuentre presente una radicula de al menos 1mm de largo.
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Con el objetivo de reducir la contaminacion durante las pruebas de germinacion se
realizé la esterilizacion de los materiales utilizados. Se colocé cajas Petri de vidrio,
pinzas y el papel filtro dentro de una estufa a 80°C por 24 horas. Se desinfecto con cloro
el area de trabajo. El protocolo de desinfeccion se realizé lavando las semillas con agua
destilada y 5ml de jabon liquido. Se agito delicadamente hasta cubrir por completo con

espuma, después se enjuago con agua destilada retirando el exceso de jabon.

Camara de germinacian Cuarto de crecimiento

Tempetatura: Temperatura;

97 12°C Yariakble
ontaz Fotoperioco

2dh Luz

Sesuridad

Figura 4 Siembra de semillas en condiciones de camara de germinacion y cuarto de

crecimiento.

Germinacion en oscuridad

Se evalud la respuesta germinativa de las semillas de Chuquiragua jussieui en
condiciones de oscuridad. Después de un tratamiento de desinfeccién, las semillas
fueron colocadas en cajas Petri de vidrio, sobre papel filtro humedecido con agua
destilada. Se realizaron 10 réplicas con 25 semillas para cada condicién: Cuarto de
crecimiento y camara de germinacion. Para evitar el paso de la luz, las cajas Petri fueron
introducidas en un recipiente opaco, que permanecia cerrado y solo era abierto para
realizar los controles y el riego periddico de las cajas Petri. El control y registro se realizd
a diario, se cont6 como semillas germinadas a aquellas que es evidente la emergencia

de la radicula de al menos 1mm de largo.

Analisis de datos

El andlisis de los datos obtenidos de los diferentes tratamientos realizados en el
laboratorio se realiz6 utilizando el programa SigmaPlot (v. 12.0, Systa software, Inc.).
Para el analisis de la tasa de imbibicion (datos continuos), primero se utilizé el test de
Shapiro Wilk(P<0.05) para comprobar la normalidad de los datos. Para determinar la
existencia de diferencias estadisticamente significativas en el incremento de peso de las

semillas se realiz6 el analisis de varianza ANOVA.
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Los datos de germinacion obtenidos de las 2 condiciones a las que se someti6 las
semillas (camara de germinacién y cuarto de crecimiento), fueron analizados utilizando
el Andlisis de Supervivencia con el método Kaplan-Meier. McNair (2012) considera que
este método estadistico de los mas apropiados para el analisis de datos de germinacion,
sin embargo, no se aplican con frecuencia y estan poco documentados en la literatura
biolégica. Consiste en estimar la probabilidad de que un evento de interés no suceda en
un periodo de tiempo definido, en funcion con el o los factores de disefio ( McNair et al.,
2012; Crespo y Inga, 2020). En este caso, se estimaron las probabilidades de que las

semillas no germinasen hasta el dia 60 (duracién del experimento).
CAPITULO Ill: RESULTADOS

Calidad de las semillas

Viabilidad

Al observar los patrones de coloracién e intensidad del embrién (Prueba de Tetrazolio)
de 5 réplicas de 25 semillas, se determin6 que el lote de semillas de C. jussieui posee
un porcentaje alto de viabilidad. La media de los valores obtenidos es del 84%.

Fepeticion Mo wiahles  Wacias Infestadas  Viables % Viahilidad
1 2 0 0 23 H2% _ 16%
2 5 0 0 20 80%
3 4 0 0 21 84% | 84%
4 8 0 0 17 B8%
& 1 0 0 24 HE% @Vviahles @MNowviables

Figura 1 Semillas de Chuquiraga jussieui viables, no viables , infestadas y vacias.
Peso
Con respecto al peso de las semillas se determin6 que el peso de las 1000 semillas es
de 1,62725 gramos, mientras que el numero de semillas contenidas en 1 gramo es de
153,63. El peso de las réplicas tomadas varia considerablemente por el hecho del

tamano variable de las semillas.

