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Resumen

El Pumamaqui (Oreopanax sp) crece en el bosque alto andino (ecosistema amenazado
por el hombre) y posee un bajo porcentaje de germinacioén in vivo. Ademds de la
necesidad de proteger a esta especie, el Pumamaqui es importante para la
reforestacion de laderas. En este estudio se intentaron evaluar distintos parametros
que afectan la germinacion de semillas de Pumamaqui mediante técnicas in vitro. Las
semillas se sembraron bajo asepsia total en el medio de Murishage y Skoog (MS) con
Agar, en diferentes condiciones: dos concentraciones de sales (concentracion del
medio MS, y la mitad de su concentracion), dos temperaturas (4°C, 23°C), dos
tratamientos de luz (ausencia y presencia) y dos concentraciones de giberelinas
(1.5uM, 3.0uM). Los resultados se evaluaron cada 10 dias (cuando la radicula
empezaba a aparecer) y se presentaron en términos porcentuales. Se obtuvo un mayor
porcentaje de germinacion a menor concentracion de salinidad (35% 0.5X MS vs 25%
MS), a menor temperatura (38%, 4°C vs 27.5%, 23°C), en ausencia de luz (71%; 38%
presencia de luz), y a menor concentracion de giberelinas (66%, 1.5 uM vs 58.5%,
3.0uM). Estos resultados demuestran que las semillas de Pumamaqui germinan mejor
en condiciones relativas al habitat donde se desarrollan (i.e. bajas temperaturas), y
también en bajas salinidades. La germinacion fue mayor en oscuridad. Seria
recomendable recolectar las semillas directamente de los arboles para asegurar su
viabilidad y asi obtener un porcentaje de germinacion Optimo para establecer un
proyecto de reforestacion.
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Abstract

Pumamaqui (Oreopanax sp) is a tree species that inhabits the montane forest of the
Andes (a threatened ecosystem) and also possesses a low in vivo percentage of
germination. In addition to the necessity to protect this threatened species,
Pumamaqui is also important to reforest sloped areas. This study tried to assess
different parameters that affect Pumamaqui’s seed germination under in vitro
conditions. Seeds were inoculated under sterile conditions in the Murishage & Skoog
(MS) culture media, under different environmental conditions: two salt concentrations
(MS and half its concentration), two temperatures (4°C, 23°C), two light treatments
(absence and presence) and two gibberellin concentrations (1.5uM, 3.0uM). Results
were taken every 10 days (when the radicle started to emerge) and were presented in
percentages. A higher germination percentage was observed under lesser salinity
(35% 0.5X MS vs. 25% MS), lower temperature (38%, 4°C vs. 27.5%, 23°C), light
absence (71% vs. 38% light presence), and a lower gibberellin concentration (66%,
1.5 uM vs. 58.5%, 3.0uM). These results show that germination occurs best under
Pumamaqui’s natural habitat conditions (i.e. low temperatures), and also under low
salt concentrations. Germination was higher in absence of light. It is recommended to
collect seeds directly from the mother tree to assure their viability and thus, obtain an
optimal percentage of germination to establish a reforestation program.
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1. Introduccion

1.1. Germinacion

La germinacion empieza por el consumo de agua por parte de la semilla seca
—imbibicion— y se completa cuando una parte del embrion, usualmente la radicula, se
extiende para penetrar la estructura que la rodea (Bewley, 1997). Para que la
recuperacion de la actividad bioldgica por parte de la semilla tenga lugar, es necesario
que se de una serie de condiciones ambientales favorables, como son: un sustrato
humedo, suficiente disponibilidad de oxigeno que permita la respiracioén aerobia y una
temperatura adecuada para los distintos procesos metabolicos y para el desarrollo de
la plantula.

La absorcion de agua por la semilla, desencadena una secuencia de cambios
metabolicos que incluyen la respiracion, la sintesis proteica y la movilizacion de
reservas. A su vez, la division y el alargamiento celular en el embrion provocan la
rotura de las cubiertas seminales, que, generalmente, se produce por la emergencia de
la radicula.

La absorcion de agua por una semilla madura seca estd compuesta por tres
fases. Un insumo rapido de agua inicial (fase I), seguido de una fase plato (fase II).
Un consumo adicional de agua ocurre solamente cuando la germinacion ha finalizado,
es decir, cuando el eje embrionico se haya alongado (fase III). Aquellas semillas que
estén en fase de dormancia no completan la germinacidon porque no pueden entrar en
la fase IIT (Bewley, 1997).

La absorcion de agua en las células de semillas secas durante la fase I resulta
en perturbaciones estructurales temporales (particularmente en las membranas), las

cuales llevan a una inmediata y rapida filtracion de solutos y metabolitos de bajo peso
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molecular dentro de la solucién imbibitoria que la rodea (Bewley, 1997). Esto es
sintomatico de la transicion de los componentes de la fase de gel, que ocurre durante
la maduracion de la fase seca a la fase liquida-cristalina normal hidratada. Durante un
periodo corto de rehidratacion, las membranas regresan a su configuracion mas

estable cuando la filtracioén de solutos ha sido restringida (Bewley, 1997).

1.1.1. Fases de la germinacion

En el proceso de germinacion se pueden distinguir tres fases (Bewley, 1997):

Fase de hidratacion

La absorcion de agua es el primer paso de la germinacion, sin el cual el proceso no
puede darse. Durante esta fase se produce una intensa absorcion de agua por parte de
los distintos tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va acompanado de un

aumento proporcional en la actividad respiratoria.

Fase de germinacion

Representa el verdadero proceso de la germinacién. En ella se producen las
transformaciones metabdlicas, necesarias para el correcto desarrollo de la plantula. En
esta fase la absorcion de agua se reduce considerablemente, llegando incluso a

detenerse.

Fase de crecimiento

Es la ultima fase de la germinacioén y se asocia con la emergencia de la radicula
(cambio morfologico visible). Esta fase se caracteriza porque la absorcion de agua
vuelve a aumentar, asi como la actividad respiratoria. Ocurren dos fases discretas de

sintesis de ADN en las células de la radicula después de la imbibicion (Bewley 1997).
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La emergencia de la radicula es un proceso llevado a cabo por la presion de turgencia,
que requiere el traspaso de las paredes en las células del eje de la raiz embrionaria, la
cual se encuentra entre el dpice de la raiz y la base del hipocétilo (Bewley, 1997).
Existen dos posibles motivos para el comienzo del crecimiento de la radicula. Una
posibilidad es que, durante la fase tardia de la germinacion, el potencial osmdtico de
las células de la radicula se hace mas negativo debido a la acumulacion de solutos,
quizd como resultado de la hidrolisis de las reservas poliméricas presentes dentro de
las células de la radicula. La disminucion en el potencial osmotico llevaria a una
extension celular (Bewley, 1997). Una segunda posibilidad es que la extensibilidad de

las paredes celulares de la radicula permita su elongacion (Bewley, 1997).

La duracion de cada una de estas fases depende de ciertas propiedades de las
semillas, como su contenido en compuestos hidratables y la permeabilidad de las
cubiertas al agua y al oxigeno. Estas fases también estan afectadas por las condiciones
del medio, como el nivel de humedad, las caracteristicas y composicion del sustrato,
la temperatura, etc. Otro aspecto importante es la relacion que existe entre estas fases
de germinacion y el metabolismo de la semilla (Germinacion de semillas, 2005). La
primera fase se produce tanto en semillas vivas como muertas y, por tanto, es
independiente de la actividad metabdlica de la semilla. Sin embargo, en las semillas
viables, su metabolismo se activa por la hidratacion. La segunda fase constituye un
periodo de metabolismo activo previo a la germinacion en las semillas viables o de
inicio en las semillas muertas. La tercera fase se produce s6lo en las semillas que
germinan y se asocia a una fuerte actividad metabdlica que comprende el inicio del
crecimiento de la plantula y la movilizacion de las reservas. Por tanto, los factores
externos que activan el metabolismo (por ejemplo, la temperatura) tienen un efecto

estimulante en la ultima fase (Villé, et al., 1998).
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En las dos primeras fases de la germinacioén los procesos son reversibles; a
partir de la fase de crecimiento se entra en una situacion fisioldgica irreversible. La
semilla que haya superado la fase de germinacion tendra que pasar a la fase de
crecimiento y originar una plantula o, por el contrario, morir (Germinacion de

semillas, 2005).

1.1.2. Factores que afectan a la germinacion

Los factores que afectan a la germinacion se pueden dividir en dos tipos:

Factores internos (intrinsecos)

Propios de la semilla: madurez, viabilidad y dormancia.

