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Resumen
Macleania rupestris, es un arbusto frutal no domesticado de la familia Ericaceae, habita en los

ecosistemas de paramos y sub paramos andinos, es considerado importante para alimentar
a personas y animales. Su semilla pequefia complica su propagacion y no existe suficiente
informacién acerca del almacenamiento de su germoplasma ex situ. El objetivo del trabajo fue
evaluar la germinacién de semillas de M. rupestris luego de su almacenamiento por 2,4y 6
semanas a diferentes temperaturas (Temperatura ambiente (TA), -18°C, 4°C) en 3 estados
de madurez del fruto (tierno, semi maduro, maduro). Se desarrollaron 3 experimentos por
separado, uno por cada estado de madurez. Los mayores porcentajes de germinacion previo
al almacenamiento se registraron en el estado semi maduro, mientras que las semillas
obtenidas de frutos en estado tierno presentaron mayor germinacion luego de la conservacion.
Las semillas obtenidas de frutos tiernos, independientemente de la temperatura de
almacenamiento presentaron mayor germinacion luego de ser conservadas por 4 semanas.
Las semillas de frutos semi maduros almacenadas por 4 semanas, tuvo diferencias
estadisticamente significativas a -18 °C (64,67%), y a 4 °C (63,82%) por 6 semanas. Las
semillas de frutos maduros almacenadas por 6 semanas a -18 °C, presentaron mayor
germinacion (66,03%), no obstante, este no fue significativamente diferente del porcentaje
alcanzado a 4 °C. Las semillas de M. rupestris podrian ser conservadas teniendo en cuenta

gue conforme pasa el tiempo la viabilidad puede verse reducida.
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Abstract
Macleania rupestris is an undomesticated fruit shrub from the Ericaceae family. It inhabits the

Andean paramo and subparamo ecosystems and is considered important for feeding both
humans and animals. Its small seed complicates its propagation, and there is insufficient
information regarding the ex situ storage of its germplasm. The objective of the study was to
evaluate the germination of M. rupestris seeds after storage for 2, 4, and 6 weeks at different
temperatures (room temperature, -18°C, 4°C) in three maturity stages (immature, semi-
mature, mature). Three separate experiments were conducted, one for each maturity stage.
Additionally, it is important to consider the fruit's maturity stage and storage time to select the
appropriate conservation method. The highest germination percentages were obtained from
semi-mature seeds prior to storage, while after storage, higher germination rates were
observed in the immature stage. For the immature stage, regardless of the storage
temperature, seeds stored for 4 weeks showed higher germination rates as there were no
statistically significant differences. The semi-mature seeds stored for 4 weeks had statistically
significant differences at -18°C (64.67%) and 4°C (63.82%) for 6 weeks. The seeds from
mature fruits stored for 6 weeks at -18°C exhibited higher germination (66.03%), although this
was not significantly different from the percentage achieved at 4°C. The seeds of M. rupestris

could be conserved considering that viability may decrease over time.

Keyword: plants, germination, maturity, temperature, time
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1. Justificacion

La conservacion de recursos fitogenéticos es primordial para la alimentacion y la
agricultura, incluyendo la conservacion de especies tradicionales y silvestres nativas. En
Ecuador la conservacion de recursos fitogenéticos se ha enfocado principalmente en
especies cultivadas y sus parientes silvestres, como una estrategia de apoyo a la
seguridad alimentaria nacional, mediante estrategias como la conservacion ex situ de

semillas en bancos de germoplasma (Rao, 2004).

Los bancos de germoplasma nos permiten mantener el material biolégico (semillas,
explantes, estacas) en condiciones ex situ, para conservar la biodiversidad a largo plazo
(Alvear, 2021). En el Banco de germoplasma del Ecuador se almacena
aproximadamente 28.000 accesiones de especies cultivadas y silvestres para asegurar
su conservacion (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias, 2021). Respecto
a la temperatura de conservacién de semillas, las normas para bancos de germoplasma
(FAO & IPGRI, 1994), sugieren conservar las semillas ortodoxas en camaras a -18 °C

para almacenamiento a largo plazo.

Por otra parte, dentro del marco legal e institucional ecuatoriano, establecen leyes que
fomentan la conservacion de material fitogenético, como la “Ley Organica de
Agrobiodiversidad, Semillas y Fomento de la Agricultura Sustentable” (2017), cuyo
objeto es proteger, revitalizar y multiplicar los recursos fitogenéticos; asegurar la
produccién, acceso libre y permanente a semillas de calidad y variedad, mediante el
fomento de la investigacion cientifica y gira entorno al fortalecimientos y conservacion
de semillas (Ley organica de Agrobiodiversidad, semillas, y Fomento de la Agricultura
Sustentable, 2017, art 1).

Macleania rupestris, conocida localmente como joyapa, es una especie promisoria de
los paramos y subparamos andinos del Ecuador perteneciente a la familia Ericaceae.
Tradicionalmente, sus frutos frescos se comercializan durante las épocas de cosecha,
los que son apetecidos por su contenido de azlcares, minerales y capacidad
antioxidante (De Valencia & De Catrrillo, 1991).

