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SUMMARY

Physiological processes such as seed germination and dormancy under controlled conditions of Andean Forest species are poorly
known. For this reason, the objective of the present study was to evaluate in three forest Andean species: Myrcianthes rhopaloides,
Oreocallis grandiflora, and Weinmannia fagaroides, the pre-germination, chemical and physical treatments in relation to germination
and dormancy. Firstly, the seeds were disinfected and placed in Petri dishes, to evaluate germination with: a) cold stratification, b) hot
humid stratification, ¢) immersion in GA, at 270 ppm and d) acid scarification (immersion in 10 % H,SO,). In a growth chamber under
controlled environmental conditions, germination was monitored for a period of 30 days. The seeds’ physical dormancy was evaluated
by an imbibition test. Morphological dormancy was evaluated using 100 seeds and 20 embryos per species that were extracted and
measured with an electron stereoscope. The results show that the seeds of the species under study increased the percentage and
speed of germination when gibberellic acid was applied compared to the other treatments, while the effect of acid scarification was
significantly lower in all species. Likewise, it was found that the seeds lack physical and morphological dormancy, however, when
analyzing the behavior of the seeds in acid, the presence of a physiological type of dormancy is suggested. These results support the
knowledge of these Andean Forest species for the purposes of conservation and plant production for reforestation.

Keywords: Myrcianthes rhopaloides, Oreocallis grandiflora, Weinmannia fagaroides pre-germination treatments.

RESUMEN

Procesos fisiologicos como la germinacion y dormancia en semillas bajo condiciones controladas de especies forestales andinas
son escasamente conocidos. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar en tres especies forestales andinas: Myrcianthes
rhopaloides, Oreocallis grandiflora y Weinmannia fagaroides, tratamientos pre-germinativos, quimicos y fisicos en relacion con
la germinacion y dormancia. En primer lugar, las semillas fueron desinfectadas y luego colocadas en cajas Petri, para evaluar la
germinacion con: a) estratificacion fria, b) estratificacion caliente humeda, ¢) inmersion en AG, a 270 ppm y d) escarificacion acida
(inmersion en H,SO, al 10 %). En una camara de crecimiento bajo condiciones ambientales controladas se monitore6 la germinacion
durante 30 dias. La dormancia fisica de las semillas fue evaluada mediante una prueba de imbibicion. La dormancia morfologica
se evaluo utilizando 100 semillas y 20 embriones por especie que fueron extraidos y medidos con un estereoscopio electronico.
Los resultados muestran que las semillas de las especies en estudio incrementaron el porcentaje y velocidad de la germinacion
cuando se aplico el acido giberélico en comparacion con los demas tratamientos, mientras que el efecto de la escarificacion acida fue
significativamente menor en todas las especies. Asi mismo, se encontr6 que las semillas carecen de dormancia fisica y morfologica, sin
embargo, al analizar el comportamiento de las semillas en 4cido se sugiere la presencia de una dormancia fisiologica. Estos resultados
apoyan al conocimiento de esas especies forestales andinas con fines de conservacion y produccion de plantas para la reforestacion.

Palabras clave: Myrcianthes rhopaloides, Oreocallis grandiflora, Weinmannia fagaroides tratamientos pre-germinativos.
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INTRODUCCION

Los Andes Tropicales en Sudamérica constituyen uno
de los centros biodiversos mas importantes del planeta
(Rahbek et al. 2019). En esa region se ha identificado apro-
ximadamente 45.000 especies de plantas vasculares con
flores (Myers et al. 2000) que incluyen especies de arboles
nativos y endémicos (Myers et al. 2000, Jadan et al. 2017).
La propagacion efectiva de semillas en especies importan-
tes, permitird contribuir estratégicamente en programas
de conservacion y restauracion. Sin embargo, la informa-
cion sobre la biologia, fisiologia, ecologia y reproduccion
de algunas especies nativas lefiosas son escasamente co-
nocidas; por lo que se requiere desarrollar protocolos de
germinacion (Palomeque et al. 2017, Cavieres ef al. 2017).

