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Experimentos de germinacién con semillas de Raias, Viburnum triphyllum (Benth)

y sus implicaciones para la propagacion y restauracion

RESUMEN

Se analizan distintos tratamientos pre-germinativos para romper y clasificar la dormancia
de Viburnum triphyllum (Benth); mediante la extraccion del endocarpo, semillas libres
sembradas en cajas Petri a la intemperie y la aplicacion de 4cido giberélico en tres
concentraciones, 100, 250 y 500 ppm. Los datos de imbibicion se analizaron mediante la
prueba estadistica t Student; mientras que los datos de germinacion se examinaron
mediante un andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier, y un test post-hoc de Holm-
Sidak. Los resultados demostraron que el endocarpo si tiene efectos sobre la absorcion de
agua y germinacién, y que se obtienen mejores y més tempranos porcentajes de
germinacion con la utilizacién de acido giberélico. Se concluye que Viburnum triphyllum
posee una dormancia morfofisiologica combinada, que tiene implicaciones al momento

de propagar la especie y a su vez al utilizarla en programas de restauracion.

Palabras clave: tratamientos pre-germinativos, Viburnum triphyllum, dormancia,

germinacion, acido giberélico.
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Germination experiments with seeds of Ranas, Viburnum triphyllum (Benth) and

their implications for propagation and restoration

ABSTRACT

Different pre-germinative treatments were analyzed to break and classify the dormancy
of Viburnum triphyllum (Benth) by extracting the endocarp, planting free seeds in Petri
dishes outdoors and the application of gibberellic acid in three concentrations: 100, 250
and 500 ppm . The imbibition data were analyzed by the t Student statistical test, while
the germination data were examined by the Kaplan-Meier survival analysis and a Holm-
Sidak post-hoc test. The results showed that the endocarp does have effects on water
absorption and germination. Also, better and earlier germination percentages are obtained
with the use of gibberellic acid. The investigation concludes that Viburnum triphyllum
has a combined morphophysiological dormancy, which has implications at the time of

propagating the species and in restoration programs.

Keywords: pre-germinative treatments, Viburnum triphyllum, dormancy, germination,

gibberellic acid.
@ ~£Wr @L V{)
2 o
Antonio Manuel Crespo Ampudia Antonio Manuel Crespo Ampudia
Thesis Director Faculty Coordinator

Emilia Ochoa Hermida

Author

g}n_sg:a‘iy

Ing. Paudl Arpi

(
Do¥o. Idiomac



Ochoa Hermida 11

Ochoa Hermida Maria Emilia
Trabajo de Graduacién
Crespo Ampudia Antonio Manuel, PhD

Diciembre, 2019

Experimentos de germinacion con semillas de Rafias, Viburnum triphyllum (Benth)

y sus implicaciones para la propagacion y restauracion

INTRODUCCION

Los bosques altoandinos se caracterizan por su alta diversidad, endemismo y servicios
ecosistémicos que benefician al ser humano, incluyendo produccion de agua, captura de
carbono, generacion de suelos fértiles, entre otros (Bokkestijn, 2017). La capacidad de los
ecosistemas para sostener la biodiversidad y sus servicios asociados va disminuyendo
afio tras afio como resultado del cambio climatico, la contaminacion ambiental, la
deforestacion, los incendios forestales, la conversion de los bosques a tierras
agroproductivas y la actividad minera (Bokkestijn, 2017), provocando el aumento de la
pobreza en zonas rurales, degradacion de las cuencas hidrogréficas y pérdida de la
biodiversidad (Blakesley et al., 2002). Hasta el afio 2008, en el sur del Ecuador alrededor
del 46% de bosques han sido transformados en pastizales, en espacios para la agricultura,

urbanizado, entre otros (Tapia et. al, 2015).

La mayoria de estos ecosistemas tienen una capacidad baja para recuperarse por si solos
una vez degradados y necesitan de ayuda externa, a esta asistencia se la denomina
“restauracion” (Mcdonald et. al, 2016). Segun SER, (2004): “La restauracion ecologica
es el proceso de ayudar al restablecimiento de un ecosistema que se ha degradado, dafiado
o destruido” (p. 455). La siembra de flora nativa es la principal estrategia de restauracion
activa, sobre todo en los tropicos (Holl, 2017), y dentro de este proceso son de gran
importancia las semillas, puesto que, ademas de ser el almacén del material genético de

las plantas (Rodriguez y Nieto, 1999) de ellas depende la obtencion y posterior
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propagacion del material vegetal que se utilizarad para la reconformacion de las
comunidades vegetales en el sitio a restaurar (Ailstock y Shafer, 2010; Insuasty et. al,
2014; Skoglund, 2009). Igualmente, con la utilizacion de semillas nativas se evitan riesgos
de mala adaptacion y de contaminacion genética (Mondino y Pastorino, 2016); ademas
asi se conserva el germoplasma, se establece una mejor adaptacion de las plantulas a las
condiciones ambientales y se tiene un mayor éxito en el programa de restauracion (Arriaga
etal., 1994). Sin embargo, los esfuerzos de restauracion son limitados debido a la falta de
informacion y poco interés acerca de la propagacion de la mayoria de especies nativas
(Blakesley et al., 2002), contrariamente a lo que sucede con especies exoticas dado que
su propagacion es ampliamente conocida (Arriaga et al., 1994). Por lo tanto, es importante
comprender ciertos rasgos a nivel de semilla, como la morfologia y la fenologia
reproductiva de las mismas, entre los que estan: viabilidad, germinacion y sobre todo el

tipo de dormancia presente en las mismas (Vargas et. al, 2014).

Es usual que muchas de las semillas nativas altoandinas poco estudiadas presenten
dormancia (Mancipe et. al, 2018), es decir que, a pesar de ser viables, son incapaces de
germinar bajo condiciones favorables, y ciertos factores ambientales especificos como la
luz, la temperatura, la humedad y el almacenamiento, controlan la misma (Finch y
Leubner, 2006; Vargas et al., 2014). Este proceso resulta ser un limitante para la
propagacion de las especies tanto en vivero como en el campo (Alain y Delva, 2016),
puesto que “las semillas pueden mantenerse en este estado durante mucho tiempo, en
algunas especies durante muchos afios” (Megias et. al, 2018, p.8) y en varias de las
especies nativas del neotropico se desconoce este factor, afectando directamente a su
germinacion (Vargas, 2017). Debido a esto es importante investigar tratamientos pre
germinativos que permitan una germinacion rapida y homogénea para mejorar la
produccion de plantulas a gran escala (Varela y Arana, 2011). A pesar de todo, la
dormancia pese a causar problemas en la propagacion de las especies en viveros, en la
naturaleza las especies vegetales por medio de estos mecanismos complejos aseguran la
posterior germinacion de los individuos y por tanto, la supervivencia de la especie en

condiciones adversas e imprevistas (De la Cuadra, 1993).
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La dormancia ha ido evolucionando de diferente manera segun las especies de plantas, la
adaptacion a su entorno, el climay el habitat, existiendo diferentes tipos y combinaciones
(Baskin y Baskin, 2004; Bewley, 1997; Fenner y Thompson, 2005; Finch y Leubner,
2006; Hillhorst, 1995; Li y Foley, 1997; Vleeshouwers y Bouwmeester, 2001). Algunos
de ellos se pueden presentar dentro de una misma semilla y existen diferentes tratamientos
para romperla ( Baskin y Baskin, 1989; Baskin y Baskin, 2004; Baskin et. al, 1998;
Nikolaeva, 1969; Nikolaeva et.al, 1999; Nikolaeva et. al, 1985).