Pese a que este frutal andino no domesticado es un recurso fitogenético nativo con

potencial para el aprovechamiento sustentable por parte de comunidades locales y

Camila Vanessa Enriquez Fernandez- Katherine Jazmin Tenecela Quinde
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ademas un recurso ecoldgicamente importante, es una especie de la que se conoce

10

muy poco en nuestro pais. Calvo, 2012, reporta que el estado de madurez en qué se
encuentra el fruto recolectado influye en la calidad fisiolégica de la semilla, y en su
capacidad germinativa. Buitrago et al. (2015) mencionan que frutos de Vaccinium
meridionale Swartz, recolectados en estado semi maduro y maduros presentan mayor
porcentaje de semillas viables, contrario a lo encontrado en semillas tiernas o verdes.
No obstante, es necesario generar mas informacion que permita el desarrollo de
estrategias de manejo y conservacién (Lagos et al., 2010). Como un aporte para
establecer estrategias apropiadas de conservacion ex situ de semillas de joyapa en
bancos de germoplasma, este proyecto plantea evaluar la germinacion de semillas de
M. rupestris luego de su almacenamiento por 2, 4 y 6 semanas a diferentes temperaturas

y en tres diferentes estados de madurez (tierno, semi maduro y maduro)

Camila Vanessa Enriquez Fernandez- Katherine Jazmin Tenecela Quinde
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Evaluar la germinaciéon de semillas de Joyapa (Macleania rupestris) luego de su

almacenamiento en diferentes tiempos, temperaturas y estados de madurez.

2.1.1 Objetivo especifico

Evaluar el efecto del estado de madurez de frutos de Joyapa (tiernas, semi maduras,
maduras) y en la capacidad germinativa de su semilla.

Evaluar el efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento en la capacidad

germinativa de semillas de Joyapa por cada estado de madurez.

3. Revisién de literatura

3.1 Importancia de la conservacion de germoplasma
Los recursos fitogenéticos son primordiales para la alimentacién y la agricultura ya qué

sostienen la seguridad alimentaria del presente y consecuentemente de las futuras
generaciones. La preocupacion por la pérdida de variedades de plantas silvestres y
cultivadas, debido a la introduccion de cultivos mejorados en la agricultura moderna,
condujo a la creacién de una estrategia global de conservacién. Esta estrategia busca
proteger y preservar la diversidad genética de las plantas para garantizar su
supervivencia a largo plazo (Lobo & Medina, 2009).

Rao (2004) explica qué la conservacién de material vegetal es de vital importancia, la
humanidad depende para su alimentacion de cultivos agricolas y horticolas, asi como
del desarrollo de nuevas medicinas y otros productos derivados, ademas, su papel es
fundamental en el funcionamiento de los ecosistemas naturales. Magos et al. (2008)
indican que las variantes silvestres interactian con los cultivos, por lo tanto, también
deben ser conservadas, debido a que representan un conjunto importante de recursos

genéticos con potencial aprovechable.

3.2 Descripcién de la familia Ericaceae
Esta familia esta constituida por aproximadamente 125 géneros y 4.500 especies

identificadas, distribuidos en todos los continentes excepto en Antartica (Salinas et al.,
2005). La familia Ericaceae en el Ecuador esta compuesta por 22 géneros y 221
especies, siendo 98 especies endémicas del pais, lo que la hace una de las familias con
mayor endemismo en el Ecuador (Ledn et al., 2012). Los Andes tropicales tienen la
mayor cantidad de especies endémicas del mundo, y la conservacion alli es de suma

importancia, ya que la regidn también tiene los niveles mas altos de amenaza (Luteyn &
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Pedraza, 2014); algunos géneros de plantas como Vaccinium, Macleania y Cavendishia
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yacen en regiones montafiosas y producen frutos comestibles (Veloza et al., 2014).

La familia Ericaceae es parte del componente floristico de los bosques andinos
amazobnicos, juega un rol ecoldgico importante dentro de los bosques de neblina por ser
alimento para especies de aves y mamiferos (Huamantupa & Cuba, 2011), asi como
para las comunidades andinas que han recolectado sus frutos tradicionalmente de
poblaciones silvestres, de estas especies con potencial de cultivo, solo una parte han

sido domesticadas (Veloza et al., 2014)

3.3 Descripcion de Macleania Rupestris
M. rupestris es conocida cominmente como Joyapa en Ecuador o uva camarona en

Colombia (Calvo, 2012). Se distribuye desde Nicaragua hasta Perl incluyendo a
Colombia, Venezuela y Ecuador, esta especie crece en estado silvestre, en un rango
altitudinal de 2000 a 4267 msnm en suelos acidos y bien drenados (De la Torre et al.,
2008). Se desarrollan en los Andes ya que requieren de ambientes montafiosos frios,
humedos, en zonas rocosas, bosques, asi como también cerca de las carreteras o
volcanes en actividad, son resistentes a heladas y vientos fuertes (Gonzalez &
Gonzalez, 2014).