No se dispone de protocolos metodolégicos para ger-
minacion de especies nativas andinas como: Myrcianthes
rhopaloides, Oreocallis grandiflora o Weinmannia faga-
roides. Estas especies tienen importancia social, ecologica
y econdmica. Myrcianthes rhopaloides es conocido como
huahual, arrayan, almanegra, chiso, chisa o riso; es una
especie indicadora de caracteristicas ambientales del habi-
tat y exclusiva de los Andes; esciofita, nativa de la region
andina entre 1.500 y 3.800 m s.n.m. y alimento humano,
avifauna, control erosion, proteccion riveras rios y quebra-
das (Jadan et al. 2021); tiene uso maderable, medicinal y
ornamental (Minga 2016, Jadan 2017). Por otro lado, Ore-
ocallis grandiflora conocido como Gaiial, Cucharillo, Ga-
luay o boldo, es una especie de caracteristicas ambientales
del habitat y exclusiva de los Andes, heliéfita efimera, na-
tiva de Pert1 y Ecuador entre 1.500 a 4.000 m s.n.m.; se
usa para cercas vivas y es especie clave para biodiversi-
dad de vertebrados (Jadan et al. 2021); ademas de su uso
como maderable, medicinal, ornamental y artesanal (Min-
ga 2016, Jadan et al. 2017). Finalmente, Weinmannia fa-
garoides conocida como Sarar, Cashco, Encino, Matache
o Sara fino, es una especie indicadora de caracteristicas
ambientales del habitat; exclusiva de los Andes, esciofi-
ta y se distribuye entre 2.200 y 3.300 m s.n.m.; se la usa
para restauracion ecologica y ademas tiene uso maderable
y medicinal (Morales 2010, Minga 2016).

La germinacion y dormancia son procesos fisiologicos
que estan determinados por varios factores endégenos y
ambientales (Di Cecco ef al. 2019) y son las fases inicia-
les y determinantes en la produccion de plantulas Penfield
(2017). Una semilla dormante tiene incapacidad de germi-
nar en un periodo de tiempo bajo cualquier combinacion
de factores ambientales fisicos normales tales como la
temperatura, luz / obscuridad y disponibilidad de oxige-
no (Baskin y Baskin 2007). Se han descrito cinco tipos de
dormancia, la primera es la dormancia fisica, el segundo
tipo se clasifica como morfolégica, el tercero fisioldgica,
el cuarto corresponde a la dormancia morfo-fisiologica y
finalmente, el quinto tipo es la combinada (fisica y fisiol6-
gica) (Baskin y Baskin 2004, Baskin y Baskin 2007, Bas-
kin y Baskin 2014).
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Me¢étodos efectivos para eliminar la dormancia del pri-
mer tipo incluye como ejemplo, los ensayos de estratifica-
cion con calor de Al-Namazi et al. (2020) en D. Viscosa 'y
Wang et al. (2017) en semillas de Cistanche deserticola.
Para el segundo tipo de dormancia no se requiere un trata-
miento per se, sin embargo, Cho et al. (2018) realizo es-
tratificacion humeda en frio a 4 °C en Cicuta virosa. Para
el tercer tipo de dormancia, segun Baskin y Baskin (2007)
y Baskin y Baskin (2014) se requiere tratamientos que
promuevan la germinacion, por ejemplo, la aplicacion de
acido giberélico como en Phoebe bournei (Tiehua y Xiao-
hang 2020). Para el cuarto tipo de dormancia Wang et al.
(2017) reportaron la ruptura de la dormancia en C. deserti-
cola con estratificacion en frio e induccion con Fluridone.

Para llenar vacios de conocimiento y contribuir en pro-
gramas de restauracion, manejo y conservacion in situ 'y
ex situ se desarrolla la presente investigacion, cuyos ob-
jetivos son: 1) evaluar la germinacion y tiempo hasta la
germinacion aplicando cuatro tratamientos pre-germina-
tivos: estratificacion fria, estratificacion caliente himeda,
inmersion en acido giberélico y escarificacion acida, y; 2)
evaluar la dormancia fisica mediante prueba de imbibicion
y dormancia morfologica; ademas, de caracterizar la ubi-
cacion y tipo de endospermo en el embrion.

METODOLOGIA

Area de estudio. El area donde se colectaron las semillas
de las tres especies incluye dos bosques montanos Mazan
(BMz) y Llaviucu (BLL), ambos ubicados en el Parque
Nacional El Cajas en la provincia del Azuay-Ecuador
(figura 1).