Contenido de humedad

Los analisis de contenido de humedad realizados con 2 lotes de 400 semillas evidencian
el alto contenido de humedad en las semillas de C. jussieui, representando un poco mas
de la mitad del peso fresco de la semilla (56, 87%). Este valor se obtuvo al promediar

los porcentajes obtenidos de ambos lotes (53,31% y 60,44%).
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Imbibicién

En los resultados obtenidos se determind el aumento de masa de las semillas de C.
jussieui en imbicion es del 96,01 % hasta la hora 48. Al desprenderse el tegumento de
las semillas, se evidencio una pérdida de masa a la hora 72 con un porcentaje del 71,81

% con respecto a la masa inicial.
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Figura 8 Prueba de imbibicion. Evolucion temporal de la masa de semillas de Chuquiraga

jussieui separadas de la cipsela (fruto). Las barras denotan la desviacién estandar.

Germinacion

Las semillas de C. jussieui sometidas a las condiciones de la camara de germinacion
comenzaron a germinar después del dia 16 y terminaron de germinar al dia 58. Al
finalizar los 60 dias del experimento se registré un 48,66% de semillas germinadas (73
germinadas de un lote de 150 semillas). Se registraron picos de germinacion a los dias
28,21y 22.

En condiciones del cuarto de crecimiento la germinacion inici6 al dia 15 y terminé al dia
57 del experimento. Del lote de 150 semillas se obtuvo un registro total de 36 semillas
germinantes que representa el 24% del total de semillas. Durante los 2 meses del
experimento se registraron 2 picos de germinacion, el primero al dia 22(8 registros) y el
segundo al dia 28 (5 registros).

Se determind que existe una diferencia estadisticamente significativa entre ambas
curvas de supervivencia (p=17,849; gl=1; P=<0,001), indicando que existe una relacion
entre el tipo de tratamiento aplicado y los patrones de germinacion presentados en la
figura 10.
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Figural0 Método Kaplan Meier. Ausencia de germinacién (Probabilidad) en semillas de
Chuquiraga jussieui sometidas a dos condiciones (Cuarto de crecimiento y cAmara de
germinacion) durante 60 dias.

Germinacién en oscuridad

El porcentaje de germinacion al dia 60 dentro del cuarto de crecimiento fue del 36,8%,
el primer registro se realizé al dia 9, mientras que el Ultimo se realizé al dia 32. La gran
mayoria de los registros de germinantes (97,82%) se efectuaron durante los primeros
30 dias, teniéndose picos de germinacioén al dia 9 (13 registros) y al dia 16 (9 registros),
mientras que en los ultimos 30 dias solo se tuvo un registro y 28 dias no se observaron

semillas germinantes.
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En la camara de germinacién el primer registro se efectu¢ al dia 16, mientras que el
ultimo registro se realiz6 al dia 53 concluyendo la prueba con un porcentaje de
germinacion del 37,6%. Los picos de germinacion se registraron al dia 18(12 registros),
al dia 24 (10 registros) y al dia 25 (7 registros). De los 47 registros realizados el 76,59%
se llevaron a cabo durante los primeros 30 dias.

El porcentaje de germinacion de ambos tratamientos es muy similar, las curvas de
germinacion indican que no existe una diferencia estadisticamente significativa
(p=0,640;; P=0,424).
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Figura 11 Método Kaplan Meier . Ausencia de germinacion (Probabilidad) en semillas de C.
jussieui, en condiciones de oscuridad (Dentro del cuarto de crecimiento y de la camara de
germinacion) durante 60 dias.

CAPITULO IV: DISCUSIONES

Segun Baskin y Baskin (2004) una especie posee semillas con dormancia fisiol6gica
cuando poseen un embrién desarrollado, son permeables al agua, sin embargo,
germinan después de los 28 dias. Se evidencio de que no posee dormancia fisioldgica,
durante las pruebas de germinacion se obtuvieron registros después del dia 16, mientras
gue el ultimo registro se tomo en el dia 58. Igualmente se determiné que las semillas no
poseen dormancia morfologica. Una semilla posee este tipo de dormancia cuando sus
embriones se encuentran subdesarrollados, y necesitan tiempo para que complete su

desarrollo (alrededor de 30 dias). La semilla de Chuquiragua posee embriones
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claramente diferenciados, esto se corroboro al realizar la su medicibn, ademas su

germinacion es casi inmediata, teniendo registros antes de 30 dias de experimento.