Dormancia fisica, es provocada por barreras mecanicas que impiden la germinacion
debido a la impermeabilidad al agua y a la restriccion del intercambio gaseoso (Baskin y
Baskin, 2001b; Jayasuriya et.al, 2007; Pérez et. al, 2014). Para romperla se necesitan
ciclos de temperatura (calor seco, calor hdmedo), humedad, congelamiento y
descongelamiento (Baskin y Baskin, 2001b; Pérez et al., 2014); escarificacién acida o
mecanica, reemplazando la endozoocoria (paso de las semillas por el tracto digestivo de
los animales) que se produciria normalmente en la naturaleza o simplemente agujereando
las capas externas a la semilla para que esta pueda absorber agua (Pérez et al., 2014;
Schmidt, 2000).

Dormancia morfoldgica, esta se presenta en embriones subdesarrollados mas no en
embriones fisioldgicamente inactivos, es decir que el embrion no se encuentra totalmente
desarrollado y por lo tanto no puede germinar; se necesita de un periodo de crecimiento
embrionario y de aparicion de la radicula. Este tipo de dormancia no requiere de un
tratamiento previo en si, simplemente necesitan tiempo para que el embridn crezca

completamente (suele ser alrededor de 30 dias) (Baskin y Baskin, 2004).

Dormancia fisioldgica, se produce en semillas permeables al agua y en las que disminuye
la actividad del embrion, aun cuando poseen el embrion maduro (Baskin y Baskin, 2004;
Finch y Leubner, 2006). Segun el tipo y nivel de dormancia esta se puede romper
sometiendo a las semillas a distintos rangos de temperatura y reguladores de crecimiento
(Baskin y Baskin, 2004; Baskin et al., 1998). Ademas, se puede establecer un tratamiento

en frio, luminoso o almacenamiento en seco (Lallana, Elizalde, y Garcia, 2005).

Dormancia combinada, es cuando una semilla presenta la combinacion de dormancias

fisioldgica y fisica. Son semillas con un embrién desarrollado pero presentan una capa
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impermeable al agua y a su vez el embridn es fisiolégicamente inactivo (Baskin y Baskin,
2001b; Baskin y Baskin, 2004). Para romperla en algunos casos solo se necesita un tiempo
para la maduracién de las semillas en almacenamiento en seco o en el campo, y en otros
casos mas complejos se necesita de algunas semanas de estratificacion en frio (Baskin y
Baskin, 2004).

Dormancia morfofisioldgica, se produce en semillas con embriones poco desarrollados,
con un tamario relativamente pequefio respecto al resto de la semilla que necesitan crecer
y desarrollarse antes de germinar, adicionalmente presentan un componente fisiologico
en su dormancia que inhibe la germinacion (Baskin et. al, 1995; Baskin y Baskin, 2004;
Finch y Leubner, 2006). Estas semillas requieren de un pretratamiento de una
combinacién de estratificacion fria y caliente para el crecimiento del embrién en un
periodo de tiempo considerablemente mas largo que en semillas con dormancia
morfoldgica (Baskin y Baskin, 2004), o la aplicacion de &cido giberélico (giberelinas) que
en ocasiones puede reemplazar a estas temperaturas y ademas ayudar a romper la latencia

fisioldgica (Finch y Leubner, 2006).

El componente fisioldgico que impide la germinacién muchas veces esta dado por un
balance hormonal inadecuado dentro de la semilla y la presencia de compuestos quimicos
inhibidores, para superar esta dormancia se requiere modificaciones hormonales en el
embrion, tanto la reduccion de los inhibidores (&cido abscisico) como la sintesis de fito-
hormonas promotoras de la germinacion (&cido giberélico) (Cunha, 2005).

El &cido giberélico (AG3), es uno de los fitorreguladores giberélicos méas usado
proveniente de las giberelinas (Quezada, 2015). Las giberelinas son hormonas vegetales
naturales que se producen en la zona apical del fruto y semilla, promueven la germinacion
de la misma, e intervienen en los procesos de desarrollo de la planta y semilla (Gonzalez
et. al, 2007; Moreno, 2012). Las giberelinas, inducen el inicio de la germinacién activando
el crecimiento del embrion, permitiendo la movilizacion de las reservas de almacen y
debilitando la capa de endospermo (Abril et. al., 2017; Rodriguez et al., 2016; Taiz y
Zeiger, 2006). Otro de los fitorreguladores principales es el acido abscisico (ABA) que es
un compuesto que mantiene dormantes a gran parte de las semillas mediante la inhibicién

en la sintesis de proteinas y en la movilizacion de reservas (Kermode, 2005; Rodriguez
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et al., 2016), es decir que promueve y/o mantiene la dormancia (Rodriguez et al., 2016).
Por lo tanto, para que exista una regulacion adecuada de la dormancia debe existir un
equilibrio entre el compuesto ABA y el &cido giberélico (AG3), el mismo que puede
romperse mediante el incremento de AG3 (Rodriguez et al., 2016; Sawada et al., 2008).
Los factores ambientales pueden ayudar también a mantener este balance (Finkelstein et.
al, 2008; Rodriguez et al., 2016); sin embargo, la utilizacion del acido giberélico puede
llegar a reemplazar la necesidad de la luz, temperatura, entre otros estimulos ambientales
(Abril et al., 2017; Saldivar et. al, 2010).

La problemética antes expuesta se pone en evidencia en la especie nativa “Viburnum
triphyllum Benth.”, un arbusto que se distribuye en la region biogeografica de los Andes
(Meneses, 2018) y presenta problemas en su germinacion, debido a que requiere de un
minimo de cuatro meses para la emergencia de su radicula (Ruano y Benavides, 2018) y
posee un endocarpo duro que lo dificulta ain mas (Meneses, 2018); Baskin y Baskin,
(2001) citado por Lobo, et al., (2007) afirman que semillas que tomen mas de 30 dias en
germinar, se consideran latentes. Ademas, muchas de las especies del género Viburnum,
presentan semillas con un embridn pequefio, subdesarrollado (rudimentario), que podria
estar asociado a una dormancia morfofisiologica (Chien et al., 2011). Por todas estas

razones, se sospecha que Viburnum triphyllum posee este tipo de dormancia.

Es por esta razén que surge la necesidad de generar nueva informacion sobre los patrones
de germinacion, conocer su mecanismo de dormancia, que factores estan implicados en
lamisma, y establecer un protocolo de germinacion mediante la aplicacion de tratamientos
pre-germinativos que disminuyan el tiempo de germinacion permitiendo su propagacion

y Uso en iniciativas de restauracion.
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CAPITULO |

MATERIALES Y METODOS

1.1 Descripcion de los sitios de la poblacion muestreada

La recoleccion de semillas se llevd a cabo en cuatro sitios de la provincia del Azuay. La
Estacion Cientifica “El Gullan” perteneciente a la “Universidad del Azuay”, ubicada en
el canton Naboén (3°20'17.35"S, 79°10'16.89"0) (Céardenas, 2016), en la parroquia “Las
Nieves” (Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal Nabén, 2014). La temperatura
del sitio oscila entre 6-18°C, con una precipitacion anual que varia entre 400-600 mm
(MAE, 2013) e histéricamente estaba cubierto por un tipo de vegetacion de matorral
humedo montano de la Cordillera Oriental (Pintado, 2016; Sierra, 1999). Las especies
méas frecuentes son: Oreocallis grandiflora, Clethra fimbriata, Lomatia hirsuta,
Hesperomeles ferruginea, Ageratina pseudochilca, Baccharis obtusifolia, Brachyotum
confertum, Miconia aspergilliaris, Axinaea merianiae y Morella parviflora (Pintado,
2016).