M. rupestris es un arbusto terrestre o epifito de 0,6 a 2,5 m de altura con hojas simples,
alternas, de color rojo cuando estas son jévenes y de color verde claro cuando maduran
(Abril, 2010). Su fruto presenta forma globosa y color purpura, con un didmetrode 1 a 2
cm y gran cantidad de semillas (98-150), contiene vitamina C, taninos, niacina,
riboflavina, acido benzoico y ascoérbico idéneos para el consumo (Corzo, 2014). Sus
flores son de color rosa o rojo y tienen un limbo de céliz en forma de campana tipico de
la familia Ericaceae y se forman en ejes secundarios y no se desarrolla flor terminal (De
Lozano & De Valencia, 1992). La semilla tiene una longitud de 2.5 mm, ovoide,

endospérmica y testa formada por sarcotesta (De Valencia & De Carrillo, 1991)

3.4 Métodos de conservaciéon de semillas
Uno de los objetivos de la conservacion de semillas es contar con una alternativa al

problema alimentario mundial, lo que demanda condiciones idoneas para mantener y
preservar las semillas del ataque de plagas y enfermedades durante su almacenamiento
(FAO, 1982).

Entre los principales factores que afectan en el almacenamiento de semillas estan la
humedad del producto almacenado o del ambiente, las impurezas o dafios fisicos en las

semillas, la presencia de bacterias, hongos e incluso ciertos roedores, ademas, las
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condiciones ecologicas de la region, como el clima calido y humedo, acelera la
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respiracion de los granos y semillas favoreciendo el desarrollo de insectos y hongos,
pero sobre todo caracteristicas inapropiadas de la infraestructura influyen
significativamente en su conservacion (Hernandez et al., 2009)

En los dltimos afios, surge la preocupacion mundial por la pérdida de material genético
y por conservar los recursos fitogenéticos, como una accion mundial se han establecido
bancos de germoplasma con el rol de conservar, mantener el material genético propio
de una region y asegurar su disponibilidad, esto implica capturar la maxima variabilidad
genética con métodos de recoleccion, seguido por técnicas de conservacion, y

finalmente la regeneracion sin causar pérdidas en el transcurso del tiempo (Rao, 2004).

3.4.1 Método in situ

La conservacion in situ consiste en proteger y recuperar las especies en sus
ecosistemas naturales, es decir, mantenerlas en los sitios en donde han desarrollado
sus caracteristicas (Baena et al., 2003). La conservacion in situ significa conservar en
el lugar, por ejemplo, en bosques, fincas o en lugares valiosos de gran interés por su

flora y fauna silvestre (Gamez et al., 2014).

3.4.2 Métodos ex situ

La conservacién ex situ de diversidad especifica y genética tiene como objetivo
conservar recursos genéticos de especies bajo condiciones favorables para prolongar
su supervivencia (Niculcar et al., 2015)

Una manera para llevar a cabo esta conservacion son los bancos de germoplasma, los
cuales deben mantener la variabilidad de genotipos qué pertenecen a las variedades
locales o qué el agricultor maneja en su finca, cultivares comerciales mejorados,
genotipos del conjunto silvestre-maleza, variedades con potencial de desarrollo, asi

como especies en peligro de desaparecer (Plucknett et al., 1992).

3.5 Métodos de conservacion en semillas de Ericaceae.
Hernandez et al. (2009) reportan que en Vaccinium meridionales wartz (Mortifio) la

semilla debe tener rangos de contenido de humedad de 5 a 10% para conservarlas a

largo plazo.
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3.6 Efecto del estado de madurez de la semilla en la germinacién.
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Para conservar semillas generalmente se deben considerar factores como la
temperatura, humedad y tiempo de almacenamiento (Berkelaar, 2005). También el
estado de madurez en qué se encuentra el fruto recolectado influye en la calidad
fisiolégica de la semilla, y en su capacidad germinativa (Calvo, 2012). Buitrago et al.,
2015, reportan que en frutos de Vaccinium meridionale Swartz, recolectados en estado
semi maduro y maduros, 0 con mayor pigmentacion de epidermis, presentan mayor
porcentaje de semillas viables, contrario a lo encontrado en semillas tiernas o verdes,
gue posee embriones pequefios con relacion al tamafio de fruto.

La maduracion del fruto implica cambios externos e internos, como el sabor y la textura
al momento que completa su crecimiento. En la fase de desarrollo del fruto, el pericarpio
cambia el color, disminuye el contenido de almidon, la concentracibn de azlcar
aumenta, y se reducen los acidos presentes en el fruto. Culminada esta fase, el fruto
presenta sensibilidad a las condiciones del medio, pierde el control metabélico e inicia
su senescencia (Agusti, 2004).

Gallo (1993) indica que existen tres grados de madurez de los frutos qué son
comunmente manejados: madurez fisiol6gica, madurez de consumo y madurez de
cosecha. La madurez fisiolégica, es cuando la fruta esta en su maximo estado de
crecimiento y desarrollo, y absolutamente todas sus partes estan formadas, maduras y
en capacidad reproductiva. Las semillas con estado de madurez fisiol6gica presentan el
mas alto nivel de calidad fisioldgica, al contrario, en el proceso de envejecimiento de la
semilla ocurre transformaciones degenerativas qué disminuyen la calidad o vigor de la
misma (Alizaga, 1989). Buitrago et al. (2015) demostraron la incidencia del estado de
madurez en la germinacién en Vaccinium meridionale (Mortifio), estableciendo 5
estados de madurez de acuerdo al color de la epidermis del fruto, las semillas del estado
de madurez 3 (100% rojo) presentaron mayor porcentaje de vialidad con una diferencia
de 10% con &cido giberélico frente al testigo. Los primeros y ultimos estados de
madurez, mostraron los porcentajes mas bajos de germinacion, esto puede ser
explicado debido a que, en ciertas especies, las semillas que acaban de madurar
contienen embriones que son mucho mas pequefios en comparacion con el tamafo de
la semilla, y tienen una gran cantidad de endospermo. Incluso si estos embriones
poseen cotiledones y una radicula distinguible, necesitan crecer hasta una longitud