Factores externos (extrinsecos)

Dependen del ambiente: agua, temperatura y gases.

1.1.2.1. Factores internos

1.1.2.1.1. Madurez de las semillas

Una semilla es madura cuando ha alcanzado su completo desarrollo tanto
morfoldgica como fisiolégicamente. La madurez morfoldgica se consigue cuando las
distintas estructuras de la semilla han completado su desarrollo, y finaliza cuando el
embrion ha alcanzado su maximo desarrollo (Germinacion de semillas, 2005).
También se la relaciona con la deshidratacion de los diferentes tejidos que forman la
semilla. La madurez se suele alcanzar sobre la misma planta; sin embargo, existen
algunas especies que diseminan sus semillas antes de que aquella se alcance, como

ocurre en las semillas de Ginkgo biloba o de muchas orquideas, que presentan
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embriones muy rudimentarios, apenas diferenciados (Germinacion de semillas, 2005).
Aunque las semillas sean morfolégicamente maduras, muchas de ellas pueden seguir
siendo incapaces de germinar, porque necesitan experimentar ain una serie de
transformaciones fisioldgicas (Germinacion de semillas, 2005). Lo normal es que
requieran la pérdida de sustancias inhibidoras de la germinacion o la acumulacion de
sustancias promotoras. En general, necesitan reajustes en el equilibrio hormonal de la
semilla y/o en la sensibilidad de sus tejidos para las distintas sustancias activas

(Germinacion de semillas, 2005).

1.1.2.1.2. Viabilidad de las semillas.
Se conoce como el periodo de tiempo durante el cual las semillas conservan su
capacidad para germinar. Es un periodo variable y depende del tipo de semilla y de las

condiciones de almacenamiento.

Dependiendo del tiempo que las semillas permanezcan viables, puede haber
semillas que germinen todavia, incluso después de decenas o centenas de anos. Esto
se da en semillas con una cubierta seminal dura, como en el caso de las leguminosas
(Germinacion de semillas, 2005). En el extremo opuesto tenemos las que no
sobreviven mas que algunos dias o meses. En general, la vida media de una semilla es

de entre 5 y 25 anos (Germinacion de semillas, 2005).

Las semillas pueden perder su viabilidad por diferentes motivos. Se podria
pensar que mueren porque se agotan sus reservas nutritivas, pero en realidad
conservan la mayor parte de las mismas cuando ya han perdido su capacidad

germinativa (Germinacion de semillas, 2005).
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Una semilla serd mas longeva cuanto menos activo sea su metabolismo. Esto,
a su vez, origina una serie de productos toxicos que al acumularse en las semillas
producen, a la larga, efectos letales para el embridon. Para evitar la acumulacion de
esas sustancias, bastara disminuir ain mas su metabolismo, con lo cual se habra
incrementado la longevidad de la semilla. Frenar el metabolismo puede conseguirse
bajando la temperatura y/o deshidratando a la semilla. Las bajas temperaturas dan
lugar a un metabolismo mucho mas lento, por lo que las semillas conservadas en esas
condiciones viven mas tiempo que las conservadas a temperatura ambiente. La
deshidratacion también alarga la vida de las semillas, més que si se conservan con su
humedad normal. Pero la desecacion tiene limites: por debajo del 2%-5% en humedad
se ve afectada el agua constituyente de la semilla, siendo perjudicial para la misma

(Germinacion de semillas, 2005).

1.1.2.1.3. Dormancia

La dormancia se define como el fracaso de las semillas viables para completar la
germinacion bajo condiciones favorables. Existen dos tipos de dormancia: la primera,
en la que los embriones mismos estdn “dormidos”, y la segunda, en la que el embrion
estd limitado por las estructuras que lo rodean. La dormancia estd controlada por
algunos factores ambientales como la luz y la temperatura y la duracion del
almacenamiento de la semilla (Koornneef et.al, 2002), y también por factores
internos como la cantidad de las hormonas ABA (Acido absisico) —mantiene
dormancia— y GA (Giberelinas) —rompe dormancia—, aunque no se conoce como el

mecanismo de estas hormonas actua en la dormancia.

La acumulacion de ABA en las semillas en desarrollo es baja, es mayor

durante las etapas medias de desarrollo, cuando las reservas almacenadas estan siendo
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sintetizadas, y declina a medida que la semilla pasa por la sequia durante la
maduracion (Bewley, 1997). La prevencion de la germinacion se puede deber al
contenido endégeno de ABA de la semilla, el ambiente osmotico de la semilla o
ambos (Bewley, 1997). La sequia de maduracion y la pérdida de viabilidad de la
planta madre son suficientes para liberar estas restricciones en semillas no dormantes.
Bajo estas instancias, puede existir un declive asociado al contenido de ABA de la

semilla, y la sensibilidad del embrién al ABA se reduce (Bewley, 1997).

Las giberalinas, al parecer, no estan involucradas en el control de la dormancia
per se, pero en cambio son importantes en la promociéon y mantenimiento de la
germinacion, esto es, ellas actuan después de que la inhibicion mediada por el ABA
ha sido sobrellevada en la germinacion (Bewley, 1997). En algunos casos, el rol de las
giberelinas esta restringido a la induccion de las enzimas que debilitan al endospermo

(Bewley, 1997).

Algunas semillas pierden su estado de latencia mientras se encuentran en la
etapa seca, cuando su estado metabolico es muy bajo. Sin embargo, las semillas en
estado de dormancia son metabdlicamente muy activas y, durante este, pueden recibir
sefiales externas (p. ¢j luz, enfriamiento, alternacion de temperaturas y tratamientos
quimicos u hormonales) que pueden estimular la germinacion. Los eventos
principales en el rompimiento de la dormancia son la recepcion del estimulo por el
embrion y la inmediata transduccion de cadena de sefiales que lleva a los eventos
secundarios los que pueden involucrar cambios metabdlicos y hormonales (Bewley,

1997).
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1.1.2.2. Factores externos

1.1.2.2.1. Humedad
La absorcion de agua es el primer paso, y el mas importante, que tiene lugar durante
la germinacion, porque para que la semilla recupere su metabolismo es necesaria la

rehidratacion de sus tejidos.

La entrada de agua en el interior de la semilla se debe exclusivamente a una
diferencia de potencial hidrico entre la semilla y el medio que le rodea. En
condiciones normales, este potencial hidrico es menor en las semillas secas que en el
medio exterior. Por ello, hasta que emerge la radicula, el agua llega al embrion a
través de las paredes celulares de la cubierta seminal, siempre a favor de un gradiente
de potencial hidrico. Aunque es necesaria el agua para la rehidratacion de las semillas,
un exceso de la misma actuaria desfavorablemente para la germinacidon, pues

dificultaria la llegada de oxigeno al embrion (Germinacion de semillas, 2005).

1.1.2.2.2. Temperatura

La temperatura es un factor decisivo en el proceso de la germinacion, ya que influye
sobre las enzimas que regulan la velocidad de las reacciones bioquimicas que ocurren
en la semilla después de la rehidratacion (Villé e al., 1998). La actividad de cada
enzima tiene lugar entre un méaximo y un minimo de temperatura, existiendo un
optimo intermedio (Germinacion de semillas, 2005). Del mismo modo, en el proceso
de germinacion pueden establecerse unos limites similares. Por ello, las semillas sélo
germinan dentro de un cierto margen de temperatura. Si la temperatura es muy alta o
muy baja, la geminacioén no tiene lugar aunque las demas condiciones sean favorables.
La temperatura minima seria aquella por debajo de la cual la germinacidon no se

produce, y la maxima aquella por encima de la cual se anula igualmente el proceso.
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La temperatura Optima, intermedia entre ambas, puede definirse como la mas
adecuada para conseguir el mayor porcentaje de germinaciéon en el menor tiempo

posible (Germinacidn de semillas, 2005).

Las temperaturas compatibles con la germinacion varian mucho de una
especie a otra. Sus limites suelen ser muy estrechos en semillas de especies adaptadas
a habitats muy concretos, y mas dilatados en semillas de especies de amplia
distribucién (Germinacion de semillas, 2005). Las semillas de especies tropicales
suelen germinar mejor a temperaturas elevadas, superiores a 25° C. Las maximas
temperaturas estan entre 40° C y 50° C. Sin embargo, las semillas de las especies de
las zonas frias germinan mejor a temperaturas bajas, entre 5° C y 15° C (Kozlowski y
Pallardy, 2002). Por otra parte, se sabe que la alternancia de las temperaturas entre el
dia/noche act@ian positivamente sobre las etapas de la germinacion. Por lo que el
Optimo térmico de la fase de germinacion y el de la fase de crecimiento no tienen por
qué coincidir. Asi, unas temperaturas estimularian la fase de germinacion y otras la

fase de crecimiento (Germinacion de semillas, 2005).