La Comunidad de Rumipamba Chico, ubicada en la Parroguia de San Bartolomé, en el
canton Sigsig, con coordenadas 2°59'22.8"S; 78°51'16.2"0O (Gobierno Auténomo
Descentralizado Parroquial Rural de San Bartolome, 2019). La temperatura se encuentra
entre los 6-27°C (SNI, 2014) y la precipitaciéon anual es de 700-900 mm (MAE, 2013).
Segun Sierra (1999) su formacion vegetal pertenece a un Bosque siempreverde montano
alto, presenta flora nativa caracteristica perteneciente a las familias: Melastomataceae,

Myrcinaceae, Cunoniaceae, Clusiaceae, Lauraceae, Myrtaceae.

La Tranca, que se encuentra en la comuna “La Merced”, perteneciente a la parroquia rural
Luis Galarza Orellana (Delegsol), ubicada en el canton Chordeleg, en las coordenadas
2°46'65 S; 78°45'6 W, este sitio se encuentra ubicado dentro del Bosque y Vegetacion
protectora del Collay. La temperatura oscila entre los 8 y 20°C, la precipitacion media
anual entre los 800 y 2000 mm (Gobierno Autonomo Descentralizado Parroquial Rural
“Delegsol,” 2014). Segun (Sierra, 1999) la formacion vegetal original del lugar es Bosque
siempreverde montano alto compuesta por las especies mas representativas que son:

Oreocallis grandiflora, Miconia aspergillaris, Morella spp, Viburnum triphyllum, H.
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ferruginea, H. obtusifolia, Weinmannia spp, Cedrela spp y Berberis spp (Chumi y
Quizhpi, 2018).

Finalmente, la comunidad de “Gullanzhapac” perteneciente a la parroquia de Tarqui, con
coordenadas 2°57'20.28"S'y 79° 0'24.22"0, la temperatura oscila entre 12 y 20°C, las
precipitaciones medias anuales fluctian entre 500 y 2000 mm pudiendo en ocasiones ser
menor en vertientes menos expuestas al sol. Su composicion vegetal pertenece a Bosque
siempreverde montano alto y entre las especies caracteristicas de este sitio tenemos:
Tagetes pusilla, Baccharis latifolia, Berberis pindilicensis, Weinmannia fagaroides,
Erythrina edulis, Miconia aspergillaris, Oreocallis grandiflora (Gobierno Auténomo
Descentralizado Parroquial Rural de Tarqui, 2015).
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Figura 1. Mapa de la provincia del Azuay con la ubicacion de los sitios de coleccién.

1.2 Especie en estudio:

Viburnum triphyllum (Benth), comtinmente llamado “rafias” o “garrocho”, €s una especie

de érbol o arbusto perteneciente al orden Dipsacales y a la familia Viburnaceae (Segun
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Tropicos-Missouri Botanical Garden). Algunos autores sugieren que los primeros
representantes de este género se originaron al este de Asia (Bell y Donoghue, 2005; Jacobs
et.al, 2009).

En América Latina la especie tiene una amplia distribucion en los Andes de Venezuela,
Colombia, Ecuador y Peru entre los 1700 y 3400 m s.n.m. (Meneses, 2018). En Ecuador
se encuentra en bosgques montanos hiumedos y matorrales montanos, crece en sitios
abiertos y matorrales secundarios (Minga y Verdugo, 2016). Alcanza una altura de hasta
5m, posee un tronco torcido bastante caracteristico de la flora altoandina (Moreno, 2014;
Ruano y Benavides, 2018), tallo cilindrico, corteza de color café (Minga y Verdugo,
2016); hojas simples color verde limén, opuestas con peciolo corto, lamina foliar color
verde palido por el envés y apice agudo (Meneses, 2018). Su copa es globosa o irregular;
posee flores blancas, fragantes, dispuestas en inflorescencias umbeladas que contienen
alrededor de 90 flores cada una (Minga y Verdugo, 2016), florece casi todo el afio
(Villegas, 1984). Es de uso ornamental y se lo utiliza en cercas vivas, sus hojas y se
ocupan como calmante de los nervios y sus frutos para trabajos artesanales gracias al tinte

morado que poseen (Romo, 2016).

Viburnum triphyllum (Benth), es una especie importante en la restauracion ecoldgica
debido a su follaje denso, altas tasas de recambio foliar, asociaciones con hongos que
forman micorrizas y bacterias que fijan nitrégeno, ofrece gran cantidad de recursos
especialmente para aves dispersoras de semillas (Hernandez et al., 2014), sirve de refugio
para insectos y mamiferos pequefios y brinda proteccion para yacimientos de agua,
margenes de rios y quebradas. Ademas de su crecimiento rapido, es resistente al frio,
fuertes vientos y suelos pobres, poco profundos y erosionados (Organizacion para la
Educacion y Proteccion Ambiental, 2016; Ruano y Benavides, 2017).

1.2.1 Tamafio y forma del fruto:

Los frutos colectados tuvieron un tamafio promedio de 0,65 cm de largo y 0,50 cm de
ancho y poseen una forma redondeada en su mayoria. Se midieron 400 frutos con la ayuda

de un calibrador (Anexo. 2).
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1.2.2 Morfologia del fruto y semilla:

Los frutos de V. triphyllum son drupas simples y carnosas, con el epicarpo verde cuando
estd inmaduro (Manrigque y Morales, 2016) y con un color vino tinto al madurar (Moreno,
2014; Ruano y Benavides, 2018) (VVéase Anexo .1). Para las poblaciones muestreadas en
este estudio, los frutos tuvieron un tamafio promedio de 0,65 cm (largo) x 0,50 cm (ancho)
(el promedio viene de la medicion individual de 400 frutos. Cada fruto contiene una

semilla redonda y lisa (Manrique y Morales, 2016).

Figura 2. a) Frutos maduros de V. triphyllum. Estado de recoleccion de los frutos en el
campo. b) Fruto y semilla libre de V. triphyllum.

La drupa de esta especie se origina de un ovario supero y posee tres capas: epicarpo o
exocarpo que es la piel externa del fruto; mesocarpo que es la pulpa del fruto; y endocarpo,
es la capa mas interna que en esta especie es lefiosa y forma el llamado “hueso pireno”
que envuelve a la semilla (Invernén, Gonzéalez, Lopez, Arnelas, y Devesa, 2012). En la
semilla del género Viburnum el endocarpo presenta dos capas, una capa externa y una
interna (Véase Anexo. 3) (Baskin y Baskin, 2001a; Jacobs et. al, 2008).
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La semilla estd formada por un embrion de tamafio pequefio, de forma lineal, con una
relacion volumétrica menor a ¥ con respecto al endospermo (Jacobs et al., 2008). Esta
compuesta por el endospermo, siendo este una reserva alimenticia del embrion; y la
cubierta seminal que forma la llamada testa (Ramirez, 2008). En la madurez, la semilla
estd cubierta por una exotesta bastante desarrollada con una capa de células grandes
parenquimatosas; debido a esto, la cubierta es fragil y se puede llegar a dafiar facilmente
(Jacobs et al., 2008).

