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Resumen

El pdramo es un ecosistema de alta montafia que alberga una alta diversidad de
endemismos y servicios ecosistémicos, pero que paralelamente se encuentra sometido a
fuertes presiones antropogénicas. Los Bancos de semillas nacen como una estrategia de
conservacién ex situ que permite salvaguardar la diversidad en forma de semilla por largos
periodos de tiempo. Sin embargo, para almacenar una especie de forma adecuada es
necesario conocer su ecologia reproductiva y tolerancia a la desecacién. Con el fin de
evaluar el potencial de conservacién ex situ de las semillas de especies de paramo,
nuestros objetivos fueron: evaluar la viabilidad y germinacién de 17 especies de diversas
familias del paramo; documentar la forma de romper la dormancia previamente
documentada de seis especies y determinar la tolerancia a la desecacion de 19 especies.
Se realiz6 la descripcion morfologica de las semillas, se evalud la viabilidad por la prueba
de tetrazolio y la prueba de germinacién cuyas técnicas fueron comparadas, se realizaron
ensayos de germinacion bajo condiciones de laboratorio a dos contenidos de humedad
(semillas frescas, y al 5%), y para romper la dormancia se realizaron tratamientos
adicionales de imbibicion en giberelinas y escarificacion de testa. El mejor método para
evaluar la viabilidad fue por medio de tetrazolio ([1-1,5 %] TZ, 40 °C y 24 horas de
exposicion). Se identificé la presencia de dormancia fisica en tres especies y fisioldgica en
otras tres y se reporta el tratamiento adecuado para romperla. Se encontré un
comportamiento ortodoxo en 16 especies e intermedia en tres. En conclusion las especies
estudiadas presentan un gran potencial para ser conservadas en bancos de germoplasma
lo que contribuye a la conservacion de la diversidad de las especies nativas de zonas de
paramo, con las cuales se pueden implementar protocolos de germinacion para la

propagacion y reintroducciéon en programas de restauracion.

Palabras clave: Bancos de semillas, conservacion ex situ, dormancia, germinacion,

tolerancia a la desecacion, viabilidad.



Abstract

The paramo is a high mountain ecosystem that harbors a high diversity of endemisms and
ecosystem services, but at the same time it is subjected to strong anthropogenic pressures.
Seed Banks are born as an ex situ conservation strategy that allows to safeguard diversity
in the form of seed for long periods of time. However, to store a species properly, it is
necessary to know about its reproductive ecology and desiccation tolerance. In order to
evaluate the potential of ex situ conservation of seeds of paramo species, our objectives
were: to evaluate the viability and germination requirements of 17 species of diverse
families of the paramo; document the way to break the previously documented dormancy
of six species and to determine the tolerance to desiccation of 19 species. The
morphological description of the seeds was carried out, the viability was evaluated by
means of the tetrazolium test and the germination test whose techniques were compared,
germination tests were carried out under laboratory conditions at two moisture contents
(fresh seeds, and 5%), and to break the dormancy, additional imbibition treatments in
gibberellins and coat scarification were performed. The best method to evaluate the viability
was by means of tetrazolium ([1-1.5%] TZ, 40 ° C and 24 hours of exposure). The presence
of physical dormancy was identified in three species and physiological dormancy in three
others and the appropriate treatment to break it is reported. Orthodox behavior was found
in 16 species and intermediate behavior in three. In conclusion, the species studied have
a great potential to be conserved in germplasm banks which contributes to the conservation
of the diversity of the native species of paramo zones, with which germination protocols

can be implemented for propagation and reintroduction in programs of restoration.

Keywords: Seed banks, ex situ conservation, dormancy, germination, desiccation

tolerance, viability.
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1 Potencial de conservacion ex situ de semillas de especies de paramo

Introduccidén

El paramo es un ecosistema distribuido dentro de la zona huimeda de los Andes
ecuatoriales entre 11° N y 8° S de latitud; principalmente en Venezuela, Colombia,
Ecuador, el norte de Perd, con extensiones en Panama y Costa Rica (Sklenaf, Luteyn,
Ulloa, Jorgensen, & Dillon, 2005). Son considerados islas biogeograficas de gran
heterogeneidad ambiental por lo cual cuentan con una gran biodiversidad y endemismo
(Cortés-Duque & Sarmiento, 2013). Su principal importancia biolégica es la regulacién de
los ciclos hidricos, constituyendo asi una importante reserva de agua para diferentes
regiones de Suramérica (Sklenar et al., 2005).

Se estima que en los paramos de Colombia hay mas de 4.700 especies de plantas que
representan cerca del 17% de la diversidad floristica del pais, ubicada en apenas el 3%
del territorio nacional (Marin & Parra, 2015). La presién antrépica, el cambio climético y la
lenta recuperacion después de un disturbio que presentan los paramos, amenazan su
biodiversidad y por ende los servicios ecosistémicos que presta este ecosistema (Cortés-
Duque & Sarmiento, 2013). Por esto, es importante emprender acciones en pro de la
conservacion de la diversidad natural orientadas a la implementacion de estrategias de
conservacion in situ y ex situ.

Una de las estrategias de conservacion ex situ mas exitosa de la diversidad fitogenética a
largo plazo, es el Banco de Semillas (de Viana, Mosiaro, & Morandini, 2009; Ledn-Lobos,
Way, Aranda, & Lima-Junior, 2012). Esta estrategia se ha centrado principalmente en
especies alimenticias y de cultivo. Menos del 1% de las especies almacenadas en los
bancos de germoplasma corresponden a especies nativas (Rao et al., 2007). Ligado a
esto, la informacion sobre la longevidad, las condiciones aptas de almacenamiento (segun
su tolerancia a la desecacion), viabilidad y requerimientos de germinacion de las especies
silvestres nativas es muy escaso, informacion vital para establecer planes exitosos de
conservacion ex situ (Gold, Ledén-Lobos, & Way, 2004; Hong & Ellis, 1995; Rao et al.,
2007).

La tolerancia a la desecacion y el contenido de humedad de las semillas varia con la
especie. A su vez, el contenido de humedad dependera de las condiciones climaticas en
las que fue colectado el material y a las que fue sometida la planta madre durante el tiempo
de formacion de la semilla (efectos de la planta madre). De acuerdo a la tolerancia a la

desecacion, las semillas se pueden clasificar en ortodoxas, intermedias y recalcitrantes
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(Nkang, Omokaro, Egbe, & Amanke, 2003). Para almacenar semillas en el Banco de
semillas, es vital conocer qué tipo de semilla presenta cada especie, lo cual permite decidir
bajo qué condiciones y aproximar el tiempo por el cual se pueden almacenar las semillas.
Ademads, el conocimiento sobre calidad, tolerancia a la desecacién y el comportamiento
fisiologico al almacenamiento es importante no solo para la conservacion, sino, para la
planificacion de estrategias de propagacion en el mediano y largo plazo, como base para
proyectos de restauracion y para entender la ecologia reproductiva de las poblaciones
(Vieira & Silveira, 2010), lo cual incluye el reclutamiento, la formacién de bancos de
semillas naturales y la fenologia reproductiva de la especie.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial de conservacion ex situ de semillas
de especies de paramo mediante la estrategia de bancos de semillas, lo cual permitird no
solo identificar el método adecuado de almacenamiento para conservar las semillas, sino

ademas entender parte de la ecologia reproductiva de las especies.

El documento esté estructurado de la siguiente forma: inicialmente se presenta un contexto
general de la investigacion, este incluye marco teédrico, planteamiento del problema,
objetivos e hipétesis. A continuacién, cada objetivo especifico se desarrolla en un capitulo

con la estructura de articulo cientifico.
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PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1. MARCO CONCEPTUAL Y ANTECEDENTES

El paramo

Dentro de los ecosistemas de Colombia resalta el paramo, ya que en él convergen
multiples procesos sociales, econémicos y ecoldgicos que sostienen a las comunidades
de la alta montafia y ademas constituye una de las mayores fuentes hidricas para el Pais
(Cabrera & Ramirez, 2014). Coincidir en una definicién que abarque todo lo que es un
paramo puede generar una gran controversia (Cabrera & Ramirez, 2014; Cortés-Duque &
Sarmiento, 2013; Hofstede, Segarra, & Vasconez, 2003); sin embargo, en general, un
paramo es un bioma neotropical, localizado entre el bosque alto andino y el limite inferior
de las nieves perpetuas entre los 3.000 a 5.000 m.s.n.m (Cabrera & Ramirez, 2014;
Sklenar et al., 2005). Lo que no genera controversia es el hecho de que los paramos son
unos de los ecosistemas de alta montafia mas ricos en el mundo, donde la mayoria de sus
especies son endémicas, esto producto a que es el ecosistema mas reciente de los Andes
con menos de tres millones de afios (Castafio, 2002), y a que las plantas se han tenido
que adaptar a las condiciones extremas que lo caracterizan como baja presion del aire y
baja temperatura, alta radiacién ultravioleta, sequia fisiolégica, variabilidad climatica diaria

y dafio fisico ocasionado por el granizo o algunos casos por nieve (Sklenar et al., 2005).

Si bien Colombia no es el Unico pais que cuenta con paramos, ya que también se

encuentran en Costa Rica, Peru, Venezuela, Ecuador y Panama, Colombia cuenta con el
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50% en cobertura de los paramos del mundo (Fig. I), ocupando un 3% del area continental
del territorio nacional (Sarmiento, Cardenas, Sarmiento, & Zapata, 2013). Son numerosos
los estudios que se han adelantado en los paramos en los Ultimos afios, involucrando
estudio de suelos, ecologia y biodiversidad. Véase por ejemplo las publicaciones mas
recientes de Alzate-Guarin & Murillo-Serna (2016); Cabrera & Ramirez (2014); Castafio
(2002); Cortés-Duque & Sarmiento (2013); Hofstede et al. (2003); Llambi et al. (2012);
Mora & Vargas (2007); Pedraza-Pefaloza, Betancur, & Franco-Roselli (2004); Pérez-
Martinez, Rodriguez, Melgarejo, & Vargas R, (2014); Sarmiento, Cadena, Sarmiento, &
Zapata (2013); Sklenafr et al. (2005).

A pesar de los avances, la presion antropica, el cambio climatico y la lenta recuperacion
después de un disturbio, amenazan la biodiversidad y por ende los servicios ecosistémicos
gue presta este ecosistema (Cortés-Duque & Sarmiento, 2013).
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Figura I. Nueva cartografia de los paramos de Colombia. Tomado de IAvH (2012)
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Por esto, es importante emprender acciones en pro de la conservacion de la diversidad
natural orientadas a la implementacion de estrategias de conservacion in situ y ex situ y a

la restauracion del ecosistema.

Los Bancos de Semillas ex situ

Los bancos de semillas hacen parte de las estrategias de conservacion ex situ, la cual
hace referencia a la conservacion de la diversidad biologica fuera de su habitat natural
(Rao et al., 2007). Los propositos de las colecciones ex situ para cualquier especie que
requiere conservacion son (i) servir como soporte del germoplasma en las condiciones
actuales de amenaza, (ii) preservar la diversidad genética vy (iii) propagar el germoplasma

para acciones in situ (Guerrant, Havens, Maunder, & Havens, 2004).

Los bancos de semillas representan una de las estrategias mas costo-efectivas de la
conservacion, ya que en un poco espacio se pueden guardar millones de semillas de las
especies que se pueden conservar. Esta conservacion consiste en almacenar las semillas
a bajos niveles de humedad y bajas temperaturas, siempre que la semilla lo tolere, con el
fin de prolongar la viabilidad de las semillas, lo que permitira tener el material almacenado
por muchos afios (Gold et al., 2004). Este método de almacenamiento es adecuado para
una gran numero de especies, aproximadamente el 88% de las plantas vasculares (Gold
et al., 2004; Hong & Ellis, 1988); sin embargo, faltan muchos estudios para conocer el

comportamiento de las semillas de la zona tropical.

Las semillas se clasifican de acuerdo a su tolerancia a la desecacion en ortodoxas,
intermedias y recalcitrantes (Magnitskiy & Plaza, 2007). Se consideran semillas ortodoxas
aquellas que toleran una deshidratacion hasta del 5% en el contenido de humedad debido
a que la fase final de maduracién est4 acompafiada por deshidratacion celular, resultado
de la separacion de funiculos entre 40 y 50 dias después de la polinizacion. En este periodo
las semillas logran adquirir la tolerancia a la deshidratacion, caracteristica que mejora su
viabilidad y potencial de almacenamiento (Nkang et al., 2003). Las semillas recalcitrantes
no experimentan deshidratacion en la planta madre, se dispersan en una condicion

hameda y metabdlicamente activa, por lo que pierden rapidamente la capacidad de
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germinar al quedar expuestas a condiciones de baja humedad (Kermode & Finch-Savage,
2002), por eso sdlo pueden tolerar la deshidratacién entre un 15% y 50% de contenido de
humedad. Existen semillas con caracteristicas intermedias entre ortodoxas y recalcitrantes
y toleran la deshidratacion entre un 10% y 12% de contenido de humedad (Daws,
Garwood, & Pritchard, 2005; Hong & Ellis, 1988).

Para almacenar semillas, es vital conocer qué tipo de semilla segun su tolerancia a la
desecacion presenta cada especie, esta informacion permite decidir bajo qué condiciones
y durante cuanto tiempo se pueden almacenar. A continuacién, se definen algunos
procesos claves que son necesarios para determinar los métodos de almacenamiento de

las semillas.

= Contenido de Humedad

Las semillas estan compuestas por diferentes moléculas como grasas, proteinas, agua,
entre otros. El contenido de humedad de la semilla (CHS) es la cantidad de agua presente
en ella (Rao et al., 2007). Este factor es el mas importante para determinar la velocidad a
la cual las semillas se deterioran y permite, por medio del andlisis de tolerancia a la
desecacion, determinar por cuanto tiempo y en qué condiciones se pueden almacenar las

semillas en los Bancos de Germoplasma (Rao et al., 2007).

Para calcular el CHS se utilizan principalmente dos métodos: el secado en horno de
circulacién forzada o por medio de analizadores de humedad; ambos métodos utilizan el
principio de pérdida de peso por secado. EI CHS se calcula por medio de la siguiente
formula donde, CH (%) es el contenido de humedad en porcentaje, Pi es el peso inicial de
las semillas, Pf es el peso final de las semillas (ISTA, 2008).

Pi—

Pl 100
P

l

CH(%) =

* Viabilidad

La viabilidad de un lote de semillas, no dormantes, hace referencia a su capacidad de
germinar y de originar plantulas normales en condiciones ambientales favorables (Pérez &
Pita, 2009; Ranal & Santana, 2006).
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Es un parametro importante para evaluar la habilidad de la colonizacién de las especies
(Pywell et al., 2003) y por ende estd ligado con el éxito o fracaso reproductivo de las
poblaciones (Borza, Westerman, & Liebman, 2007). A su vez, es una medida vital de la
calidad de las semillas que cobra especial importancia para el monitoreo de los cambios
durante el almacenamiento como prerrequisito para asegurar el éxito de un programa de
conservacion ex situ (Godefroid, Van de Vyver, & Vanderborght, 2010; Guerrant et al.,
2004); hace parte de las herramientas para la seleccion de especies para proyectos de
restauracion ya que especies que producen buena cantidad de semillas viables pueden

propagarse masivamente en viveros por via sexual.

Para evaluar la viabilidad se pueden realizar diferentes pruebas entre las que se
encuentran la prueba de germinacion, la prueba de tetrazolio o la prueba de puncién o
inspeccion en la cual un embrién blanco y rigido es clasificado como viable (Baskin &
Baskin, 2014; Guerrant et al., 2004).

= Germinacion y dormancia

Si una semilla es viable, y no presenta dormancia, germinar4 cuando se encuentre en
condiciones adecuadas de humedad, luz y temperatura. Por esto, se acepta que la
capacidad germinativa de un lote de semillas es un reflejo directo de su viabilidad (Rao et
al., 2007).

La dormancia se da cuando una semilla no puede germinar, a pesar de contar con las
condiciones adecuadas para hacerlo (Baskin & Baskin, 2014; Baskin & Baskin, 2004)
Segun Baskin & Baskin (2004), se pueden diferenciar cinco clases de dormancia:
Dormancia fisiolégica, es la mas comun en la naturaleza y se observa cuando el embrion
presenta una alta proporcion de acido abscisico y bajos niveles de giberelinas. Dormancia
morfoldgica, es cuando el embrion esta diferenciado en érganos pero subdesarrollado en
tamafo y necesita tiempo para crecer y madurar. Dormancia morfofisiolégica, es una
combinacion entre la dormancia fisioldégica y morfolégica. Dormancia fisica, se presenta
en semillas que tienen cubiertas seminales muy gruesas o impermeables que impiden la
entrada de agua e intercambio gaseoso en la semilla. Dormancia combinada, que es una

combinacién de dormancia fisica y fisiolégica. Conocer si una semilla presenta o no
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dormancia es un factor clave que permitira establecer las condiciones adecuadas para la

germinacion y reproduccién de la especie.

Bancos de semillas en Colombia

Como ya se ha mencionado, Colombia es un pais megadiverso que cuenta con cerca de
30.000 especies de plantas de diferentes habitos de vida, que se ensamblan para
conformar numerosos ecosistemas y brindar un sin nimero de servicios ecosistémicos y
ambientales (Valencia, Lobo A., & Ligarreto, 2010). Lamentablemente, los servicios que
nos brindan las plantas estan en peligro y la tasa de extincion de especies es cada dia
mayor; se calcula que en los proximos cincuenta afios se extinguira la cuarta parte de las
especies vegetales del mundo (Amaya-Espinel, Gomez, Amaya-Villarreal, Velasquez-
Tibata, & Renijifo, 2011).

Para evitar tal pérdida, el Gobierno Colombiano permiti6 la creacion del Sistema de Bancos
de Germoplasma de la Nacion para la Alimentacion y la Agricultura (SBGNC), que apoyada
con recursos publicos, es financiada para ser custodiada por AGROSAVIA, que cuenta con
uno de los bancos de semillas agroalimentarias mas importantes del pais. También a nivel
nacional, se destaca el Centro Internacional de Agricultura tropical CIAT que es apoyado
por diferentes entidades y fundaciones nacionales e internacionales. Su objetivo es reducir
el hambre y la pobreza y mejorar la nutricibn humana en los trépicos mediante una
investigacion que aumente la eco-eficiencia en la agricultura. Dentro de sus estrategias se
incluye Bancos de semillas agroalimentarias donde se conserva la coleccion mundial de

yuca y especies relacionadas, frijol y forrajes tropicales (CIAT) .

Existen otros Bancos de semillas en Colombia que al igual que el CIAT y CORPOICA estan
asociados con agrobiodiversidad, especies forestales y ornamentales; sin embargo, esto
demuestra el vacio existente en el estudio de las especies silvestres nativas de nuestro
pais. Es por esto que el Jardin Botanico de Bogota es un pionero en la implementacion de
un Banco de semillas que cuenta con especies con algin grado de amenaza y/o de
importancia ecolégica con fines de conservacion e implementacion en programas de
restauracion y reintroduccion principalmente de las especies alto andinas y zonas de

paramo.
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Diversas causas como el cambio climético, el crecimiento poblacional y la degradacion de
los ecosistemas, hacen que cada dia disminuya la cobertura vegetal y por ende ocasionan
la disminucién o extincién de especies. Por este motivo es vital emprender acciones de
conservacion que incluyan tanto estrategias in situ como ex situ que garanticen la
proteccion de la diversidad. Los bancos de semillas son una de las estrategias de
conservacion ex situ mas efectivas a largo plazo ya que permiten almacenar las semillas
de las plantas a bajos contenidos de humedad y temperatura por muchos afios, siempre y
cuando las semillas lo toleren. Para esto es vital conocer los requerimientos especificos de
almacenamiento para cada una de las especies. Ya que los bancos de semillas han
centrado sus esfuerzos en almacenar semillas agroalimentarias, es poco lo que se sabe
sobre el almacenamiento de las semillas nativas silvestres, por eso actualmente para poder
almacenar casi cualquier especie nativa de los ecosistemas colombianos se hace
necesario primero identificar fuentes semilleras que permitan la obtenciéon de semillas con
buena viabilidad, para luego evaluar factores para determinar las condiciones adecuadas
de almacenamiento. Asi, aunque la estrategia de banco de semillas es de las mas exitosas,
la etapa inicial de accesion de una especie que no cuente con informacién sobre su
conservacion, puede ser muy lenta en comparacion con la rapidez en la pérdida de
diversidad. Documentar cual es el potencial de conservaciéon ex situ de las semillas de
paramos a través de los estudios de germinacion y tolerancia a la desecacion en las
semillas, contribuye en gran medida a la conservacion de las especies, ya que permite
identificar métodos adecuados de almacenamiento y a su vez genera conocimiento sobre
la historia de vida asociados a la reproduccion de especies que pueden contribuir en la

seleccién de especies para restauracion y programas de conservacion in situ.