1.1.2.2.3. Gases

La mayor parte de las semillas requiere, para su germinacion, un medio
suficientemente aireado que permita una adecuada disponibilidad de O, y CO,. De
esta forma el embrion obtiene la energia imprescindible para mantener sus actividades
metabolicas. La mayoria de las semillas germinan bien en atmosfera normal con 21%
de Oy y un 0.03% de CO,. Sin embargo, existen algunas semillas que aumentan su
porcentaje de germinacion al disminuir el contenido de O, por debajo del 20%. El
efecto del CO; es el contrario del O,, es decir, las semillas no pueden germinar si

aumenta la concentracion de CO,. Para que la germinacion tenga éxito, el O, disuelto
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en el agua de imbibiciéon debe poder llegar hasta el embrion. A veces, algunos
elementos presentes en la cubierta seminal como compuestos fenolicos, capas de
mucilago, macroesclereidas, etc., pueden obstaculizar la germinacién de la semilla
porque reducen la difusion del O, desde el exterior hacia el embrion. Ademas, hay
que tener en cuenta que la cantidad de O, que llega al embrion disminuye a medida
que aumenta la disponibilidad de agua en la semilla. La temperatura modifica la
solubilidad del O, en el agua que absorbe la semilla, siendo menor la solubilidad a

medida que aumenta la temperatura (Germinacion de semillas, 2005).

1.2. Paramos

Segun Josse et al. (2001), el paramo es un ecosistema neotropical ubicado entre el
limite del bosque cerrado y las nieves perpetuas; se localiza a lo largo de las
cordilleras o en picos aislados, a altitudes comprendidas entre los 2.900 y 5.000
msnm. Se extiende entre los 11° N y 8° S de latitud, desde Costa Rica hasta Perta; su
distribucién es continua sobre las cumbres de los Andes, desde Venezuela hasta el
norte de Pert. Los paramos ocupan alrededor de 12.580 km? en las tierras altas de los
Andes.

El clima de los paramos ecuatorianos es en general frio y himedo, con cambios
diarios extremos de temperatura; por ejemplo, a 3.900 msnm varia desde 30°C hasta
temperaturas bajo 0°C. Las noches heladas aumentan con la altitud, asi como la
frecuencia y distribucion de las plantas a lo largo de las gradientes de elevacion. Los
patrones de precipitacion en los Andes varian en cantidad y distribucion, de acuerdo
con la elevacion, la orientacion de los flancos de las cordilleras y la posicion
geografica en relacion a las influencias oceanicas. En el Ecuador ademas existen

diferencias en sentido norte-sur. En la zona norte y central del pais el clima
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permanece humedo la mayor parte del afio, en el sur, especialmente en Loja, el clima
es mas seco y esta influenciado por dos masas de aire, una que viene de la planicie
amazoénica y que ha dejado casi toda su humedad en los flancos orientales, y otra de
aire frio que viene del oeste influenciada por la corriente fria de Humboldt (Josse et
al., 2001).

El suelo es otro de los factores que determinan el tipo de vegetacion existente en
los diferentes habitats. En término general, se puede decir que los suelos tipicos de los
paramos son humedos, negros, con pH 4cido y alto contenido de materia orgénica. En
el Ecuador pueden distinguirse dos grupos basicos de suelos segun el tipo de roca
madre, ya sea de origen volcanico reciente, y los que no han estado sometidos a la
actividad volcanica recientemente. También varian de acuerdo con la zona altitudinal,
asi en los paramos localizados en las zonas mas altas los suelos son diferentes a los de
las zonas mas bajas porque tienen poco espesor, mucha roca y arena y muy poca
materia organica, por tanto, tienen escasa capacidad de retencion de agua. Entre estas
condiciones ambientales también se observan condiciones extremas de sequedad, baja
presion atmosférica, intensa radiacion ultravioleta y los efectos del viento, granizo y
nieve, asi también como el fuego producido por el hombre (Josse et al., 2001).

La vegetacion en los paramos no es uniforme y se puede encontrar gran
variedad de formas vegetales. Las diferentes zonas de vegetacion y asociaciones
vegetales de los altos Andes pueden ser clasificadas de varias maneras. Se han
utilizado clasificaciones con énfasis bioclimatico, asi como otras con énfasis

fisondémico o taxondmico (Josse et al., 2001).

1.3. Ecologia de los bosques andinos

Los bosques andinos (incluyendo los de paramo) que se encuentran entre los 2.400 y

los 4.200 msnm estan determinados por un clima templado y con alta incidencia de
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niebla. Debido a que el bosque andino, hasta los 3.500 m, se encuentra en pura zona
de condensacion, la niebla es mas frecuente y la irradiacion es menor en el paramo.
Esto hace que se mantengan con alta humedad durante casi todo el afio, aunque no
necesariamente haya mucha precipitacion. Aparte de la precipitacion vertical, la
vegetacion intercepta niebla que puede ser un aporte considerable a las lluvias totales.
En consecuencia, hay baja evapo-transpiraciéon, lento crecimiento y poca
descomposicion del material orgdnico. Arriba de los 3.000 m, el metabolismo de los
arboles esta limitado por las temperaturas bajas y los suelos mas infértiles (por la lenta
descomposicion) (Hofstede ez al., 1998).

Las especies arboreas tipicas para estos bosques, pero que por lo general no
dominan son: Escallonia myrtilloides (Grossulariaceae), Hesperomeles heterophylla
(Rosaceae), Myrsine spp. (Myrsinaceae) y Oreopanax spp. (Araliaceae) (Hofstede et

al., 1998).

1.4. Impacto humano y regeneracion de la vegetacion andina

Para su subsistencia diaria, alrededor de 500.000 personas dependen directamente de
este ecosistema (Mena, 2003), es decir, utilizan estas zonas para la agricultura y
ganaderia (que en Ecuador se practica hace por lo menos 3.000 afios a gran escala) y
para obtener lefia para combustible (Hofstede, et al., 1998). La deforestacion ha
causado en la zona andina del Ecuador la disminucion del bosque natural en un 90-
95%. Sin embargo, la deforestacion es de un 2% por afio y los bosques existentes
estan amenazados desde todos los lados por la necesidad de madera para
construcciones y combustibles, pero principalmente con el fin de abrir el terreno para
la agricultura (CESA, 1989). En un ecosistema tan complejo y fragil como el bosque
andino, cualquier intervencion causa inestabilidad ecologica y requiere afos para

regenerarse. Mientras mas grande sea el area deforestada, mas cambios hay en el
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microclima y menos factible es que todas las especies originales reaparezcan en el
bosque secundario. Parte de los arboles no tienen semillas muy durables que puedan
mantenerse afios en el suelo y, por ende, dependen para su colonizacion de la
dispersion desde otros bosques naturales o reforestacion humana (Hoftsede, 1998). De
este modo, es imperativo no solo que los seres humanos tomen parte en la
reforestacion activa, sino también crear procesos donde los arboles andinos puedan

crecer en sitios artificiales en condiciones Optimas para luego ser retransplantados.

1.5. Especie de estudio

El Pumamaqui (Oreopanax sp) pertenece a la familia de las Aralidceas, orden
Apiales. Existen mas de 40 especies, pero solamente 20 en Ecuador. Este género tiene
varias especies que crecen en la faja montano de Los Andes, entre los 2.000 y 4.000
msnm. Actualmente, se puede encontrar menos del 60% de bosque nativo de
Pumamaqui en lugares apartados de centros poblados, terrenos escarpados e
inclinados, quebradas dentro de zonas de cultivo o paramos (Josse, 1989). La razon
por la que han podido sobrevivir en pendientes muy pronunciadas puede deberse a
que, por la inaccesibilidad, el terreno logra conservar una cubierta vegetal densa que
puede retener una capa de humus y nutrientes, o también porque los Pumamaqui
poseen un sistema radicular que permite una adherencia firme al suelo y, por tanto, les
permite crecer en condiciones desfavorables en cantidad y calidad de tierra (Josse,
1989). Generalmente, se los encuentra en terrenos menos inclinados, donde existe
mejor calidad de nutrientes y donde el grosor de la capa de humus es mayor; por
ejemplo, en riberas de rios, quebradas no muy profundas, en los estratos bajos de
bosques mas o menos alterados, en bordes de carreteras y formando parte de las
franjas de vegetacion que limitan con potreros o terrenos cultivados (Josse, 1989). El

Pumamaqui prefiere lugares con mucha humedad y/o precipitacion, neblina densa a
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ciertas horas del dia y no se ve limitado por temperaturas bajas del montano (Josse,
1989). Debido a su posicion geografica, las variaciones de irradiacion solar son de 20
minutos a lo largo del afo. Esta diferencia de comportamiento fotoperiddico es
insignificante para el arbol; la media de la temperatura es de 13.8 = 0.5°C durante
todos los meses del afio; la precipitacion ocurre a lo largo de todo el afio, sin embargo
dos periodos lluviosos se distinguen de otros dos mas secos. Como no se pueden
observar cambios anuales marcados en los factores ambientales ni tampoco un
crecimiento sincronizado de Oreopanax, es dificil visualizar una fuerte influencia de
los factores ambientales en el desarrollo de esta especie, por lo que se puede decir
que, dentro de las condiciones tropicales del ambiente, su ritmo de crecimiento esta
determinado mayoritariamente por factores endégenos (Borchert, 1969).