critica antes de que la radicula pueda emerger de la semilla (Walck et al., 2002).
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Resultados similares evidenciaron Tovar et al. (2014) en Arbutus xalapensis kunth,
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quienes concluyen que el estado de madurez de fruto influye sobre la germinacion de
semillas, reportando qué a mayor madurez de las semillas menor porcentaje de

germinacion.

3.7 Efecto del tiempo en la conservaciéon de semillas
El tiempo de conservacién de semillas es crucial ya que la viabilidad disminuye al

aumentar el tiempo (Garcia et al.,2013), ese es el caso en semillas de la especie
forrajera zamota (Coursetia glandulosa) ya que pierde su viabilidad a partir del segundo
y tercer afio de almacenamiento, y después de tres afios, la pérdida es total (Sanchez
etal., 2011).

3.8 Efecto de temperatura en la conservacion de semillas

El almacenamiento de semillas depende de tu tipo (ortodoxas, recalcitrantes o
intermedias). Gentil (2001), indica que las semillas ortodoxas poseen un contenido bajo
de humedad menor al 15%, y toleran una deshidratacién hasta de 5%, pueden ser
almacenadas a temperaturas bajo cero durante afios dependiendo de la especie. Al
contrario, las semillas recalcitrantes poseen un alto contenido de humedad, pierden su
viabilidad después de secarse o congelarse a -20°C. Las semillas intermedias presentan
mayor longevidad y tiene una vida Gtil de 5 afios si se lo almacena a -20°C con 45 o 65
% de humedad relativa (Walters & Maschinski, 2020). La temperatura y el contenido de
humedad de la semilla, intervienen en su tasa de envejecimiento y conducen al bajo
potencial germinativo, adicionalmente, el almacenamiento de semillas, en condiciones
Optimas a largo plazo, reduce la capacidad de germinacion por envejecimiento (Patifio
etal., 2019).

3.9 Importancia de las Giberelinas en semillas.
Las giberelinas son catalogadas como fitorreguladores, son esencialmente hormonas

gué regulan el crecimiento vegetal en los procesos metabdlicos de la planta, en la
germinacion actian como promotores de la regulacién enzimética. Esta hormona se
sintetiza en las partes jovenes de la planta, asi como en raices y semillas (Ramos et al.,
2010).

El acido giberélico (AG3) actua en el control y promocion de la germinacion de las

semillas; tiene la capacidad de romper la latencia de las mismas y puede reemplazar la

Camila Vanessa Enriquez Fernandez- Katherine Jazmin Tenecela Quinde



UCUENCA

necesidad de estimulos ambientales, tales como luz y temperatura (Saldivar et al.,
2010).

En semillas de Vaccinium meridionale (mortifio), se obtuvo un mayor porcentaje de
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germinacion con la aplicaciéon de AG3 en concentracién de 200 mg | %, en comparacion
al testigo en diferentes estados de madurez y en semillas maduras la germinaciéon con
AG3 en la misma dosis fue notablemente superior en comparacion al tratamiento control
(Buitrago et al., 2015). Taiz & Zeiger (2006) explican que la maduracion de frutos esta
influenciada por el incremento de 4cido abscisico, el cual también actia como regulador
de dormancia de semilla, por el contrario, el AG3 actia como antagénico de ABA y

promueve su germinacion.

4. Materiales y métodos

4.1 Areade estudio.
La investigacion se desarrolld en el Laboratorio de propagacion in vitro de plantas de la

facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.
El material vegetal se obtuvo en los cantones Paute- Guachapala y Sigsig (Parroquia

Jima) de la provincia del Azuay.

4.2 Recoleccion de semillas.
Se recolectaron en campo frutos de M. rupestris, basados en el color y textura éstos se

clasificaron en tierno (suave y color verde), semi maduro (suave tornandose color
violeta) y maduro (suave y color morado intenso) como se indica en la Figura 1. Se
realizé la extraccion y despulpado de las semillas en sus diferentes estados de madurez,
estas se dejaron secar a la sombra sobre una cartulina por 72 horas. Las semillas secas
fueron almacenadas en tubos de polipropileno de 1.5 ml y respectivamente etiquetadas

con datos referentes a la fecha de almacenamiento, estado de madurez y temperatura.
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L340

Figura 1.
Estados de madurez de frutos de Macleania rupestris
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(A) Frutos en estado tierno. (B) Frutos en estado semi maduro. (C) Frutos en
estado maduro.