3. JUSTIFICACION E IMPACTO DE LA
INVESTIGACION REALIZADA

Actualmente factores como la expansion de la frontera agricola y ganadera, la

sobreexplotacion de los recursos naturales, la tala de bosques, el calentamiento global,
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entre otros, han generado grandes pérdidas y cambios en los diferentes ecosistemas
colombianos. Para el caso del departamento de Cundinamarca son los bosques
altoandinos y los paramos quienes se han visto mas afectados. La importancia de estos
ecosistemas radica en la amplia variedad de especies vegetales nativas y endémicas que
benefician diversos grupos de fauna; ademas, acttan en la regulacion hidrica la cual aporta
gran cantidad de agua a los afluentes cercanos. La disminucién y extincion de la diversidad
vegetal, trae consigo el deterioro y la pérdida de los servicios ambientales que actualmente
brindan estos ecosistemas, por esto se hace necesario abordar la conservacion y
preservacion de las especies desde todos los campos y técnicas posibles, ex situ o in situ.

Una de las estrategias de la conservacion de los recursos fitogenéticos ex situ, son los
Bancos de Semillas (de Viana et al., 2009); sin embargo, los esfuerzos de conservacion
se han centrado principalmente en especies alimenticias y de cultivo. Menos del 1% de las
especies almacenadas en los bancos de germoplasma corresponden a especies nativas
(Hay & Probert, 2013; Rao et al., 2007). Es por esto, que la informacién sobre la longevidad,
tipo de semilla y las condiciones de almacenamiento de estas especies es muy escaso, Yy
se requiere investigar acerca de los requerimientos germinativos, su viabilidad, contenido

de humedad, tipos de dormancia y tiempo de almacenamiento (Hong & Ellis, 1988).

El Jardin Botanico de Bogota cuenta con el primer Banco de semillas especializado en
especies nativas de paramo. Para preservar las semillas que se encuentran en estos
ecosistemas, de los cuales se sabe muy poco, es necesario evaluar en cada una de las
especies aspectos como la viabilidad y calidad de las semillas, los requerimientos de
germinacion y la tolerancia a la desecacion. Este estudio buscé generar conocimiento
basico para la toma de decisiones asociadas con la propagacion y restauracion, asi como
herramientas clave para almacenar y conservar de forma ex situ las semillas de las
especies estudiadas dentro del banco de semillas. Ademas, permitié entender los factores
gue determinan la distribucion y dispersion de especies, y habilidades de colonizacién
identificando especies con dormancia, problemas de reclutamiento, o por el contrario,
especies con altos valores de germinacion y por ende establecimiento de plantulas en

campo.
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4. HIPOTESIS

Las semillas de plantas de paramo presentan un gran potencial de conservacién ex situ

dado por un comportamiento predominantemente ortodoxo.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial de conservacion ex situ de semillas de especies de paramo mediante

la estrategia de bancos de semillas.

6. OBJETIVO ESPECIFICOS

e Evaluar la viabilidad y requerimientos de germinacion de las semillas de 17
especies de plantas de paramo, mediante la tincién por tetrazolio y la prueba de
germinacion.

e Identificar el tipo de dormancia y el pretratamiento adecuado para lograr la
germinacion en las semillas de seis especies de plantas de paramo.

e Determinar el tipo de semillas segun la tolerancia a la desecacion en 19 especies

de plantas de paramo.

7. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e ¢ Cual es la viabilidad de las semillas de especies de plantas de paramo?
e CoOmo romper la dormancia de semillas de seis especies de plantas de paramo?
e ¢ Cual es el potencial de conservacion ex situ de las semillas de paramo segun su

tolerancia a la desecacién?
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CAPITULO 1. Evaluacion de viabilidad de semillas
de 17 especies tropicales altoandinas por la prueba

de germinacién y la prueba de tetrazolio.

Los resultados de este capitulo se encuentran publicados en el volumen 40 (2): 366-382
de la revista Caldasia en el periodo de Julio-Diciembre 2018. En el anexo 1 se presenta el

articulo publicado.

RESUMEN

La viabilidad denota el potencial que tiene una semilla para germinar, la cual esta ligada al
éxito o fracaso reproductivo de las poblaciones y de esta manera es una de las primeras
variables a evaluar cuando se trabaja con semillas. Nuestro objetivo fue determinar el
mejor método para evaluar la viabilidad en 17 especies altoandinas. Se comparé la
viabilidad mediante dos pruebas: Tetrazolio, para la cual se probaron variaciones de
concentracion, acondicionamiento y tiempo de exposicién; y germinacién, que se trabajo
bajo condiciones controladas a 20/10 °C, fotoperiodo y termoperiodo de 12 horas. Se utilizo
la prueba Kruskal- Wallis para evaluar diferencias. Se encontraron diferencias en el valor
de viabilidad entre las pruebas. En 11 especies se recomienda la prueba de Tetrazolio,
donde la mejor condicion de evaluacion fue [1-1,5 %] TZ, 40 °C y 24 horas de exposicion.
En los géneros Puya, Hypericum y Gaultheria la prueba de germinacion fue mejor para
evaluar la viabilidad. La comparacion de las pruebas permiti6 detectar la presencia de
dormancia en algunas especies donde se evidenci6 una alta viabilidad pero baja

germinacion. Los resultados permitieron determinar el método mas confiable para evaluar
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la viabilidad en las diferentes especies, aportar informacién sobre sus requerimientos
germinativos y potencial para la propagacién sexual, asi como detectar la posible presencia
de dormancia y la necesidad de profundizar en la evaluacién de los métodos de ruptura

gue permitan aumentar los porcentajes de germinacion en algunas de las especies.

Palabras clave. Calidad de semilla, embrién, paramo, propagacion.

INTRODUCCION

La viabilidad denota el potencial que tiene una semilla para germinar (Sawma & Mohler
2002). Es un rasgo importante para evaluar la habilidad de colonizacion de las especies
(Bremholm 1993, Pywell et al. 2003) y por ende esta ligado al éxito o fracaso reproductivo
de las poblaciones (Borza et al. 2007). A su vez es una medida de calidad, que cobra
especial importancia en el monitoreo periddico de semillas que se encuentran bajo
almacenamiento, con el fin de asegurar el éxito de un programa de conservacién ex situ
(Menges et al. 2004, Godefroid et al. 2010). Mediante una revision de los métodos
utilizados para evaluar la viabilidad en estudios relacionados con bancos de semillas en
campo, reclutamiento, bancos de semillas ex situ y ecologia de la germinacién, se encontré
gue de una muestra de 26 publicaciones cientificas, se utilizan los siguientes métodos para
su evaluacion: germinacion, 23,1%; inspeccién directa del embrién clasificando como
viable un embrién rigido y blanco, 15,4%; prueba de Tetrazolio (TZ), 38,5%; germinacion
y subsiguiente prueba de tetrazolio en las semillas no germinadas, 7,7% y germinacion e
inspeccion del embrién subsiguiente en semillas no germinadas, 15,4%.

Cada prueba tiene ventajas y desventajas; la prueba de germinacion ligada a la prueba de
inspeccion del embrién puede tomar mucho tiempo si la semilla tiene latencia y no se
conocen los requerimientos para romperla (McDonald 1998, Torres & Marcos-Filho 2005),
lo cual es usual en especies nativas. Por otro lado, aunque la prueba de inspeccién del
embrién se ha evaluado como equivalente a la prueba de germinacion y tetrazolio (Sawma
y Mohler 2002, Ooi et al. 2004, Borza et al. 2007), aun no se considera una prueba
estandarizada.

La prueba de TZ es un método bioquimico basado en las reacciones de las
deshidrogenasas que participan en la respiracion celular de los tejidos de la semilla;

cuando dichos tejidos entran en contacto con la solucién, reaccionan formando un
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compuesto insoluble de color rosado que indica la viabilidad del tejido (Smith 1952, Moreno
1984, Gaspar-Oliveira et al. 2009).

La viabilidad de las semillas se determina en funcion del patrén de tincién del embrién y la
intensidad de la coloraciéon (Ruiz 2009); en general, la estructura clave que debe presentar
tincion es la radicula, la ausencia de tincion en ésta inmediatamente clasifica la semilla
como no viable (Schmidt 2000). Por esta razon, se necesita de la pericia del analizador
para la evaluacion, que en semillas pequefias puede ser muy dispendiosa y la extraccion
del embrién casi imposible (Howarth & Stanwood 1993, Pradhan & Badola 2008). Sin
embargo, muchos autores la consideran el método méas exacto (Bradbeer 1988, Sawma &
Mohler 2002) y es de gran utilidad en especies cuyas semillas presentan latencia y
germinan con lentitud (Willan ¢c1991, Ruiz 2009, Aslam et al. 2010).

La semilla de una especie particular puede requerir variaciones en las condiciones para
tener resultados precisos (MAPA 2009, Da Silva et al. 2012). Numerosos estudios se han
realizado para optimizar la prueba de TZ en especies particulares, tanto silvestres como
comerciales, mediante la variacién de las condiciones de evaluacion (Gera et al. 1998,
Purohit & Bisht 1999, Santos et al. 2007, Pinto et al. 2009, Zeng & Wang 2009, Hosomi et
al. 2011, Lazarotto et al. 2011, Grzybowski et al. 2012, Kaiser et al. 2014, Lamarca &
Barbedo 2014), donde se prueban acondicionamientos para facilitar la entrada del
tetrazolio; corte, escarificacion de la testa; tiempos y métodos de imbibicién, imbibiciéon
directa o con toallas de papel; tiempos de sometimiento a la solucién, entre dos y 48 horas;
concentraciones de la solucion, entre 0,075y 1,0 %; y temperaturas entre 30 y 45 °C. El
uso de la concentracién, tiempo de tincion, la temperatura y la adecuada interpretaciéon de
la tincién en las semillas son factores cruciales para asegurar una prueba exitosa (Abbade
& Takaki 2014).

Hay muy pocos estudios de viabilidad en especies nativas (Godefroid et al. 2010) v,
especificamente, de especies tropicales altoandinas (Baskin & Baskin 1998), que hacen
parte de los ecosistemas de bosque altoandino y paramo que prestan servicios
ecosistémicos de abastecimiento hidrico, regulacion, de secuestro de carbono en suelos,
calidad de aire para las ciudades y ademas, presentan altos niveles de endemismo
(Rodriguez et al. 2006).

En ecosistemas andinos de Suramérica de zonas templadas de Chile y Argentina, se
referencian estudios en los cuales se evalla la viabilidad de bancos de semillas en campo
(Kalin et al. 1999, Cavieres & Arroyo 2000) o regeneracion natural (Renison et al. 2004)

por la prueba de TZ. En ecosistemas altoandinos de Peru se referencia un estudio de
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viabilidad de Puya raimondii en condiciones de laboratorio y un analisis de bancos de
semillas naturales en paramo (Mora & Vargas 2007), en los cuales se utiliza la prueba de
TZ. Por su parte Pico-V (2016), en un estudio en Puya loca evalla la viabilidad por medio
de la germinacion. Esto evidencia la necesidad de (1) Conocer los métodos mas efectivos
para la evaluacion correcta de rasgos reproductivos como la viabilidad de las semillas, y
(2) Evaluar la viabilidad y germinacion de semillas de especies altoandinas tropicales para
conocer su potencial de colonizacion y utilizarlo como herramienta en la toma de
decisiones. En este marco, la presente investigacion tuvo como objetivo comparar la
prueba de germinacion y tetrazolio para determinar el mejor método para la evaluacion de

la viabilidad en semillas de 17 especies tropicales altoandinas.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de material vegetal

Entre 2014 y 2015 se recolectaron frutos y semillas de 17 especies de diversos bosques
altoandinos y paramos cercanos a la ciudad de Bogota D.C., Colombia (Tabla 1.1, anexo
2). Se verificd que los frutos se encontraran en madurez fisioldégica a partir del color del
exocarpo del fruto y de la dureza de la testa de la semilla. Se recolecté material de al
menos 20 individuos por especie con condiciones fitosanitarias adecuadas. La taxonomia
de cada especie fue verificada y los especimenes se ingresaron al Herbario del Jardin
Botanico de Bogota José Celestino Mutis (JBB). Los frutos y semillas se transportaron el
mismo dia de la colecta al Laboratorio de Conservacién de Semillas del JBB y se realiz6
la limpieza de acuerdo al tipo de fruto. Se verificé la presencia de embrion en 100 semillas
por especie por medio de inspeccién con un estereoscopio Motic® SMZ-168 (Hong Kong,
China).
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Tabla 1.1 Listado de las especies de paramo

recolecta y habito de crecimiento.

evaluadas con sus respectivos lugares de

. ] o Lugar de
Familia Especie Habito Coordenadas
colecta
) Paramo 5°0' Norte,
Asteraceae  Espeletia barclayana Cuatrec. C
Subachoque 74°12' Oeste
) Paramo 5°0' Norte,
Asteraceae Espeletia cayetana (Cuatrec.) Cuatrec. C
Subachoque 74°12' Oeste
) . Paramo 4°46' Norte,
Asteraceae Espeletia grandiflora Humb. & Bonpl. C ]
Chingaza 73°51' Oeste
o Paramo 4°17' Norte,
Asteraceae  Espeletia killipii Cuatrec. C )
Chingaza 74°12' Oeste
) o Paramo San 4°35' Norte,
Asteraceae  Pentacalia ledifolia (Kunth) Cuatrec. A )
Francisco 73°59' Oeste
] B Paramo 5°0' Norte,
Bromeliaceae Puya nitida Mez H
Subachoque 74°12' Oeste
] . Paramo 4°25' Norte,
Bromeliaceae Puya santosii Cuatrec. H )
Pasquilla 74°11' Oeste
) i Paramo 4°22' Norte,
Bromeliaceae Puya sp. nov. aff. horrida H )
Curubital 74°06' Oeste
) ] Paramo 4°10' Norte,
Bromeliaceae Puya trianae Baker H
Sumapaz 74°13' Oeste
) Gaultheria anastomosans (Mutis ex Paramo San 4°35' Norte,
Ericaceae A )
L.f.) Kunth Francisco 74°00' Oeste
) Paramo San 4°35' Norte,
Ericaceae Pernettya prostrata (Cav.) DC. A ]
Francisco 73°59' Oeste
) o _ Paramo San 4°35' Norte,
Ericaceae Vaccinium floribundum Kunth A )
Francisco 74°00' Oeste
) ] Paramo 4°17' Norte,
Hypericaceae Hypericum prostratum Cuatrec. H
Sumapaz 74°12' Oeste
) o Paramo 4°26' Norte,
Myrtaceae Ugni myricoides (Kunth) O.Berg A
Subachoque 74°10' Oeste
Hesperomeles goudotiana (Decne.) Paramo 4°27' Norte,
Rosaceae . A
Killip Romeral 74°13' Oeste
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) Xylosma spiculifera (Tul.) Triana & Paramo 4°28' Norte,
Salicaceae A
Planch. Romeral 74°14' Oeste
o Paramo 4°27' Norte,
Solanaceae  Cestrum buxifolium Kunth A
Romeral 74°13' Oeste

A. Arbusto. C. Caulirosula. H. Hierba.

Prueba de Tetrazolio

Se revisaron numerosos articulos en los cuales se aplico la prueba de tetrazolio para
identificar las condiciones mas utilizadas. A partir de esto, se evaluaron primero
condiciones de 30, 35y 40 °C y de tiempos de sometimiento a la solucién de tetrazolio de
una, tres y 24 horas en tres especies de paramo.

En estas pruebas preliminares se descartaron los tiempos de una y tres horas y la mejor
temperatura fue de 40 °C por lo cual se evalué la prueba bajo estas condiciones. Todas
las semillas fueron embebidas en agua destilada durante 24 horas antes de la prueba, que
se realiz6 en condiciones de oscuridad; la temperatura se alcanzé6 con un horno de secado
Binder ED 53-UL (Tuttlingen, Alemania). El ajuste del tiempo de inmersién y la
concentracion del TZ se realizé en dos fases; en la primera se evalué una concentracion
de 0,1 % de TZ vy, de acuerdo con la morfologia, se realizé un acondicionamiento en la
semilla para permitir la entrada de la solucion, a continuacion se describen los tipos de

acondicionamientos que se utilizaron:

Sin acondicionamiento (Prueba directa en semillas): Después de embebidas las

semillas es agua, estas fueron sumergidas directamente en el tetrazolio para

realizar la prueba, esto se realizé en semillas muy pequefias o con testas delgadas.

- Prueba en embriones: Después de embebidas las semillas es agua, se eliminé la
testa y el endospermo, cuando estuviera presente en la semilla, para aplicar la
prueba de tetrazolio directamente a los embriones.

- Ruptura de la testa: Después de embebidas las semillas es agua, se realiz6 un
orificio en la testa con ayuda de un objeto corto punzante como pinzas de punta
fina.

- Corte basal: Después de embebidas las semillas es agua, se realizd un corte con

un bisturi en el extremo del funiculo de la semilla.
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- Corte dorsal: Después de embebidas las semillas es agua, se realiz6 un corte

longitudinal de la semilla sin afectar el embrién.

En la segunda fase, de acuerdo con los resultados en la prueba anterior, se aumento la
concentracion de tetrazolioa 1,0 6 1,5 % y se vario el método de acondicionamiento (Tabla
1.2). En las especies que se presento tincion en la primera fase no se realiz6 la segunda
fase. La tincion se consider6é adecuada cuando la zona radicular y los cotiledones
presentaron color rosa; se prestd especial atencion a la zona radicular y, seguidamente, a
los cotiledones; si el embrion presenta una tincion no homogénea puede significar un
menor vigor, pero no ausencia de viabilidad (Da Silva et al. 2012). Un color rosa claro, no
homogéneo en la radicula o ausencia de coloracion de los embriones los clasifico6 como

no viables.

En la mayoria de las especies se realizaron las pruebas en cuatro réplicas de 50 semillas;
debido a poca disponibilidad de material vegetal en U. myricoides se utilizaron tres réplicas
de 25 semillas, en H. goudotiana cuatro réplicas de 20 semillas y en C. buxifolium cuatro

réplicas de 15 semillas.

Prueba de germinacion

La germinacién se evalué en cajas de Petri con doble papel de filtro en condiciones
controladas por medio de una camara de germinacién Thermoline (New South Wales,
Australia). Las condiciones de germinacion fueron 20/10 °C dia/noche, con un fotoperiodo
y un termoperiodo de doce horas (Pérez-Martinez, Rodriguez, Melgarejo, & Vargas R,
2014). La humedad relativa, aunque no fue controlada, se mantuvo alrededor de 755 %
y fue monitoreada con un Data Logger EBCHQ 94150 (China). Una semilla se consideré
germinada cuando se evidencio la emergencia de la radicula de 2 mm o méas de longitud.
Se utilizaron cuatro réplicas de 50 semillas. La germinacion fue evaluada cada tres dias
hasta que ces6 la germinacién por tres semanas consecutivas después de haber
germinado la mayor parte de las semillas. Al final de los ensayos se examino la presencia

del embrion en las semillas no germinadas.
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El porcentaje de germinacion (PG) se calcul6 sobre el nimero de semillas con embrién y
el tiempo de germinacion mediante el indice de tiempo medio de germinacién (TMG) por
medio de la ecuacion (Tompsett & Pritchard 1998, Ranal & Santana 2006):

PG= (3:) * 100 TMG= S¥_y ni ti / ¥y i

Donde N es el numero de semillas germinadas y Ns el niumero total de semillas con
embrion, ni es el nimero de semillas germinadas en la medida iésima; ti es el tiempo en

dias en la medida iésima y k es el tiempo total de germinacién en dias.

Andlisis estadistico

Se realizé la prueba de normalidad Shapiro- Wilk en cada conjunto de datos, seguida de
un analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis con una confianza del 95 % para evaluar
diferencias significativas entre el porcentaje germinacion y el porcentaje de semillas viables
segun la prueba de Tetrazolio. Para la comparacion con la prueba de germinacién se
utilizaron los datos que arrojaron los mejores resultados en la prueba de TZ. La prueba de
Tetrazolio se consider6 estandarizada cuando el porcentaje de embriones tefiidos fue igual
0 superior al porcentaje de semillas germinadas. Se utilizé el programa estadistico
StatGraphics® Centurion XVI versién 16.1.11.