Ecologicamente esos bosques pertenecen al Bosque
Siempreverde Montano Alto (Sierra 1999); estan ubicados
altitudinalmente desde los 3.103 a 3.178 m s.n.m. En este
ecosistema dentro de la provincia del Azuay se registra una
precipitacion promedio anual de 1.111 mm. (ETAPA EP,
Estacion meteoroldgica de la laguna de Llaviuco, Empresa
Publica Municipal de Telecomunicaciones Agua Potable
Alcantarillado y Saneamiento). E1 BMz registra una tem-
peratura promedio anual de 10,05 °C, T, de 12,34 °Cy
T ., de 7,25 °C; HR promedio de 94,83 %, HR . registra-
da 100 % y HR . de 71,42 %. El BLL registra una tempe-
ratura promedio anual de 9,66 °C, T , de 12,33 °Cy T .
de 6,88 °C; humedad relativa (HR) promedio de 94,89 %,
HR . de 100 %y HR . de 77,42 %.

Colecta de especies seleccionadas. Los frutos de las tres
especies seleccionadas: M. rhopaloides, O. grandiflora
y W. fagaroides fueron colectados de 8 arboles por cada
especie, distribuidos en todo el contexto de los bosques
Mazan y Llaviucu; se consider6 una distancia minima de
100 m entre si y en cada arbol se cotejaron caracteristicas
fenotipicas superiores como: buen desarrollo de la copa
del arbol, fuste recto, madurez fisioldgica, tamafio y sani-
dad de los frutos.



Desinfeccion de semillas. Las semillas fueron lavadas en
agua corriente durante tres a 10 minutos; a continuacion,
se agrego de tres a ocho gotas de jabon liquido, dependien-
do del tamafio de las semillas y se procedi6 al lavado con
abundante agua destilada. A las semillas se las sumergio
en alcohol por uno a cinco minutos y finalmente se lavaron
con abundante agua destilada.

Pruebas de viabilidad. Se realiz6 una prueba de viabili-
dad, para lo que se elimind la testa de las semillas y extrajo
los embriones; estos fueron sumergidos en una solucioén
de tetrazolio (C ;H,,CIN,) al 1 % por 24 horas en ausencia
de luz y a una temperatura ambiente. Ese procedimiento
permitié evaluar el porcentaje de viabilidad de las semillas
segun el patron de coloracion de los embriones; si los em-
briones reaccionan y tifien de rojo se consideran viables,
caso contrario se consideran no viables ISTA (2007).
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Germinacion — tratamientos — pre-germinativos. Las se-
millas desinfectadas fueron sometidas a los diferentes tra-
tamientos pre-germinativos (cuadro 1). Posteriormente se
colocaron en cajas Petri, sobre papel toalla para la eva-
luacion de la germinacion (figura 2). La protrusion de la
radicula y emision de los dos primordios foliares fueron
considerados como criterios para el conteo de semillas
germinadas y calculo del porcentaje de germinacion de
acuerdo a las normas ISTA (2007).

Diserio experimental y analisis de datos. Para evaluar
la germinacion dentro de cada tratamiento pre-germinati-
vo en cada especie, se utilizé un disefio completamente al
azar con diferentes niveles de analisis (cuadro 1). En cada
nivel se utilizé un total de 100 semillas, distribuidas en
cuatro repeticiones con 25 semillas cada uno (unidad ex-
perimental). Las cajas Petri con las semillas fueron coloca-

Sitios de Estudio
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Figura 1. Ubicacion de los sitios de colecta de semillas en los bosques montanos: Mazan (BMz) con coordenadas 18 S 708064; 9682048
y LLaviucu (BLI) con coordenadas 18 S 705650; 9685499 ubicados en el Parque Nacional El Cajas en la provincia del Azuay, Ecuador.

Location of seed collection sites in montane forests: Mazan (BMz) with coordinates 18 S 708064; 9682048 and LLaviucu (BLI) with coor-
dinates 18 S 705650; 9685499 located in El Cajas National Park in the province of Azuay, Ecuador.

Cuadro 1. Tratamientos y tiempos de exposicion (niveles) aplicados para evaluar la germinacion por cada especie.

Treatments and exposure times (levels) applied to evaluate germination for each species.

Especie

Tratamientos pre-germinativos

Niveles de analisis

Myrcianthes rhopaloides, Estratificacion fria a 4 °C
Oreocallis grandiflora,

y Weinmannia fagaroides

Inmersion en 4cido giberélico AG,a 270 ppm

Escarificacion 4cida (inmersion en H,SO, 1 %)

Estratificacion caliente himeda (enfriar 12h)

7, 14y 21 dias
30,50y 80°C

12, 24,36 y 48 horas
10, 30 y 60 minutos
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M. rhopaloides

O. grandiflora

W. fagaroides

Figura 2. Fotografias que representan la germinacion de semillas de M. rhopaloide, O grandiflora 'y W. fagaroides en cajas Petri,
utilizando varias condiciones de estratificacion con temperaturas, acido giberélico y acido sulfurico.