4.3 Division de lotes
Se obtuvo un lote homogéneo de semillas para cada estado de madurez (tierno, semi

maduro, maduro) cada uno de estos fue dividido en 10 sublotes. Previo al
almacenamiento de las semillas en las diferentes temperaturas, se realiz6 la siembra de
un sublote por cada estado de madurez, que sirvio como control. Para el tratamiento de
control se sembraron 4 repeticiones sin AG3 y 4 repeticiones con AG3, los sublotes de
semillas restantes fueron almacenados a 3 diferentes temperaturas (temperatura
ambiente, 4°C y -18°C) colocando 3 sublotes (tubos de polipropileno de 1.5 ml) por

estado de madurez y temperatura.

4.4 Desinfeccion de semillas
Previo a la siembra en cajas Petri, las semillas se sometieron a una desinfeccion, para

ello fueron sumergidas en una solucién de etanol al 70 % por tres minutos, luego por 10
minutos en una solucién de hipoclorito de sodio al 2.5 % + 2 gotas de Tween 20 y
finalmente se lavaron 3 veces con agua destilada estéril para eliminar los residuos de
hipoclorito de sodio. Por el pequefio tamafio de las semillas este proceso se realizo
dentro de una jeringa de 60 ml, todo este proceso se realiz6 en la cabina de flujo laminar

para evitar cualquier tipo de contaminacién (Torres et al., 2010).

4.5 Ensayo de germinacion
Previamente se esterilizaron en autoclave a 120°C y 1 atm de presion cajas Petri que

contenian papel toalla, jeringas de 60 ml y agua destilada. En cada caja Petri, usando
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la jeringa que contenian las semillas desinfectadas, se colocaron aproximadamente 100
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a 120 semillas que se distribuyeron homogéneamente sobre la superficie del papel que
enseguida fue humedeciendo con 2 ml de una solucion de &cido giberélico (AG3 10
ppm). En ensayos previos se determiné la concentracion de AG3 necesaria para mejorar
el porcentaje de germinacion. Las cajas con las semillas se mantuvieron en el cuarto de
cultivo con una temperatura aproximada de 20°C=+2 y con un fotoperiodo de 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad. Luego de 4 semanas se registrd el nimero de semillas
germinadas. Este procedimiento de siembra se realiz6 en todos los tratamientos y se

repitié luego de 2, 4 y 6 semanas del almacenamiento.

4.6 Monitoreo de germinacion y mantenimiento de los ensayos
Para mantener la humedad de las semillas en las cajas Petri, constantemente se agrego

agua destilada estéril a todas las cajas segun la necesidad, este procedimiento se
realizé dentro de la cabina de flujo laminar.

Para evaluar la capacidad germinativa, se contaron las semillas luego de la siembra, en
cada una de las repeticiones, y luego de 4 semanas se contabilizaron las semillas que
germinaron. Las semillas se consideraron germinadas cuando se observé la emergencia

de la radicula.

4.7 Andlisis estadistico
Se realizaron 3 experimentos por separado, uno por cada estado de madurez del fruto.

Cada experimento se desarrolld6 usando un disefio completamente al azar en arreglo
factorial de 3x3 (3 temperaturas: temperatura ambiente,4°C y -18 °C, y 3 tiempos de
almacenamiento: 2, 4 y 6 semanas). Adicionalmente, se sembrd un grupo control con
las semillas recién extraidas (sin almacenar) con y sin AG3 (10 ppm); mientras que, en
todos los tratamientos con almacenamiento se incluyo AG3 10 ppm.

Los datos se analizaron en el software RStudio 2023, cuando los datos presentaron una
distribucién normal se sometieron a pruebas paramétricas Anova y test de Tukey,
mientras que aquellos que no cumplieron con la distribucion normal se analizaron con

la prueba no paramétrica Kruskal Wallis.
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5. Resultados y Discusion
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5.1 Efecto del &cido giberélico (AG3) en lagerminacion de semillas de M. rupestris
previo a su almacenamiento en 3 estados de madurez
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Figura 2.
Germinacion de semillas de M. rupestris obtenidas de frutos tiernos, semi maduros y
maduros tratados con y sin AG3 (10 ppm) antes de su almacenamiento (Control).

Los resultados muestran mayor porcentaje de germinaciéon en las semillas tratadas con
AG3 en todos los estados de madurez del fruto, en comparacion con las que no fueron
expuestas al 4cido giberélico. Se pudo evidenciar que el AG3 rompe la latencia de la
semilla acelerando su germinacion (Willis et al., 2014), resultados similares reportaron
Buitrago et al. (2015), quienes concluyeron que en semillas de Vaccinium meridionale
se obtiene mayor germinacién con aplicacion de acido giberélico pues esta fitohormona
ayuda a superar parcialmente la latencia de estas semillas. Ademas, se evidencioé que
el AG3 en las semillas actia como antagonista del &cido abscisico promoviendo la
germinacion (Taiz & Zeiger, 2006). El acido giberélico en una dosis de 0,5 mg | *
estimuld la germinacion temprana de semillas de V. myrtillus en un 84,4% en presencia

0 ausencia de luz en comparacién con el control (Ciordia et al., 2006).
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Adicionalmente, se pudo observar que las semillas de frutos semi maduros recién
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recolectados y sin ser almacenados, presentaron mayor porcentaje de germinacion

(73,90%) que los demas estados de madurez (tierno y maduro) Figura 2.