Cubierta Seminal

Figura 3. Morfologia de la semilla de Viburnum triphyllum

1.3 Recoleccién de semillas:

Las semillas para los experimentos se recolectaron en los meses de marzo y abril del 2019.
De cada sitio se seleccionaron 10 arboles adultos separados de 100 a 2000 m entre si; cada
individuo fue georreferenciado. De cada uno se colectaron frutos maduros de coloracién
negra-amoratada brillante (\Véase Anexo. 1). Después de su extraccién del arbol, los frutos
fueron colocados en fundas plasticas y trasladados al Laboratorio de Ecologia y Manejo

de Plantas Nativas para su procesamiento.
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1.4 Experimentos de laboratorio:

Los experimentos de imbibicion y germinacion que a continuacion se detallan, se
realizaron en el laboratorio de Ecologia y Manejo de Plantas Nativas de la Universidad
del Azuay, en colaboracién con el Centro de Agroforesteria y Manejo del Paisaje de la

Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Cuenca.

1.4.1 Imbibicion:

Las pruebas de imbibicion se realizaron para comparar el porcentaje de agua absorbido
por semillas con y sin endocarpo. Para las mismas se utilizaron 480 semillas (160 semillas
de cada poblacién) las cuales se dividieron en dos grupos: 160 semillas con endocarpo
(40 de cada poblacion) y 320 semillas (80 de cada poblacion) sin endocarpo (semillas
libres) (Véase Anexo. 5). Se registro su biomasa fresca en grupos de 5 semillas y los datos
del aumento de esta a intervalos de una hora tras sumergirse en agua destilada, se secany
se pesan; asi en intervalos de 8, 12, 24, 48 y 72 horas. Los datos del aumento de masa se
convierten a porcentajes mediante la formula Wi = [(Wi - Wd) / Wd], donde Wiy Wd son

masas de semillas asimiladas e imbibicion, respectivamente (Baskin y Baskin, 2004).

1.4.2 Germinacion:

Se utilizaron seis tratamientos pre-germinativos: control (con endocarpo), semillas libres
sin endocarpo dentro del laboratorio, semillas libres y ubicadas a la intemperie, semillas
libres y aplicacion de AG3 a 100ppm, a 250ppm y a 500ppm (mas detalle a continuacién).
Para cada tratamiento se establecieron 16 repeticiones (cajas Petri), con 10 semillas cada
una, utilizando una cantidad de 160 semillas por tratamiento y 960 semillas en total. Los
patrones de germinacion fueron medidos por tratamiento, mediante un registro diario no

acumulativo durante 90 dias desde la siembra en cajas Petri (Figura 4).

Para diferenciar las distintas poblaciones y tratamientos se utilizaron etiquetas con
cédigos de numeros de tres cifras, en donde, la centésima representa el nimero de
tratamiento, la décima es una constante (cero), y la unidad representa las poblaciones
(1=La Tranca, 2=Gullanzhapa, 3=El Gullan, 4=Rumipampa). Ejemplo: Vtri402, semillas
de Viburnum triphyllum colectadas en Rumipampa sometidas al tratamiento 4. Por lo
tanto, la etiqueta va asi: Vtri402/R2/23-abril-2019/Turi.
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Figura 4. Siembra de semillas por tratamiento, cada tratamiento consta de 16 réplicas
cada una con 10 semillas en total 160 semillas por tratamiento, 960 semillas en total.

Previo a la siembra en las cajas Petri se realizo un protocolo de desinfeccion. Se lavaron

las semillas con 30 ml de agua destilada y 5 ml de jabdn durante 5 minutos,
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posteriormente se enjaguaron con otros 2 ml de agua destilada para retirar el exceso de
jabon (Inga, 2017) y cualquier resto de acido giberélico que pudiera haberse adherido a

las semillas.

1.4.3 Tratamientos pre-germinativos:

Para los ensayos de semillas con endocarpo, se realiz6 la extraccion de la pulpa que rodea
al fruto con la ayuda de una lija y una navaja pocos dias después de su recoleccion, para
evitar la fermentacién y aumento de temperatura de la semilla (Ruano y Benavides, 2018;
Stein, et. al, 1974). Para los experimentos con la utilizacion de semillas libres se realizd
el mismo procedimiento anterior, extrayendo de forma mecénica y con mucho cuidado

ademas el endocarpo, con la ayuda de un bisturi de mango 24 y una navaja.

1.4.3.1 Control:

El objetivo del tratamiento de control, fue comprobar el efecto que tiene el endocarpo
sobre la germinacion de la semilla y el tiempo que esta tarda normalmente en germinar.
Para esto se mantuvo el endocarpo intacto y no se realizé ninguna aplicacion de acido

giberélico.

1.4.3.2 Intemperie:

El objetivo de este experimento fue simular las condiciones de temperatura y luz que
podrian llegar a tener las semillas en el campo y comprobar si es que las fluctuaciones de
temperatura tienen algun efecto sobre la germinacién; puesto que, la temperatura es un
factor que influye sobre la velocidad y el porcentaje de germinacion en las semillas (Smith
et. al, s.f.).

1.4.3.3 Semillas libres expuestas a acido giberélico:

El objetivo de estos experimentos fue comprobar si es que las distintas concentraciones
del mismo tienen un efecto positivo en acortar el tiempo de germinacion y la ruptura de
la dormancia de las semillas, y cudl es el mas adecuado para las mismas.

Se utilizo &cido giberélico puro al 90% (Auxillin Art. 4128) en polvo (Anexo. 5), se
procedid a pesar 125 g de este producto y se lo disolvio en 250 ml de agua destilada para

establecer una concentracion de 500 ppm. Se lo vertié en un envase, al mismo que se lo
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colocd en un agitador durante 5 minutos para homogenizar la mezcla y al cabo de este
tiempo se lo retir6 y se lo cubrio con papel aluminio. Este proceso se lo realizo dos veces
al no ser suficiente cantidad de producto.

Para el resto de concentraciones se realizaron sus respectivas diluciones a partir de la
concentracion de 500 ppm previamente preparada. De cada concentracion se realizaron 4

réplicas con 40 semillas cada una.

Tabla 1. Descripcion de los distintos tratamientos pre-germinativos utilizados en semillas de Viburnum

triphyllum (Benth).

Tratamiento

Descripcién

Semillas con
endocarpo
(Tratamiento 1)

Extraer la pulpa de los frutos con ayuda de una lija y una navaja, colocarlas en
agua destilada por 72 horas y posteriormente sembrarlas en caja Petri con 5ml
de agua destilada

Semillas libres (sin
endocarpo)
(Tratamiento 2)

Extraer la pulpa con una lija y navaja, posteriormente retirar el endocarpo de
forma mecénica con mucho cuidado con la ayuda de un bisturi de mango 24y
una navaja. Colocarlas en agua destilada por 72 horas y posteriormente
sembrarlas en caja Petri con 5ml de agua destilada.