Photographs representing the germination of M. rhopaloide, O.grandiflora and W. fagaroides seeds, in Petri dishes, using various

stratification conditions with temperatures, gibberellic acid and sulfuric acid.

das en un cuarto de crecimiento a 25 °C, 64 % de humedad
relativa, 12 horas luz y 12 horas obscuridad para su poste-
rior monitoreo de germinacion. La evaluacion se realizo en
un periodo de 30 dias, considerados a partir de la primera
germinacion. En cada especie: M. rhopaloides, O. grandi-
floray W. fagaroides para comparar el efecto de los niveles
dentro de cada tratamiento (prueba de imbibicion, estra-
tificacion fria, estratificacion caliente, inmersion en AG,
y escarificacion acida) se realizd un analisis de varianza
(ANOVA) de un factor. Las variables dependientes fueron
el porcentaje de germinacion y dias hasta la germinacion.
Las distribuciones normales de los datos obtenidos fueron
comprobadas mediante el test Kolomogov-Smirnov con la
correccion de Lilliefors Lilliefors (1967). La homogenei-
dad de varianza fue comprobada a través del test de Leve-
ne (Montgomery y Runger 2003). Se utiliz6 la prueba de
Tukey (Post hoc, P < 0,05) para las comparaciones entre
niveles (cuadro 2), aplicada desde el paquete estadistico
SPSS 16.0 para Windows (SPSS Inc. Released 2007).

La dormancia de las semillas fue identificada en base al
sistema de clasificacion propuesto (Baskin y Baskin 2007).
Para evaluar la dormancia fisica de las semillas se reali-
76 una prueba de imbibicion que consistid en sumergir en
agua destilada las semillas durante 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72
horas Orozco-Segovia et al. (2007). Esto permiti6 identifi-
car la permeabilidad de la testa y su capacidad de absorcion
de agua en intervalos de tiempo progresivos. Esta prueba
fue analizada mediante curvas de regresién con interva-
lo de confianza al 95 % para las medias del tiempo y el
peso ganado de las semillas. La dormancia morfologica se
la evalud en base a la morfologia embrionaria (embriones
subdesarrollados o completamente desarrollados) y em-
briones diferenciados (presencia de cotiledones, hipocoti-
lo-radicula) si los embriones no estuvieron desarrollados
y/o subdesarrollados (pequefios) se clasificaron con dor-
mancia morfoldgica (clave corregida por Baskin y Baskin
2007). Para ello, 100 semillas y 20 embriones por especie
fueron medidos con un estereoscopio OLYMPUS SZ61, el
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que esta dotado de una camara digital INFINITY ANALY-
ZE vy fueron clasificados con base a las caracteristicas de
sus tamafios (largo-ancho) expresados en milimetros (mm),
tipo y ubicacion del embrion y tipo de endospermo.

RESULTADOS

Viabilidad de las semillas (prueba de tetrazolio). La viabi-
lidad de M. rhopaloides fue de 99 %, O. grandiflora 92 %
y W. fagaroides 25 %.

Germinacion con estratificacion fria a 4 °C por 7, 14, 21
dias. Con la estratificacion fria a 4 °C, la germinacion fue
mayor significativamente (P = 0,019) para M. rhopaloides
(figura 3A), que llega a un 91 % de germinacion; para O.
grandiflora puede llegar a un 69 % pero no es significa-
tivo. Para W. fagaroides (figura 3B y 3C) la germinacion
con estratificacion fria es baja 11 %, no se observa res-
puesta significativa, sin embargo, este bajo porcentaje es
similar al porcentaje de viabilidad observado en la muestra
original. En las tres especies, se evidencio una disminu-
cion en los dias hasta la germinacion, conforme el tiempo
de exposicion se incrementaba (figura 3 D, E, F).