RESULTADOS

Prueba de Tetrazolio

La tincion obtenida en los embriones que indic viabilidad de la semilla fue rosa oscuro,
mientras que los embriones inviables registraron ausencia de coloracion en la radicula y
colores rosa palidos esparcidos por los cotiledones sin un patron homogéneo (Fig. 1.1).

Las condiciones para realizar la prueba de tetrazolio presentaron similitud a nivel de género

y familia. En Espeletia la consistencia quebradiza de la testa facilita realizar una ruptura
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ligera para permitir la entrada del TZ sin necesidad de extraer los embriones; para el género
el factor que mas influye en el proceso de tincién es la concentracion; al utilizar tetrazolio
al 1 % por 24 horas se alcanzaron viabilidades superiores a 76 % (Tabla 1.2). Estas mismas
condiciones permitieron una tincidn superior al 80 % en P. ledifolia, por otro lado, gracias
a la consistencia delgada y papiracea de la testa la prueba se puede realizar directamente

en las semillas sin realizar un acondicionamiento previo (Tabla 1.2).

En Puya la tincién fue inferior al 12 % en todas las especies, incluso al evaluar la prueba
directamente en el embrién, aumentando el tiempo de exposicion y la concentracion del
tetrazolio (Tabla 1.2, Fig. 1.2).

Para las Ericaceas G. anastomosans, P. prostrata y V. floribundum, las cuales poseen una
testa delgada pero dura, es necesario realizar un corte basal en la testa que asegure la
entrada de Tetrazolio, asi como aumentar la concentracion hasta el 1,5 % para obtener
viabilidades superiores al 40 % (Tabla 1.2).

En H. prostratum no se pudo realizar un acondicionamiento previo en las semillas debido
a su pequefio tamafo (Figs. 1.1j-l), y pese a los cambios utilizados en la prueba sélo se
alcanzd una tincién de 13,2 %. Por su parte, U. myricoides presenta un cambio radical en
los resultados en la prueba uno y dos pasando de 0 % al 100 % de tincion, donde, si bien
se modificéd la concentracién del TZ, el factor crucial para obtener tincién es realizar un
corte dorsal en la semilla ya que esta presenta una testa extremadamente dura y

probablemente poco permeable (Fig. 1.1, Tabla 1.2).
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Figura 1.1. Resultados de la prueba de viabilidad con Tetrazolio en una especie por familia
evaluada. Para cada especie se presenta la semilla, el embrién viable y el embrién no
viable. a., b., ¢c. Puya sp. nov. aff. horrida (Bromeliaceae). d., e., f. E. grandiflora
(Asteraceae). g., h., i. P. prostrata (Ericaceae). j., k., |. H. prostratum (Hypericaceae). m.,

fi. U. myricoides (Myrtaceae). 0., p., q. H. goudotiana (Rosaceae). r., s., t. X. spiculifera

(Salicaceae). u., v., w. C. buxifolium (Solanaceae). Escala = 1 mm.
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Figura 1.2. Viabilidad por la prueba de Tetrazolio y de germinacion de 17 especies altoandinas.

Letras diferentes indican que se presentaron diferencias significativas entre las pruebas de
acuerdo con Kruskal-Wallis (P < 0,05). Las verticales indican el error estandar (n=4).

Finalmente H. goudotiana, C. buxifolium y X. spiculifera presentan testas gruesas, duras y

para el caso de las dos ultimas especies, un abundante endospermo por lo que es

necesario realizar la prueba directamente en los embriones, con una concentracion del 1

% para lograr tinciones superiores al 60 % (Fig. 1.1, Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Condiciones evaluadas para la estandarizacion de la prueba de viabilidad con

tetrazolio. Se evalu6 la concentracion de tetrazolio TZ (0,1 %, 1 % y 1,5 %), el tiempo de
exposicion a la solucion (24 y 48 h) y el acondicionamiento de la semilla previo a la prueba.

SE= Error estandar. (n=4).

Prueba 1 Prueba 2
i o Viabilida
Especie o Viabilidad .
Condiciones Condiciones d %+
(% £ SE)
SE)
0,1% TZ-24h/ 1,0% TZ-24h/
E. barclayana 51,2427 83+5,6

Embriones

Ruptura de testa
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1,0 % TZ-24 h/ Sin
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1,0% TZ-24h/
Embriones
1,0% TZ-24h/
Embriones
1,0% TZ-24h/

Embriones

12+1,5

34,3+2,3

15,9+0,7

86,6+3,5

3,7+3,1

6,5+5,3

0+0

2,5+1,0

12,240

4,7+1,7

0+0
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o _ 11,5+4
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1,0% TZ-48 h/
_ 3+1,3
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40,1+4,4
Corte basal
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Corte basal
1,5%TZ-24h/
79,1+7,6
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1,0% TZ-48 h/ Sin
o _ 13,2+1,2
acondicionamiento
15% TZ-24 h/
100+0

Corte dorsal
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Prueba de germinacion

El porcentaje de germinacion vario drasticamente entre las especies, a pesar de esto se
observa un comportamiento similar a nivel de familia. Asteraceae fue la familia que
presento6 la menor germinacion donde las especies no superaron el 56 %, ademas reporta
los valores més bajos como en E. barclayana 23 % y E. Killipii 24 % (Fig. 1.2). En cuanto
al tiempo medio de germinacion este vario entre 24 y 36 dias segun la especie (Tabla 1.3).

La familia Bromeliaceae presentd los mayores valores de germinacion, con valores que
van desde el 77 al 99 % (Fig. 1.2), con un tiempo medio de germinacion promedio de 36
dias (Tabla 1.3).

En Ericaceae las especies mas similares fueron V. floribundum y P. prostrata con un PG
promedio del 37 % y un TMG de 27 dias, valores que aumentaron en G. anastomosans
(Tabla 1.3y Fig. 1.2).

En las especies restantes los mayores valores de germinacion los presentaron C.
buxifolium y U. myricoides, seguidas de X. spiculifera y H. goudotiana todas con valores
superiores al 50 %; H. prostratum fue la especie que presentd la menor germinacion (Fig.

1.2). En cuanto al TMG este fue muy variable y dependiente de la especie (Tabla 1.3).

Comparacion entre la prueba de tetrazolio y la prueba de

germinacion

Para la mayoria de las especies se presenta una diferencia en los resultados de viabilidad
obtenidos por las diferentes pruebas, aunque en general en la prueba de tetrazolio se
presentan los valores mas altos de viabilidad.

En las especies de la familia Asteraceae se presentaron diferencias entre la viabilidad
obtenida por tetrazolio y con germinacién (P < 0,05) (Tabla 1.3), siendo tetrazolio la prueba
en la cual se present6 una mayor viabilidad, duplicando o triplicando los resultados por

germinacion (Fig. 1.2).
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Tabla 1.3. Tiempo medio de germinacion (TMG) y variacion del error estandar (SE)
presentado en las pruebas de viabilidad por tetrazolio y germinacion. El asterisco (*)
indica diferencias significativas entre la prueba de germinacién y tetrazolio de acuerdo
con la prueba Kruskal-Wallis (P < 0,05), (n=4).

TMG TMG TetrazolioGerminacion

Especie (Dias) (SE) (SE) (SE)
E. barclayana 33 2,98 5,58 1,99 0,02*
E. cayetana 36 1,70 2,50 8,15 0,02*
E. grandiflora 27 6,22 2,04 4,50 0,02*
E. Killipii 24 1,91 3,02 5,49 0,02*
P. ledifolia 30 3,99 3,55 7,37 0,02*
P. nitida 33 0,90 3,59 1,04 0,01*
P. santosii 25 0,67 0,00 13,20 0,01*
Puya sp. nov. aff. horrida 38 0,58 1,30 1,84 0,02*
P. trianae 48 2,00 5,25 20,58 0,04*
G. anastomosans 37 3,23 4,35 10,84 0,04*
P. prostrata 25 4,55 3,16 7,68 0,06
V. floribundum 29 0,48 7,64 13,11 0,04*
H. prostratum 64 1,59 1,08 4,79 0,04*
U. myricoides 57 2,54 0,00 4,91 0,03*
H. goudotiana 27 1,62 7,74 10,74 0,56

X. spiculifera 75 9,44 2,87 20,09 0,56
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C. buxifolium 42 2,67 1,67 412 0,31

En Bromeliaceae también se presentaron diferencias entre las pruebas (P < 0,05) (Tabla
3), pero en este caso la prueba de germinacioén registro los mejores resultados de viabilidad

con diferencias entre el 7 y el 77 % entre pruebas (Fig. 1.2).

En las especies V. floribundum, P. prostrata y U. myricoides se obtuvo mejor viabilidad por
la prueba de tetrazolio; sin embargo, solo en V. floribundum y U. myricoides estas
diferencias fueron significativas (P < 0,05) (Tabla 1.3). Para el caso de G. anastomosans
e H. prostratum también se presentaron diferencias significativas (P < 0,05), pero el mayor
valor de viabilidad se presento por el método de germinacion (Tabla 1.3, Fig. 1.2).

Finalmente, en H. goudotiana, X. spiculifera y C. buxifolium no se presentaron diferencias
entre las pruebas (P > 0,05) (Tabla 1.3), pero la prueba recomendada por presentar
mejores valores de viabilidad es tetrazolio (Fig. 1.2).

En conjunto los resultados de la prueba por tetrazolio fueron mas precisos ya que en
general se observaron variaciones entre cero y siete de error estandar, mientras en la

germinacion estuvieron entre uno y 20 (Tabla 1.3).

DISCUSION

Se logro6 estandarizar la prueba de tetrazolio en 11 de las 17 especies evaluadas, cuyas
condiciones especificas se ilustran en la Tabla 1.4. En nuestro caso, las especies
estandarizadas respondieron mejor a la siguiente condicién de evaluacion: [1-1,5 %] TZ,
40 °C y 24 horas de exposicion. Dichas condiciones presentan diferencias frente a lo
propuesto por Don (2009), quien recomienda una temperatura de 30 °C y 18 horas de
exposicion; estas condiciones son efectivas para especies cultivadas, sin embargo no
fueron efectivas en las especies altoandinas evaluadas, lo cual soporta la necesidad de
establecer nuevos protocolos para evaluar con precision la viabilidad en los diferentes

grupos de especies (Da Silva et al. 2012).
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A pesar de que los menores valores de viabilidad por tetrazolio se presentaron en la
concentracion 0,1 %, no se descarta que puedan ser utilizados en otras especies
altoandinas, ya que en diferentes estudios se han obtenido buenos resultados con esta
concentracion (De Oliveira et al. 2005, Grzybowski et al. 2012, Da Silva et al. 2012, Kaiser
et al. 2014), lo cual es positivo ya que el uso de menores concentraciones de TZ conlleva
a menores costos y posibilita una mejor visualizacion de patrones de coloracion e

identificacion de diferentes tipos de dafio (Franca Neto et al. 1998).

Un cuarto factor determinante es el acondicionamiento que se realice en la semilla antes
de su exposicién a la solucion, lo cual permitira un contacto directo entre el tetrazolio y el
embrién y disminuird el tiempo necesario para la tincion (Rao et al. 2007). Este
acondicionamiento dependera de la morfologia y tamafio de la semilla; en nuestro caso se
observé un agrupamiento a nivel de familia y género, lo cual sugiere que las condiciones
reportadas en esta investigacion pueden ser utilizadas en la evaluacién de otras especies

de la familia o el género (Tabla 1.4).

No obstante, es de destacar que el pequefio tamafio de las semillas obliga al analista o
investigador a desarrollar habilidad en el proceso de acondicionamiento y evaluacion ya
gue es posible que al realizar un corte o extraer directamente el embridn ocasione dafios
al mismo afectando la lectura de la prueba, de hecho, algunos autores sefialan el tamafio
de la semilla como una razén para no realizar acondicionamiento al aplicar la prueba
(Tielborger & Prasse 2009, Pradhan & Badola 2012), tal fue el caso de H. prostratum y G.
anastomosans, especies para las cuales no se logré la estandarizacion de la prueba; se
recomienda ampliar los estudios hasta identificar las mejores condiciones de la prueba ya
gue estas especies pertenecen a las familias Hypericaceae y Ericaceae muy bien
representadas en ecosistemas altoandinos (Galindo-T et al. 2003, Sklenaf et al. 2005,
Avella-M et al. 2014).

De igual manera se recomienda aumentar la concentracion y tiempo de exposicion para
las especies del género Puya, que tras probar diferentes condiciones no presentaron la
tincion esperada. En cuanto a la germinacién también se observé un comportamiento

similar entre géneros y familias.
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Tabla 1.4. Método y condiciones recomendadas para evaluar la viabilidad en 17 especies
altoandinas. En la prueba de Tetrazolio se indica: la concentracién del TZ, la temperatura,
el tiempo de exposicién y el acondicionamiento de la semilla previo a la prueba. En

germinacion se indica: la temperatura dia/noche, el fotoperiodo y la humedad relativa.

Especie Prueba Condiciones
recomendada

E. barclayana Tetrazolio [1%)]; 40°C; 24h; Ruptura de testa
E. cayetana Tetrazolio [1%]; 40°C; 24h; Ruptura de testa
E. grandiflora Tetrazolio [1%)]; 40°C; 24h; Ruptura de testa
E. killipii Tetrazolio [1%]; 40°C; 24h; Ruptura de testa
P. ledifolia Tetrazolio [1%]; 40°C; 24h; Sin acondicionamiento
P. nitida Germinacion 20/10+2.5 °C; 12h Luz; HR75 +5 %
P. santosii Germinacion 20/10+2.5 °C; 12h Luz; HR75 £5 %
Puya sp. nov. aff. o
. Germinacion 20/10£2.5 °C; 12h Luz; HR75 5 %
P. trianae Germinacion 20/10+2.5 °C; 12h Luz; HR75 £5 %
G. anastomosans Germinacion 20/10+2.5 °C; 12h Luz; HR75 +5 %
P. prostrata Tetrazolio [1,5%)] ;40°C; 24h; Corte basal
V. floribundum Tetrazolio [1,5%)] ;40°C; 24h; Corte basal
H. prostratum Germinacioén 20/10+2.5 °C; 12h Luz; HR75 +5 %
U. myricoides Tetrazolio [1,5%] ;40°C; 24h; Corte dorsal
H. goudotiana Tetrazolio [1%]; 40°C; 24h; Embriones
X. spiculifera Tetrazolio [1%]; 40°C; 24h; Embriones
C. buxifolium Tetrazolio [1%]; 40°C; 24h; Embriones

Abreviaturas: h. Horas. HR. Humedad relativa
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En el caso de los géneros Espeletia y Pentacalia se obtuvo una germinacién menor al 56
% (Fig. 1.2), estos resultados pueden indicar que las semillas presentan algun tipo de
dormancia, en este caso fisiolégica, una de las mas frecuentes (Baskin & Baskin 2004,

2014) y que ha sido ampliamente reportada para su orden (Baskin & Baskin 2004).

Esta forma de dormancia proporciona indicaciones estacionales, asegurando que la
germinacion ocurra solo después de eventos ambientales especificos (Finch-Savage &
Leubner-Metzger 2006). Este fendbmeno indica que las semillas deben ser sometidas a
tratamientos pregerminativos para lograr una buena germinacion, entre ellos se sugiere la
inmersion en hormonas de crecimiento o la estratificacion en frio (Baskin & Baskin 2014).
Por otro lado, un estudio realizado por Guariguata y Azocar (1988) en Espeletia timotensis
reporté germinaciones de hasta el 80 % a temperaturas constantes inferiores a

16 °C, lo cual indica que es recomendable evaluar condiciones de siembra diferentes a las
abordadas en este estudio, teniendo en cuenta que estas especies pertenecen a la familia

mejor representada y abundante en las zonas de paramo (Sklenar et al. 2005).

Por el contrario, uno de los mejores resultados de germinacion los presentd el género
Puya, donde se reportaron PG superiores al 77 % con tiempos medios de germinacion
relativamente cortos (36 dias), esto concuerda con lo referenciado por Vadillo et al. (2004)
en P. raimondii, Franco (2014) en P. nitida y Pico-V (2016) en P. loca, quienes encontraron
PG entre el 60 % y el 80 %. Esto indica que las condiciones de germinacion utilizadas son
adecuadas para las especies que evaluamos y posiblemente para el género (Tabla 1.4);
sin embargo es importante resaltar que para algunas especies la germinacion en
condiciones de laboratorio tiende a ser mayor que en condiciones de campo (Guariguata
& Azocar 1988), lo cual explica por qué Mora & Vargas (2007) registraron valores de
germinacion en bancos de semillas por debajo del 1 % en Puya cryptantha y P. trianae en
los paramos colombianos. Estos resultados evidencian la importancia de implementar
estrategias de propagacion ex situ en aquellas especies que de forma in situ presenten
problemas en su germinacion o reclutamiento como es el caso de las del género Puya las
cuales en su mayoria son endémicas y presentan alguna categoria de amenaza (Betancur
c2015).
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La familia Ericaceae se caracteriza por presentar frutos pequefios en bayas o capsulas con
un alto nimero de semillas pequefias, lo cual, sumado a la dispersion principalmente
zodécora, le permite contar con una amplia dispersion, que favorece junto a su rapida
germinacion la colonizacién de nuevos lugares (Luteyn 2002). Esta rapida germinacion se
evidencié en las especies evaluadas, donde los tiempos medios de germinacién oscilaron
entre 25 y 37 dias. La especie con menor PG fue V. floribundum con 36 %, mientras G.
anastomosans present6 el mayor PG con 66 % (Fig. 1.2), los valores encontrados
concuerdan con lo reportado por Pérez-Martinez et al. (2014) en su estudio de propagacion
en especies de paramo. En ericaceas la germinacion se ve afectada por dos factores
principales: la baja viabilidad de los embriones (La Rosa et al. 2017) la cual puede estar
influenciada por la variacion en el tamafio y los estados de maduracion de las semillas
dentro de un fruto (Chaparro & Becerra 1999, Kloet & Cabilio 2010, Castro et al. 2012) y la
presencia de dormancia fisiologica en las semillas (Baskin & Baskin 2004, Hernandez et
al. 2009), lo que hace necesario aplicar tratamientos pregerminativos (Magnitskiy &
Ligarreto 2007, Hernandez et al. 2009).

H. prostratum fue una de las especies que present6 la menor germinaciéon (29 %) y un
TMG de 64 dias (Fig. 1.2), este comportamiento ha sido reportado en otras especies del
género (Macchia et al. 1983, Cirak et al. 2007), donde la baja capacidad germinativa esta
relacionada con la presencia de dormancia en las semillas y sus altos requerimientos
luminicos (Thompson & Whatley 1984), por tal motivo se recomienda incluir tratamientos

pregerminativos que permitan romper la dormancia en la especie.

El resultado de la germinacion en U. myricoides fue similar al encontrado por Figueroa et
al. (1996) en U. molinae, donde obtuvieron una germinacion de 82 %. En la especie H.
goudotiana la germinacion fue mucho menor a lo esperado (Pérez-Martinez et al. 2014),
de acuerdo con las caracteristicas que se observaron en las semillas, presentan un
embrién bien desarrollado con cotiledones gruesos que pueden favorecer la germinacion,
sin embargo, la presencia de una testa gruesa y dura presenta a su vez un impedimento
para la germinacion (Fig. 1.1), por lo cual se considera que un corte podria aumentar este

porcentaje.

Finalmente, en X. spiculifera y C. buxifolium se present6 una alta germinacion (Fig. 1.2), lo

gue es de esperarse ya que estas especies presentan un habito herbaceo o arbustivo,
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amplia distribucion (Alford c2018, Canal c2018), alta tolerancia a los disturbios y tendencia
a ser pioneras en los estadios sucesionales, por lo cual diferentes autores recomiendan su
uso en programas de restauracion (Acero-Nitola & Cortés-Pérez 2014, Cabrera & Ramirez
2014).

En conclusién, los resultados permitieron comparar cual método es el mas adecuado para
evaluar la viabilidad de cada una de las especies (Tabla 1.4), sin embargo, la eleccién del
método dependerd del objetivo de la investigacion, si solo se requiere conocer la viabilidad
ser& suficiente utilizar la prueba de tetrazolio siempre que se conozcan las condiciones
adecuadas para evaluarla, pero esta no permite conocer los requerimientos y potencial de
germinacion de las especies.