Para identificar tipos de dormancia a nivel de especie, se puede utilizar informaciéon
correspondiente a niveles taxondémicos superiores. Al no existir informacion
correspondiente a una especie, se recurre al género, al no disponer informacion del
genero con mayor frecuencia se recurre a la familia botanica (Baskin y Baskin, 2003;
2014; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Kos et al., 2012; Willis et al., 2014;
Sanchez et al., 2019). En otras especies de Asteracea se ha observado ausencia de
mecanismos de latencia y altos porcentajes de germinacion. Aunque también las
semillas de algunas especies posean latencia, rasgo que les permite formar bancos de
semillas (Fenner y Thompson, 2005; Jiménez et al.,, 2021). Se sabe que algunas
especies que poseen frutos en cipsela el crecimiento de embrién es restringido por el
pericarpio, esta estructura actia como una restriccion mecénica o también como una
inhibicion quimica ocasionando un retraso en la germinacion de las semillas (Venable y
Levin, 1985; Aguado et al., 2011; Souza y Takaki, 2019). Esta cubierta impone latencia,
incluso en condiciones ambientales adecuadas para la germinacion, limitando el
suministro de oxigeno, suministra inhibidores al embrion, a su vez impide las salida de
inhibidores del embrion (Villiers, 1975; Bewley y Black,1994; Qaderi et al., 2003).Al
procesar las inflorescencias de Chuquiraga jussieui se desprendio las estructuras de la
cipsela (fruto). Las semillas sometidas a las pruebas de imbibicién durante 48 horas
incrementaron su masa de una manera constante, mientras que en las pruebas de
germinacion se obtuvieron registros durante los primeros dias de ensayo. Se podria
afirmar que la especie no posee dormancia fisica, ya que se obtuvieron resultados que
concuerdan con la afirmacién, sin embargo, es posible que estos resultados sean dados
porque se eliminé las estructuras del aquenio antes de realizar las pruebas. Es posible
gue esta especie en condiciones de campo, después de darse la dispersion, las
estructuras del fruto (cipsela) actiien como una barrera que impide la germinacién de la
especie (Dormancia fisica) hasta que estas estructuras empiezan a descomponerse, se

da el ingreso de agua a la semilla y consecuentemente la germinacion.

Con respecto a lo observado el tamafio y peso de las semillas es muy variable incluso
entre semilla provenientes de un mismo capitulo, esta caracteristica es comun dentro
de algunas especies (Criollo y Upegui, 2005). Es posible que en las inflorescencias de
Chuquiraga jussieui se presente el fendbmeno llamado heterocarpia. (heteromorfismo).
Ocurre en 18 familias de angiospermas, sin embargo, es mas frecuente en Asteraceae
y Chenopodiaceae (Sun et al., 2009). Estas diferencias podrian estar estrechamente

relacionadas con la respuesta germinativa de las semillas. Aquellas que provienen de
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aquenios centrales germinan en un rango mas amplio de temperatura, asi como se
obtienen porcentajes mas altos de germinacion en comparacion con las semillas
periféricas (McEvoy, 1984; Rocha, 1996; Imbert et al., 1999; Imbert, 2002; Brandel,
2004, 2007; Sun et al., 2009). Las variaciones entre semillas de una misma especie
puede deberse a que las plantas poseen una capacidad limitada de producir semillas
con la misma masa de manera uniforme, para producir semillas de mayor tamafo la

asignacién de recursos seria superior (Leal y Vicent, 2021).

En un estudio realizado paralelamente con especies lefiosas de paramo, dentro del
proyecto CEPRA-CEDIA, se evalud la respuesta germinativa de Chuquiraga jussieui.
Empleando la misma metodologia, con semillas colectadas en Loma larga, localidad
ubicada en los paramos del sur del pais entre los 3500 a 3900 m.s.n.m. con
temperaturas que varian entre los 2,2 y los 17,1 °C (Moran, 2017). Se obtuvieron
porcentajes inferiores al 26% en las pruebas de germinacién, en promedio el tamafio de
las semillas es de 3,32 x 1,363mm. Al comparar con los resultados de germinacion de
las semillas colectadas en el Antisana (48,66%) y poseen un tamafio de 4,29 x 1,71mm.
Es evidente que las semillas de estas dos localidades presentan diferencias, tanto en el
tamafio de las semillas, asi como en los porcentajes de germinacién. Estas diferencias
entre poblaciones pueden ser dadas por la calidad ambiental, el nivel de nutrientes del
suelo a los que estuvo expuesta la planta madre ocasionan efectos sobre la calidad de
las semillas en especial en su contenido de energia y en la concentracion de minerales
(Aarssen y Burton, 1990). El porcentaje y tiempo de germinacion, asi como el vigor de
la plantula son caracteristicas directamente relacionadas con el tamafio de las semillas,
semillas de un tamafio reducido generalmente germinan mas rapido, en cambio semillas
mas grandes, aunque tardan mas tiempo en germinar, frecuentemente tienen un mayor

porcentaje de germinacion que las semillas pequefias (Souza y Fagundes, 2014).