Germinacion con estratificacion caliente a 30, 50 y 80 °C
(enfriar hasta 12 h). La germinacion y dias a la germina-
cion, no fueron estadisticamente significativas con la es-
tratificacion caliente para M. rhopaloides 'y O. grandiflora,
se obtuvieron porcentajes de germinacion entre 64 y 70
%. Nuevamente las semillas de W. fagaroides presenta-
ron bajo porcentaje de germinacion (16 %) y diferencias
estadisticas (P = 0,030) entre todos los niveles de la estra-
tificacion (control, 30 °C, 50 °C y 80 °C) (figura 4). De la
misma manera, no hay diferencia estadistica para tiempo
de exposicion en ninguna especie.

Germinacion con dcido giberélico (GA,, 270 ppm) por 12,
24, 36 y 48 horas. Tras la aplicacion del GA, se incremen-
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Figura 3. Promedios + error estandar de semillas germinadas y los dias hasta la germinacion para las especies Myrcianthes rhopaloides
(A, D), Oreocallis grandiflora (B, E) y Weinmannia fagaroides (C, F) tras la aplicacion de los distintos niveles de la estratificacion fria.

(C: Control, 7 dias, 14 dias, 21 dias), n =4.

Means + standard error of germinated seeds and days until germination for the species Myrcianthes rhopaloides (A, D), Oreaocallis
grandiflora (B, E) and Weinmania fagaroides (C, F) after the application of the different levels of cold stratification. (C: Control, 7 days, 14 days,

21 days), n=4.
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Figura 4. Promedios + error estandar de semillas germinadas y los dias hasta la germinacion para las especies Myrcianthes rhopaloides
(A, D) Oreaocallis grandiflora (B, E) y Weinmania fagaroides (C, F) tras la aplicacion de los distintos niveles de la estratificacion

caliente (C: control, 30 °C, 50 °C y 80 °C), n=4.

Means =+ standard error of germinated seeds and days until germination for the species Myrcianthes rhopaloides (A, D) Oreaocallis grandiflora
(B, E) and Weinmania fagaroides (C, F) after the application of the different warm stratification levels (C: control, 30 °C, 50 °C and 80 °C), n = 4.

t6 el numero de semillas germinadas de manera significa-
tiva para todas las especies (cuadro 2). El mayor promedio
de semillas germinadas con 24,75 semillas que indica un
(99 %) se registr6 a las 24 y 48 horas de inmersion en GA,
para M. rhopaloides. A las 36 horas para O. grandiflora se
registraron 24 semillas germinadas (96 %) y a las 48 horas
para W. fagaroides con 14 semillas (56 % de germinacion).

La inmersion en GA, disminuy6 significativamente
(P<0,001) el tiempo de dias hasta la germinacion, para las
tres especies (cuadro 2). Para O. grandiflora los dias hasta
la germinacion fueron estadisticamente significativos para
los niveles control, 12, 24, 36 y 48 horas (P = 0,021). En
W. fagaroides los dias hasta la germinacion para los distin-
tos niveles de la inmersion fueron estadisticamente signifi-
cativas (P =0,001). La inmersion por 36 horas fue el nivel
que menor tiempo presentd hasta la germinacion (15 dias).

Germinacion con escarificacion dcida (H,SO, al 1 %) por
10, 30 y 60 minutos. La variable de respuesta en la germi-
nacion no fue estadisticamente significativa con la escarifi-
cacion acida para M. rhopaloides (germinacion entre 40 y
70 %) y O. grandiflora (20 %). Sin embargo, para W. faga-
roides si se registrd diferencias significativas (P = 0,001)

con un incremento en el promedio de las semillas germina-
das con inmersion por tres y cinco minutos (11,25 semillas
— 45 %). Mientras que para la variable de respuesta dias
hasta la germinacion no se observaron diferencias signifi-
cativas en las tres especies (figura 5 D, E, F).

Tipos de dormancia. Las semillas de las tres especies
estudiadas presentan una testa permeable y por lo tanto
carecen de dormancia fisica. Estos resultados fueron con-
firmados luego de que las semillas fueron embebidas en
agua destilada durante 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas; en
las primeras cuatro horas ya se pudo evidenciar un incre-
mento en el peso de las semillas (> 7 % del peso inicial en
las tres especies). Se observd, ademas, que las semillas de
las 3 especies tienen la capacidad para absorber agua en
intervalos de tiempo progresivos (figura 6). Sin embargo,
para W. fagaroides se registraron dos grupos de semillas;
el primero registré menor ganancia de peso y el otro mayor
ganancia (figura 6B).