En conjunto estas pruebas permiten identificar condiciones fisioldgicas de las semillas que
no podrian ser detectadas al usarlas de manera individual, por ejemplo la deteccién de una
germinacion menor a la viabilidad reportada en tetrazolio podria sugerir la presencia de
dormancia no unificada en las semillas, tal como sucedié en las familias Asteraceae y
Ericaceae (Fig. 1.1) y sucede en diferentes familias presentes en los bosques altoandinos
(Baskin & Baskin 2004) usada como una estrategia que le confiere a las especies la
capacidad de distribuir la germinacion en el tiempo y adaptarse a las condiciones variables
del ambiente, favoreciendo la supervivencia y establecimiento de nuevas poblaciones
(Snyder 2006).
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CAPITULO 2. Dormancia fisica y fisiolégica en
semillas de seis especies de plantas nativas de los

paramos en Cundinamarca

RESUMEN

El paramo es uno de los ecosistemas de alta montafia mas diversos en el mundo, cuenta
con una gran variedad de especies endémicas y brinda un sin niamero de servicios
ecosistémicos de los cuales la regulacion del agua es el mas representativo. Las plantas
gue se encuentran en este ecosistema han tenido que adaptarse a las condiciones
extremas que lo caracterizan y que limitan la germinacion, el reclutamiento y la
supervivencia de las poblaciones vegetales. La dormancia es una adaptacién que le
permite a las semillas regular su germinaciéon en el tiempo de acuerdo a las condiciones
externas. Este estudio tuvo como objetivo identificar la presencia de dormancia en semillas
de seis especies nativas de paramo, asi como, los tratamientos adecuados para romperla.
Para esto se describio la morfologia interna y externa de las semillas, seguido por la
evaluacion de la viabilidad por tetrazolio usando una concentracion del 1% y una
temperatura de 40° C por 24 horas. Se evalué la germinacién con un tratamiento control y
un tratamiento pregerminativo basados en la morfologia. Se utiliz6 una ANOVA para
analizar los datos. E. summapacis, E. Killipii y T. grossa presentan dormancia fisiol6gica,
donde la imbibicion en GAs; a 400mg/L aument6 en méas del 50% su germinacién. B. x
candida, H. goudotiana y B. multiflora presentan dormancia fisica y respondieron
significativamente al corte de testa aumentando la germinacién y disminuyendo tiempos
medios de germinacion. En conclusion, se documenta la morfologia de las semillas y con
ella los rasgos descriptores de su tipo de dormancia. Se reporta la presencia de dormancia
y los métodos para romperla en semillas de seis especies nativas y varias de ellas

endémicas de los paramos del departamento de Cundinamarca, informaciéon que brinda
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herramientas para continuar con procesos de conservacion ex situ e in situ en estas

especies.

Palabras clave: Acido giberélico, corte de testa, germinacion, semillas, tetrazolio,
viabilidad.

INTRODUCCION

El paramo es un bioma neotropical, localizado entre el bosque alto andino y el limite inferior
de las nieves perpetuas entre los 3.000 a 5.000 m.s.n.m (Cabrera & Ramirez, 2014;
Sklenaf, Luteyn, Ulloa, Jorgensen, & Dillon, 2005). Es uno de los ecosistemas de alta
montafia mas diversos en el mundo, donde la mayoria de sus especies son endémicas,
esto producto de ser el ecosistema mas reciente de los Andes con menos de tres millones
de afios de formacion (Castafio, 2002), y a que las plantas se han tenido que adaptar a las
condiciones extremas que lo caracterizan; baja presion del aire y baja temperatura, alta
radiacion ultravioleta, sequia fisiolégica, variabilidad climatica diaria y dafio fisico
ocasionado por el granizo o algunos casos por nieve (Sklenaf et al., 2005). La germinacién
y reclutamiento de plantulas son unas de las etapas mas sensibles en el mantenimiento

de las poblaciones vegetales (Bliss, 1971; Penfield, 2017).

Segun Baskin y Baskin (2004), una semilla dormante es aquella que por un periodo
determinado de tiempo no tiene la capacidad de germinar pese a que existan las
condiciones ambientales ideales para su germinacion. La dormancia en semillas se ha
reportado como una de las estrategias adaptativas que ha permitido la regeneracién y
supervivencia en las condiciones drasticas presentes en los ecosistemas de alta montafia
(Bliss, 1971; Kaye, 1997; Mora & Vargas, 2007; Schwienbacher, Navarro-Cano, Neuner, &
Erschbamer, 2011). Ademas, en lugares de ambientes extremos, los niveles de dormancia

tienden a aumentar y registrar variaciones intra-especificas (Venable, 2007).

Diferenciar semillas inviables o sin embrién de semillas dormantes, es crucial para la
interpretacion e implementacion adecuada de procesos de conservacion, propagacion o
restauracion (Hoyle, Steadman, Daws, & Adkins, 2008). Una vez se determina que la
semilla es dormante es necesario continuar con la identificacion del tipo de dormancia y el
tratamiento adecuado para romperla y asi promover la germinacion (Finch-Savage &

Leubner-Metzger, 2006). Con base en la clasificacion propuesta por Baskin & Baskin
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(2004, 2014b), existen cinco clases de dormancia: Fisiolégica (PD), es la mas abundante
en la naturaleza y se debe a razones fisiol6gicas en el embridon que permiten detectar
cambios ambientales (i.e. Luz, temperatura, sustancias quimicas) que a su vez producen
cambios en el balance hormonal para dar altos niveles de &cido abscisico (ABA) y bajos
niveles de giberelinas GA (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Shu, Liu, Xie, & He,
2016); dormancia morfoldgica (MD), se presenta en semillas con embriones diferenciados
pero subdesarrollados en términos de su tamafo (Baskin & Baskin, 2014b); dormancia
morfofisiologica (MPD), presente en semillas con embriones subdesarrollados y
adicionalmente con dormancia fisiolégica; fisica (PY), causada por la presencia de testas
0 cubiertas de la semilla impermeables al agua; y combinada (PY+PD), evidente en
semillas con capas impermeables y dormancia fisiolégica (Baskin & Baskin, 2004).

Aunque son pocos los trabajos que reportan el comportamiento de la dormancia en las
semillas de plantas de paramo, si se ha documentado la presencia de dormancia en
diferentes especies alpinas (Cavieres & Sierra-Almeida, 2018; Giménez-Benavides,
Escudero, & Pérez-Garcia, 2005; Schwienbacher et al., 2011; Ulian, Mattana, Pritchard, &
Skwierinski, 2013), donde se presenta condiciones ambientales y altitudinales similares.
Ademads, la presencia de dormancia ha sido referenciada en algunas de las familias méas
representativas del paramo como Asteraceae (Cavieres & Sierra-Almeida, 2018; Dayrell et
al., 2017; Hoyle et al., 2008; Schwienbacher et al., 2011), Rosaceae, Solanaceae,
(Cavieres & Sierra-Almeida, 2018; Schwienbacher et al., 2011) y Melastomataceae
(Dayrell et al., 2017; Silveira, Ribeiro, Oliveira, Fernandes, & Lemos-Filho, 2012).

Por consiguiente, y con el fin de enriquecer la informacion base sobre la germinacién y
dormancia en ecosistemas alto andinos, este estudio tuvo como objetivo identificar la
presencia de dormancia en semillas de seis especies nativas de paramo, las cuales en
estudios pilotos mostraron bajos porcentajes de germinacion, pero altos valores de

viabilidad en las semillas.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de material vegetal y descripcion morfologica

Frutos y semillas de seis especies nativas fueron recolectadas entre junio de 2017 y
noviembre de 2018 en paramos de Cundinamarca- Colombia (Tabla 2.1, Anexo 2), las
especies seleccionadas para este estudio fueron aquellas que comparando los resultados
de viabilidad por tetrazolio y germinacion, se evidencié que podrian presentar algin tipo
de dormancia (Ver capitulo 1). Los frutos fueron colectados en su punto éptimo de
maduracién de minimo cinco plantas madre por especie. En el caso de las Espeletias se
colecté material de al menos 100 individuos debido a la alta densidad poblacional.
Ejemplares botanicos fueron colectados para la identificacion taxonémica y depositados
en el herbario del JBB.

El material recolectado fue transportado al Laboratorio de Germinacion del Jardin Botanico
de Bogota (JBB), donde se realizé el beneficio y limpieza de las semillas. Posteriormente
se realiz6 la descripcién morfoldgica externa e interna basada en Niembro (1989) a diez
semillas por especie, con ayuda de un estereoscopio Motic SMZ-171(Hong Kong) vy el

software Motic Images 3.3.

Tabla 2.1. Especies de paramo evaluadas con sus respectivos lugares de recolecta y

habito de crecimiento.

Lugar de

Familia Especie Origen @ Habito Coordenadas
colecta
Espeletia summapacis Nativa Paramo 4° 16" Norte
Asteraceae . C
Cuatrec. (Endémica) Sumapaz  74° 12' Oeste
Espeletia killipii Nativa Paramo 4° 25" Norte
Asteraceae o C )
Cuatrec. (Endémica) Pasquilla  74° 10' Oeste
Tibouchina grossa (L.f.) _ Paramo 4° 22" Norte
Melastomataceae Nativa C ]
Cogn. Curubital 74° 06' Oeste
Hesperomeles .
] Nativa Paramo 4° 27" Norte
Rosaceae goudotiana (Decne.) o A
(Endémica) Romeral 73° 13' Oeste

Killip
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) Nativa i
. Bomarea multiflora (L. ) Paramo 4° 25' Norte

Alstromeriaceae ] (Casi T ]

f.) Mirb. o Calderitas  74° 08' Oeste

Endémica)

Brugmansia x candida . Paramo 4° 39' Norte
Solanaceae Nativa A )

Pers. Verjones 74° 00' Oeste

A. Arbusto. C. Caulirosula. T. Trepadora
8(Bernal, Gradstein, & Celis, 2019; POWO,2019)

Viabilidad de semillas y germinacion

La prueba de viabilidad se realiz6 mediante la tincidn con tetrazolio (TZ), en cuatro réplicas
de 50 semillas por especie utilizando la metodologia descrita por Mancipe-Murillo et al.,
(2018). Las semillas se hidrataron en agua microfiltrada durante 24 horas, posteriormente
se realizd un corte lateral en la testa y se colocaron en una solucion de TZ al 1% a 40°C
en un horno Binder ED 53-UL (Alemania) en oscuridad durante 24 horas. Se consider6 una

semilla viable cuando el embrién obtuvo una coloracién uniforme roja o rosa oscuro.

Para la prueba de germinacién se utilizaron cuatro réplicas de 50 semillas, las semillas
fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5%, lavadas con abundante agua antes
del montaje de los experimentos (Mufioz & Ackerman, 2011), fueron sembradas en cajas
Petri con doble papel filtro y agua destilada (medio estandar de germinacion) y estuvieron
bajo condiciones controladas en una camara de germinacion Thermoline (Australia) con
un fotoperiodo de 12 horas, y una temperatura de 20/10 = 2.5°C (Pérez-Martinez,
Rodriguez, Melgarejo, & Vargas R, 2014) y una humedad de 75 £5 %. La germinacion fue
tomada como la emergencia de la radicula de la cubierta seminal (Salisbury & Ross, 1992).
Finalizada la evaluacion, se realizé la prueba de corte en las semillas no germinadas para
evaluar la presencia de embrion; las semillas vacias se excluyeron del porcentaje de

germinacion (Hoyle et al., 2008).

Tratamientos pre-germinativos

Con base en la diferencia obtenida en la viabilidad por la prueba de TZ y germinacion,
sumado a los rasgos morfolégicos descritos para las semillas evaluadas con los que se

observan probables indicios de dormancia (Tabla 2.2), se aplicaron pre-tratamientos de



60 Potencial de conservacion ex situ de semillas de especies de paramo

germinacion: Imbibicién en una solucion de acido giberélico (GAs) a 400 ppm (Amri, 2010;
Mukherjee, 2018; Sarihan, Ipek, Khawar, Atak, & Gurbuz, 2005) durante 24 horas para E.
summapacis, E. killipii y T. grossa. En B. x candida, H. goudotiana y B. multiflora se
escarificé la testa por medio de un corte lateral (Baskin, Baskin, & Li, 2000); en B. multifora
debido a que se registr6 contaminacion por hongos debido al corte, se realizaron

Unicamente surcos en la testa de forma manual con la ayuda de una cuchilla de laboratorio.

Analisis de datos

Se determind el porcentaje de germinacion (PG) sobre las semillas con embrion y el tiempo
medio de germinacion (TMG) utilizando las siguientes ecuaciones (Tompsett & Pritchard,
1998; Ranal & Santana, 2006):

Z't‘=1 ni ti
Z’t‘zl ni

PG = (%) x 100 TMG =

Donde, N es el numero de semillas germinadas y Ns el numero total de semillas sembradas
con embrion en medio estandar de germinacion, ni es el nUmero de semillas germinadas
en la medida iésima; ti es el tiempo en dias en la medida iésima y k es el tiempo total de

germinacion en dias.

Se realizé el test de normalidad Kolmogorov-Smirnov, y un analisis de varianza a una via
(ANOVA) para evaluar diferencias entre la viabilidad por TZ y la germinacién de semillas
sin tratamientos pre-germinativos, asi como para evaluar las diferencias en el PG y TMG
entre los tratamientos de germinacion evaluados en cada especie, seguido de la prueba
de rangos multiples Tukey cuando fue necesario. En todos los analisis estadisticos se
utilizé una confianza del 95% y el paquete estadistico StatGraphics Centurion version
16.1.11.

RESULTADOS

Descripcion morfologica

Las semillas de las especies evaluadas se pueden dividir en dos grandes grupos segun

sus caracteristicas morfologicas. El primer grupo, compuesto por E. summapacis, E. Killipii
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y T. grossa, se caracteriza por presentar semillas pequefas con un tamafio promedio de
2,5 x 0,9 mm, tienen una superficie lustrosa, consistencia papiracea y un peso de 0,001,
0,001 y 0,00001 g respectivamente (Fig. 2.1). En cuanto a los rasgos morfolégicos que
permiten diferenciar preliminarmente entre las clases de dormancia, se encuentra que,
estas especies presentan semillas con testas delgadas y blandas, no presentan
endospermo y el embrion estéa totalmente desarrollado y cubre todo el interior de la semilla
(Tabla 2.2, Fig. 2.1).

En el segundo grupo esta B. x candida, H. goudotiana y B. multiflora, con semillas mas
grandes en promedio de 6,2 x 5,1 mm, superficie lustrosa y opaca solo en B. x candida,
con consistencia fuerte entre coriacea y lefiosa, con un peso de 0,084, 0,019 y 0,048 g,
respectivamente (Fig. 2.1); en cuanto a caracteristicas morfoldgicas, presentan testas
gruesas y duras, un embrion totalmente desarrollado en B. x candida, H. goudotiana,
mientras en B. multiflora el embrién no es desarrollado, solo B. x candida y B. multiflora

presentan un endospermo abundante (Tabla 2.2, Fig. 2.1).
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Figura 2.1. Morfologia externa, interna (corte longitudinal) y embrion de las semillas de
seis especies de plantas de paramo, respectivamente. a., b., c. Espeletia summapacis, d.,
e., f. Espeletia Killipii, g., h., i. Tibouchina grossa, j., k., I. Hesperomeles goudotiana, m.,
n., i. Brugmansia x candida, o., p., g. Bomarea multiflora. Abreviaciones, Emb: embrién,

End: Endospermo. Escala =1 mm.
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Tabla 2.2. Rasgos morfolégicos en las semillas de seis especies nativas de paramo (n=

10).
TESTA EMBRION
: TIPO DE
ESPECIE ] ~ Grosor ENDOSPERMO Tipo de o )
Consistencia y Posicion Cotiledones DORMANCIA
(mm) embridn
Espeletia Lineal- Diferenciados L
. Blanda D 0,05 Ausente Central ) Fisiologica
summapacis Recto y aciculares
Espeletia Lineal- Diferenciados L
o Blanda D 0,05 Ausente Central ) Fisiologica
killipii Recto y aciculares
Tibouchina Lineal- Diferenciados o .
Blanda D 0,01 Ausente Central ] Fisiologica
grossa Recto y aciculares
Diferenciados,
Hesperomeles -
] Dura G 0,64 Ausente Espatulado Central delgados y Fisica
goudotiana .
foliaceos
Bomarea Mas de la mitad Lineal- Diferenciados i
) Dura G 01 ] Basal ] Fisica
multiflora de la semilla recto y aciculares
_ ] . Diferenciados,
Brugmansia x La mitad de la Lineal- .
) Dura G 2,50 ) Central delgados y Fisica
candida semilla anular .
folidceos

D. Delgada, G. Gruesa

Viabilidad de semillas y germinacion

Se obtuvieron altos porcentajes de viabilidad en las semillas de cinco especies por la

prueba de tetrazolio, solo T. grossa presentd una baja viabilidad (22%). La germinacién de

las semillas sin tratamientos pre-germinativos (Control) tras 30 dias de evaluacién en las

seis especies, fue significativamente menor (P< 0,05) a lo obtenido en la prueba de TZ

(Tabla 2.3), lo que indica que presencia de dormancia en las semillas de las especies

evaluadas.
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Tabla 2.3. Porcentaje de viabilidad de semillas obtenido por la prueba de tetrazolio, y
prueba de germinacion 30 dias después de siembra en medio estandar de germinacion
sin tratamiento pre-germinativo (control) con un fotoperiodo de 12 horas, y 20/10 + 2.5°C.
Medias seguidas por letras iguales no presentan diferencias significativas de acuerdo con
el test de Tukey (P< 0,05) (n=4).

PORCENTAJE DE VIABILIDAD (media *

ESPECIE ES)

Germinacion 30 dds Tetrazolio
Espeletia sumapacis 1l1+6a 69+19b
Espeletia killipii 35+8a 88+24b
Tibouchina grossa Oa 22+36b
Hesperomeles goudotiana Oa 61+7,7b
Bomarea multiflora Oa 91+2,1b
Brugmansia x candida 5+1,7a 79+3,1b

dds. Dias después de la siembra en medio estandar de germinacion. ES.

Error estandar

La presencia de dormancia es confirmada por los resultados en la prueba de germinacion,
como se observa en la figura 2.2, el incluir un tratamiento pre-germinativo antes de la
siembra de las semillas potencié el porcentaje de germinacién en promedio en un 50%
(Porcentaje de germinacion acumulada). En E. summapacis (F16=0,78; P=0,41) y E. Killipii
(Fie= 3,91; P=0,09) no se presentd diferencia estadistica en el PG obtenido entre los
tratamientos (Fig. 2.2), esto debido principalmente a la gran variacion del error estandar,
el cual se pudo ver afectado por la facil contaminaciéon por hongos que presentan las
semillas de este género. Sin embargo, se evidencia que efectivamente se logra una mayor
germinacion con la imbibicion de las semillas en 400 mg/L GAsz y ademas se disminuye el
TMG.

En T. grossa se presentaron diferencias en el PG (F16=7,93; P=0,03) y el TMG (F16=265;
P< 0,05). No se registré6 germinacion sin tratamiento pre-germinativo mientras que con la

aplicacion de 400 mg/L de GAs se obtuvo una germinacion del 22% (Fig. 2.2).

En B. x candida (Fis= 14,73; P= 0,008) y en B. multifora (F.o= 5,82; P= 0,02) la
escarificacion de la testa permitié el aumento de la germinacién y la disminucién de los

tiempos de germinacion (P< 0,05). En H. goudotiana el uso de la escarificaciéon aunque
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aumento el PG no present6 diferencias significativas (F1,6= 1,07; P= 0,34), sin embargo, si

disminuyé significativamente el TMG (F16= 486; P<0,05), que pas6 de ser 103 a 26 dias.