5.2 Germinacion de semillas en frutos tiernos
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Figura 3.

Germinacion de semillas de frutos tiernos en conservadas a -18°C, 4°C y temperatura
ambiente por 2,4,6 semanas.

Los datos no presentaron una distribucion normal ni homogeneidad de varianzas, por lo
gue se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis donde el p- valor fue de
0.0002672, lo que indica diferencias estadisticas significativas entre las medias de los

tratamientos aplicados.

En semillas tiernas, los resultados mostraron qué independientemente de la temperatura
de almacenamiento las semillas conservadas por 4 semanas presentaron mayor
porcentaje de germinacion ya que no existe diferencias estadisticamente significativas
a este tiempo de almacenamiento, en comparacion a las semillas almacenadas por 2 y
6 semanas; antes o después de este tiempo el porcentaje de germinacion se reduce un
62,04% (Figura 3), siendo los porcentajes de germinacion luego del almacenamiento

por 4 semanas superiores incluso a los que se obtuvieron antes del almacenamiento.
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Estos resultados sugieren que en este tipo de frutos algunos procesos fisiol6gicos
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suceden durante las 4 primeras semanas, favoreciendo el proceso de germinacion.

Probablemente, la germinacién en semillas de frutos tiernos se encuentra atravesando
por la etapa de embriogénesis, en la que el contenido de acido abscisico (ABA) es muy
bajo, ya sea por mutaciones, inhibicion quimica de la biosintesis o secuestro de ABA,
incluso el grado de madurez del fruto (Azcén & Taldn, 2013). Finkelstein (2008), explica
gue el ABA induce la latencia cuando el embrién llega a la etapa de madurez, es por

ello que inhibe la germinacién y marca el inicio de la latencia.

5.3 Porcentaje de germinacion en el estado de madurez Semi maduro
Los datos presentaron una distribuciobn normal, por lo que se aplicé la prueba

paramétrica ANOVA, y el test de Tukey para evidenciar las diferencias significativas
entre las diferentes temperaturas. Los resultados indican la presencia de interacciones
entre las variables de Temperatura y Tiempo, es decir, el efecto de la temperatura
depende del tiempo de almacenamiento ya que como se observa en la Figura 4. no

sigue la misma tendencia en todos los tratamientos.
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Tiempo de almacenamiento
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Figura 4.

Germinacion de semillas de frutos semi maduros luego de su conservacién a -18°C,
4°C y temperatura ambiente por 2,4 y 6 semanas

Enla Figura 4, se puede observar que las semillas de frutos semi maduros almacenadas
por 2 semanas no presentan un efecto significativo de la temperatura en la germinacion;
cuando las semillas se almacenaron por 4 semanas, se obtuvo diferencias
estadisticamente significativas a -18 °C (64,67%) y conforme se incrementd la
temperatura de almacenamiento, el porcentaje de germinacién se redujo. Las semillas
almacenadas por 6 semanas presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre los porcentajes de germinacion obtenidos a diferentes temperaturas de
almacenamiento, el mejor porcentaje de germinacién se obtuvo a 4 °C (63,82%),

evidenciandose un efecto de la temperatura en la viabilidad de semillas.

Resultados similares fueron obtenidos por parte de Flores et al. (2017), quienes para
superar la latencia sometieron semillas de Juglans nigra a diferentes métodos de
estratificacion, obteniendo que la estratificacién en frio-himedo a una temperatura de
4°C, produjo diferencias altamente significativas en todas las variables analizadas, entre

ellas el porcentaje de germinacion, el cual disminuye conforme se prolonga el tiempo de
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almacenamiento. Asi mismo, una temperatura de 4°C fue reportada como la 6ptima para
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el almacenamiento y la conservacién de la viabilidad en semillas de orquideas
(Cardenas et al., 2014).

De acuerdo con la investigacion de Flynn et al. (2006), se puede considerar que las
semillas de la familia Ericaceae tienen una naturaleza ortodoxa debido a su capacidad

para resistir la deshidratacion y la conservacion en ambientes frios.

5.4 Porcentaje de germinacidon en semillas de frutos maduros

Los datos presentaron una distribucién normal, por lo que se aplicé un test ANOVAYy la
prueba de Tukey indicé la presencia de interacciones significativas entre las variables
de temperatura y tiempo, debido a que el efecto de la temperatura depende del tiempo

de almacenamiento como se observa en la Figura 5.
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Figura 5.
Germinacion de semillas de frutos maduros conservados a -18°C, 4°C y Temperatura
ambiente por 2,4,6 semanas

En la Figura 5. Se puede observar que en semillas almacenadas por 2 semanas la

temperatura no tiene un efecto significativo, mientras que en las semillas almacenadas
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por 4y 6 semanas el porcentaje de germinacion baja conforme la temperatura aumenta.
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Las semillas almacenadas por 6 semanas a -18 °C, presentaron mayor porcentaje de
germinacion (66,03%), no obstante, este no fue estadisticamente diferente del
porcentaje alcanzado a 4 °C, por lo que para efectos de conservacion de germoplasma
ambas temperaturas podrian ser adecuadas para almacenamientos de hasta 6

semanas.