Los miembros del género Oreopanax poseen un sistema sexual complicado,
usualmente referido como poligamo-dioico, sus flores son unisexuales o macho
mezcladas y hermafroditas (Borchsenius, 1997). Las flores pueden presentar todos los
6vulos aparentemente abortivos o inviables, o también dos o tres l6bulos y s6lo uno
con 6vulo. Los frutos son negros poco elongados, en casi todas las cabezuelas
presentan uno a cinco ovarios que no han madurado (Josse, 1989), presentan cinco y,
ocasionalmente, cuatro o seis crecientes formas con endospermo ruminante
(Borchsenius, 1997). El maximo de fructificacion se alcanza entre los meses de julio y
agosto, y disminuye notablemente entre los meses de diciembre a enero (Josse, 1989).

Se los asocia generalmente con los géneros Weinmannia, Polylepis, Gynoxis,
Sauravia, Fresiera, Columellia, Herperomeles, Vallea, Miconia, Siphocampylus,
Hypericum, Escallonia, Berberis, y Ocotea (Josse, 1989).

En el género Oreopanax se pueden encontrar arboles o arbustos perennifolios

a menudo epifitos, glabros o pubescentes con indumento tomentoso o escaloso, con
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pelos estelados o dendriformes. Las hojas son variadas, simples, a veces grandes y
cordadas, lobadas, palmatifidas o palmaticompuestas. Los lobulos o foliolos son
enteros o agudamente dentados, las estipulas estdn ausentes o muy inconspicuas, el
peciolo es dilatado en la base pero aligulado. Es un arbol poligamo-dioico y, segiin
Josse, 1989, presentan hermafroditismo con estructuras femeninas y masculinas
completas. Las yemas de los arboles jovenes permanecen inactivas hasta la primera
floracion, por lo menos hasta los cinco aflos de edad. Las inflorescencias son
terminales o subterminales, a menudo amplias o paniculadas capitadas. Sus flores son
sésiles o muy cortamente pediceladas, casi siempre pentameras, y sostenidas por
bractéolas generalmente pubescentes. El tubo floral es obconico y unido al ovario, las
anteras son versatiles y oblongas, existen cinco estilos (-12), persistentes en el fruto.
El fruto (baya) es subgloboso o elipsoide con restos de céliz. La semilla es ovoide
subtriqueta, comprimida lateralmente, el endospermo es abundante y ruminado, el
embriéon es muy pequeio, los cotiledones son ovados u oblongos en la radicula
superior (Josse, 1989).

La diferenciacion sexual se da en los frutos donde casi todas las cabezuelas
presentan uno a cinco ovarios que no han madurado, las flores con todos los dévulos
aparentemente abortivos o inviables, o flores con dos o tres l6culos y solo uno con un
6vulo. Los estambres también estdn atrofiados. La polinizacion se da por dipteros
(sindrome de miofilia) porque sus inflorescencias poseen flores pequefias de colores
claros, opacos y el tubo de la corola es muy corto, con pétalos libres, el néctar es
facilmente disponible, sin olor fuerte y con muchas flores cercanas (Josse, 1989).

En este trabajo se utilizaron métodos de siembra in vitro para evaluar los efectos

externos en la germinacion de semillas de Pumamaqui. Las semillas fueron
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esterilizadas y luego sembradas en medios sélidos con humedad controlada. Las

variantes utilizadas fueron de temperatura, salinidad, luz y hormonas.

1.6. Justificacion

La germinaciéon in vivo de las semillas de Pumamaqui se da entre 36 y 46 dias
(Samaniego, 1985). El porcentaje de germinacion in vivo, segin diferentes estudios,
varia del 22% al 40% (Céardenas et al., 1984) y su sobrevivencia es menor al 50%
cuando las plantulas son de entre 12 a 30 cm de altura (CESA, 1989). No se pueden
realizar crecimientos por estaca debido a su falta de enraizamiento (Samaniego,
1985).

Al Pumamagqui se lo utiliza principalmente para construir el azadon o bateas,
también como lefia, para chapas, pulpa y papel, o para rituales o0 medicina. También
es utilizado para proyectos de reforestacion porque es una especie que crece en
terrenos escarpados, lo cual contribuye a evitar la erosion y los deslaves (Borja et al.,
1990).

La especie de este estudio (Pumamaqui, Oreopanax sp) se tomo en cuenta no
solo debido a su bajo porcentaje de germinacion por métodos in vivo, sino también
porque su estado es Vulnerable a En peligro segiin la IUCN (International Union for
Conservation of Nature) de las 20 especies de este género descritas para Ecuador
(Valencia et al., 2000).

Es importante conocer el proceso de germinaciéon de las semillas de
Pumamaqui, para que éste se pueda mejorar y, eventualmente, llevar a cabo un

proyecto no solo de reforestacion, sino también de conservacion.
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2. Objetivo General
Evaluar el efecto de diferentes factores externos en la germinacién de semillas de
Pumamaqui (Oreopanax sp.).

3. Objetivos Especificos

* Determinar el efecto de shock térmico, shock de luz y salinidad sobre la

germinacion de semillas de Pumamaqui
e Determinar el efecto de dos concentraciones de Giberelinas sobre la

germinacion de semillas de Pumamaqui.

4. Materiales

A continuacion se listan los principales materiales y reactivos utilizados en este

estudio:
EQUIPOS REACTIVOS
= (Céamara de flujo laminar = Alcohol (96%)
(Labconco) = Hipoclorito de sodio (2.5%)
= (Cajas Petri = Tween 20
= Pinzas =  Medio MS (Murishage y
= Bisturi Skoog, 1962)
= Cernidor de metal = Giberelinas (GA3)
ESPECIES VEGETALES

* Semillas de Pumamaqui, (adquisicién por compra)

= Semillas de Molle (control, adquisicion por compra)
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5. Meétodos

5.1. Obtencion y preparacion de la semilla

Los frutos de Oreopanax sp se consiguieron a través de la compra directa a un
invernadero (Planchaloma, Cotopaxi) (25.000 semillas aproximadamente). El estado
de los frutos se notaba saludable a simple vista, sin embargo habian estado guardados
por algun tiempo (indeterminado). Para asegurar la viabilidad de las semillas, éstas
fueron separadas de los frutos por agitacion en agua y diferentes lavados con jabon de
manos y agua destilada estéril. Seguidamente se dejo remojar los frutos en agua
destilada estéril (500 mL) por un periodo de 48 horas, se los coloco en un colador y se
los refregd hasta que las semillas se encontraban totalmente libres del pericarpio. Las
semillas limpias fueron colocadas en un frasco estéril con agua destilada estéril,
aquellas que flotaban fueron descartadas (por inviabilidad) para continuar con su

subsiguiente esterilizacion.