En lo que respecta a viabilidad, las semillas colectadas en el Antisana presentan un
porcentaje alto de viabilidad (84%), mientras que al analizar la viabilidad de semillas
colectadas en otra localidad (Loma Larga) tan solo se obtuvo el 34,8%. La produccion
de semillas viables esta limitada por diversos factores intrinsecos de la planta, asi como
factores bidticos extrinsecos. En concreto estos factores estan relacionados a la biologia
floral (compatibilidad, expresion del sexo), patrones de provision de recursos para la
reproduccion, asi como el lugar de crecimiento (recursos disponibles y luz) y factores
externos como la accién de herbivoros y patégenos, depredadores de semillas y la
limitacion de la polinizacién (Aarssen y Burton, 1990). Atribuir esta diferencia a un solo
factor puede ser un error, sin embargo, podria deberse a un conjunto de varios factores,

sumado a esto distintos niveles de disturbio entre de ambas localidades.
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En un estudio realizado con 17 especies de plantas nativas de paramo pertenecientes
a varias familias entre ellas Asteraceae, la especie Pentacalia ledifolia demostré valores
de viabilidad superiores al 86,6%, mientras que en las pruebas de germinacion
obtuvieron un valor del 40% mostrando una diferencia significativa entre ambas pruebas
(Mancipe et al., 2018). Estos valores son muy similares a los de Chuquiragua en los que
se obtienen en las pruebas de Tetrazolio valores altos, mientras que en las pruebas de
germinacion se obtuvieron valores inferiores al 50%. En contraste Pazmifio (2021)
trabajo con especies de Asteracea provenientes de la Reserva Cayambe Coca, encontrd
porcentajes de alrededor del 10% para especies del genero Monticalia, para la especie
Gynoxis parviflora un 3% de semillas viables, mientras que los porcentajes mas altos
los obtuvo con el género Diplostephium (29%). Estos porcentajes bajos de viabilidad en
estas especies puede estar relacionado al gran nimero de semillas vacias (43%-79%),
mientras que al analizar las semillas de C. jussieui no se encontraron semillas vacias ni

infestadas se obtuvieron porcentajes altos en las pruebas de Tetrazolio.

Al comparar los resultados de germinacion entre el cuarto de crecimiento y la camara
de germinacion y es evidente que las semillas de C. jussieui reaccionan de manera
positiva a condiciones de temperatura y de luz alternantes, obteniéndose un porcentaje
de germinacion superiores dentro de la cAmara de germinacion (48,66%), superando
por mas del doble a los obtenidos en el cuarto de crecimiento (24%). En especies de
semillas pequefas, la respuesta a temperaturas alternas representa una adaptacion que
permite que la germinacién ocurra solo cerca de la superficie del suelo (Pobert,1992;
Mattana, 2009). Sin embargo, los porcentajes de germinacion en las pruebas de
germinacion en oscuridad entre ambas condiciones son muy similares (alrededor del
37%), es probable que al no contar con temperaturas adecuadas para germinar (cuarto

de crecimiento), las semillas requieran de completamente de oscuridad para germinar.

La especie estudiada es viable para ser empleada en proyectos de restauracion,
adecuada por varias caracteristicas que esta posee. En esta investigacion se evidencio
que es una especie con altos porcentajes de viabilidad, si bien las semillas de esta
especie no requieren de pretratamientos germinativos al no poseer ningun tipo de
dormancia, sin embargo, es necesario retirar la semilla de la cipsela, es posible que esta
estructura retrase la germinacion. Al propagar esta especie en condiciones de
laboratorio es recomendable someterlas a condiciones variables de temperatura y de
luz para obtener un porcentaje de germinacion cercano al 50%, esto es posible realizarlo
dentro de una camara de germinacion. La masa inicial de las semillas, asi como su
contenido energético y reservas de alimentos puede incidir el tamafio de las plantulas

(Kolodziejek, 2017), asi como una mayor tolerancia a la sombra, dafio fisico y a la sequia
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(Leishman et al., 2000; Galindez et al., 2009). Por lo que al utilizar esta especie en

proyectos de restauracion si se tiene como objetivo tener plantulas mas grandes y

resistentes, seria recomendable seleccionar las semillas de mayor tamafio. Un factor a

considerar, es la contaminacién, durante los 60 dias de monitoreo del experimento se

observé con frecuencia semillas contaminadas. Para las semillas esta especie se debe

aplicar un protocolo de desinfeccién que elimine los hongos establecidos en la cubierta

de las semillas, asi como en los tejidos méas profundos (Vanangamudi et al., 2010).