Los resultados obtenidos sugieren que E. summapacis, E. killipii y T. grossa presentan
dormancia fisiol6gica leve o poco profunda que puede romperse con el uso de &cido
giberélico. Por su parte B. x candida, B. multifora y H. goudotiana presentan dormancia

fisica, la cual puede ser superada por medio de la escarificacibn mecéanica en la testa.
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Figura 2.2. Porcentaje de germinacion (PG) acumulado (xES) y tiempo medio de

germinacion (TMG, lineas verticales) en semillas de seis especies nativas de paramo

sembradas con tratamiento pre-germinativo segun su tipo de dormancia; Control (-H-),

imbibicion en GAs; [400 mg/ L] (-®-), corte de testa (-O-), surcos en la testa (-A-). Letras

iguales muestra que no hay diferencias de acuerdo con la prueba de Tukey (P< 0.05),
letras minusculas al final de la curva para el PG, y letras mayusculas en la parte superior
de las lineas verticales para el TMG. (n=4).
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DISCUSION

La morfologia de las semillas tiene importantes aplicaciones para entender la presencia de
dormancia y el comportamiento germinativo de las especies (Baskin & Baskin, 2007;
Forbis, Floyd, & De Queiroz, 2002; Mattana, Stuppy, Fraser, Waller, & Pritchard, 2014).
Los rasgos descriptores de dormancia como el tamafio, el grosor, consistencia y
permeabilidad de la testa pueden indicar dormancia fisica y pueden ser identificados antes
de comenzar cualquier experimento germinativo o de propagacion con el fin de utilizar los
tratamientos adecuados que potencialicen la germinacion de las semillas (Baskin & Baskin,
2014a; Baskin & Baskin, 2004; Mattana et al., 2014). En este estudio se identificé que B.
multiflora tiene una testa dura y un abundante endospermo, mientras que B. x candida y
H. goudotiana presentan testas muy duras y gruesas, ambas caracteristicas impiden la

imbibicion de las semillas y por ende la germinacién (Fig. 2.1).

Por su parte, la descripcién morfolégica de E. summapacis, E. Killipii y T. grossa, mostré
gue sus semillas no tienen impedimentos fisicos para la germinaciéon y que ademas
cuentan con un embrién diferenciado (Fig. 2.1), lo que dificulta la identificacién rapida de
algun tipo de dormancia, y esta solo puede ser identificada por la evaluacién de la viabilidad
(Hoyle et al., 2008; Penfield, 2017).

La determinacién de viabilidad de las semillas con tetrazolio es una técnica rapida y
confiable (Rao et al., 2007), ademas, por medio de la comparacion de sus resultados con
la germinacion permite diferenciar semillas vacias, inviables y dormantes (Mancipe-Murillo
et al., 2018); en el caso de las especies estudiadas en este trabajo esta comparacion
permitié identificar que presentan mas de un 60% de semillas dormantes (Tabla 2.3), las
cuales equivalen al nimero de semillas viables sin germinar tras 30 dias de evaluacién
(Baskin & Baskin, 2014a). La presencia de semillas dormantes y no dormantes dentro de
una especie favorece la supervivencia y establecimiento de nuevas poblaciones, ya que
permite distribuir la germinacién en el tiempo y con ella aumentar las posibilidades de

establecimiento exitoso de sus plantulas (Snyder, 2006).

Si bien la dormancia es una caracteristica adaptativa que inhibe la germinacion por un
tiempo determinado (Née, Xiang, & Soppe, 2017; Penfield, 2017; Schwienbacher et al.,
2011), en estudios de conservacion de semillas, propagacion y restauracion es necesario

identificarla para implementar tratamientos pre-germinativos y aumentar los porcentajes de
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germinacion. De acuerdo con el sistema de clasificacion de dormancia propuesto por
Baskin & Baskin (2004; 2014b), E. summapacis, E. killipii y T. grossa presentan una
dormancia fisiolégica, la mas comun y ampliamente reportada, este tipo de dormancia
presenta diferentes niveles: profunda, intermedia y no profunda, y basicamente puede ser
removida por medio de estratificacion y hormonas promotoras de germinacion
dependiendo del nivel (Baskin & Baskin, 2004). En el caso de estas tres especies
presentaron dormancia poco profunda ya que con el uso de GAz; pudo romperse la
dormancia (Baskin & Baskin, 2004).

La concentracién de GA; usada (400 mg/L) al igual que lo reportado por diferentes autores
(Amri, 2010; Mukherjee, 2018; Sarihan, Ipek, Khawar, Atak, & Gurbuz, 2005) fue adecuada
para romper la dormancia en todas las semillas de T. grossa; sin embargo, para las
Espeletias aunque el PG aumentd en un 50% con respecto al tratamiento control, no se
logré obtener germinacion en todas las semillas, por lo cual es recomendable realizar

nuevos experimentos que permitan encontrar la concentracion ideal para estas especies.

B. x candida, B. multifora y H. goudotiana presentaron una excelente respuesta a la
escarificaciébn realizada para romper su dormancia fisica (Fig. 2.2), aumentando
significativamente la germinacién y disminuyendo el TMG. El corte de testa en la mayoria
de especies con dormancia fisica puede ser suficiente para permitir la entrada de agua, la
activaciéon metabdlica y la germinacion de las semillas (Baskin, Baskin, & Li, 2000). La
presencia de estas cubiertas seminales gruesas y duras en estas tres especies pueden
estar relacionadas con su método de dispersion, ya que presentan frutos carnosos que
pueden ser consumidos por diferentes animales (Rios, Giraldo, & Correa, 2004; Vargas,
2002) y por ende requieren de estructuras de proteccion para evitar el dafio del embrién al
pasar por el tracto digestivo. Una vez en el suelo las semillas contindan enfrentandose a
presiones ambientales donde se ha probado que tener testas duras brinda una ventaja
disminuyendo el dafio ocasionado por microorganismos del suelo (Dalling, Davis, Schultte,
& Elizabeth Arnold, 2011) y ademas el estudio de Paulsen et al. (2013) sugiere que semillas
duras tienen méas oportunidades de sobrevivir a la dispersion secundaria, que
principalmente en los paramos se da por roedores y en muchas ocasiones termina con la
depredacién de la semilla, pues estas testas impiden la emisién de volatiles fuera de la

semilla'y con ello logran evadir o ser detectadas por estos animales.
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En conclusion, este trabajo aporta nueva informacién sobre las especies de paramo,
comenzando por documentar la morfologia de las semillas que mas alla de brindar
informacion sobre posibles tipos de dormancia, podran ser usados para complementar
rasgos de historia de vida y funcionales de estas especies. Se reporta la presencia de
dormancia en semillas y los métodos para romperla en seis especies nativas, varias de
ellas endémicas de los paramos del departamento de Cundinamarca, informacion que
contribuye a entender los procesos iniciales de la germinacion y establecimiento de sus
semillas; ademas brinda herramientas para continuar con procesos de conservacion ex

situ e in situ en estas especies.
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CAPITULO 3. Potencial de conservacion ex situ de

semillas de 19 especies de paramo.

RESUMEN

El paramo es un ecosistema de alta montafia relativamente joven que alberga una
alta diversidad y endemismos; sin embargo, producto de la tala, la agricultura, ganaderia,
mineria, entre otras actividades humanas no controladas, su biodiversidad se encuentra
en peligro. Los Bancos de semillas nacen como una estrategia de conservacion ex situ que
permite almacenar y salvaguardar la diversidad en forma de semilla por largos periodos de
tiempo; sin embargo, es clave conocer el tipo de tolerancia a la desecacion de las semillas
antes de poder almacenarlas en un banco. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
tolerancia a la desecacion en semillas de 19 especies de paramo. Se realizaron medidas
morfolégicas de las semillas y se determind el contenido de humedad (CH);
posteriormente, se realizaron ensayos de germinacién a dos contenidos de humedad
(semillas frescas y con un 5% de CH) y se evalu6 el porcentaje de germinaciéon y tiempo
medio de germinacién (TMG). Se obtuvo en promedio un 50% de germinacién en las
especies y TMG de 40 dias. La viabilidad no se vio afectada al disminuir el contenido de
humedad en 16 especies lo que indica que son semillas ortodoxas y variables morfoldgicas
apoyan esta tendencia. Las tres especies restantes parecen tener un comportamiento
intermedio ya que la viabilidad se vio parcialmente afectada por la desecacion de las
semillas. Las especies evaluadas presentan un gran potencial para ser conservadas en
bancos de germoplasma lo que contribuye a la conservacion de la diversidad de las
especies nativas de zonas altoandinas tropicales, con las cuales se pueden implementar
protocolos de germinacion para la propagacién y reintroduccién en programas de

restauracion.
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Palabras clave: Banco de semillas, germinacién, tolerancia a la desecacion, ortodoxa,

intermedia.

INTRODUCCION

El paramo es un ecosistema natural que se encuentra en la alta montafia tropical entre el
limite continuo del bosque y las nieves perpetuas (Llambi et al., 2012), entre los 3.000 a
5.000 m.s.n.m (Cabrera & Ramirez, 2014; Sklenaf, Luteyn, Ulloa, Jorgensen, & Dillon,
2005). Es un ecosistema muy joven con una edad aproximada de dos a cuatro millones de
afios (Cortés-Duque & Sarmiento, 2013; Hofstede, Segarra, & Vasconez, 2003; Llambi et
al., 2012), y presenta la mayor biodiversidad entre los ecosistemas de alta montafia en el
mundo (Sklenar et al., 2005). En Sudameérica, los paramos forman un corredor de
fragmentos o islas en la cordillera de los Andes que van desde Venezuela hasta el norte
de Perq, lo cual junto con las condiciones extremas caracteristicas de este ecosistema,
han desencadenado una serie de adaptaciones en las plantas que alli habitan, al punto de
lograr que el 60% de las especies de plantas que se encuentran en los paramos sean

endémicas (Llambi et al., 2012).

Sin embargo, en Colombia es justamente los Andes la segunda region geogréafica mas
deforestada en el pais (IDEAM, 2018), esto sumado al gran impacto que ejerce los
disturbios por ganaderia, agricultura, mineria, presencia de especies invasoras, entre
otros, pone en riesgo la biodiversidad de este ecosistema tanto a nivel de especie,
poblaciones y comunidades, como de sus servicios ecosistémicos (Cortés-Duque &
Sarmiento, 2013). Esta no es la Unica amenaza que presenta este ecosistema, Herzog,
Martinez, Jargensen, & Tiessen (2010), exponen que debido al cambio climatico grandes
cambios que afectan la biodiversidad se pronostican en los paramos, por ejemplo se estima
gue alrededor del 35% de las especies de aves y el 60% de las especies de plantas se

extinguiran o se pondran en peligro critico para 2080 (IPCC 2007).

Ante esta realidad, es necesario implementar acciones encaminadas a la conservacion
tanto in situ como ex situ de las especies vegetales que permitan salvaguardarlas y

protegerlas (de Viana, Mosiaro, & Morandini, 2009). Una de las estrategias de
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conservacion vegetal ex situ mas utilizadas son los bancos de germoplasma en forma de
semillas, debido a su bajo costo de mantenimiento, facilidad de almacenamiento y a la
capacidad de utilizar el material vegetal a corto o largo plazo segun se requiera (Rao et al.,
2007), ademas estos permiten mantener la diversidad genética de poblaciones y ser una
fuente robusta de material vegetal para proyectos de restauracion ecolégica (Hay &
Probert, 2013). Sin embargo, los esfuerzos de conservacion se han centrado
principalmente en especies alimenticias y de cultivo; menos del 1% de las especies
almacenadas en los bancos de germoplasma corresponden a especies nativas (Hay &
Probert, 2013; Rao et al., 2007). Es por esto, que la informacién sobre la longevidad, tipo
de semilla segun la tolerancia a la desecacién y las condiciones de almacenamiento de
estas especies es muy escaso, y se requiere investigar acerca de los requerimientos
germinativos, su viabilidad, contenido de humedad, tipos de dormancia y tiempo de
almacenamiento (Hong et al. 1998).

Entre las variables mencionadas anteriormente la tolerancia a la desecacién permite
determinar si una semilla puede ser 0 no conservada bajo los estandares de un banco de
semillas (Medeiros & Eira, 2006). De esta forma encontramos que las semillas se pueden
clasificar en ortodoxas, intermedias y recalcitrantes (Magnitskiy & Plaza, 2007). Se
consideran semillas ortodoxas aquellas que toleran una deshidratacion hasta del 5% en el
contenido de humedad, debido a que la fase final de maduracién esta acompafiada por
deshidratacion celular, resultado de la separacion de funiculos entre 40 y 50 dias después
de la polinizacion. En este periodo las semillas logran adquirir la tolerancia a la
deshidratacion, caracteristica que mejora su viabilidad y potencial de almacenamiento
(Nkang, Omokaro, Egbe, & Amanke, 2003). Las semillas recalcitrantes no experimentan
deshidrataciéon en la planta madre, se dispersan en una condicibn himeda vy
metabdlicamente activa, por lo que pierden rapidamente la capacidad de germinar al
guedar expuestas a condiciones de baja humedad (Kermode & Finch-Savage, 2002), por
eso pueden tolerar la deshidratacion entre un 15% y 50% de contenido de humedad.
Existen semillas con caracteristicas intermedias entre ortodoxas y recalcitrantes que
toleran la deshidratacién entre un 10 % y 12,5 % de contenido de humedad (Rao et al.,
2007).
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En este sentido y con el fin de contribuir en la conservacion de las semillas de las especies
de paramo, nuestro objetivo fue evaluar el potencial de conservacién ex situ bajo la
estrategia de bancos de semillas en 19 especies recolectadas en diferentes paramos en

el departamento de Cundinamarca Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de material vegetal y descripcion morfolégica

Se colectaron semillas de frutos maduros de 19 especies distribuidas en diferentes
paramos de Cundinamarca (Colombia) entre el afio 2014 y 2018 (Tabla 3.1, Anexo 2). De
cada especie se colecté material vegetal como minimo de cinco plantas madre. Estas
especies estan distribuidas en nueve familias y 12 géneros y, segun su origen diez
especies son nativas, ocho endémicas y una casi endémica (Bernal, Gradstein, & Celis,
2019; POWO, 2019).

Las semillas se extrajeron de los frutos manualmente en el Laboratorio de Germinacion del
Jardin Botanico de Bogotd, seleccionando Unicamente las semillas maduras y sin dafios
visibles (Ayala et al. 2004). En diez semillas por especie se midio la longitud y el ancho en
la parte media de semilla, y se realiz6 la descripcidon morfolégica con base en la descripcién
de Niembro (1989), de aquellas caracteristicas que pueden estar relacionadas con la
tolerancia a la desecacion, como el tamafio, grosor de la testa y presencia de endospermo
(Pritchard et al., 2004).

Los datos fueron tomados con la ayuda de un estereoscopio Motic® SMZ-168 (Hong

Kong, China) y el programa Motic Images Plus 2.0 (Hong Kong).

Pruebas de germinacion y tolerancia a la desecacion

Se determiné el contenido de humedad inicial de las semillas (CHi) en 3 £ 0,5 gramos de
semillas a 150°C por un tiempo promedio de siete minutos por medio del analizador de
humedad OHAUS MBA45 (Parsippany, Nueva Jersey).
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Las pruebas de germinacion se llevaron a cabo en una camara de germinacién Thermoline
(New South Wales, Australia) bajo condiciones controladas, con un fotoperiodo de 12
horas, 20/10+2,5 °C (Pérez-Martinez, Rodriguez, Melgarejo, & Vargas R, 2014) y una
humedad de 75 £5 %, las cuales se monitorearon con un Data Logger EBCHQ 94150. Se
evaluo el porcentaje de germinacién en las semillas a dos contenidos de humedad, en las
semillas frescas, es decir con el CH inicial (CH)), y después de desecar la semilla al
5,0£2,0% de CH, es decir con el CH reducido (CHr). La reduccion del contenido de
humedad, se realiz6 en una camara de secado con silica gel (Casa comercial Chemi, con

tamafo de particula de 1- 3 mm) en proporcién 2:1 (silica:semillas) basados en la féormula:

PFS= PIS + (1o—o0)

100—CHr

Donde, PSF: Peso final de las semillas; PIS: Peso inicial de las semillas; CHi: Contenido
de humedad inicial; CHr: Contenido de humedad al que se quiere reducir las semillas (Rao
et al. 2007).

Solo para aquellas especies que por investigaciones previas se determind gue presentan
dormancia y sus semillas no iban a germinar sin un pre-tratamiento se utiliz6 en ambas
pruebas los siguientes tratamientos: En T. grossa, imbibicién de las semillas por 24 horas
en 400 mg/L GAsy, en B. multiflora, H. goudotiana y B. x candida escarificacion de la testa
(Ver Capitulo 2).

Se utilizaron cuatro réplicas de 50 semillas para cada experimento. Las semillas fueron
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5%, lavadas con abundante agua antes del
montaje de los experimentos (Mufioz et al. 2011) y sembradas en cajas Petri con doble
papel filtro (medio estandar de germinacion). Los experimentos de germinacion fueron
revisados cada tercer dia, y finalizaron tres semanas después de no observar germinacion.
La germinacion se tomd como la emergencia de la radicula a través de la testa de la semilla
(Salisbury & Ross 1992). Finalizada la evaluacion, se realizo la prueba de corte en las
semillas no germinadas para evaluar la presencia de embrion, las semillas vacias se

excluyeron al calcular el porcentaje de germinacion (Hoyle et al., 2008).
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Analisis de datos

Se calcul6 el porcentaje de germinacion (PG) sobre las semillas con embrién y el tiempo
medio de germinacion (TMG) con base en las siguientes férmulas (Ranal et al. 2006;
Tompsett & Pritchard 1998):

PG= (3:) * 100 MGT= Y, ni ti /XX ni

Donde, N es el numero de semillas germinadas, Ns es el nimero de semillas totales, ni es
el nimero de semillas germinadas en la iésima toma de datos, ti es el tiempo (en dias) de
la iésima toma de datos y k es el tiempo (en dias) de duracion de la prueba de germinacion.
Se realiz6 el test de normalidad con la prueba de bondad de ajuste Kolmogorov-Smirnov,
y un analisis de varianza a una via (ANOVA) para evaluar las diferencias en el PG y TMG
entre los tratamientos evaluados (CHi y CHr), seguido de la prueba a posteriori Tukey. En
todos los andlisis estadisticos se utiliz6 una confianza del 95% Yy el paquete estadistico

StatGraphics Centurion version 16.1.11.

Tabla 3.1. Datos de colecta de las 19 especies de paramo estudiadas.

Lugarde  Punto de

Familia Especie Origen Habito
colecta Colecta
Bomarea multiflora Nativa (casi Paramo 4°25'N
Alstromeriaceae T
(L. f.) Mirb. Endémica) Calderitas  74°08'0
Espeletia
Nativa Paramo 4°16'N
Asteraceae summapacis C
(Endémica) Sumapaz 74°12'0
Cuatrec.
Espeletia killipii Nativa Paramo 4°25'N
Asteraceae C
Cuatrec. (Endémica) Pasquilla 74°10'0
Espeletia barclayana Nativa Paramo 5°0'N
Asteraceae C
Cuatrec. (Endémica) Subachoque 74°12'0
Espeletia grandiflora Nativa Paramo 4°46'N
Asteraceae C

Humb. & Bonpl. (Endémica) Chingaza 73°51'0
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Asteraceae

Bromeliaceae

Bromeliaceae

Bromeliaceae

Bromeliaceae

Ericaceae

Ericaceae

Ericaceae

Melastomataceae

Myrtaceae

Rosaceae

Salicaceae

Solanaceae

Solanaceae

Pentacalia ledifolia

(Kunth) Cuatrec.

Puya nitida Mez

Puya santosii

Cuatrec.

Puya sp. nov. aff.

horrida

Puya trianae Baker

Gaultheria

anastomosans

(Mutis ex L.f.) Kunth

Gaultheria

myrsinoides Kunth

Vaccinium

floribundum Kunth

Tibouchina grossa

(L.f.) Cogn.

Ugni myricoides

(Kunth) O.Berg

Hesperomeles

goudotiana (Decne.)

Killip

Xylosma spiculifera

(Tul.) Triana &
Planch.
Brugmansia x

candida Pers.