5.2. Esterilizacion de las semillas

La primera fase del proceso de esterilizacion se realizd en una cadmara de flujo
laminar, desinfectada con alcohol al 75%. Las semillas (alrededor de 2.000), antes
remojadas en agua destilada, se las dejo en 200 mL de etanol al 70% por 5 minutos,
moviendo el envase esporadicamente para que llegue la solucion a todas las semillas.
Enseguida se elimin6 el alcohol y se lavaron las semillas con agua destilada estéril,
moviendo de la misma manera que antes. La segunda fase de la esterilizacion se la
realizod con 300 mL de hipoclorito de sodio al 2.5% y unas gotas del detergente Tween
20. Se sumergi6 a las semillas en dos vasos de precipitacion con la solucion de
hipoclorito de sodio y Tween 20. Se las dejé por 20 minutos y se moviod

ocasionalmente. Para eliminar restos de la solucion de hipoclorito de sodio mas
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Tween 20, se utilizaron lavados de agua destilada estéril. Para ello fue necesario
eliminar toda la soluciéon de los vasos de precipitacion, tomando en cuenta que las
semillas que flotaban podrian ser descartadas y las que se encontraban en el fondo del
vaso fueron cernidas con un colador estéril. El agua destilada se vertid sobre las
semillas y se movio asegurandose que todas estuvieran expuestas al agua. Se repitio
este proceso seis veces hasta que no quedara ninguna semilla flotando. Una vez
esterilizadas las semillas, se elimind toda el agua posible. Para asegurarse que el
proceso de esterilizacion fuera el adecuado, se realizaron varias pruebas denominadas
A, By C. En la primera prueba (A), la exposicion al hipoclorito de sodio al 2.5% mas
Tween 20 vari6 de 20 a 30 minutos; la prueba (B), de 30 a 35 minutos, y la prueba
(C), de 35 a 40 minutos. Asimismo, los lavados con agua destilada estéril variaron de
acuerdo con el tiempo de exposicion al hipoclorito de sodio. De este modo, en la
prueba (A) se realizaron 4 lavados; en la prueba (B), 6 lavados, y en la prueba (C),

ocho lavados.

5.3. Preparacion de medios y siembra de semillas

Se utilizo el medio de cultivo de Murishage y Skoog (MS) (1962), adicionando al
medio 30gr/L de sacarosa, y 7.0 gr/L de Agar tipo A, a un pH 5.8. El segundo medio
utilizado, AM, fue realizado con la mitad de la concentracion de sales del medio MS.
Ambos medios se repartieron en frascos de vidrio estériles.

La siembra se la realizd en una camara de flujo laminar estéril. Toda la
instrumentacion utilizada se la esterilizo con alcohol al 75%. Se utilizé mascarilla y se
esterilizaron las manos con alcohol para el proceso. Para la inoculacion de las semillas
estériles, se las recogid con una pinza muy suavemente, evitando su puncion y se las
dej6 caer sobre el medio. Luego, con la misma pinza, se las esparcio

homogéneamente evitando que existieran mas de un lado que del otro y se tratd de
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llenar el 4rea con una separacion de 1 cm entre ellas. Finalmente, para mantener la
humedad al 100%, se cubrid el envase con dos capas de pléstico. Se asegur6 al

plastico con una liga y se incubaron en el cuarto de cultivo.

5.4. Evaluacion de los efectos de luz, temperatura y salinidad

Para evaluar los efectos de luz y temperatura se utilizaron tres tratamientos. El
primero consistio en la germinacion de semillas de Pumamaqui a 23° C (controlados),
en presencia de luz por 16 horas y en ausencia de luz por 8 horas. El segundo
consistid en el crecimiento de las semillas de Pumamaqui a 4° C en ausencia total de
luz (debido a que no se pudo controlar el tiempo de luz dentro del refrigerador, se
elimino el tratamiento en presencia/ausencia de luz). El tercer tratamiento consistid en
la germinacion de las semillas a temperatura ambiente, pero en ausencia total de luz
(shock de luz) durante un periodo de 4 dias, para luego dejarlos por 6 dias en
presencia de luz, por 16 horas, y en ausencia, por 8.

Para evaluar los efectos de la salinidad en la germinacién se utilizaron dos diferentes
medios de cultivo (MS y AM) que contenian dos concentraciones de sales. Ambos
tratamientos fueron incubados en las mismas condiciones de temperatura y luz, antes
descritas.

Cada tratamiento consistid de cuatro repeticiones por medio con aproximadamente 12

semillas por frasco. Se observaron los cambios cada 10 dias.

5.5. Evaluacion del efecto de las Giberelinas (GA3)

En el medio de cultivo AM se colocd una concentracion de 1.5 y 3 uM de GAs; para
ello se prepard una solucién madre de 100 mL a una concentracion de 100mg/mL de
GA;. De esta solucion se tomaron 250 uL y se los coloco en 500 mL de medio AM

para obtener una concentracion final de 1.5 uM. Para la obtencion de una dilucion de
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3 uM, se colocaron 500 pL de la solucion madre y se los vertié en 500 mL de medio
AM. Debido a que la GAj; es termolabil (Dixon y Gonzales, 1994) no se autoclavo al
medio junto con la hormona, sino que ésta se la filtr6 a través de un filtro miliporo.
Para cada concentracion se realizaron ocho repeticiones con aproximadamente 12
semillas por frasco.

Se utilizaron semillas de Molle como control debido a su alto porcentaje de
germinacion in vivo, y también porque esta especie se desarrolla en &mbitos similares
a los de la especie en estudio. Para su siembra se utilizaron las mismas metodologias
antes descritas para Oreopanax sp, con excepcion de la siembra en presencia de

giberelinas.

5.6. Subcultivo y Evaluacion del enraizamiento

Para evaluar la capacidad de enraizamiento de las plantulas, se realizd un subcultivo
cuando estas tenian alrededor de 4 cm de alto. Para ello se extrajeron las plantulas
delicadamente con pinza estéril y se las coloco en una caja Petri para poder cortar las
raices justo en el lugar de unidn con el tallo y luego se las sembr6 en medio AM en un
frasco estéril. Todo el proceso se realizé en condiciones estériles de la misma manera
antes descrita. Cada tratamiento (4 frascos) por especie se colocd a 23° C bajo la luz,

por 16 horas. Se observaron los resultados cada diez dias.

5.7. Evaluacion del efecto de Auxinas (IAA y NAA) en el enraizamiento

Se prepararon 5 diferentes soluciones de distintas concentraciones (1, 3, 9, 15 y 21
uM) de TAA (Indole-3-Acetic Acid) y de NAA (1-Naphthaleneacetic acid) para
subcultivo de Pumamaqui. El medio, atn caliente, se vertié en cinco tubos de ensayo
(25 mL) estériles, por medio y se los cubrid hasta que este se enfrie para la

subsiguiente siembra de los brotes de Pumamaqui y Molle.
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En cada tubo de ensayo con el respectivo medio se sembrd una plantula de
Pumamaqui sin raices como se describi6 anteriormente. Se las cubrid con pléstico y se
las dejo a 23° C con 16 horas de luz (8 horas en ausencia de luz) por 10 dias para
observar resultados.

Adicionalmente, se realizd un subcultivo en el medio AM con IAA y carbén
activado, para comprobar si la luz tendria efecto en el enraizamiento. Para ello se
realizé un medio AM maés [AA 6.0 uM y se agregaron 25 mg de carbon activado. El
Molle se subcultivo en dos diferentes tratamientos, el primero contenia el medio antes
descrito (AM/IAA carbon activado) y el segundo sin hormonas. Se sembr6 el molle
en cada tubo de ensayo, cinco tubos para cada tratamiento y se los dejo a 23° C con

16 horas de luz (8 horas en ausencia de luz) por 10 dias para observar resultados.

5.8. Analisis de datos

Todos los resultados se presentaron en porcentajes de germinacion. El porcentaje de
germinacion se calculd a partir de la diferencia entre la sumatoria de semillas
germinadas y la sumatoria de semillas contaminadas, y su resultado fue dividido entre
la sumatoria de semillas sembradas. Para obtener un valor en términos porcentuales,
el resultado fue multiplicado por 100. Debido al alto porcentaje de contaminacion, los
resultados se presentaron en porcentaje relativo y porcentaje absoluto. En el primer
caso, se ignoran las semillas contaminadas y solo se toman en cuenta las germinadas y
no germinadas, con lo cual se generé una muestra mas pequena.

El porcentaje de sobrevivencia en este estudio se obtuvo mediante la siguiente

formula:

Total de semillas germinadas

%S =
Total de plantulas vivas
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6. Resultados

6.1. Obtencion de las semillas

Las semillas se obtuvieron mediante extraccion directa a partir de los frutos. Se pudo
establecer que el pericarpio de los frutos tenia fenoles, puesto que cuando se
colocaron los frutos en los medios MS y AM, a simple vista, se pudo observar que los
medios se tornaron de color purpura oscuro, indicativo que en el pericarpio se
encuentran fenoles, los cuales son conocidos por inhibir la germinacion (Palazon et
al., 2007). Por lo mismo, para contrarrestar el efecto inhibitorio de los fenoles se

extrajo manualmente todo el pericarpio visible.