Semillas libres y
ubicadas a la
intemperie
(Tratamiento 3)

Extraer la pulpa y el endocarpo, colocarlas en agua destilada por 72 horas, y
posteriormente sembrarlas en cajas Petri, con doble papel toalla humedecido
con 5 ml de agua destilada para que el mismo mantenga la humedad y asi evitar
la desecacidn de las semillas, ubicarlas en la parte externa del laboratorio bajo
sombra para evitar la exposicion directa al sol.

Semillas libres e
inmersion en AG3 a
100ppm (Tratamiento
4)

Con las semillas libres en una caja Petri, verter acido giberélico a una
concentracion de 100 ppm hasta cubrir en su totalidad a las semillas,
posteriormente envolverlas con una capa de papel aluminio y colocarla bajo
sombra durante 72 horas. Pasado este tiempo retirarlas del 4cido,
desinfectarlas, enjuagarlas con bastante agua destilada y sembrarlas en cajas
Petri con 5ml de agua destilada.

Semillas libres e
inmersion en AG3 a
250ppm (Tratamiento
5)

Con las semillas libres en una caja Petri, verter acido a una concentracion de
250ppm hasta cubrir en su totalidad a las semillas, posteriormente envolverlas
con una capa de papel aluminio y colocarla bajo sombra durante 72 horas.
Pasado este tiempo retirarlas del &cido, desinfectarlas, enjuagarlas con bastante
agua destilada y sembrarlas en cajas Petri con 5ml de agua destilada.

Semillas libres e
inmersion en AG3 a
500ppm (Tratamiento

6)

Con las semillas libres en una caja Petri, verter &cido a una concentracion de
500ppm hasta cubrir en su totalidad a las semillas, posteriormente envolverlas
con una capa de papel aluminio y colocarla bajo sombra durante 72 horas.
Pasado este tiempo retirarlas del &cido, desinfectarlas, enjuagarlas con bastante
agua destilada y sembrarlas en cajas Petri con 5ml de agua destilada.
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1.4.4 Registros de temperatura

Se colocaron data loggers dentro de una caja Petri, para medir las fluctuaciones de
temperatura tanto fuera como dentro del laboratorio, las mismas fueron tomadas cada

15min durante las 24 horas en los meses de abril, mayo, y junio

25 ~

20 A

15 A

10 A

Temperatura (°C)

—o— Semillas dentro del laboratorio
—O— Semillas a la intemperie

0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1

T T T T T
0123 456 7 8 910111213 14151617 18 1920 21 22 23

Tiempo (Hora delDia)

Figura 5. Promedios de temperaturas diarias (+ Error Estandar) en semillas ubicadas tanto
dentro del laboratorio como a la intemperie, durante las 24 horas por 3 meses de
monitoreo. Se aprecian mayores fluctuaciones de temperatura en los data loggers ubicados
a la intemperie, manteniendo valores por encima de los 20°C desde las 9h00 hasta las
15h00 y descendiendo desde la hora 16 hasta las 6h00 que comienza a subir la
temperatura.

Tabla 2. Fluctuaciones de temperatura registradas en semillas de Viburnum triphyllum ubicadas dentro del

laboratorio y a la intemperie sometidas a distintos tratamientos.

Tratamiento Promedio (°C) Min (°C) Max (°C)

Semillas dentro del laboratorio 18,07 13 26,5
Semillas a la intemperie 16,40 9 36,5
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1.5 Analisis de datos:

Los andlisis estadisticos fueron aplicados para comparar el efecto que ejerce el endocarpo
sobre la absorcidn de agua en la semilla, la ruptura de la dormancia mediante la aplicacion
de distintos tratamientos y por lo tanto el tiempo de germinacion de la misma. Para ello
se utilizé el software estadistico SigmaPlot (v.12.0, Sysat Software, Inc 2011). Para
analizar los patrones temporales de imbibicién que corresponden a datos continuos,
primero se verifico la normalidad de los datos mediante un test de Shapiro Wilk y se
utiliz6 un t test para comparar si es que existieron diferencias estadisticamente
significativas en el aumento de peso a la hora 72 entre semillas con endocarpo y semillas

sin endocarpo.

Para los datos de germinacion, se aplicé un analisis de supervivencia (“tiempo al evento”™),
mediante el método de Kaplan-Meier con estadistico log-rank, con el objeto de comparar
los patrones temporales de germinacion entre los distintos tratamientos, (Crespo et al.,
2017). Este método trabaja con datos no paramétricos y reconoce que al final del periodo
de estudio el evento critico, en este caso la emergencia, probablemente no ocurre en todos
los casos y a estos se los denomina eventos censurados (Crespo et al., 2017; McNair et.
al, 2012). Ademas, se aplicd la prueba comparativa Holm-Sidak como test post-hoc
basado en una prueba de comparaciones multiples por pares de tratamiento. De esta forma
se pudo apreciar si los distintos tratamientos pre-germinativos tuvieron o no un efecto en

la germinacion de las semillas.
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CAPITULO 11

RESULTADOS

Tanto para los resultados de imbibicién como para los de germinacién, se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre ciertas curvas, encontrando datos

relevantes para este estudio, que mas adelante se discutiran.

2.1 Imbibicién

En los datos obtenidos se encontr6 que las semillas con endocarpo aumentan hasta en un
8% en masa hasta la hora 72, a diferencia de las semillas sin endocarpo que llegan a
aumentar hasta en un 19% en masa. Ademas, existen diferencias estadisticamente
significativas entre el promedio del aumento de masa en la hora 72 de semillas con

endocarpo y semillas sin endocarpo (t=5,993; p=<0,001; DF= 62).

25 1
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Figura 6. Incremento de masa (peso) de semillas de Viburnun triphyllum con endocarpo
y sin endocarpo, durante 72 horas.
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2.2 Germinacion

En el control (con endocarpo) el porcentaje de germinacion de semillas fue del 1%, se
obtuvo la primera semilla germinante al dia 82, concluyendo con la segunda germinante
al dia 87; para el tratamiento de semillas libres dentro del laboratorio, el porcentaje de
germinacion fue del 21%, al dia 56 se obtuvo la primera semilla germinante; para el
tratamiento de semillas libres a la intemperie el porcentaje de germinacion fue del 18%
obteniendo la primera semilla germinante al dia 51. En cuanto al tratamiento con semillas
libres sumergidas en AG3 a 100 ppm el porcentaje de germinacién fue del 56% con un
pico de germinacion a partir del dia 35 después de la siembra; el tratamiento con AG3 a
250 ppm con el 59% con un pico desde el dia 39; y el tratamiento con AG3 a 500 ppm
con el 65% con un pico desde el dia 38 (Figura 4). Los patrones de germinacion en
general, presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
tratamientos aplicados (x?= 272,109; p= <0,001, DF= 5). Mediante un analisis post-hoc
basado en una comparacién maultiple por pares se evidencid que solamente existian
diferencias estadisticamente significativas entre el control y cada uno de los diferentes
tratamientos aplicados, igualmente entre los tratamientos con semilla libre sin la
aplicacion de acido giberélico y aquellos a los que se les aplico el acido, presentando

patrones distintos entre sus curvas (Véase tabla 3).