Cestrum buxifolium

Kunth

Nativa

Nativa
(Endémica)
Nativa
(Endémica)
Nativa

(Endémica)

Nativa

Nativa

Nativa

Nativa

Nativa

Nativa

Nativa

(Endémica)

Nativa

Nativa

Nativa

Paramo San
Francisco
Paramo
Subachoque
Paramo
Pasquilla
Paramo
Curubital
Paramo

Sumapaz

Paramo San

Francisco

Paramo San
Francisco
Paramo San
Francisco
Paramo
Curubital
Paramo San

Francisco

Paramo

Romeral

Paramo

Romeral

Paramo
Verjones
Paramo

Romeral

4°35'N
73°59'0
5°0'N
74°12'0
4°25'N
74°11'0
4°22'N
74 °06' 0
4°10'N
74°13'0

4°35'N
74°00'0

4°35'N
73°59'0
4°35'N
74°00'0
4°22'N
74°06'0
4°26'N
74°10'0

4°27'N
73°13'0

4°28'N
74°14'0

4°39'N
74°00'0

4°27'N
74°13'0

A. Arbusto. C. Caulirosula. H. Hierba. T. Trepadora

(Bernal, Gradstein, & Celis, 2019; POWO, 2019)
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RESULTADOS

Descripcién morfologica

En general el tamario de las semillas de las especies evaluadas es pequefio con longitudes
gue no supera los 5 mm (Tabla 3.2), lo cual estd muy relacionado con su método de
dispersién. Siete especies son anemdocoras (Tabla 3.2), de las cuales cinco presentan
apéndices de dispersion; en el caso de G. anasomosans y T. grossa no presentan
apéndices de dispersion pero se sugiere son anemocoras por su tamafio y por provenir
de frutos capsulares secos (Mendoza & Ramirez, 2006). Otras siete especies provienen
de bayas con multiples semillas y son zodcoras (Dalling, 2002). El ultimo grupo esta
compuesto por las Espeletias que a pesar de ser semillas tan pequefias y sin endospermo

son dispersadas por la gravedad (Diazgranados, 2013).

El 80% de las especies presentan semillas con testas blandas y delgadas y un embrion
lineal y recto, y el 37% no presentan endospermo (Tabla 3.2).

Pruebas de germinacion y tolerancia a la desecacion

La mayoria de las especies presentaron semillas con un bajo contenido de humedad inicial
(CHi), en promedio del 12%; s6lo en seis especies el CHi fue superior al 15%. H.
goudotiana, B. x candida y B. multiflora presentaron los valores mas altos y a su vez las

semillas mas grandes (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Rasgos morfologicos y contenido de humedad inicial de 19 especies de paramo.
(n=10).

Tamaino Consistencia Tipo de Otras CH
Especie Dispersion Endospermo
(mm) testa embrion estructuras inicial
Dura,
B. multiflora z 4,06 x 4,07 Presente Lineal- Recto Arilo 17,45
Gruesa
Blanda,
E. summapacis B 3,95x1,40 Ausente Lineal- Recto Ninguna 13,94

Delgada
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E. killipii

E. barclayana

E. grandiflora

P. ledifolia

P. nitida

P. santosii

P.

sp.nov.,aff.P.horrida

P. trianae

G. anastomosans

G. myrsinoides

V. floribundum

T. grossa

U. myricoides

H. goudotiana

X. spiculifera

B. x candica

Z,B

3,2x1,31

3,11x 1,30

3,16 x1,12

1,6 x 0,50

2,25x 1,24

2,02x0,89

1,25x0,62

2,11x1,00

0,70x 0,53

0,70x0,58

0,77 x 0,64

0,56 x0,24

1,70x 1,26

4,65 x 3,45

4,35x 3,15

10,68 x
6,87

Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Blanda,
Delgada
Dura,
Gruesa
Dura,
delgada
Dura,

Gruesa

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Ausente

Presente

Ausente

Presente

Presente

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Lineal- Recto

Espatulado

Espatulado

Lineal-

Anular

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Papus

Alas

Alas

Alas

Alas

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Ninguna

Ninguna

13,72

16,6

10,21

11,84

14,36

10,08

11,08

13,14

15,75

11,85

12,08

14,89

10,3

20,64

9,32

17,68
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Blanda,
C. buxifolium Z 4,30x 2,5 Presente Espatulado Ninguna 10,2
Delgada

CH. Contenido de humedad. Z: Zodcora. B: Bardcora. A: Anemoroca. .

El porcentaje de germinacioén en semillas con el contenido de humedad inicial presentd
grandes diferencias entre las especies (Fig. 3.1); sin embargo, es posible encontrar
semejanza en los resultados a nivel de familia. Asteraceae fue la familia que present6 los
valores mas bajos de germinacion alrededor del 30%. Las Puyas, por el contrario,
presentaron los valores mas altos alcanzando hasta el 100% en algunas especies (Fig.
3.1). V. floribundum fue la especie que presento6 el menor PG con 3%. Por su parte el TMG
fue mas homogéneo en todas las especies las cuales en promedio germinaron a los 41
dias después de la siembra en caja de Petri, algunas de las especies que presentaron
valores mas altos correspondieron a las semillas mas pequefias y las que presentaron

testas mas duras (Fig. 3.2).
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Figura 3.1. Porcentaje de germinacion medio en 19 especies de paramo a diferentes
contenidos de humedad (Barra negra: CHi; barra gris: CHr al 5%). Letras iguales indican

gue no hay diferencias significativas en el PG de la especie entre los contenidos de
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humedad de acuerdo con la prueba de Tukey (P< 0,05). Las lineas perpendiculares indican

el error estandar (n=4).

En cuanto a la tolerancia a la desecacion, los resultados mostraron que 16 especies tienen
semillas ortodoxas (Tabla 3.3), ya que como se observa en la figura 3.1, no se presentaron
diferencias (P<0,05) en el PG al reducir el contenido de humedad de las semillas, por el

contrario en algunas especies la germinacién fue mayor con el CH al 5%.

En cuanto a las tres especies restantes, en C. buxifolium la germinacion de las semillas
disminuyd al disminuir el contenido de humedad (Fi6= 7,05; P= 0,03), ya que esta
disminucion no afecté la viabilidad de todas las semillas; esta especie se puede categorizar
como intermedia (Fig. 3.1).

En semillas de E. Killipii, también se encontraron diferencias en la germinacion (F1,6= 6,66;
P=0,04) y en comparacién con las otras Espeletias en E. Killipii se evidenci6 mayormente
la disminucion en la germinacion después de bajar el CHi de las semillas (Fig. 3.1), por lo

gue estas semillas se consideran intermedias.

En semillas de B. multiflora, aunque no presentaron diferencias significativas (F1,6= 2,99;
P=0,13) la Figura 3.1 evidencia el efecto negativo de la desecacion en la germinacion de

las semillas.

En el TMG, en general, no se evidencian diferencias al disminuir el CHi (P< 0,05), solo en

siete especies el TMG fue menor a menor contenido de humedad (Fig. 3.2).
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Figura 3.2. Tiempo medio de germinacién (Dias) en 19 especies de paramo a diferentes
contenidos de humedad (Barra negra: CHi; barra gris: CHr al 5%). Letras iguales indican
gue no hay diferencias significativas en la especie entre el TMG y los contenidos de
humedad de acuerdo con la prueba de Tukey (P< 0,05). Las lineas perpendiculares

indican el error estandar (n=4).

Tabla 3.3. Clasificacion segun la tolerancia a la desecacion de las semillas de 19

especies paramo.

Tolerancia ala

Especie
desecacion

E. summapacis G. anastomosans
E. barclayana G. myrsinoides

E. grandiflora V. floribundum

Ortodoxa P. ledifolia T. grossa
P. nitida U. myricoides
P. santosii H. goudotiana

P. sp.nov., aff.P.horrida X. spiculifera

P. trianae B. x candica
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Intermedia C. buxifolium

Intermedia? B. multiflora E. killipii

?. se requiere realizar estudios para confirmar

DISCUSION

La dispersion es un mecanismo por el cual las semillas logran llegar a nuevos lugares en
los cuales pueden germinar y establecerse. Muchas son las estrategias adaptativas que
presentan las semillas para concluir con éxito su dispersion, y es aqui donde el estudio
morfolégico nos brinda una importante herramienta que nos permite predecir y entender
los mecanismos usados por las diferentes especies (Dalling, 2002). En el caso de las
especies de paramo Frantzen & Bouman (1989) y Cabrera & Ramirez (2014) han reportado
gue la mayoria de semillas son dispersadas por el viento (anemocoria), al igual que en
nuestro estudio; lo que conlleva a que estas semillas sean pequefas, ligeras y tengan en
muchos casos apéndices de dispersion que les permita ampliar su rango de dispersion
(Tabla 3.2).

Uno de los sindromes de dispersion mas abundantes en el tropico es la zoocoria (Dalling,
2002), la cual va disminuyendo con la altitud, ya que, bajo las condiciones ambientales en
la alta montafia la diversidad y abundancia de la fauna también disminuye (Frantzen &
Bouman, 1989). En nuestro trabajo se presentd un alto nimero de especies zodcoras, que
invierten mas energia en la producciéon de frutos carnosos con mdultiples semillas en su
interior. Una ventaja de la produccion de semillas pequefas es que se suele compensar
con una mayor produccién que asegura una dispersion exitosa, y si bien no el
establecimiento de todas las semillas, si el de aquellas que se dispersen en las mejores

condiciones (Dalling, 2002).

Otro caso de dispersion que se encontro fue el de la barocoria, presente en las Espeletias,
donde, las semillas son desprovistas de apéndices de dispersion (Tabla 3.2), y caen al
suelo cerca de la planta madre por efecto de la gravedad, lo que hace que estas especies
sean gregarias y por ende en los paramos nunca se observe un individuo aislado, sino por
el contrario, se observen grandes poblaciones conocidas como frailejonales
(Diazgranados, 2013).
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En cuanto al embrién se evidencido que todas las especies estudiadas cuentan con
embriones diferenciados y desarrollados; a excepcion de B. multiflora que a pesar de tener
un embrién diferenciado, por la relacion entre el tamafio del embrién y el tamafio de semilla
segun Baskin & Baskin (2007), seria un embrién no desarrollado. La descripcién del tipo
de embrion es una informacién poco documentada en las semillas; sin embargo, la
descripcion presentada en este trabajo para las especies de las familias Ericaceae,
Melastomataceae, Solanaceae y Rosaceae concuerda con lo descrito por Martin (1946) y
Baskin & Baskin (2007). Para el caso de las Asteraceae, Martin (1946) reporté que
presentan un embrion espatulado, sin embargo, las cinco especies estudiadas presentan
claramente un embrién lineal, lo que deja en evidencia la importancia de realizar los
registros morfologicos de las semillas de las especies de paramo ya que dentro de las
familias o géneros se pueden presentar cambios fisicos y por ende funcionales que pueden
ayudar a entender mejor las estrategias adaptativas de estas especies.

La germinacién no fue homogénea en las especies. Si bien algunas especies tuvieron PG
superiores al 70%, mas de la mitad de las especies presentaron PG por debajo del 60%,
este comportamiento de baja germinacion ya habia sido reportado por Vargas & Pérez-
Martinez (2014), en su trabajo de germinacion de semillas de paramo en el cual las
especies evaluadas no superaban una viabilidad del 50%, ellos concluyeron que las
semillas de ecosistemas altoandinos y paramo tienden a tener una baja viabilidad. Por otro
lado vale la pena ampliar los estudios de presencia de dormancia en las semillas de
paramo, caracteristica que también puede estar involucrada en la baja germinacion
obtenida en la siembra de semillas sin tratamientos pre-germinativos; ya que segun
Venable (2007), en ecosistemas con condiciones ambientales extrema la dormancia tiende

a aumentar como mecanismo de adaptacion y supervivencia de las semillas.

Los valores mas altos de germinacion fueron registrados en las Puya (Fig. 3.1), lo cual
concuerdan con lo encontrado en condiciones de laboratorio en presencia de luz en P.
raimondii por Vadillo, Suni, & Cano (2004), en P. nitida por Franco (2014), en P. trianae
por Pérez-Martinez et al. (2014) y ligeramente mayores a los encontrados en P. santosii
por los mismos autores. Es de destacar que valores para otras especies de Puya como P.
cryptantha, P. trianae, P. santosii y P. bicolor en condiciones de campo o en invernadero

con sustrato son mucho menores, entre el 28 y 50% (Mora & Vargas, 2007; Pico, 2014),
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esto sugiere que la primera fase de la propagacién de Puya resulta mas adecuada bajo

laboratorio donde las condiciones son controladas y la germinacion se potencializa.

Continuando con las especies que presentaron mayor germinacion en promedio del 70%,
se encuentran U. myricoides, H. goudotiana, X. spiculifera, B. x candica y C. buxifolium;
estas especies presentan un habito arbustivo y aunque son nativas presentan una amplia
distribucién (Bernal et al., 2019). Esto sumado a sus altos valores de germinacion han
hecho que estas especies sean usadas en diferentes etapas de los procesos de

restauracion (Acero-Nitola & Cortés-Pérez, 2014; Cabrera & Ramirez, 2014).

Para las Ericaceae la germinacion fue baja y mucho mas en V. floribumdum; sin embargo,
estos resultados ya han sido reportados por otros autores donde bajo condiciones de
laboratorio y sin el uso de tratamientos pregerminativos se han obtenido PG entre 7 y 38%
(Magnitskiy & Ligarreto, 2007; Suéarez-Ballesteros, Calderén-Hernandez, & Mancipe-
Murillo, 2018), valores mas altos son obtenidos con el uso de tratamientos pregerminativos
como los inductores de germinacion (Valencia & Ramirez, 1993; Hernandez, Lobo, Medina,
Cartagena, & Delgado, 2009; Just, 2018). En ericaceas la germinacién se ve afectada
principalmente por dos factores, la baja viabilidad de los embriones (La Rosa, Sanchez, &
Pérez, 2017) la cual puede estar influenciada por la variacién en el tamafio y los estados
de maduracion de las semillas dentro de un fruto (Chaparro & Becerra 1999; Kloet & Cabilio
2010; Castro, Olarte, Rache, & Pacheco, 2012), y la presencia de dormancia fisiol6gica en
las semillas (Baskin & Baskin 2014).

En las asteraceas evaluadas compuestas principalmente por Espeletias la germinacién fue
menor al 40%, valores que pueden aumentar con el uso de inductores de germinacion, ya
gue como lo reporta Baskin & Baskin (2014) esta familia suele presentar algun tipo de
dormancia, en este caso fisioldgica. Por tal motivo el uso de giberelinas en ensayos de
micropropagacion aumenta la germinacion en la especie (Bohoérquez-Quintero, Araque-
Barrera, & Pacheco-Maldonado, 2016). Otra técnica usada por Rache & Pacheco (2009)
fue la siembra de embriones en un medio suplementado MS, obteniendo una germinacion
del 91%. Por otro lado, un estudio realizado por Guariguata y Azocar (1988) en Espeletia
timotensis reporté un 80% de germinacion a temperaturas constantes inferiores a 16 °C.

De acuerdo a los resultados es recomendable evaluar condiciones de siembra diferentes
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a las abordadas en este estudio, que permitan aumentar la germinacién en esta familia tan

abundante en las zonas de paramo (Sklenar et al. 2005).

De las especies evaluadas 16 presentan semillas ortodoxas tolerantes a la desecacion
(Tabla 3.3), por lo cual dichas semillas no pierden su viabilidad al disminuir su contenido
de humedad y pueden ser almacenadas en bancos de semillas. También se encontrd una
especie intermedia, y dos mas probablemente intermedias pero se recomienda realizar
nuevas pruebas que ratifiquen estos resultados. En estas especies el manejo de su
almacenamiento es menos reportado, por lo cual se recomienda almacenar estas semillas
pero evaluar periédicamente su viabilidad para determinar su longevidad dentro del banco
de semillas.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en la literatura donde se predice
gue cerca del 80% de las angiospermas producen semillas ortodoxas, de 5 a 10%
producen semillas recalcitrantes y el restante seran semillas intermedias (Walters, Berjak,
Pammenter, Kennedy, & Raven, 2013). Aunque estos porcentajes pueden variar por
habitats disminuyendo el porcentaje de especies recalcitrantes a medida que el habitat se
vuelve mas seco (Tweddle, Dickie, Baskin, & Baskin, 2003), nuestros resultados con una
muestra pequefa de algunas especies de paramo sugieren que el 84% de las especies
presenta comportamiento ortodoxo, resultados que tienen fuertes implicaciones a nivel de
conservacion, porque ante la pérdida eminente de la diversidad se esta demostrando que
los bancos de semillas son una alternativa viable y segura para salvaguardar la diversidad

vegetal del paramo.

Este estudio sumado a la nota corta publicada por Pérez-Martinez & Calder6n-Hernandez
(2017), son el primer reporte sobre la tolerancia a la desecaciéon en Espeletias, donde ante
la baja viabilidad en las semillas que presenta este género, reportan que las semillas son
ortodoxas brindando alternativas en términos de conservacion para estas especies. En
cuanto a los resultados obtenidos en E. Killipii la pérdida de viabilidad pudo estar
relacionada con el estado de madurez de las semillas, pues aun que se traté de colectar
todo el material maduro, en Espeletias la produccion de ejes florales es asincronica, lo que
puede ocasionar la colecta tanto de semillas maduras como inmaduras de una misma

poblacién (Estrada & Monasterio, 1991).
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Aunque variables fisiolégicas y morfolodgicas no fueron analizadas en las semillas de las
19 especies de este capitulo en relacion con la tolerancia a la desecacién, los datos
obtenidos si pueden ser contrastados con reportes de literatura. Son dos las principales
caracteristicas las que ratifican el caracter ortodoxo de las semillas. Por ejemplo, el
contenido de humedad; semillas recalcitrantes son dispersadas con un alto contenido de
humedad (20 — 52 %) (Hong & Ellis, 1988), en nuestro estudio el mayor contenido de
humedad lo tubo H. goudotiana con 20%, pero en promedio lo reportado fue 13%, lo cual
se aproxima mas a valores para semillas ortodoxas. Por otra parte, Pritchard et al. (2004)
y Tweddle et al. (2003) han encontrado que las semillas grandes tienden a ser
recalcitrantes, contrario a lo reportando en nuestro estudio donde en general son semillas

pequefias y por ende con mayor probabilidad de ser ortodoxas.

Finalmente, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo la mayoria de semillas
de especies de paramo evaluadas cuentan con un alto potencial para su conservacion ex
situ debido a su tolerancia a la desecacion tipico de semillas ortodoxas. Por otra parte, los
resultados sobre la morfologia y germinacion de estas especies contribuyen en la
construccion de la informacion base de las especies de paramo, la cual en conjunto podra
ser utilizada para evaluar tendencias presentes en el ecosistema de paramo que permitan

tomar decisiones acertadas sobre la conservacién y preservacion de sus especies.
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Consideraciones finales y Conclusiones

generales

Esta investigacion documenta la morfologia externa e interna de las semillas de las
especies evaluadas, caracteristicas basicas que permiten conocer o predecir el
comportamiento de las especies en cuanto a su germinacion o éxito de establecimiento en
un ambiente natural, ademas de brindar informacién sobre posibles tipos de dormancia,
estos datos podran ser usados para complementar rasgos de historia de vida y funcionales
de estas especies. En nuestro caso se encontré que el 85% de las semillas de paramo
evaluadas son pequefias (< bmm), presentan testas blandas y delgadas, y embriones

desarrollados lineales y recto; 50% de las semillas presentan endospermo (Tabla 3.2).

Se evaluo la viabilidad de las semillas por medio de la tincion de tetrazolio, y si bien las
semillas presentan testas delgadas y blandas, se encontr6 que para lograr una buena
tincion de las semillas es necesario realizar un acondicionamiento a las semillas el cual
puede ser un corte lateral en la testa o remover por completo la testa y realizar la prueba
en embriones (Tabla 1.4). Se observd como pese a que se ha documentado que las
semillas de paramo tienen baja viabilidad, en la figura 1.3 observamos como esto puede
estar mas relacionado con la familia o género evaluado. Este trabajo permitié documentar
la condicién mas adecuada para la evaluacion de la viabilidad por tetrazolio de las semillas
de paramo ([1%]; 40°C; 24h), herramienta que sera de gran ayuda para todos los trabajos

gue requieran del uso de esta prueba.

En cuanto a la germinacién en general se encontrd que reporté una menor viabilidad que
lo reportado por el método de tetrazolio, el uso complementario de las prueba de viabilidad
(tetrazolio- germinacién) permiten identificar condiciones fisiologicas de las semillas que
no podrian ser detectadas al usarlas de manera individual, por ejemplo la deteccion de una
germinacion menor a la viabilidad reportada en tetrazolio podria sugerir la presencia de
dormancia no unificada en las semillas, tal como sucedi6 en las familias Asteraceae,
Melastomataceae y Ericaceae. La presencia de dormancia en las semillas que se
encuentran en ecosistemas con condiciones ambientales extremas, es una condicién muy

comun producto de estrategias de adaptacion que les permite sobrevivir y persistir en el
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tiempo. Para el caso de las especies de paramo parece que la dormacia fisiolégica y fisica
son las abundantes, este estudio documento la presencia de dormancia fisioldgica y fisica
en seis especies de paramo (tabla 2.2), ademas se reporta los tratamiento pre-
germinativos necesarios para romperla y potenciar la germinacién de las semillas. Esta
informaciéon contribuye a entender los procesos iniciales de la germinacion y
establecimiento de sus semillas y ademas brinda herramientas para continuar con

procesos de conservacion ex situ e in situ en estas especies.