6.2. Esterilizacion de las semillas de Oreopanax sp

El primer protocolo de esterilizacion (estandar del laboratorio de trabajo) produjo una
contaminacion total en todos los medios y parametros analizados, por lo que se tuvo
que variar el proceso esterilizante en tiempo de exposicion y nimero de lavados con
agua destilada estéril. Asi, los tres tratamientos de esterilizacion denominados A, B 'y
C produjeron resultados similares (A 23% de contaminacion ; B 32% de
contaminacion, C 21% de contaminacion), pero para garantizar que las semillas sigan
viables se continué con la metodologia A, debido a que su exposicion al agente

esterilizador fue el menor.

6.3. Tiempo de germinacion de Oreopanax sp

El tiempo de germinacion se lo tomo al observar la primera sefial de protrusion de la
radicula que se aprecio en el medio AM a los 75 dias; sin embargo, al adicionar
hormonas (GAj3) al medio, la germinacion tomo 26 dias en mostrar la primera sefial de

la radicula.
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6.4. Salinidad

Los resultados obtenidos se expresaron en porcentajes de germinacion, en dos
concentraciones de sales. La primera correspondio a la concentracion normal de sales
de Murishage y Skoog (MS) (1962), y la segunda fue la mitad de la concentracion de
MS, denominada AM. Para todos los parametros analizados, i.e., luz (ausencia y
presencia) y temperatura (4° C y 23° C), el medio AM obtuvo un mayor porcentaje de
germinacion en comparacion con el medio MS, tanto para Schinus molle como para
Oreopanax sp (Tablas 1 y 2, y Figuras 1 y 2). En el caso del Pumamaqui, el medio
MS produjo una media en el porcentaje relativo de 25% de germinacion para todos los
parametros, mientras que el medio AM obtuvo una media en el porcentaje relativo de
35% de germinacion en todos los parametros. Para el Molle, la media de porcentaje de
germinacion para el medio MS fue de 67% y para el medio AM fue de 86.75%. En
ambos medios, para el Pumamaqui so6lo se tomo en cuenta el porcentaje relativo de

germinacion, debido a que en este valor no se consideraron las semillas contaminadas.

6.5. Luminosidad

De acuerdo con los resultados obtenidos, la mayor germinacién se obtuvo en ausencia
de luz para ambos medios AM y MS. El porcentaje relativo de germinacion (sin
incluir las semillas contaminadas) para el medio AM en ausencia de luz fue de 40%
en el caso del Pumamaqui y de un 89% para el Molle (Tablas 1 y 2, y Figura 3),
mientras que en presencia de luz fue de 25% para el Pumamaqui y de un 85% para el
Molle (Tablas 1 y 2, y Figura 4). El porcentaje relativo de germinacioén para el medio
MS en ausencia de luz fue de 31% para el Pumamaqui, y de un 55% para el Molle y,
en presencia de luz, el porcentaje de germinacion para el Pumamaqui fue de 13% y
para el Molle de 69% (Tablas 1 y 2, y Figuras 3 y 4). En el caso del Molle el

porcentaje total de germinacién también obtuvo valores altos, similares a los del
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porcentaje relativo. Esto se debe a que en el caso del Molle el porcentaje de
contaminacion no fue tan elevado, i.e., 26% (media de ambos tratamientos), mientras

que el Pumamagqui obtuvo un porcentaje de contaminacion del 54.12% (Tablas 3 y 4).

6.6. Temperatura

Para ambas especies, Pumamaqui y Molle, se observd un mayor porcentaje de
germinacion a menor temperatura, i.e., 4° C. El valor del porcentaje relativo a 4° C
del Pumamaqui fue de 38% (media para ambos medios utilizados), mientras que para
23° C fue de 27.5%. En el caso del Molle los porcentajes de germinacion fueron los

siguientes: 4° C: 80.5%, y 23° C: 77.5% (Tablas 3 y 4, y Figuras 5 y 6).

6.7. Giberelinas

De acuerdo con los resultados de salinidad, el medio que mayor porcentaje de
germinacion produjo fue el de AM, por lo que en este experimento se continuod
unicamente con este medio. Los resultados de germinacién con diferentes
concentraciones de giberelinas (GAs) y a diferentes temperaturas (4° C y 23° C) y
luminosidades (ausencia y presencia), mostraron un porcentaje mayor en ausencia de
luz y a temperaturas mas bajas, y una mayor germinacion a menor concentracion de la
hormona. Se obtuvo, en ausencia de luz para la concentracion de 1.5uM GAj3, 69%,
mientras que para el tratamiento con luz se obtuvo un porcentaje de 60% (Tabla 2 y
Figura 7). Para la misma concentracion a 4° C se dio un porcentaje de germinacion de
70%, y para 23° C se obtuvo un porcentaje de germinacion de 65% (Tabla 2 y Figura
7). Para la concentracion de 3.0uM GA; en ausencia de luz, se obtuvo un porcentaje
de germinacion de 59%, mientras que en presencia de luz se obtuvo un porcentaje de

germinacion de 54% (Tabla 2 y Figura 7). En el tratamiento de temperatura, para la
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misma concentracion, se consiguié un porcentaje de 61% en el régimen de 4° C, y

60% en el régimen de 23° C (Tabla 2 y Figura 7).

6.8. Subcultivo

En el primer intento de subcultivo se observéd que las raices de Oreopanax sp estaban
debilitadas y de color negruzco. Al momento de realizar el subcultivo, las raices se
rompieron, y solamente se sembro el brote (1) en medio AM. En cambio Schinus
molle no mostr6 enraizamiento alguno. Para fomentar el enraizamiento se colocaron
auxinas en tubos de ensayo (una plantula por medio). Para Oreopanax sp se realizé el
subcultivo en IAA y NAA a diferentes concentraciones (1, 3, 9, 15, 21 uM) en cada
uno. A Schinus molle se lo subcultivd en medio IAA mas carbon activado y sin
carbon activado. Los resultados fueron observados al mes y no se obtuvo ninguna

respuesta.

6.9. Porcentaje de sobrevivencia

El porcentaje de sobrevivencia se obtuvo a partir del total de semillas germinadas
sobre el total de plantulas vivas obtenidas a partir de la germinacion in vitro de
semillas de Pumamaqui, y después de haberlas subcultivado. EIl porcentaje

conseguido fue del 13.71%.

7. Discusion

7.1. Obtencion y almacenaje de semillas

La produccion de las semillas en arboles es muy irregular e impredecible (Kozlowski
& Pallardy, 1997) y, por tanto, su cosecha puede variar no sdlo entre especies sino
también entre arboles de la misma especie, e incluso de afio a afio. Por ende, las

semillas se deben almacenar en condiciones viables (periodo de tiempo en que las
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semillas conservan su capacidad para germinar) y, de esta manera, poder preservar la
especie que, de otro modo, podria extinguirse, y también para poder mantener su
diversidad genética. Las semillas son mejor colectadas y almacenadas cuando estan
fisiologicamente maduras, después de que han alcanzado su maximo de peso seco,
esto es, cuando los recursos han dejado de trasladarse desde la planta madre hacia la
semilla (Kozlowski, 2002). Las proteinas de las semillas maduras pueden
deshidratarse y rehidratarse sin pérdida de su funcion (Harrington, 1972). Cuando las
semillas maduran, su capacidad de germinacidn entra en declive progresivamente, asi
como también la sintesis de proteinas, lipidos y sistemas de reparacion;
adicionalmente, entra en declive la sintesis de ARN, aumentan las aberraciones
cromosomales, cambios de actividad enzimatica, cascadas de la respiracion y
compuestos de almacenaje; las membranas se vuelven mds permeables a iones
orgénicos e inorganicos (Kozlowski, 2002).

Las semillas se pueden clasificar, de acuerdo con sus caracteristicas de
desecacion, en ortodoxas y recalcitrantes. Las semillas ortodoxas pueden mantenerse
viables por mucho tiempo, y se pueden deshidratar hasta el 5% o, a veces, hasta el
2%. Por el contrario, las semillas recalcitrantes tienen un tiempo de vida muy corto, y
deben permanecer himedas para que no pierdan su viabilidad y, atin hamedas,
algunas semillas recalcitrantes pueden perder su capacidad de germinacion en unas
pocas semanas o meses (Kozlowski, 2002).