Tabla 3. Efecto de los distintos tratamientos en semillas de Viburnum triphyllum sobre las respuestas de

germinacién durante 90 dias.

Tratamientos Total de Retardo t50 (Dias) Germinantes
germinantes (Dias) 95% IC Finales (%0)
Control (con endocarpo)* 2 82 - 1%
Semillas libres en laboratorio™ 33 56 - 21%
Semillas libres a la intemperie 29 51 - 18%
Semillas libres a 100ppm AG3* 90 35 88 (75,802; 88,198) 56%
. 0
Semillas libres a 250ppm AG3* % 39 86 (63,981, 86,019) 59%
104 38 74 (65,625; 74,375) 65%

Semillas libres a 500ppm AG3*
Retardo: NUmero de dias desde la siembra que no se obtuvo germinantes. t50: Ndmero de dias para alcanzar

el 50% de germinantes. b: las estimaciones Kaplan Meier fueron inferiores al 50%. *: Experimentos
realizados dentro del laboratorio.
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Figura 7. Ausencia de germinacion (Probabilidad) en semillas de Viburnum triphyllum
sometidas a distintos tratamientos pre-germinativos con AG3 durante un periodo de 90
dias. Curvas con distintas letras indican diferencias significativas.
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Tabla 4. Analisis post-hoc basado en comparaciones multiples por pares de la germinacion de semillas de
V. triphyllum. Diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos aplicados

Comparaciones x? p
Control vs 500ppm AG3 155,606 0,000
Control vs 250ppm AG3 131,769 0,000
Control vs 100ppm AG3 123,094 0,000
Semillas libres dentro del laboratorio vs 500ppm AG3 84,710 0,000
Semillas libres a la intemperie vs 500ppm AG3 81,773 0,000
Semillas libres dentro del laboratorio vs 250ppm AG3 63,204 1,887E-014
Semillas libres a la intemperie vs 250ppm AG3 62,740 2,098E-014
Semillas libres dentro del laboratorio vs 100ppm AG3 54,731 1,106E-012
Semillas libres a la intemperie vs 100ppm AG3 53,514 1,798E-012
Control vs semillas libres dentro del laboratorio 30,844 0,000000168
Control vs semillas libres a la intemperie 26,334 0,00000144
100ppm AG3 vs 500ppm AG3 3,238 0,258
250ppm AG3 vs 500ppm AG3 1,041 0,668
100ppm AG3 vs 250ppm AG3 0,516 0,722
Semillas libres dentro del laboratorio vs semillas libresa la  0,0818 0,775

intemperie
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CAPITULO 111

DISCUSIONES

En base a los resultados obtenidos en esta investigacion, se sugiere que las semillas de la
especie Viburnum triphyllum (Benth) poseen dos tipos de dormancia dentro de la misma
semilla, dormancia morfofisiolégica y combinada; es decir poseen dormancia
morfofisioldgica combinada. En este tipo de dormancia las semillas poseen un embrién
rudimentario fisiologicamente inactivo que esta cubierto por una capa impermeable al
agua, esta ultima caracteristica viene dada por la dormancia combinada (Baskin y Baskin,
2014; Baskin y Baskin, 2004; Just, 2018), y que escarificando o retirando esta capa,
promueve la absorcién de agua y en algunos casos también la germinacion (Just, 2018).
Otra caracteristica de este tipo de dormancia, es el tamafio y el estado del embrion dentro
de la semilla. Las especies con dormancia morfofisioldgica, poseen un embrion
rudimentario, es decir de tamafio muy pequefio que tan sélo ocupa el 1% del interior de
la semilla y por lo tanto no ha completado su desarrollo morfolégico, y que ademas posee
un componente fisioldgico de latencia en su interior que inhibe su germinacion (Lobo et
al., 2007; Nikolaeva, 1969). Por ser pequefios, estos embriones deben crecer y
desarrollarse dentro de la semilla rompiendo la latencia fisioldgica antes que ocurra la
germinacion; un proceso que puede durar meses o afios segun la especie (Baskin y Baskin,
2001b; Lobo et al., 2007). Para este tipo de dormancia, la germinacion esta regulada por
la relacion entre el potencial de crecimiento del embridn y las restricciones que las capas
que lo rodean imponen sobre éste (Bentsink y Koornneef, 2008; Lobo et al., 2007).
Debido a dichas caracteristicas esta dormancia podria ser problematica al no poder utilizar
las semillas post-almacenamiento si es que se ha decidido almacenarlas, puesto que las
mismas necesitan primero un intervalo de maduracion del embridn, tardandose en
germinar (Baskin y Baskin, 2004; Mattana et. al, 2014; Romero y Pérez, 2016); al
contrario de lo que sucede en semillas con embriones totalmente maduros y bien

desarrollados (Forbis et. al, 2002; Romero y Pérez, 2016).

En V. triphyllum, la remocién del endocarpo incremento la tasa de germinacion en cierta
medida, comprobando la ruptura de una de las caracteristicas que se manifiesta en la

dormancia combinada. Esta afirmacién se confirma en las pruebas de imbibicion y
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germinacion realizadas, en donde las semillas con endocarpo aumentaron un 8% en masa
luego de 72 horas, mientras que semillas sin endocarpo aumentaron un 19% en el mismo
periodo. Esta diferencia esta relacionada con la presencia de un endocarpo duro llamado
“hueso pireno” en las especies del género Viburnum (Ldpez, 2017; Courtis, 2013). Este
endocarpo esta formado por capas esclereidas (células del esclerénquima) con paredes
celulares gruesas que rodean a la semilla (Konarska y Domaciuk, 2018). Esta capa cumple
la funcion de regular el transporte de agua hacia el interior de la misma (Courtis, 2013) y
posiblemente, ésta cubierta dura hace que se produzca una absorcion lenta y restringida
de agua y gases, evitando un gran incremento en masa de la semilla, lo cual disminuye su
porcentaje de germinacion, pues para obtener una germinacién rapida y uniforme la
entrada de agua es necesaria (Arnold Arboretum, 1960). En cuanto a la germinacion, en
el control de semillas con endocarpo se obtuvieron solamente 2 germinantes (1%), una al
dia 82 y otra al dia 87. Por el contrario, en el tratamiento con semillas libres (sin
endocarpo) dentro del laboratorio, la germinacion comenz6 al dia 56 con un total del 21%
de semillas germinadas, comprobando asi que, como se mencion0 anteriormente, el
endocarpo si ejerce una influencia negativa sobre la absorcion de agua y por lo tanto la
germinacion. En un estudio elaborado por Chien et al., (2011) en semillas maduras de
Viburnum betulifolium y Viburnum parvifolium con dormancia morfofisiolégica,
sometidas a distintas temperaturas, luz y extraccion del endocarpo, se puede apreciar que
las semillas que fueron extraidas el endocarpo poseen un embridn alargado que ha crecido
y se ha desarrollado; por el contrario, en semillas con endocarpo se aprecia el menor
tamafio del embridn y su poco desarrollo (Véase Anexo. 9). En condiciones naturales
Viburnum triphyllum dispersa sus semillas por endozoocoria (Manrique y Morales, 2016);
es decir que distintos animales consumen los frutos haciendo que las semillas pasen por
su tracto digestivo, y el acido contenido dentro del mismo permita que se rompan las
cubiertas duras (endocarpo) de proteccion de la semilla (Junta de Andalucia, s.f.) y
regresen a la tierra naturalmente tratadas para germinar (Garcia, 1991); este proceso
podria facilitar la germinacion, que de otro modo seria dificil que ocurra (Junta de
Andalucia, s.f.). Otras especies vegetales con dispersion por endozoocoria requieren
escarificacion de sus semillas para que se produzca la germinacion debido a cubiertas

duras, gruesas e impermeables que impiden el paso de agua y gases, entre estas especies
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se encuentran Duranta serratifolia, Celtis spinosa y Cassia carnaval (Speroni y De Viana,
2000).