Se reporta que las especies de paramo evaluada cuentan con un alto potencial para su
conservacion ex situ, ya que 16 especies presentaron un comportamiento ortodoxo o
tolerante a la desecacion, informacién que permite tomar decisiones en torno a la
conservacion de las especies de este ecosistemas, donde se plantean los bancos de
semillas ex situ como una alternativa que soporte y conserve paralelamente la diversidad
de las especies en caso de presentarse perdidas de especies inevitables en el ambiente

natural.
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Anexos.

Anexo 1. Articulo publicado “Evaluacion de Viabilidad de semillas de 17 especies
tropicales altoandinas por la prueba de germinacién y la prueba de tetrazolio”.
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RESUMEN

La viabilidad denota el potencial que tiene una semilla para germinar, la cual esta ligada
al éxito o fracaso reproductivo de las poblaciones v de esta manera es una de las primeras
variables a evaluar cuando se trabaja con semillas. Nuestro objetivo fue determinar el mejor
método para evaluar la viabilidad en 17 especies altoandinas; se compard la viabilidad
mediante dos pruebas: Tetrazolio. para la cual se probaron variaciones de concentracion.
acondicionamiento y tiempo de exposicion; ¥ germinacién. que se trabajo bajo condiciones
controladas a 20/10 °C, fotoperiodo y termoperiodo de 12 horas. Se utilizé la prueba Kruskal-
Wallis para evaluar diferencias. Se encontraron diferencias en el valor de viabilidad entre las
pruebas. En 11 especies se recomienda la prueba de Tetrazolio, donde la mejor condicion
de evaluacion fue [1-1.5 %] TZ. 40 °C y 24 horas de exposicion En Puya, Hypericum y
Gaultheria la prueba de germinacién fue mejor para evaluar la viabilidad. La comparacién
de las pruebas permitié detectar la presencia de dormancia en algunas especies donde se
evidencio una alta viabilidad pero baja germinacion. Los resultados permitieron determinar
el meétodo mas conflable para evaluar la viabilidad en las diferentes especies. aportar
informacion sobre sus requerimientos germinativos y potencial para la propagacion sexual.
asi como detectar la posible presencia de dormancia y la necesidad de profundizar en la
evaluacion de los métodos de ruptura que permitan aumentar los porcentajes de germinacion
en algunas de las especies.

Palabras clave. Calidad de semilla, embrién, piramo. propagacion.

ABSTRACT

Viability denotes the potential of a seed to germinate, which is linked to the reproductive
success of failure of the populations and in this way is one of the first variables to evaluate
when working with seeds. Our aim was to determine the best method to assess the viability
in 17 high Andean species; the viability obtained by two tests was compared: Tetrazolium,
for which variations in concentration, conditioning and exposure time were tested: and
germination, which was worked under controlled conditions at 20/10 °C. photoperiod
and thermoperiod of 12 hours. The Kruskal-Wallis test was used to evaluate differences.
Differences were found between tests. In 11 species the Tetrazolium test is recommended.
where the best evaluation condition was [1-1.5 %] TZ. 40 °C and 24 hours of exposure.
In Puya, Hypericum, and Gaultheria, the germination was the befter test for viability
evaluation. The comparison of the tests allowed to detect dormancy in some species where
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a high wviability but low germination was recorded. The results allowed fo determine the
most reliable method to evaluate the viability in the different species, provide information
about their germinative requirements and potential for sexual propagation, as well as detect
the possible presence of dormancy and the need to deepen the evaluation of the methods of
rupture that allow to increase the percentage of germination in some of the species.

Key words. Embryo, piramo, propagation, seed guality.

INTRODUCCION

La wiabilidad denota el potencial que
tiene una semulla para germnar (Sawma
v Mohler 2002). Es un rasgo importante
para evaluar la habilidad de colonizacién
de las especies (Bremholm 1993 Pywell
et al. 2003) v por ende esta ligade al éxito
o fracaso reproductive de las poblaciones
(Borza et al. 2007). A su vez es una medida
de calidad, que cobra especial importancia
en el monitoreo periddico de semullas que
se encuentran bajo almacenamiento. con el
fin de asegurar el éxito de un programa de
conservacion ex sif (Menges ef al. 2004,
Godefroid et al. 2010).

Mediante una revision de los métodos
utilizados para evaluar la viabilidad en estudios
relacionados con bancos de senullas en campo,
reclutamiento, bancos de senullas ex situ y
ecologia de la germinacion, se encontré que de
una muestra de 26 publicaciones cientificas,
se utilizan los siguientes métodos para su
evaluacion: germunacion, 23.1 %; mspeccion
directa del embnion clasificando como viable
un embrion rigido v blanco, 15.4 %: prucba
de Tetrazolio (TZ)., 385 %:; germnacion
v subsigmente prueba de tetrazolio en las
semillas no germunadas, 7,7 % v germinacion
e mspeccidon del embridn subsiguiente en
semullas no germunadas, 154 % (Anexo 1 del
matenial suplementario).

Cada prueba tiene ventajas y desventajas; la
prueba de germinacion ligada a la prueba de
inspeccion del embridn puede tomar mucho
ttempo si la senmlla tiene latencia y no se
conocen los requenmuentos para rompertla
(McDonald 1998, Torres v Marcos-Filho

2003). lo cual es usual en especies nativas poco
estudiadas. Por otro lado, aunque la prueba de
nspeccion del embridn se ha evaluado como
equivalente a la prueba de gemmnacion v
tetrazolio (Sawma v Mohler 2002, Qo1 ef al.
2004. Borza et al. 2007). anun no se considera
una prueba estandanzada.

Lapruebade TZesunmétodobiogquinucobasado
en las reacciones de las deshidrogenasas que
participan en la respiracion celular de los tejidos
de la senulla; cuando dichos tejidos entran en
contacto con la solucién, reaccionan formando
un compuesto msoluble de color rosado que
indica la wiabilidad del tejido (Smuth 1952,
Moreno 1984, Gaspar-Oliveira ef al. 2009).
La wiabilidad de las senmllas se determina en
funcion del patron de tincion del embrion v
la mtensidad de la coloracion (Ruiz 2009); en
general, la estructura clave que debe presentar
tinc16n es la radicula, la ausencia de tincion en
esta mmediatamente clasifica la semilla como
no viable (Schoudt 2000). Por esta razdn, se
necesita de la pericia del analizador para la
evaluacion que en semillas pequefias puede ser
muy dispendiosa v la extraccidn del embrion
cast mmposible (Howarth v Stamwood 1993,
Pradhan v Badola 2008). Sin embargo, muchos
autores la consideran el método mas exacto
(Bradbeer 1988, Sawma v Mohler 2002) v
es de gran utihidad en especies cuyas semmllas
presentan latencia v gemunan con lentitud
(Willan ¢1991_ Rz 2009, Aslam et al. 2010).

La semulla de una especie particular puede
requertr vanaciones en las condiciones para
tener resultados precisos (MAPA 2009, Da
Silva et al. 2012). Numerosos estudios se
han realizado para optimizar la prueba de
TZ en especies particulares, tanto silvestres
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como comerciales, mediante la vanacién de
las condiciones de evaluacion (Gera ef al.
1998, Purohit v Bisht 1999, Santos ef al
2007, Panto et al. 2009, Zeng v Wang 2009,
Hosomu ef al. 2011, Lazarotto ef al. 2011,
Grzybowsk: erf al. 2012, Kaiser ef al. 2014,
Lamarca v Barbedo 2014), donde se prueban
acondicionanientos para facilitar la entrada
del tetrazolio; corte, escarificacion de la
testa; tiempos y meétodos de mmbibicion
imbibicion directa o con toallas de papel:
tiempos de sometumiento a la solucion
entre dos y 48 horas; concentraciones de la
solucion, entre 0,075 v 1.0 %; v temperaturas
entre 30 v 45 °C. El uso de la concentracion,
tiempo de tincidn. la temperatura v la
adecuada mterpretacion de la tincion en las

semillas son factores cruciales para asegurar
una prueba exitosa (Abbade y Takaki 2014).

Hay muy pocos estudios de wiabilidad en
especies nativas (Godefroid ef al. 2010)
v. especificamente, de especies tropicales
altoandinas (Baskin v Baskin 1998), que
hacen parte de los ecosistemas de bosque
altoandmo y paramo que prestan servicios
ecosistémicos de abastecimiento hidrico.
regulacion, de secuestro de carbono en
suelos, calidad de aire para las ciudades
v ademas, presentan altos niveles de
endemismo (Rodriguez ef al. 2006).

En ecosistemas andinos de Suramérnica de
zonas templadas de Chile v Argentina, se
referencian estudios en los cuales se evalua
la wiabilidad de bancos de senullas en
campo (Kalin ef al. 1999, Cavieres v Arrovo
2000) o regenerac1on natural (Renison er al.
2004) por la prueba de TZ. En ecosistemas
altoandinos de Peml se referencia un
estudio de wiabilidad de Puyva raimondii
en condiciones de laboratorio v un analisis
de bancos de semillas naturales en paramo
(Mora v Vargas 2007), en los cuales se
utiliza la prueba de TZ. Por su parte Pico-V
(2016). en un estudio en Puyva loca evalua
la viabilidad por medio de la germinacion.
Esto evidencia la necesidad de (1) Conocer
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los métodos mas efectivos para la evaluacion
comrecta de rasgos reproductivos como la
viabilidad de las semullas. v (2) Evaluar la
viabihdad y germunacion de senullas de
especies altoandinas tropicales para conocer
su potencial de colomzacion v utilizarlo
como herramienta en la toma de decisiones.

En este marco. la presente investigacion
tuvo como objetivo comparar la prueba de
germinacion v tefrazolio para determinar
el mejor método para la evaluacién de
la viabilidad en semullas de 17 especies
tropicales altoandinas.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de material vegetal

Entre 2014 v 2013 se recolectaron frutos v
semullas de 17 especies de diversos bosques
altoandinos y paramos cercanos a la ciudad
de Bogota D.C.. Colombia (Tabla 1). Se
verificd que los frutos se encontraran en
madurez fisiologica a partir del color del
exocarpo del fruto y de la dureza de la
testa de la senulla. Se recolecté maternal
de al menos 20 individuos por especie con
condiciones fitosamtarias adecuadas. La
taxonomia de cada especie fue verificada v
los especimenes se mgresaron al Herbario
del Jardin Botinico de DBogota José
Celestino Mutis (JBB). Los frutos v semillas
se transportaron el nusmo dia de la colecta
al Laboratorio de Conservacion de Senullas
del JBB v se realizo la limpieza de acuerdo
al tipo de fruto. Se verificé la presencia de
embrnion en 100 semullas por especie por
medio de mspeccion con un estereoscopio
Motic® SMZ-168 (Hong Kong, China).

Prueba de Tetrazolio

Se revisaron numerosos articulos en los cuales
se aplico la prueba de tetrazolio para identificar
las condiciones mas utilizadas. A partir de
esto, se evaluaron primero condiciones de 30,
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Tabla 1. Listado de las especies altoandinas evaluadas con sus respectivos Iugares de recolecta v

habito de crecimiento.

Familia Especie Hibip ~ Lngarde  Feebade oo genadas
Asteraceae Espeletia barclayana Cuatrec. C mﬂﬁm 21-may-13 ?1:?‘;{32;&_
Asteraceae Espeletia cayetana (Cuatrec.) Cuatrec. C mo‘;;e 20-sep-14 ?12[1?,]82?;&
Asteraceae Espeletia grandifiora Humb. & Bonpl. C Pammom de 27-n0v-14 i‘;fg 1 ?3::;
Asteraceae  Espeletia killipii Cuatrec. C gmamode  yimovia 1T Nere
Asteraceae Pentacalia ledifolia (Kunth) Cuatrec. A g:la;mm;ﬁsm 14-may-15 i';f’ ;9 ?g::;
Bromeliaceae Puya nitida Mez H mo‘;e 2eenets 0 None,
Bromeliaceae Puya santosii Cuatrec. H mde 03-dic-14 3:3151 ?3;:-&
Bromeliaceae Puya sp. nov. aff. horrida H mm‘:e 19-may-13 ;‘:;?3 6 Pg::e
Bromeliaceae Puya frianae Baker H mde 26-may-13 i‘:ul {} 3 :}g‘::;
e Gpiiraem I I
Ericaceae Pemettya prostrata (Cav.) DC. A g:mlgmm:ﬁsco 14-may-15 i‘;? 5?9 :Pg‘::;
Ericaceae  Taccinium floribundum Kuath A Jrmmode | l4maylS S0 ome
Hypeticaceae Hypericum prostratum Cuatrec. H mﬂe 26-dic-14 i‘:ul;z :Pg‘::;
Myrtacese  Ugni myricoides (Kuath) O.Berg A m{,‘;ﬂ 2lmay-15 So0) orte,
Rosaceas }Kfﬂgﬁmme!es goudotiana (Decne) A mde 20-may-15 il:ull"g :I'g‘::é
Salicaceae éwm spiculifera (Tul.) Triana A mde 26-jun-15 _;I‘I:;':’f; m&
Solanaceae  Cestrum buxifolium Kuath A pramode  6iwmdS Sy o

A= Arbusto, C = Caulirosula, H = Hierba.

35 v 40 °C v de tiempos de sometimento a la
solucion de tetrazolio de una, tres v 24 horas en
tres especies de paramo (datos no mostrados).
En estas pruebas preliminares se descartaron
los ttempos de una vy tres horas vy la mejor

temperatura fue de 40 °C por lo cual se evaluo
la prueba bajo estas condiciones. Las semullas
fueron embebidas en agua destilada durante 24
horas antes de aplicar la prueba que se realizo
en condiciones de oscundad; la temperatura
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se alcanzd con un homo de secado Binder ED
53-UL (Tuttlingen. Alemania). El ajuste del
tiempo de mmersion v la concentracion del
TZ se realizé en dos fases; en la pnmera se
evalud una concentracion de 0.1 % de TZ v,
de acuerdo con la morfologia. se realizd un
acondicionanuento en la senulla para pernutic
la entrada de la solucidn. En la segunda fase,
de acuerdo con los resultados en la prueba
anterior, se aumentd la concentracion de
tetrazolio a 1.0 o 1.3 % v se varid el método
de acondicionammento. En las especies que
se presentd tincion en la primera fase no
se realizd la segunda fase La tincidon se
considerd adecuada cuando la zona radicular
v los cotiledones presentaron color rosa; se
prestd especial atencidn a la zona radicular y,
segmdamente. a los cotiledones: s1 el embrion
presenta una tncion no homogénea puede
significar un menor vigor, pero no ausencia de
viabilidad (Da Silva efal. 2012). Un color rosa
claro, no homogeéneo en la radicula o ausencia
de coloracion de los embriones los clasifico
como no viables. A continuacion se explican
los acondicionamuentos utihizados v en la
Tabla 2 se encuentran las caracteristicas de las
pruebas que fueron evaluadas en cada especie:

Sin acondicionamiento (Prueba directa en
semillas): se realizé la prueba directamente
en las senullas sin mngun tipo de
acondicionamiento.

Prueba en embriones: consistio en eliminar
la testa v el endospermo. cuando estuviera
presente. en la semilla para aplicar la prueba
de tetrazolio directamente a los embriones.

Ruptura de la testa: se realizé un onficio
en la testa con ayuda de un objeto coro
punzante como pinzas de punta fina.

Corte basal: se realizd un corte con un bisturi
en el extremo del funiculo de la semilla.

Corte dorsal: se realizo un corte longitudinal
de la semilla sin afectar el embridn.
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En la mayoria de las especies se realizaron
las pruebas en cuatro réplicas de 50 semillas;
debido a poca disponibilidad de material
vegetal en U myricoides se utilizaron tres
replicas de 25 semullas. en H goudotiana
cuatro réplicas de 20 semullas v en C.
buxifolium cuatro réplicas de 15 semillas.

Prueba de germinacion

La germunacion se evalud en cajas de Petnt
con doble papel de filiro en condiciones
controladas por medio de una camara
de germinacién Thermoline (New South
Wales. Australia). Las condiciones de
gemunacion fueron 20/10 °C dia/moche,
con un fotoperiodo ¥ un termoperiodo de
doce horas (Pérez-Martinez ef al. 2014).
La homedad relativa. aunque no fue
controlada, se manfuvo alrededor de 755 %
v fue meonitoreada con un Data Logger
EBCHQ 94150 (China). Una semuilla se
considerd germunada cuando se evidencio la
emergencia de la radicula de 2 mm o mas de
longitud. Se utilizaron cuatro réplicas de 50
semillas. La germunacion fue evaluada cada
tres dias hasta que ceso la germunacion por
tres semanas consecutivas después de haber
germinado la mayor parte de las semillas. Al
final de los ensayos se exanund la presencia
del embrion en las semullas no germinadas.
El porcentaje de germinacion (PG) se calculd
sobre el nimero de semullas con embrnion vy
el fiempo de germunacion mediante el indice
de tiempo medio de germinacion (TMG) por
medio de la ecuacion (Tompsett v Pritchard
1998 Ranal v Santana 2006):

PG:li]*IDD
| Ns

EoL Lk
TMG = EJ_] ni fi/ ZHm

Donde N es el mumero de senullas

gemunadas v N, el ntmero total de senullas

con embridn, ni es el nimero de semullas

germinadas en la medida iésima: # es el




104

tiempo en dias en la medida 1ésima y k es
el tiempo total de germinacidn en dias.

Analisis estadistico

Se realiz6 la prueba de normalidad Shapiro-
Wilk en cada conjunto de datos, seguida de
un analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis
con una confianza del 95 % para evaluar
diferencias significativas entre el porcentaje
germinacion y el porcentaje de senullas
viables segin la prueba de Tetrazolio.
Para la comparacion con la prueba de
germinacion se utilizaron los datos que
arrojaron los mejores resultados en la prueba
de TZ. La prueba de Tetrazolio se considerd
estandarizada cuando el porcentaje de
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embriones tefiidos fue igual o superior
al porcentaje de semullas germinadas. Se
utilizé el programa estadistico StatGraphics®
Centurion XVI version 16.1.11.

RESULTADOS
Prueba de Tetrazolio

La tincién obtenida en los embriones que
mdicé wviabilidad de la semulla fue rosa
oscuro. mientras que los embriones inviables
registraron ausencia de coloracidon en la
radicula y colores rosa palidos esparcidos
por los cotiledones sin un patron homogéneo

(Fig. 1).

| ' '
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Figura 1. Resultados de la prueba de viabilidad con Tetrazolio en una especie por familia evaluada.
Para cada especie se presenta la semilla. el embrion viable y el embrion no viable. a, b, ¢. Puya sp. nov.
aff. horrida (Bromeliaceae): d, e, f. E. grandifiora (Asteraceae): g, h, i. P prostrata (Ericaceae); j, k,1.
H. prostratum (Hypericaceae). m, n, ii. U. myricoides (Myrtaceae): o, p, q. . goudotiana (Rosaceae);
1, s, t. X spiculifera (Salicaceae); u, v, w. C. buxifolium (Solanaceae). Escala=1 mm.
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Las condiciones para realizar la prueba de el proceso de tincidn es la concentracion;
tetrazolio presentaron sumilitud a mvel de  al utilizar tetrazolio al 1 % por 24 horas se
género v familia. En Espelefiala consistencia  alcanzaron viabilidades supenores a 76 %
quebradiza de la testa facilita realizar una (Tabla 2). Estas mismas condiciones
ruptura ligera para penmutir la entrada del permitieron una tincion superior al 80 %
TZ sin necesidad de extraer los embriones; en P ledifolia, por otro lado, gracias a la
para el género el factor que mas influye en  consistencia delgada y papiracea de la testa la

Tabla 2. Condiciones evaluadas para la estandarizacién de la prueba de viabilidad con tetrazolio. Se
evalud 1a concentracidn de tetrazolio TZ (0.1 %, 1 % v 1.5 %), el tiempo de exposicidn a la solucién
(24 v 48 ) v el acondicionamiento de la semilla previo a la prueba. SE= Error estindar.