Las semillas almacenadas no s6lo dependen de la humedad del entorno, sino
también de la temperatura a la que deben ser guardadas. Las semillas recalcitrantes
pueden ser almacenadas dentro de un rango de 15° C a 21° C, mientras que las
semillas ortodoxas pueden ser almacenadas a temperaturas de entre -2° C y -20° C

(Tompsett, 1992).
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No existe un estudio formal para clasificar a las semillas del Pumamaqui, no
obstante, segun las observaciones hechas, podrian pertenecer, tentativamente, a la
clasificacion de ortodoxas debido al tiempo que estuvieron guardadas y mostraron un
porcentaje alto de germinacion. Empero, como se mencion6 anteriormente, la biologia
de las semillas podria variar no sélo entre especies, sino dentro de la misma especie.
Tampoco existe un estudio con datos exactos que determine la pérdida de capacidad
de germinacion para semillas de Oreopanax sp, ni tampoco un método de almacenaje;
sin embargo, segin Brandbyge & Holm-Nielsen (1986) y El verdor de los Andes
(1992), la viabilidad de las semillas de Oreopanax sp disminuye después de tres
meses de almacenaje. Por cuestiones de tiempo del estudio realizado, no se pudieron
recolectar las semillas (tiempos de fructificacion, ver Introduccion), por lo que estas
se obtuvieron mediante compra directa de frutos secos a un invernadero
(Planchaloma, Cotopaxi, 2004), lo que supone que las semillas estaban almacenadas
por el tiempo necesario para mantener la viabilidad. Sin embargo, no existe un dato
exacto de cuando, ni donde, ni como fueron almacenadas estas semillas. También es
importante notar que entre los frutos se encontraron pedazos de hojas secas de
Eucalyptus sp y abundante debris. Segun Kozlowski (2002), los frutos se deberian
almacenar a bajas temperaturas por encima del congelamiento y aumentando la
concentracion de CO, en las cdmaras de almacenaje de 2 al 6%, y también
disminuyendo la concentracion de O, del 2% al 3% para, de esta manera, retrasar las
tasas metabolicas y de senescencia (envejecimiento), pero de acuerdo con el ingeniero
Rafael Muenala del Invernadero Planchaloma, en el lugar no cuentan con cdmaras de
almacenaje, debido a que su metodologia es artesanal (Comunicacion Personal, 2004).

Las condiciones en que las semillas fueron almacenadas y recolectadas (no

solamente de los arboles sino también del piso, evidenciado por el debris), tienen que
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ver directamente con el alto porcentaje de contaminaciéon encontrado, si se compara
con el control (Molle). La fuente de contaminacion deberia provenir solamente de las
capas externas de la semilla y no del embridn; sin embargo, se evidencié que las
semillas se contaminaban después de algin tiempo de haber sido colocadas en el
medio de cultivo y se podia observar que los contaminantes (principalmente los
hongos) se esparcian a su alrededor. Podria pensarse que el proceso de esterilizacion
no fue el correcto; sin embargo, era evidente que las semillas tenian pequefos
orificios, cuya causa no fue identificada, por donde pudieron haber ingresado
contaminantes dentro de la semilla.

Otro factor que pudo intervenir en la germinacion de Pumamaqui tiene que ver
con los restos de fenoles, que no se eliminaron por completo de la superficie de las
semillas. Como se menciond anteriormente, se pudo observar que los frutos
(pericarpio) contenian fenoles, y a pesar de que la limpieza del pericarpio fue
exhaustiva, pudo haber quedado algun residuo del mismo. Las semillas acumulan
importantes cantidades de fenoles en sus cubiertas que acttian como un filtro para que
el oxigeno no llegue al embrion, inhibiendo su germinacion (Palazon, Cusido y

Morales, 2007).

7.2. Salinidad

En los suelos tropicales, el agua subterranea es considerada como la mayor fuente de
agua para los arboles y estd sujeta a una frecuente salinacion (Agboola, 1998). De
acuerdo con los resultados obtenidos, la germinacién de Oreopanax sp se ve afectada
por la concentracion de sales en el medio. A menor concentracion, mayor fue la
germinacion. Sin embargo, es dificil decir cual seria la concentracion necesaria para
una germinacion Optima, porque solamente se investigaron dos diferentes

concentraciones, 1X MS y 0.5X MS.
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Las especies de arboles tropicales se ven afectadas de la misma manera, es
decir, a menos salinidad de sustrato, mayor es la germinacion (Agboola 1998, Rashid
et al., 2004), pero la tasa de germinacion varia entre especies e incluso entre semillas.
La salinidad en el sustrato puede afectar la germinacion, ya sea aumentando la presion
osmotica de la solucion de la tierra/sustrato a una planta (retardando o previniendo el
insumo de agua) o causando toxicidad al embrién (Johnston, 1971). No obstante, no
estd definido todavia el limite entre el efecto osmotico predominante y el efecto
toxico de las sales (Agboola, 1998).

La temperatura y la luminosidad fueron factores que también se analizaron y
que se pueden correlacionar con el sustrato de siembra. Asi, a menor temperatura y a
menor salinidad del medio de cultivo, se observé una mayor germinacién, como
también, a menor salinidad y en oscuridad, se obtuvo un mayor porcentaje de
germinacion. Esto se puede deber a que el Pumamaqui habita en condiciones
extremas evidenciadas en el pAramo, como son: una baja temperatura y en pendientes

pronunciadas donde predomina la sombra.

7.3. Luminosidad

Por la posicion geografica en donde habita el Pumamaqui, la variacion en la longitud
del dia es s6lo de 20 minutos en el afio, por lo que se podria decir que esta diferencia
es insignificante en términos de comportamiento fotoperiddico del arbol (Borchert,
1969) y, por ende, afectaria poco en la germinacion. Los datos obtenidos en este
estudio, demuestran que las semillas de Oreopanax sp germinaron mejor en
oscuridad, lo cual podria deberse, a que la germinacién ocurre mayormente bajo

tierra, es decir en ausencia de luz.
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La luz promueve o inhibe la germinacion de semillas en algunas especies. Entre las
semillas sensibles, aquellas que son inhibidas por la luz son denominadas
fotoblasticas negativas. La influencia de la luz es ejercida por el efecto de longitud de
onda (calidad), intensidad y por la duracion (fotoperiodo). En las semillas
fotosensibles, el fitocromo es el fotoreceptor principalmente asociado con la captacion
y transmision del estimulo bajo la forma activa (Pfr), (Everham et al., 1996), lo que

pudo haber sucedido con las semillas de Pumamaqui.

7.4. Temperatura

La germinacion fue mayor cuando se dejaron las semillas a 4° C por cuatro dias en
una primera instancia, y luego se mantuvieron a 23° C, y fue menor cuando solamente
se mantuvieron a 23° C. Esto podria deberse a que las enzimas que inician con la
germinacion se hayan adaptado para que se activen a una baja temperatura, como la
del paramo, hébitat natural del Pumamaqui (Josse, 1989; Josse et al., 2001). Estos
resultados son similares a los de Walck et al. (2004), en donde las semillas de
Schoenolirion croceum germinaron no solo en la oscuridad sino también en el frio,
pero esto se debe a que este arbol tiene un crecimiento sincronizado con las
estaciones, y por ende estos parametros son los responsables de la rotura de la
dormancia cuando los factores externos son los 6ptimos. El Pumamaqui no habita en
zonas donde esto sucede, por lo que no se puede hablar de dormancia en estas
semillas.

La temperatura Optima de germinaciéon no pudo ser establecida, ya que

solamente se estudiaron dos temperaturas.
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7.5. Giberelinas

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que en el medio con giberelinas
(GA3) se obtuvo un mayor porcentaje de germinacidon a una concentracion de 1.5 uM
y a menor temperatura (4° C). Esto podria deberse a que esta hormona induce la
accion de enzimas, amilasas, responsables de liberar azlicares para el embrion en
crecimiento. De esta manera es como se induce la biosintesis de giberelinas por
retroalimentaciéon. Al contrario, cuando existe una concentracion muy alta de

giberelinas, la germinacion es inhibida (Giberelina, 2007).

7.6. Porcentaje de sobrevivencia

El porcentaje de germinacion obtenido no podria ser el nico factor limitante para
poder conservar esta especie. Es igual de relevante conocer cuantas plantulas
sobreviven después de haber germinado. El porcentaje de sobrevivencia obtenido fue
del 13.71%, el cual es muy bajo para poder realizar un proyecto de reforestaciéon. No
existe un estudio similar in vitro para fines de comparacion; sin embargo, en El
Verdor de los Andes (1992) se cita una mortalidad del 10% para un porcentaje de
germinacion del 65% en arena y turba, con un porcentaje de sobrevivencia del 55%.
Es mucho mayor al obtenido en este estudio; de todas maneras, debido a la reduccion
del tamafio de la muestra (por problemas de contaminacidn), no se podria determinar
cudl de los dos es mejor. Josse (1989) en su tesis de pregrado cita que, de las 4-5
semillas que se encuentran por fruto, tres de ellas son abortivas, lo que quiere decir
que en aquellas semillas que se contaminaron podrian encontrarse no solo las
abortivas, sino también las que tienen el potencial de germinar.