Igualmente, al diseccionar la semilla de V. triphyllum se pudo observar en su interior la
diferencia existente entre el tamafio del embridn y el endospermo, un embrion muy
pequefio en comparacion al resto de la semilla (Véase Figura 3). Para su crecimiento y
desarrollo se necesitan distintos pre-tratamientos, algunos de estos consisten en la
exposicion de las semillas a distintas temperaturas, debido a que existe la hipotesis de que
las amplias fluctuaciones de temperatura pueden llegar a romper la dormancia y acortar
el tiempo necesario para la germinacion (Romero, 2016; Santana et al., 2010), en la
naturaleza estas condiciones pueden simplemente ocurrir con el paso del tiempo (Baskin
y Baskin, 2001c; Hidayati et al., 2005; Nikolaeva, 1969). Es por esto que, después de
eliminar la barrera del endocarpo, se expuso a las semillas durante tres meses (periodo
natural de germinacion de las mismas) a dichas fluctuaciones al colocarlas a la intemperie
bajo sombra. No obstante, dicha hipdtesis, no se comprobd en los resultados de este
estudio, pues en cuanto a los tratamientos con temperatura, no existio influencia positiva
de la misma sobre la germinacion; se obtuvieron mejores resultados en semillas
sembradas en cajas Petri dentro del laboratorio, con un porcentaje del 21%, en
comparacioén a las semillas sembradas en cajas Petri a la intemperie con un porcentaje del
18%. Los porcentajes no presentan una gran diferencia y no es un dato relevante en este
estudio. Los resultados pueden estar relacionados a las altas y bajas temperaturas que
recibian las semillas a la intemperie durante ciertas horas del dia (llegando incluso a
sobrepasar los 30°C), haciendo que estas fluctuaciones, de lo contrario a lo que se cree,
disminuyan en cierta medida la germinacion. El género de Viburnum se distribuye
ampliamente por todo el hemisferio norte, el sudeste asiatico tropical y montafioso, en
México, América central y los andes de América del sur. No obstante, su centro de
diversificacion se encuentra en el sudeste asiatico (Clement et. al, 2014) que presenta un
clima monzoénico con precipitaciones, humedad y temperaturas calidas constantes
durante todos los meses del afio (Encyclopaedia Britannica, s.f.). Sin embargo un estudio
de la filogenia de Viburnum confirma que existe una estrecha relacion entre clados de
especies de Norteamérica (en donde existen las 4 estaciones) como Viburnum dentatum y

la radiacion latinoamericana representada por Viburnum triphyllum (Clement et al., 2014).
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Su comportamiento de germinacién con respecto a la temperatura podria estar ligado a
esta relacion existente, pudiendo necesitar de estratificaciones frias y calientes durante
periodos largos. El efecto de este tipo de tratamientos puede ser imitado con el uso de
acido giberélico debido a que este tiene la capacidad de reemplazar la necesidad de
estimulos ambientales (Pupiales, 2016), como sucedi6 con especies de Viburnum trilobum
(Baskin et al., 2008; Fedec y Knowles, 1973) y Jaltomata procumbes (Moreno, 2012;
Saldivar et al., 2010). Ademas, que el acido giberélico rompe el componente de la
dormancia fisiologica dentro del embridn, aumentando asi los porcentajes de germinacion
y disminuyendo el tiempo requerido para la misma (Moreno, 2012; Saldivar et al., 2010).
Este componente de dormancia fisiologica se produce en respuesta a sefiales especificas
de temperatura, hormonales o luz, cuando estas condiciones especificas se cumplen
disminuye el nivel de acido abscisico y la biosintesis de acido giberélico se incrementa,
lo que rompe la latencia y da paso a la germinacion (Oh et al., 2006; Vasquez et al., 2019).
Conjuntamente, esta ruptura de la dormancia se da mediante la activacion del crecimiento
vegetativo del embridn, el debilitamiento de la capa del endospermo y la movilizacion de
reservas nutricionales acumuladas en el mismo (Abril et al., 2017; Taiz y Zeiger, 2006).
Esta descripcion concuerda con los resultados de este estudio, en general la adicion de
acido giberélico sobre las semillas resultd en tasas superiores al 50% en 31 dias. Se
encontrd que semillas sometidas a tratamientos con concentraciones de 100ppm, 250ppm
y 500ppm de AG3 redujeron el tiempo necesario para la germinacién de 56 a 31 dias, y
los porcentajes totales de germinacion incrementaron del 21 al 65% con respecto al
tratamiento de semillas libres sin AG3. Ademas, se puede observar el incremento del
tamafio del embridn después de los 90 dias de monitoreo, en semillas sometidas a 250ppm
de AG3 (Veéase Anexo. 9), comprobando la ruptura del componente fisiologico de la
dormancia y el posterior desarrollo del embrion. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los porcentajes de germinaciéon entre las distintas
concentraciones de AG3, pero el que presentd mejores resultados fue el de mayor
concentracion, es decir el de 500ppm al tener el 65% de germinantes; coincidiendo con
autores como: Hermosillo et al., (2008) que trabajo con especies como Leucaena
leucocephala, Leucaena lanceolata, Gliricidia sepium, entre otras, obteniendo los

mejores resultados en semillas colocadas en agua a 75°C por 30 seg y remojo en agua a
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18°C por 24 h con dosis desde 600 a 2.300 mg/L de AG3; Lobo et. al, (2007) que trabajo
con semillas de guandbana y chirimoya y rompidé la latencia de las mismas a
concentraciones de 800 ppm de AG3; en las semillas de chirimoya obtuvo efectos
sinérgicos al combinar el tratamiento de 800 ppm de AG3 vy estratificacion caliente
himeda durante 90 dias; y Moreno, (2012) que centr6 su estudio en semillas de Solanum
sessiliflorum obteniendo los mejores resultados con tratamientos con AG3 y KNO3 tanto
en presencia como en ausencia de luz, presentando disminucién de tiempos de
germinacion e incremento en los porcentajes. El tratamiento més eficiente resultd del
efecto sinérgico de AG3 a 500 ppm y KNO3 a 0,25M. Todos estos autores indicaron en
sus estudios que, a mayores concentraciones de acido giberélico obtienen mayores

porcentajes de germinacion en un menor tiempo.