Pulatkan et al. (2022) reportaron que en semillas maduras de Epigaea gaultherioides, la
germinacion fue del 80% cuando se almacenaron a 4° C por 16 meses, y se notd un
descenso drastico de germinacion a los 28 meses, con solo el 17,78%, ademas, no se
observé germinacion (0%) en tratamientos qué no fueron tratados con AG3. Ademas,
menciona que semillas con latencia intermedia o profunda responden mejor a la
aplicacion de AG3, acompafada de la estratificaciéon sea esta célida o fria segun la

especie.

Por otra parte, mientras que la latencia primaria se adquiere inmediatamente después
de la maduracion de la semilla, las semillas que superan la latencia primaria y son
expuestas a condiciones de temperatura desfavorables o que carecen de luz o nitratos
adecuados pueden entrar en un estado de latencia secundaria. Ademas, las semillas
pueden experimentar un ciclo de latencia estacional si las condiciones son subdptimas,
ganando o perdiendo progresivamente la latencia hasta qué eventualmente germinan o
mueren (Melo, 2007).

La reduccion en la capacidad de germinacion de las semillas puede tener varias causas,
como la pérdida de integridad de las membranas celulares debido a la disminucién de
los niveles de fosfolipidos, carbohidratos y proteinas en las semillas. Esto conduce a
cambios en la estructura y el funcionamiento de las semillas, lo que provoca una

disminucion en la permeabilidad y la pérdida de su integridad y fluidez (Melo, 2007).
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Tabla 1.

Porcentajes de germinacion en los 3 estados de madurez (Tierno, Semi Maduro y
Maduro) después del almacenamiento a diferentes temperaturas (TA, -18°C, 4°C) y
tiempos.

Tierno
Temperatura
ambiente 4°C -18°C
2 semanas® 27,79% 66,92% 30,23%

4semanas 9420% a 80,97% a 84 .52% a
6 semanas 32,16% a 4201% a 2212% a

Semi maduro
Temperatura
ambiente 4°C -18°C
2semanas 4475%a 43.34% a 50,67% a
4semanas 26,13%0Db 3483%Db 64.67% a
6 semanas 21,63%c¢ 63,82% a 43.31%Db

Maduro
Temperatura
ambiente 4°C -18°C
2semanas 29.38% a 51,74% a 32,34% a
4 semanas 15,42%Db 436% a 4551% a

6semanas 10.73%b 58.01% a 66.03% a

Nota. Promedios con letras distintas para cada tratamiento, representan diferencias
estadisticamente significativas, segun la prueba de Tukey (p<0,05). Solamente para
semillas almacenadas durante 2 semanas en estado tierno se analizé mediante la
prueba de Kruskal Walis, como prueba no paramétrica y se encontré diferencias
estadisticas significativas.

En general, el estado de madurez tierno fue el que presentdé mayor porcentaje de
germinacion luego del almacenamiento (94,20%) al considerar todos los tratamientos
evaluados, contrario a lo reportado por Buitrago et al. (2015), quienes reportaron mayor
porcentaje de germinaciéon en semillas de Vaccinium meridionale en el estado de
madurez 3, con epidermis roja, (66%) frente los estados de madurez 1 (verde), 4

(morado rojizo) y 5 (morado oscuro) posterior al almacenamiento.
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Tovar et al. (2014) concluyen que el estado de madurez de frutos de A. xalapensis Kunth
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influye sobre la germinacion de semillas, demostrando mayor germinacion de semillas
provenientes de frutos intermedios frente a la germinacion en semillas de frutos
inmaduro y maduros, por lo que consideran qué frutos con mayor estado de madurez,
tienen menor poder germinativo, concluyendo que el estado de madurez del fruto influye
en la germinaciéon de las semillas. Resultado que también observaron Pérez et al.
(2012), en semillas de P. ixocarpa Brot. cosechadas en tres estados de desarrollo del
fruto (45, 55 y 65 dias después de la polinizacién), evidenciando que el estado de

madurez del fruto influye en la capacidad de la semilla para germinar.

Resultados similares reporta Calvo (2012), en su estudio titulado Caracterizaciéon
morfoldgica y fisiol6gica de semillas y plantulas de M. rupestris (Kunth) A.C. Smith, quien
menciona que el grado de madurez influye al momento de obtener semillas de calidad,
viabilidad y respuesta germinativa. Debido a que el grado de madurez 1 caracterizado
por poseer una coloracion intensa mAas oscura presentd un mayor porcentaje de
germinacion del 64% en comparacion al grado 2 caracterizado por una tonalidad mas

clara.

Por otra parte, Pérez et al. (2005) evidenciaron que el almacenamiento de las semillas
de P. ixocarpa tuvo un efecto negativo sobre la germinacion y la viabilidad de las
semillas, ademas, las pruebas de viabilidad no mostraron diferencias en la viabilidad de
semillas maduras e inmaduras previo a los tratamientos, sin embargo, después de 3.5
meses en el cuarto de germinacién, Unicamente permanecieron viables aquellas

semillas provenientes de frutos inmaduros.