Por otro lado, de acuerdo con comunicaciones personales (Ing. Muenala,
Invernadero Planchaloma; Sefior Jorge Herrera, Profafor), el porcentaje de

germinacion in vivo es menor al citado anteriormente. En promedio, el porcentaje de
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germinacion en siembras artesanales es del 30 al 40%. Este porcentaje no varia mucho
del obtenido en este estudio (30% en todos los tratamientos excepto adicionando
giberelinas). Si se toma en cuenta la hormona, el porcentaje de germinacion fue de
46%, sin embargo considerando todos aquellos tratamientos que obtuvieron una
mayor germinacion, se puede decir que el porcentaje relativo promedio de ellas fue
del 55%.

La falta de germinacion se podria explicar no solamente por el reducido
tamafio de la muestra (alta contaminacidn), sino por una posible inmadurez de las
semillas, un problema comun en la altura y en altas latitudes (Leadem, et al., 1997),
asi también como la inmadurez de la madre. Esto no se puede saber con certeza
debido a que, como se menciond anteriormente, las semillas se adquirieron por
compra. También es posible que insectos, hongos y otras pestes pudieran haber
atacado a las semillas y disminuido su calidad y viabilidad (Leadem, ef al., 1997)

El intrincado proceso sexual del Pumamaqui podria influenciar en el estado de

la semilla, sin embargo no se encontraron otros estudios que sustenten esta teoria.

8. CONCLUSIONES

Los factores externos evaluados en este estudio (temperatura, salinidad del sustrato,
luminosidad) demostraron tener una influencia en la germinacion de semillas de
Pumamaqui, dando mayores porcentajes de germinacion a menor temperatura,
ausencia de luz, y a una menor concentracion del sustrato.

El Pumamaqui se ha adaptado a las condiciones extremas de su habitat natural,
como se observo en la germinacion de sus semillas a bajas temperaturas, temperatura
con la cual su metabolismo trabaja en 6ptimas condiciones.

Las semillas de Pumamagqui germinaron mejor en ausencia de oscuridad.
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La utilizacion de GAj, para evaluar su influencia en la germinacion de
semillas de Pumamaqui demostrd una mayor germinacion a una menor concentracion,
debido, quiza, a que las concentraciones intrinsecas a la semilla se compensaron con
las encontradas en las del ambiente.

Oreopanax consta de 20 especies en Ecuador y todas se encuentran en la lista
de la IUCN. Por lo que un proyecto de conservacion para la misma es fundamental,
especialmente por su bajo porcentaje de germinacion en su habitat natural. En este
estudio se intentd mejorar el porcentaje de germinacion por metodologia in vitro. Sin
embargo, el porcentaje obtenido estuvo afectado por el tamafio de la muestra no

representativa.

9. Recomendaciones

Los paramos de Ecuador estan dentro de los ecosistemas mas amenazados del pais,
debido a que se han convertido, extensivamente, en zonas agricolas, ganaderas, o en
bosques secundarios, que son plantaciones de arboles para la cosecha de madera,
como el pino. Es un requisito conocer temas como la germinacién y el
establecimiento de las plantulas para que los esfuerzos de restauracion de estos
bosques sean exitosos. También es recomendable un 6ptimo almacenaje para poder
preservar la diversidad genética y prevenir la extincion de la especie.

Existieron problemas en este estudio, principalmente por haber comprado las
semillas y no saber cudl es la mejor manera de almacenaje de las mismas. Para
mejorar este estudio, quiza sea mejor que las semillas (frutos) sean recogidas(os)
directamente de los arboles para asegurar una menor contaminacion y también
conocer el estado de la madre (la germinacion mejora cuando la madre es adulta). El
recolector no deberia enfocarse solamente en un sitio de recoleccion sino en varios

con el propodsito de asegurar una muestra mas representativa.
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Las giberelinas ayudan en el proceso de germinacion, y seria importante
conocer cudl es la concentracion exacta necesaria, para lo que se recomienda hacer un
estudio con mayor rango de concentraciones (al menos cuatro) siendo 1.5uM la
mayor de ellas. De la misma manera, deberian investigarse diferentes concentraciones
de sales, con miras a saber cudl es la 6ptima para la germinacion de la especie de
estudio. La germinacion se realiza mejor a una temperatura 6ptima. En este estudio no
se investigd ese parametro, para lo que se recomienda investigar un rango de
diferentes temperaturas (al menos cuatro) para asegurar una mayor germinacion de
semillas de Pumamaqui.

Para saber cual semilla es viable se deberia utilizar Tetrazolium, cuyo objetivo
es determinar cudles tejidos del embrion estan vivos y que, por tanto, tienen el
potencial de germinar bajo condiciones Optimas. El tetrazolium es un quimico sin
color que reacciona con las células vivas y las tifie de rojo (Seed Viability
(Tetrazolium) Tests, 2007). En este estudio no se lo utiliz6 por falta de acceso al
mismo.

Quizd sea importante realizar propagaciones vegetativas o cultivo de

embriones, para apresurar un proyecto de reforestacion.
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11. Tablas

Tabla 1. Cuadro comparativo de porcentajes de germinacion total por cada
tratamiento realizado en semillas de Schinus molle.

MEDIO _|TRATAMIENTOJREGIMEN [% RELATIVO [%TOTAL
CON 55 53
VIS HUz SIN 69 61
4 76 72
(o]
TEMP (°C) 23 68 67
CON 89 86
AM LUz SIN 83 82
TEMP (°C) n S 53
23 87 83

Tabla 2. Tabla comparativa de porcentajes de germinacion por cada tratamiento
realizado en semillas de Oreopanax sp.

MEDIO |TRATAMIENTO REGIMEN |% RELATIVO |%TOTAL

CON 13 1

LUz SIN 31 1

MS 4 35 2
(o]

TEMP (°C) >3 1 T

CON 25 2

LUz SIN 40 2

4 41 4
0,

TEMP (°C) >3 e 3

1.5uM GA; LUZ con 60 >

AM SIN 69 7

1.5uM GAz; TEMP (°C) 4 70 8

23 65 5
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Tabla 3. Porcentajes de contaminacion por cada tratamiento en Oreopanax sp

MEDIO JTRATAMIENTO REGIMEN %contaminacion
CON 87
MS LUz SIN 69
4 65
(o]
TEMP (°C) >3 =5
CON 75
LUz SIN 60
4 59
(o]
TEMP (°C) >3 13
1.5UM GA, LUZ CON 20
AM SIN 31
1.5uM GA; TEMP (°C) 4 30
23 35
3.0uM GA; LUZ CON 46
SIN 41
3.0uM GA; TEMP (°C) 4 39
23 40
[Media % Contaminacion 53,875|

Tabla 4. Porcentajes de contaminacion por cada tratamiento en Schinus molle

MEDIO JTRATAMIENTO |REGIMEN %Contaminacion

CON 45

LUz SIN 31

MS 4 24
(o]

TEMP (°C) >3 >

LUZ CON 11

SIN 17

AM 4 15
(o]

TEMP (°C) >3 3

[Media %Contaminacién 23,5 |
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12. Figuras
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Figura 1. Grafico comparativo entre porcentajes de germinacion total y relativo para
todos los tratamientos de Schinus molle.
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Figura 2. Grafico comparativo entre porcentajes de germinacion total y relativo para
todos los tratamientos de Oreopanax sp.
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Figura 3. Grafico comparativo de porcentajes de germinacion entre Oreopanax sp 'y

Schinus molle y entre medios AM y MS en ausencia de luz.
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Figura 4. Grafico comparativo de porcentajes de germinacion entre Oreopanax sp 'y

Schinus molle y entre medios AM y MS en presencia de luz.
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Figura 5. Grafico comparativo de porcentajes de germinacion entre Oreopanax sp 'y

Schinus molle y entre medios AM y MS a 4°C.
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Figura 6. Grafico comparativo de Porcentaje de germinacion entre Oreopanax sp 'y

Schinus molle y entre medios AM y MS a 23° C
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Figura 7. Grafico comparativo de porcentaje de germinacion de Oreopanax sp entre

los medios AM mas 1.5uM. GA3; y AM mas 3.0uM. GA para todos los
tratamientos.
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