Prueba 1 Prueba 2
Especie R .
. . Viabilidad . Viabilidad
Condiciones {% + SE) Condiciones (% = SE)
E. barclayana 0,1 % TZ-24 h / Embriones  51.2+2.7 1.0 % TZ-24 h / Fuptura de testa 8356
E. cayetana 0.1 % TZ-24 h / Embriones 12£15 1.0 % TZ-24 h / Fuptura de testa 86,625

E. grandifiora 0.1 % TZ-24 h / Embriones  34.3=2.3 1.0 % TZ-24 h / Ruptura de testa 79.6=2.0

E. kallipii 0.1% TZ-24h/ Embriones  159=07 1.0 % TZ-24 h / Ruptura de testa 76,330
s 1,0% TZ-24h/
P Ledifolia Sin acendicionamiento 86,6+3.3
. 1,0%TZ-24h/ 10%TZ-48hf
P nitida S 37431 S 11,524
P santasii 1,5% TZ-24 h / Embriones o9
Puya sp. nov. 1.0% TZ48h/ i .
o horrida Sin acondici iento 0 1,0% TZ-48 h/ Embriones 3+13
F trianae 1.5% TZ-24h / Embriones 6,553
e 020 15%TZ-24h/Cortebasal 401244
Sin acendicionamiento
1.0% TZ-24h/ " . -
P, prostrata Sin acondicionammiento 2510 1,5% TZ-24 b/ Corte basal 572+32
; 1,0% TZ-24h/ P
V. flovibundum Sin acondici iento 12240 1,5% TZ-24 b/ Corte basal 79,176
01%TZ-24h/ g 1.0%TZ-48hf
H. prostratum Sin acendicionamiento 4. 7L Sin acondicicnamiento 13.241.2
e 1,.0% TZ-24h/ o S
U. myricoides Sin scondici P =0 1.5% TZ-24 h / Corte dorsal 1000

H. goudotiana 1,0% TZ-24 h / Embriones  61.3=7.7
X spiculifera 1.0 % TZ-24 h / Embriones 9729

C. buxifolium 1,0% TZ-24 h / Embriones  98.3=1.7
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prueba se puede realizar directamente en las
semullas sin realizar un acondicionanuento
previo (Tabla 2).

En Puva la tincion fue inferior al 12 % en
todas las especies. incluso al evaluar la prueba
directamente en el embrdn, aumentando el
tiempo de exposicion v la concentracion del
tetrazolio (Tabla 2. Fig. 2).

Para las Encaceas G. anasfomosans, P
prostrata vy V. floribundum, las cuales poseen
una testa delgada pero dura, es necesario
realizar un corte basal en la testa que asegure
la entrada de Tetrazolio, asi como aumentar
la concentracion hasta el 1.5 % para obtener
viabilidades superiores al 40 % (Tabla 2).

En H prostratum no se pudo realizar un
acondicionamiento previo en las semillas
debido a su pequefio tamafio (Figs. 15-1). v
pese a los cambios utilizados en la prueba
solo se alcanzd una tincion de 13.2 %. Por
su parte, U. myricoides presenta un cambio
radical en los resultados en la prueba uno
v dos pasando de 0 % al 100 % de tncion,
donde. s1 bien se modifico la concentracion
del TZ. el factor crucial para obtener tincion
es realizar un corte dorsal en la semulla ya
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que esta presenta una testa extremadamente
dura v probablemente poco permeable (Fig.
1. Tabla 2).

Finalmente H. goudotiana, C. buxifolium v
X spiculifera presentan testas gruesas, duras
v para el caso de las dos ultumas especies,
un abundante endospermo por lo que es
necesario realizar la prueba directamente en
los embriones, conuna concentraciondel 1 %o
para lograr tinciones supeniores al 60 % (Fig.
1. Tabla 2).

Prueba de germinacion

El porcentaje de germinacion vand
drasticamente entre las especies, a pesar de
esto se observa un comportamiento similar
a nivel de familia. Asteraceae fue la familia
que presentd la menor germinacion donde
las especies no superaron el 56 %, ademas
reporta los valores mas bajos como en E.
barclayana 23 % y E. kllipii 24 % (Fig. 2).
En cuanto al ttempo medio de germinacion
este vario entre 24 y 36 dias segiin la especie
(Tabla 3).

La familia Bromeliaceae presentd los
mayores valores de germinacion. con valores
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Ericaceae
Sallcaceae
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Figura 2. Viabilidad por la prueba de Tetrazolio v de germinacion de 17 especies altoandinas. Letras
diferentes indican que se presentaron diferencias significativas entre las pruebas de acuerdo con
Kmskal-Wallis (P < 0.05). Las verticales indican el error estandar (n = 15-50).
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que van desde el 77 al 99 % (Fig. 2). conun
tiempo medio de germinacién promedio de
36 dias (Tabla 3).

En Encaceae las especies mas sinulares
fueron V. floribundum y P. prostrata con un
PG promedio del 37 % y un TMG de 27 dias,
valores que aumentaron en G. anasfomosans
(Tabla 3 v Fag. 2).

En las especies restantes los mayores valores
de germinacion los presentaron C. buxifolium
v UL myricoides, segmdas de X spiculifera v
H. goudotiana todas con valeres superiores
al 30 %: H. prostratum fue la especie que
presentd la menor germunacion (Fig. 2).

En cuanto al TMG este fue muy variable v
dependiente de la especie (Tabla 3).

Comparacién entre la prueba de tetrazolio
¥ la prueba de germinacién.

Para la mayoria de las especies se presenta
umna diferencia en los resultados de viabilidad
obtemdos por las diferentes pruebas. aungue
en general en la prueba de tetrazolio se
presentan los valores mas altos de viabilidad.
En las especies de la familia Asteraceae se
presentaron diferencias entre la viabilidad
obtemda por tefrazolio v con gemmunacion
(P = 0035) (Tabla 3), siendo tetrazolio la
prusba en la cual se presenid una mavor

Tabla 3. Tiempo medic de germinacién (TMG) v variacion del error estindar (SE) presentado en las
pruebas de viabilidad por tetrazolio v germinacion. * = diferencias significativas entre 1a prueba de
germinacion y tetrazolio de acuerdo con la prueba Kmskal-Wallis (P = 0.05).

Especie g}\;g 1(15\]15{); r“‘ggﬁ” Germinacién (SE) P

E. barclayana 33 208 558 199 0.02*
E caystana 15 1.70 250 8.15 0.02%
E. grandifiora 7 622 2,04 430 0,02
E killipii 24 191 302 549 0.02*
P ledifolia 30 3.90 3.55 737 0.02*
P, nitida 33 0,90 3,59 104 0.01*
P santosii 25 0.67 0.00 13.20 0.01*
2?-:;}:' s 3g 0.58 130 184 0.02*
P trianae 48 2.00 525 20,58 0.04*
G. anastomosans 37 323 435 1084 0,04
P prostata 25 455 316 768 0.06

V- flovibundum 20 048 7.64 1311 0.04*
H. prostratum 64 159 1,08 479 0.04*
T e 57 2,54 0.00 491 0.03*
H goudotiana 27 1.62 7,74 10,74 0.56

X spiculifera 75 044 287 20,09 0.56

€ Buexifolivan 0 267 167 412 031
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viabilidad. duplicando o triplicando los
resultados por germinacion (Fig. 2).

En Bromeliaceae tambien se presentaron
diferencias entre las pruebas (P = 0,03)
(Tabla 3), pero en este caso la prueba de
germinacion registrd los mejores resultados
de wviabilidad con diferencias entre el 7 v el
77 % entre pruebas (Fig. 2).

En las especies V. floribundum, P. prostrata
v U. myricoides se obtuvo mejor viabilidad
por la prueba de tetrazolio, sin embargo solo
en V. floribundum v U. mmwicoides estas
diferencias fueron significativas (P < 0,03)
(Tabla 3). Para el caso de G. anastomosans
e H prostratum también se presentaron
diferencias significativas (P = 0,03), pero el
mayor valor de viabilidad se presentd por el
meétodo de germinacion (Tabla 3. Fig 2).

Finalmente en H. goudotiana. X. spiculifera
v C. buxifolium no se presentaron diferencias
entre las pruebas (P = 0,05) (Tabla 3). pero la
prueba recomendada por presentar mejores
valores de viabilidad es tetrazolio (Fig. 2).

En comjunto los resultados de la prusba
por tetrazolio fueron mas precisos ya que
en general se observaron variaciones entre
cero y stete de error estandar, nuentras en
la germunacion estuvieron entre uno v 20

(Tabla 3).
DISCUSION

Se logro estandarizar la prueba de tetrazolio
en 11 de las 17 especies evaluadas, cuyas
condiciones especificas se ilustran en la
Tabla 4 En nuestro caso, las especies
estandanizadas respondieron mejor a la
siguiente condicidn de evaluacién: [1-1.5 %]
TZ, 40 °C vy 24 horas de exposicion. Dichas
condiciones presentan diferencias frente a lo
propuesto por Don (2009). quien recomienda
una temperatura de 30 °C y 18 horas de
exposicion; estas condiciones son efectivas
para especies cultivadas. sn embargo no

Mancipe-Murillo e al.

fueron efectivas en las especies altoandinas
evaluadas, lo cual soporta la necesidad de
establecer nuevos protocolos para evaluar
con precision la viabilidad en los diferentes

grupos de especies (Da Silva ef al. 2012).

A pesar de que los menores valores de
viabilidad por tetrazolio se presentaron
en la concentracion 0.1 %. no se descarta
que puedan ser utilizados en otras especies
altoandinas, va que en diferentes estudios
se han obtenido buenos resultados con esta
concentracion (De Oliverra et al. 2005,
Grzvbowski et al. 2012, Da Silva e al.
2012, Kaiser et al. 2014). lo cual es positivo
va que el uso de menores concentraciones
de TZ conlleva a menores costos y posibilita
una mejor visualizacion de patrones de
coloracion e identificacion de diferentes

tipos de dafio (Franca Neto ef al. 1998).

Un cuarto factor determinante es el
acondicionamiento que se realice en la
semilla antes de su exposicion a la solucion,
lo cual permitira un contacto directo entre
el tetrazolio v el embridon vy disminmra el
tiempo necesario para la tincion (Rao ef al.
2007). Este acondicionamiento dependera
de la morfologia v tamafio de la senulla; en
nuestro caso se observd un agrupamiento a
nivel de familia v género. lo cual sugiere
que las condiciones reportadas en esta
investigacion pueden ser utilizadas en la
evaluacion de otras especies de la familia o
el género (Tabla 4).

No obstante, es de destacar que el pequefio
tamafio de las semullas obliga al analista o
mvestigador a desarrollar habilidad en el
proceso de acondicionamiento y evaluacion
va que es posible que al realizar un corte o
extraer directamente el embridn ocasione
dafios al mismo afectando la lectura de la
prueba, de hecho. algunos autores sefialan el
tamafio de la semilla como una razén para
no realizar acondicionamiento al aplicar la
prueba (Tielbérger v Prasse 2009, Pradhan v
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Badola 2012). tal fue el caso de H. prostratum
v G. anastomosans, especies para las cuales
no se logro la estandarizacion de la prueba;
se recomienda ampliar los estudios hasta
identificar los mejores condiciones de la
prueba ya que estas especies pertenecen a las
familias Hypericaceae v Ericaceae muy bien
representadas en ecosistemas altoandinos
(Galindo-T ef al. 2003, Sklenaf ef al. 20035,
Avella-M ef al. 2014).

De igual manera se recomienda awmentar la
concentracion y tiempo de exposicion en las
especies del género Puya, que tras probar
diferentes condiciones no presentaron la
tincion esperada. En cuanto a la germinacion
también se observé un comportamiento

similar entre géneros v familias. En el caso
de los géneros Espeletia v Pentacalia se
obtuvo una germmnacion menor al 56 %
(Fig. 2). estos resultados pueden indicar
que las semillas presentan algin tipo de
dormancia, en este caso fisiologica, una de
las mas frecuentes (Baskin v Baskin 2004,
2014) v que ha sido ampliamente reportada
para su orden (Baskin v Baskin 2004)
Esta forma de dormancia proporciona
ndicaciones estacionales, asegurando que la
germinacion ocurra solo después de eventos
ambientales especificos (Finch-Savage v
Leubner-Metzger 2006). Este fendémeno
indica que las semillas deben ser sometidas a
tratanuentos pregermunativos para lograr una
buena germinacion, entre ellos se sugiere la

Tabla 4. Método v condiciones recomendadas para evaluar la viabilidad en 17 especies altoandinas.
En 1a prueba de Tetrazolio se indica: 1a concentracion del TZ. la temperatura. el tiempo de exposicion
v el acondicionamiento de la semilla previo a la prueba. En germnacion se indica: 1a temperatura dia/

noche, el fotoperiodo v 1a humedad relativa.

Especie Prueba recomendada Condiciones
E. barclayana Tetrazolio [1 %2]; 40 °C; 24h; Fuptura de testa
E. cayetana Tetrazolio [1 %&]); 40 °C; 24h; Fuptura de testa
E. grandifiora Tetrazolio [1 %a]; 40 *C; 24h; Fuptura de testa
E. lallipii Tetrazolio [1 %&]: 40 °C; 24h; Ruptura de testa
E ledifolia Tetrazolio [1 %&): 40 °C; 24h; Sin acondicionamiento
E nitida Germinacién 20/10+2.5 °C; 12h Luz; HR75 £5 %
P, santosii Germuinacion 20110225 °C; 12h Luz; HR75 £33 %
Puya sp. nov. aff. horrida Germinacion 20/110£2.5 °C; 12h Luz: HR75 3 %
F tianae Germinacion 20M110£25°C; 127h Luz; HR75£5 %
G. anastomosans Gernmunacion 20/10£2.5°C; 12h Luz; HR75 £5%
E prostrata Tetrazolio [1,5 %] ;40 °C; 24h; Corte basal
IZ flovibundum Tetrazolio [1.5 %] :40 °C; 24h; Corte basal
H. prostratum Germinacion 20/110£2.5°C; 12h Luz: HR75 £3 %
LT myricoides Tetrazolio [1.5 %] ;40 °C: 24h: Corte dorsal
H. goudotiana Tetrazolio [1 %a]; 40 °C; 24h; Embricnes
X spiculifera Tetrazolio [1 %]; 40 °C: 24h; Embricnes
C. buoifolium Tetrazolio [1 %a]; 40 °C; 24h; Embricnes

h=Horaz, HE. = Humedad relativa.
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inmersion en hormonas de crecimiento o
la estratificacién en frio (Baskin y Baskin
2014). Por otro lado, un estudio realizado
por Guariguata v Azocar (1988) en Espeletia
fimotensis reporto germinaciones de hasta el
80 % a temperaturas constantes inferiores a
16 °C, lo cual indica que es recomendable
evaluar condiciones de siembra diferentes
a las abordadas en este estudio, teniendo en
cuenta que estas especies pertenecen a la
fammlia mejor representada v abundante en
las zonas de paramo (Sklenai er al. 2003).

Por el contranio uno de los mejores
resultados de germunacion los presento
el género Puya, donde se reportaron PG
superiores al 77 % con tiempos medios de
germunacion relativamente cortos (36 dias).
esto concuerda con lo referenciado por
Vadillo et al. (2004) en P, raimondii. Franco
(2014) en P nitida v Pico-V (2016) en E
loca. quienes encontraron PG entre el 60 %
v el 80 %. Esto indica que las condiciones de
germinacion utilizadas son adecuadas para
las especies que evaluamos y posiblemente
para el género (Tabla 4): sin embargo
es importante resaltar que para algunas
especies la germinacidon en condiciones
de laboratorio tiende a ser mavor que en
condiciones de campo (Guariguata y Azocar
1988). lo cual explica porqué Mora y Vargas
(2007) registraron valores de germinacion
en bancos de semillas por debajo del 1 % en
Puya cryptantha v P. trianae en los paramos
colombianos. Estos resultados evidencian
la importancia de mmplementar estrategias
de propagacion ex sifu en aquellas especies
que de forma in sifu presenten problemas en
su germinacion o reclutamiento como es el
caso de las del género Puya las cuales en su
mayoria son endémicas v presentan alguna

categoria de amenaza (Betancur c2015).

La famuha Encaceae se caractemza por
presentar frutos pequefios en bayas o
capsulas con uvn alto mimero de semillas
pequefias, lo cual, sumado a la dispersion

Mancipe-Murillo et al

principalmente zoocora, le permite contar
con una amplia dispersion, que favorece
junto a su rapida germunacion la colomzacion
de nuevos lugares (Luteyn 2002). Esta rapida
gemunacion se evidencid en las especies
evaluadas, donde los tiempos medios de
germunacion oscilaron entre 25 v 37 dias,
la especie con menor PG fue ¥ floribundum
con 36 %, mmentras G. anasfomosans
presento el mayor PG con 66 % (Fig. 2),
los valores encontrados concuerdan con lo
reportado por Pérez-Martinez et al. (2014)
en su estudio de propagacion en especies
de paramo. En ericaceas la germinacion se
ve afectada por dos factores principales: la
baja viabilidad de los embriones (La Rosa
et al. 2017) la cual puede estar influenciada
por la variacion en el tamafio v los estados
de maduracion de las semillas dentro de
un frute (Chaparro v Becerra 1999, Kloet
v Cabilio 2010. Castro et al. 2012) v la
presencia de dormancia fisiologica en las
semillas (Baskin v Baskin 2004. Herndndez
et al. 2009). lo que hace necesario aplicar
tratamiientos pregerminativos (Magnitskiv v
Ligarreto 2007. Hermandez ef al. 2009).

H. prostrafum fue una de las especies que
presentd la menor germinacion (29 %)
v un TMG de 64 dias (Fiz. 2). este
comportamiento ha sido reportado en otras
especies del género (Macchia ef al. 1983,
Cirak et al. 2007), donde la baja capacidad
gernunativa esta relacionada con la presencia
de dormancia en las semullas y sus altos
requerimientos luminicos (Thompson v
Whatley 1984), por tal motivo se reconmenda
mcluir tratanuentos pregerminativos que
permitan romper la dormancia en la especie.

El resultado de la gemmnacion en UL
myricoides fue similar al encontrado por
Figueroa ef al. (1996) en U. molinae, donde
obtuvieron una germunacion de 82 %. En la
especie H goudofiana la germunacion fue
mucho menor a lo esperado (Pérez-Martinez
etal.2014). de acuerdo con las caracteristicas
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que se observaron de la semullas, presentan
un  embriéon bien desarrollade con
cotiledones gruesos que pueden favorecer
la germinacién, sin embargo la presencia de
una testa gruesa y dura presenta a su vez un
impedimento para la germmacion (Fig. 1),
por lo cual se considera que un corte podria
aumentar este porcentaje.

Finalmente en X spiculifera v C. buxifolium
se presentd una alta gernunacion (Fig. 2).
lo que es de esperarse va que estas especies
presentan un habito herbaceo o arbustivo,
ampha distnbucion (Alford ¢2018. Canal
c2018), alta tolerancia a los disturbios y
tendencia a ser pioneras en los estadios
sucesionales. por lo cual diferentes autores
recomuendan su uso en programas de
restauracion (Acero-Nitola v Cortés-Pérez

2014, Cabrera v Ramirez 2014).

En conclusion los resultados pernutieron
comparar cual método es el mas adecuado
para evaluar la viabilidad de cada una de las
especies (Tabla 4), s embargo, la eleccion
del método dependera del objetive de la
mnvestigacion, s1 solo se requiere conocer la
viabilidad sera suficiente utilizar la prueba
de tetrazolio siempre que se conozcan las
condiciones adecuadas para evaluarla, pero
esta no permite conocer los requerimientos
v potencial de germinacion de las especies.

En comunto estas pruebas permten
identificar condiciones fisiologicas de las
semillas que no podrian ser detectadas al
usarlas de manera individual, por ejemplo
la deteccion de una genminacion menor a
la viabilidad reportada en tetrazolio podria
sugerir la presencia de dormancia no
unificada en las senullas, tal como sucedid
en las familias Asteraceae v Ericaceae (Fig.
2) v sucede en diferentes fanulias presentes
en los bosques altoandmos (Baskin y
Baskin 2004) usada como una estrategia

que le confiere a las especies la capacidad
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de distribuir la geminacién en el tiempo v
adaptarse a las condiciones variables del
ambiente, favoreciendo la supervivencia
v establecimiento de nuevas poblaciones

(Snyder 2006).
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Anexo 2. Registro fotografico de la planta y la semilla de 20 especies de paramo.
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