Por otro lado, se confirmé que las semillas de O. gran-
diflora'y M. rhopaloides carecen de dormancia morfologi-
ca debido a que los embriones fueron completamente de-
sarrollados y diferenciados con presencia de cotiledones,
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Cuadro 2. Efecto del tiempo de inmersion en acido giberélico (270 ppm) sobre el numero de semillas germinadas en 12, 24, 36 y 48
horas para las especies M. rhopaloides, O. grandiflora'y W. fagaroides.

Effect of immersion time in gibberellic acid (270 ppm) on the number of germinated seeds in 12, 24, 36 and 48 hours for the species

M. rhopaloides, O. grandiflora and W. fagaroides.

Tiempo de inmersion en GA, (h)

Variable
0 12 24 36 48

M. rhopaloides
MNSG 22 ab (88 %) 22 ab (88 %) 24,75 b (99 %) 21,5 a (86 %) 24,75 b (99 %)
MTG 29¢ 30¢ 25,75b 27b 24 a

O. grandiflora
MNSG 20 a (80 %) 23,25 ab (93 %) 22,25 ab (89 %) 24b (96 %) 23 ab (92 %)
MTG 14 b 12,25 ab 13,5 ab 11,52 12 ab

W. fagaroides
MNSG 4,74 a (18,96 %) 8,25 ab (33 %) 7,5 ab (30 %) 4,75 a (19 %) 14 b (56 %)
MTG 21,75b 162 18,25 ab 14,75 a 17,252

MNSG = media del niimero de semillas germinadas, MTG = media del tiempo de germinacion en dias, n = ntimero de repeticiones, P < 0,05.
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A) O. grandiflora
Peso (g) = 0,118 +
(0,019 x t) — (0,000156 X t2);
R?,=0,914; P < 0,001

B) W. fagaroides
Peso (g) =
0,000314 + (0,000029 x t) —
(2,7216E — 7 X t?);
R%,=0,133; P=0,048

(0,019 x t) — (0,000142 x t2);

C) M. rhopaloides
Peso (g) = 0,145 +

R?,=0,886; P < 0,001
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hipocétilo-radicula (figura 7 A, C). En W. fagaroides se
evidencié embriones desarrollados y subdesarrollados.

El tamafio de embriones registrados para O. grandifio-
ra fue de 1,74 = 0,26 mm de largo y de 0,84 = 0,08 mm
de ancho, el embrion es dicotiledoneo (figura 7A). Para
M. rhopaloides el tamaiio de embrion fue de 2,84 + 0,44 mm
de largo y de 1,83 + 0,34 mm de ancho, el embrién o parte
de él es periférico con respecto al endospermo (figura 7B).
En W. fagaroides el tamafio medio de la semilla fue de
0,79 = 0,07 de largo y 0,49 + 0,04 mm de ancho, los em-
briones no se midieron por ser muy pequeiios < 1 mm. El
endospermo para W. fagaroides es deficiente generalmente
un radio E: S de > 0,5, debido a que el embrién es grande
en relacion al endospermo y sus cotiledones no son expan-
didos, el embrion es mas largo que ancho (figura 7C).

DISCUSION

Viabilidad y germinacion. La respuesta de las semillas de
las especies Myrcianthes rhopaloides, Oreocallis grandiflo-
ra'y Weinmannia fagaroides a los diferentes tratamientos de
este estudio permite determinar caracteristicas relacionadas
con su germinacion y dormancia. La importancia de enten-
der estos mecanismos se basa en las implicaciones para su
conservacion, reproduccion y/o restauracion ecologica una
vez que las tres especies estan dentro de las 15 especies
representativas de los bosques secundarios alto andinos
del Azuay-Ecuador (Jadan et al. 2017, Jadan et al. 2021).

La prueba de viabilidad de tetrazolio Franga-Neto ef al.
(2019) es efectiva y demuestran el buen estado fisiologico
de las semillas en estudio de M. rhopaloides y O. grandi-
flora, sin embargo, la muestra de W. fagaroides presenta
una viabilidad inicial baja. El porcentaje de germinacion
obtenido bajo estratificacion fria, caliente y acida reflejan
la tendencia establecida con el tetrazolio.