Por otro lado, en cuanto a la presencia del endocarpo duro, ésta esta ligada a la tolerancia
a la desecacion en las semillas, en la que existen semillas ortodoxas y recalcitrantes; las
semillas ortodoxas toleran la deshidratacion en bajos contenidos de agua (< 7%) (Roberts,
1973; Romero y Peérez, 2016), sin perder su viabilidad, pudiendo conservarse, mientras
que las semillas recalcitrantes mueren durante el secado si existe menos del 20-30% de
humedad y no pueden ser almacenadas (Chin et. al, 1989; Romero y Pérez, 2016). No
obstante, entre éstas pueden existir estados intermedios, las semillas que se encuentran en
estos estados toleran hasta un 7-20% de humedad, y su viabilidad va disminuyendo con
el almacenamiento a largo plazo. Existen otras caracteristicas morfoldgicas de la semilla
y el fruto que ayudan a clasificarlas en ortodoxas o recalcitrantes; frutos como vainas,
bayas y capsulas que poseen mas de una semilla tienden a ser ortodoxas (Hong y Ellis,
1997; Romero y Pérez, 2016), semillas con un tamafio igual o mayor a 17 mm de ancho
por 13 mm de largo tienden a tener un comportamiento recalcitrante (Daws et. al, 2005;
Hong y Ellis, 1997; Romero y Pérez, 2016), semillas que pesan méas de 3 gramos suelen
ser recalcitrantes por su alto contenido de humedad y proteinas oleosas (Magnitskiy et. al,
2007; Romero y Pérez, 2016). Por ultimo, semillas con capas blandas y permeables
aumentan la probabilidad de que sufran de desecacion y por lo tanto sean recalcitrantes
(Daws et al., 2005; Romero y Pérez, 2016). Ademas, semillas sensibles a la desecacion
poseen un alto contenido de agua al momento de su dispersion y tienden a germinar

rapidamente al evitar secarse facilitando el ingreso de la humedad directamente del suelo
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(Daws et al., 2005; Daws et. al, 2006; Pritchard, 2004); tales respuestas pueden retrasarse
debido a una gruesa cubierta de la semilla, dado que demora la germinacion (Daws et al.,
2006).

En pruebas preliminares realizadas en colaboracion con el Centro de Agroforesteria y
Manejo del Paisaje de la Universidad de Cuenca, se obtuvo un promedio de 52,71% de
contenido de humedad luego de pesar 200 semillas libres de V. triphyllum. El contenido
de humedad se expresa como la pérdida de humedad del peso seco en porcentaje de la
muestra original, y segun el promedio obtenido indica una baja capacidad de las semillas
para evitar la desecacion (ISTA, 1996; Schmidt, 2000), confirmando el resguardo de agua
al interior de la semilla por parte del endocarpo. Debido al endocarpo duro que evita la
pérdida de agua de la semilla, su tiempo de germinacion tardio desde que se dispersa, y
otras caracteristicas morfoldgicas como su tamafio, peso y nimero de semillas por fruto,
se considera que esta especie esta en un estado intermedio tendiendo un poco méas hacia
un comportamiento ortodoxo. Sin embargo, podemos entender segun los resultados que
el endocarpo retarda la germinacion y si se lo retira, las semillas germinan en menor

tiempo, pero quedan vulnerables a la desecacidn y no pueden ser almacenadas.

Es importante ademas mencionar que, un factor limitante en los experimentos llevados a
cabo, fue la contaminacion, gran parte de semillas no completaron el monitoreo de los 90
dias y fueron vulnerables a la afectacion que recibieron por parte de hongos, entre los
principales que afectan a las semillas forestales se encuentran géneros como: Fusarium,
Rhizoctonia, Penicillium, Aspergillus, Verticillum y Monilia (Ver Anexo. 6) (Arguedas,
2011; Borges y Urdaneta, 2010; Carvalho y Muchovej, 1991; Correa, Paternina, Espitia,
Campo, y Urango, 2012; Lee, 2011; Monroy y Lizarazo, 2010; Orlando, Urango, y
Espitia, 2014). Este evento suele ser comin durante las pruebas de germinacién, o puede
haberse presentado antes, durante la extraccion de las semillas por falta de higiene en el
lugar de trabajo (Rao et al., 2007), por lo cual se debe tener méas cuidado con los
procedimientos realizados para procesar y sembrar las semillas, y ademas mejorar la

desinfeccion en las mismas.

Un dato interesante que se encontrd en esta investigacion es que, al momento de procesar

las semillas maduras, después de la extraccion del endocarpo se pudieron notar distintas



Ochoa Hermida 37

tonalidades en el color de la semilla, que variaban desde verde claro hasta un anaranjado-
rojizo (Ver Anexo.7), este dato no fue considerado para los tratamientos y analisis
aplicados, sin embargo, es un factor que podria estar estrechamente relacionado con la
germinacion y afectar la misma; debido a que dependiendo los componentes fendlicos
que se encuentren presentes en la cubierta seminal, el color de la semilla esta
positivamente correlacionado a la restriccion de la germinacion, y la dormancia
(Debeaujon et. al, 2000; Tenorio et. al, 2008). “La variacion en color de la cubierta de la
semilla se interpreta como una estrategia adaptativa para producir semillas que pueden
germinar en un intervalo mas amplio de condiciones ambientales” (Tenorio et al., 2008,
p.591). Ademas, los distintos colores de las semillas podrian estar relacionados con la
temperatura adecuada para su germinacion, los colores obscuros absorben mas radiacion
infrarroja y por lo tanto se calientan mas, es decir que las semillas mas obscuras tenderan
a germinar en mayor porcentaje, dependiendo de la temperatura de germinacion optima
para la especie (Tenorio et al., 2008). Asi que es importante para futuras investigaciones,
no solo tomar en cuenta la coloracion del fruto, sino ademas el color de la cubierta

seminal.

Esta investigacion es de gran relevancia, debido a que en Ecuador no se han realizado
antes estudios sobre la germinacion y dormancia de Viburnum triphyllum, y mediante
éstos hallazgos, se podra facilitar la propagacién de la especie y a su vez a la utilizacién

de la misma en programas de restauracidn posteriores.
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RECOMENDACIONES

o Analizar y medir el tamafio del embrion durante los meses de monitoreo y
relacionarlo con la germinacion.

o Realizar un estudio relacionado a la endozoocoria de Viburnum triphyllum
principalmente llevada a cabo por las aves, y su posterior germinacion.

o Considerar al color de la semilla como un factor importante para la posterior
germinacion de la misma, y realizar estudios.

. Continuar con el estudio a profundidad de los tipos de dormancia morfofisiologica

existentes en el género Viburnum.
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ANEXOS

Anexo 1. Frutos maduros de Viburnum triphyllum en la planta madre que presentan una
coloracién negra-amoratada

Anexo 2. Medicion del tamafio en centimetros del fruto de Viburnum triphyllum con
ayuda de un calibrador.
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PERICARPO

Anexo 5. Frasco de Acido Giberélico comercial al 90%
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Anexo 6. Presencia de contaminacién por hongos en semillas intactas y semillas con
tratamiento de AG3 a 500ppm

Anexo 7. Semillas intactas de Viburnum triphyllum que presentan distintas tonalidades
con respecto a su color.
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Anexo 8. Semillas maduras de Viburnum betulifolium y Viburnum parvifolium, Ay C son
semillas con endocarpo, se puede apreciar el tamafio del embrién en comparacion con
semillas sin endocarpo (B y D). Fuente: (Chien et al., 2011).
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Anexo 9. Crecimiento del embrion después de los 90 dias de monitoreo en una semilla
sometida a 250ppm de AG3