RECOMENDACIONES

Utilizar las semillas grandes, las semillas muy pequefias con respecto al lote
tienden a no germinar, por lo general se descomponen o si germinan producen
plantulas endebles y pequefias. Al contrario, las semillas grandes producen
plantulas vigorosas y resistentes, que pueden ser trasplantadas desde las cajas
Petri a sustratos como turba, adaptandose muy bien casi sin presentar
mortalidad de las plantulas.

Es posible que la cipsela actué como un inhibidor de la germinacién (restriccion
mecanica y/o inhibidor quimico) en las semillas de C. jussieui. Por lo que se
recomienda: 1) Retirar por completo esta estructura al propagar por semillas esta
especie. 2) Realizar un estudio en relacion a este tema que permitan comprender

con mas claridad estos mecanismos de inhibicién en C. jussieui.

Determinar la viabilidad del uso de esta especie mediante siembra directa como

técnica de revegetacién para su reintroduccién en el paramo.

Si bien este estudio no se enfoco en determinar la influencia del tamafio de las
semillas en la germinacién de esta especie, se presume que este factor es de
gran importancia en la dinamica de germinacién de la Chuquiragua. Para futuras
investigaciones se podria evaluar a) Las variaciones morfoldgicas entre
aquenios provenientes de un mismo capitulo (heteromorfismo) y sus relaciones
con la respuesta germinativa de las semillas. b) La variacion de las diferencias

fenotipicas de C. jussieui de diferentes poblaciones.

Realizar estudios que evalten el crecimiento y supervivencia de las plantulas de

C. jussieui al ser reintroducidas en el paramo.
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ANEXOS

Anexo 1 Procesamiento de semillas y

eliminacién de residuos.
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Anexo 2 Medicién del tamarfio de las semillas de

C. jussieui, con la ayuda de un calibrador

electrénico(Datos tomados en cm).
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Anexo 4 Semillas utilizadas en la prueba de Tetrazolio.

No de semillas Peso inicial hl h2 h3 h4 h5 h6 h7 h8 h12 h24 h48 h72
25 0,2146 0,2416 0,2777 10,3117 0,3317 0,3405 0,3493 10,3597 0,3599 0,343 0,348 0,3334 0,2659
25 0,1806 0,2174 0,2399 0,27 0,285 0,2999 0,3042 0,3109 0,3163 0,3194 0,3338 0,3344 0,2782
25 0,1934 0,228 0,2569 0,2853 0,3083 0,3174 0,3336 0,343 0,3471 0,3536 0,3548 0,341 0,2995
25 0,175 0,2531 0,2828 0,2973 0,3139 0,327 10,3304 0,3381 0,345 0,3479 0,3599 0,3602 0,2961
25 0,1861 0,2616 0,2925 0,31112 0,3239 0,3368 0,3427 0,3498 0,3581 10,3652 10,3762 0,3724 0,3656
25 0,1641 0,2261 0,2628 0,2921 0,307 0,3167 0,3279 0,3303 0,3355 0,3461 0,3478 0,3546 0,3248
25 0,1531 0,1813 0,2078 0,2272 0,243 0,2545 10,2649 0,2692 0,2749 0,2841 0,2904 0,2938 0,2892
25 0,2103 0,2762 0,3131 0,3469 0,3891 0,3803 0,3901 0,3883 0,3887 0,3988 0,413 0,43  0,3751
25 0,1645 0,2412 0,2713 0,2925 0,3055 0,3134 0,3187 0,3281 0,329 0,3395 0,3481 0,3434 0,3116
25 0,1631 0,2405 0,2722 0,2994 0,3101 0,3184 0,3234 0,3294 0,3302 0,3407 0,3442 0,3526 0,2693

Anexo 3 Base de datos pruebas de Imbibicion.
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Anexo 5 Plantulas de C. jussieui trasplantadas a turba.