Sin embargo, son un poco mas bajas en relacion a da-
tos de germinacion reportados por Limaico Torres (2018)
para M. rophaloides (82,5 %) o Palomeque et al. (2017),
para las especies: O grandiflora (43 'y 91 %) y M. ropha-

L =0.83 mm

L= 1.08 mm

) \\m
L=0.51 mm

L"“-.,
)
4 L= 0.83 mm
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loides (36 y 98 %), aunque en estas investigaciones no se
describe el método de germinacion utilizado, dificultando
la comparacién con este estudio. De cualquier manera, si
consideramos que la prueba de tetrazolio se basa en un
muestreo aleatorio, existe la posibilidad de que la germi-
nacion intermedia de O. grandiflora se deba a la calidad
de la muestra total, una vez que esta especie tiene una baja
fructificacion e incluso de frutos abortivos Cardenas-Calle
(2020). La baja germinacion en W. fagaroides esta rela-
cionada con el estado fisiologico inicial de la muestra de
semillas (resultados de tetrazolio). También existe la posi-
bilidad de que la baja germinacion pueda estar relacionado
con la presencia de semillas vanas o vacias en la mues-
tra, debido a la biologia reproductiva de las especies, por
ejemplo, la autopolinizaciéon que es causa principal para el
desarrollo de semillas vanas dado el incremento de genes
letales y como consecuencia, la muerte de los embriones
Willson (1983).

Estratificacion de temperaturas. Las condiciones optimas
de germinacién de cualquier semilla estdn relacionadas
con las condiciones climaticas en las que se desarrollan
naturalmente Diirr ef al. (2015). Las tres especies de este
estudio se desarrollan en temperaturas maximas entre 14y
16 °C y minimas entre 3,8 y 5,2 °C (Jadan et al. 2021). Sin
embargo, contrario a lo que se espera en las especies estu-
diadas, la aplicacion de la estratificacion fria a 4 °C duran-
te 7, 14 y 21 dias disminuye el porcentaje de germinacion
para O. grandiflora'y W. fagaroides mientras que se incre-
menta en M. rhopaloides. Segin Dey et al. (2019) factores
como la temperatura, la humedad y los tiempos de expo-
sicién son importantes tanto para inducir la dormancia de
las semillas como para romperla. Es posible entonces que
la temperatura baja, induce a dormancia a las especies O.
grandiflora y W. fagaroides. En vista de que los procesos
ecologicos de adaptacion de las especies tienden a que la
germinacion suceda en las mejores condiciones para ase-
gurar su reproduccion Bareke (2018) y adaptarse asi a los
cambios ambientales Donohue et al. (2010).

“L o
'L=0.71 mm

Figura 7. [lustracion de las semillas y embriones de las especies: A) O. grandiflora (Proteaceae), B) W. fagaroides (Cunoniaceae), y

C) M. rhopaloides (Myrtaceae).

Illustration of seeds and embryos of the species: A) O. grandiflora (Proteaceae), B) W. fagaroides (Cunoniaceae), and C) M. rhopaloides

(Myrtaceae)
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Por otro lado, se ha reportado que la estratificacion con
calor himedo mejora significativamente la germinacion de
semillas de varias especies (Rodrigues-Junior et al. 2014,
Botsheleng et al. 2014). No obstante, en el presente estu-
dio los tratamientos con escarificacion caliente no mejoran
la germinacién en ninguna de las tres especies. Este com-
portamiento resulta similar para especies forestales tales
como Pycnanthus angolensis, Terminalia superba, Man-
sonia altissima y Pterygota macrocarpa cuyas semillas
no tratadas y que se mantenian en inmersion de agua a
temperatura ambiente producen una mayor tasa de germi-
nacién en comparacion con las tratadas en agua a 100 °C
por 12y 24 horas Akaffou et al. (2021). Altas temperaturas
y tiempos prolongados de exposicion (12 y 24 h) dafian el
embrién y vuelven a una semilla inviable (Miiller et al.
2017, Akaffou et al. 2021).

Inmersion en dcido giberélico GA, En este estudio, al
aplicar acido giberelico AG, la germinacion muestra un
incremento significativo y reduccion significativa en el
numero de dias hasta la germinacion en las tres especies.
Estos resultados coinciden con Grzesik et al. (2017),
Linkies y Leubner, (2012) y Di Cecco et al. (2019) quie-
nes afirman que el AG, no solo promueve la germinacion
de las semillas, sino que se considera un método facil,
eficaz y barato para romper la dormancia. Los acidos gi-
berélicos (AGs) son potentes estimuladores de la germi-
nacion de las semillas y capaces de contrarrestar el efec-
to del acido abscisico (ABA) (Linkies y Leubner 2012).
El ABA es una fitohormona inhibidora de la germinacion
de la semilla durante la maduracion del embrion, origi-
nando la dormancia de las semillas en muchas especies
de plantas Penfield (2017); por lo tanto, el inicio de la
germinacion depende de la proporcion de ABA y AG,
presentes en las semillas. El AG, activa varios procesos
fuertemente correlacionados con la induccion, el man-
tenimiento y la ruptura de la dormancia en semillas ma-
duras, ademas, de la expansion y desarrollo del embrion
y la movilizacién de reservas de nutrientes almacenadas
Chen et al. (2008).

Escarificacion en acido sulfurico. La escarificacion acida
con éacido sulfurico (H,SO,) al 1 %, no es efectiva para la
germinacion de M. rhopaloides y O. Grandiflora ya que
a mayor tiempo de exposicion disminuye la germinacion
de las semillas. En ciertos casos este tratamiento reduce
la germinacion de las semillas, en relacion a los controles
en los estudios de Naim et al. (2015) en Crotalaria sene-
galensis, o Mandujano et al. (2005) en Opuntia rastrera.
Esta disminucion en la germinacién puede deberse a la
penetracion del 4cido dentro de la semilla ocasionando un
dafio fisico o quimico al embrion Zarchini et al. (2011).
Se afirma, considerar la temperatura, la concentracion del
acido, la duracion del tiempo en remojo y el tipo de semi-
lla cuando se trabaja con escarificacion acida (Warakago-
da y Subasinghe 2015). Las concentraciones y los tiempos
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de exposicion utilizados en este estudio posiblemente no
son los adecuados y causan dafios a los embriones de las
semillas.

Dormancia. Las semillas de M. rhopaloides, O. grandi-
flora'y W. fagaroides muestran absorcion de agua al poco
tiempo después de ser embebidas, lo cual indica permea-
bilidad de la testa. Orozco-Segovia et al. (2007) indican
que las pruebas de imbibicion son los tinicos métodos para
saber si las semillas tienen o no una capa permeable. Bas-
kin y Baskin (2007, 2014) indican que la dormancia fisica
de la semilla es causada por capas impermeables externas
de las semillas, es decir, que los resultados de imbibicion
sugieren que las especies estudiadas no presentan este tipo
de dormancia.

En relacion a la dormancia morfologica, Baskin y Bas-
kin 2007 manifiestan que se da cuando existen embriones
subdesarrollados, inmaduros y no desarrollados en térmi-
nos de tamaio. Las caracteristicas del tamaiio de los em-
briones de este estudio permiten clasificar a las semillas
de O. grandiflora, M. rhopaloides y W. fagaroides con
embriones desarrollados, lo que confirma que las tres es-
pecies carecen de dormancia morfolégica. La dormancia
morfologica atrasa el crecimiento del embrion, desarrollo
y actividad fisica de la semilla a causa del descenso de
la actividad metabolica (Baskin y Baskin 2007, Baskin y
Baskin 2014).

La dormancia fisiolégica es la razon principal para que
una semilla embebida no logre germinar a pesar de tener
embriones completamente desarrollados Orozco-Segovia
et al. (2007). Por lo tanto, los resultados de la germinacion
tras la aplicacion de acido giberélico, sugieren la presencia
una dormancia fisiologica para las tres especies. Baskin y
Baskin 2007, Baskin y Baskin 2014 manifiestan que las
semillas con dormancia fisiologica son permeables al agua
y tienen un embrion completamente desarrollado con un
mecanismo de inhibicion fisiologico que previene la emi-
sion de la radicula.

CONCLUSION

En conclusion, nuestros resultados permiten compren-
der las caracteristicas de germinacion y dormancia en se-
millas de 3 especies nativas de importancia ecologica para
los Andes: M. rhopaloides, O. grandifloray W. fagaroides.
El tratamiento pregerminativo con acido giberélico mues-
tra un incremento significativo en los porcentajes y velo-
cidad de germinacién por lo que puede ser recomendado
para la propagacion de las dos primeras especies. El caso
de W. fagaroiedes necesita ser estudiado a mas profundi-
dad, una vez que la muestra original no tiene mucha viabi-
lidad y la germinacion refleja esta caracteristica. Ninguna
de las especies presenta dormancia fisica, ni morfologica,
pero si se sugiere la presencia de dormancia fisioldgica,
aunque se requiere de futuros ensayos para confirmar y
validar estos resultados.
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