Podemos explicar qué la dormancia primaria se refiere a las semillas que no pueden
germinar en el momento de la dispersién de la planta madre, mientras qué, la dormancia
secundaria o inducida se produce en semillas maduras hidratadas cuando experimentan
ciertas condiciones ambientales especificas (luz, temperatura y oxigeno) después de
haber pasado por un periodo de dormancia primaria. La dormancia se puede superar
con tratamientos como la luz, la estratificacion y la escarificacion. En el caso de las
semillas nativas, se ha observado que son dificiles de germinar debido a la presencia
de inhibidores, que pueden ser causados por una capa dura en la semilla que evita la
entrada de agua, embriones inmaduros o inhibidores en la capa de la semilla, o
embriones que bloquean las vias bioquimicas para la germinacion (dormancia
verdadera) (Rowarth et al., 2007).
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Herndndez et al. (2012) reportan mayor porcentaje de germinacion luego del
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almacenamiento a 10°C en semillas de V. meridionale por su comportamiento ortodoxo.
Asi lo corrobora Araméndiz et al. (2017), con mayores porcentajes de germinacién a

una temperatura de 6°C en semilla de M. oleifera hasta por 360 dias.

Con respecto a la temperatura de almacenamiento existen protocolos para aumentar la
longevidad de semillas disminuyendo la temperatura y el contenido de agua, como lo
indican las Reglas de Harrington, se menciona que la longevidad de una semilla se
duplica por cada cinco grados centigrados que se disminuye su temperatura de
conservacion, ademas, cada unidad porcentual que se rebaje en el contenido de

humedad de una semilla, duplica su longevidad (Pérez & Pita, 2001).

Como una observacioén adicional, no originalmente planificada, durante el desarrollo del
experimento después de analizar la apariencia de las semillas de M. rupestris al
estereoscopio, se observo que al cabo de una semana de haber realizado la prueba de
germinacion en todas las temperaturas y tiempos se observaron semillas que
permanecieron de color blanco y otras presentaron una coloracion obscura. Se
evidencio qué las semillas de color blanco germinan en mayor proporcion frente a las
semillas de color obscuro en las que su germinacion fue casi nula (Tabla 2.). Este
comportamiento no se evidencié en estado tierno, solamente se presentd en estado
semi maduro y maduro y podria sugerir diferencias en el estado fisioldgico de las

semillas no aparentes al momento de la extraccién y que pueden afectar la germinacion.

Tabla 2.

Porcentajes de germinacion de semillas blancas y oscuras a los 3 estados de madurez
(Tierno, Semi Maduro y Maduro) después del almacenamiento a diferentes
temperaturas (TA, -18°C, 4°C).

Blancas Oscuras
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Estado Total Germinadas No Germinada No
de de (%) Germinada s (%) Germinada
madurez  semilla s (%) s (%)
S
Tierno 4455 52,23 4777 0,00 0,00
Semi

maduro 6671 42.89 20,40 0,15 36,56
Maduro 5795 37,72 18,93 0,50 42.85

En la Tabla 2, se observa el analisis de germinacion de semillas blancas y oscuras en
los estados semi maduro y maduro, en estado tierno no se presentd este
comportamiento. Las semillas blancas de frutos semimaduros presentaron un
porcentaje de germinacién de 42,89%, ademas las semillas blancas no germinadas
representan el 20,40%. Por otro lado, las semillas con tonalidad oscura tuvieron un
porcentaje de germinacién muy bajo de sélo el 0,15%. En estado maduro (Tabla 2), el
porcentaje de germinacion de semillas blancas alcanz6 el 37,72%, mientras que las
semillas de tonalidad negra presentaron un porcentaje de germinacion de 0,50%, siendo
superior el porcentaje de semillas no germinadas. Como se puede notar,
proporcionalmente, estos resultados podrian indicar el establecimiento de condiciones
fisiologicas diferentes en las semillas de M. rupestris conforme su desarrollo avanza

desde un estado tierno hacia su estado maduro.
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A.

Figura 6.
Coloracién de semillas de frutos semi maduros

(A) Semilla de M. rupestris de estado semi maduro con tonalidad blanca (viable).
(B.) con tonalidad negra (no viable).

Figura 7.
Coloracién de semillas de frutos maduros

(A) Semilla de M. rupestris de estado maduro con tonalidad blanca/negra y viable. (B.)
Semilla con tonalidad negra y no viable.
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Conclusiones
En cuanto al estado de madurez, las semillas de frutos semi maduros recolectados y sin

almacenamiento (control) tuvieron el mayor porcentaje de germinacion frente a los
demas estados de madurez. Mientras que, posterior al almacenamiento en diferentes
tiempos y temperaturas el estado tierno es el que obtuvo mayor porcentaje de
germinacion respecto a los demdés estados (semi maduro y maduro), debido a que en

los dltimos se presentaron semillas de otra tonalidad oscura con germinacion nula.
Respecto a la forma de conservacion (temperatura y tiempo).

En semillas de frutos en estado tierno, almacenadas por 2 semanas la mejor
temperatura fue 4°C, mientras que si se almacenan por 4 semanas no existe diferencias
significativas en el porcentaje de germinacion luego de su almacenamiento en las
diferentes temperaturas evaluadas, al almacenar por 6 semanas el tratamiento a 4°C,
presento los mejores porcentajes de germinacion, sin embargo se pudo evidenciar que
el porcentaje de viabilidad disminuye acorde se prolonga el tiempo de conservacion a

esta temperatura.

Respecto al estado de madurez, es destacable que el almacenamiento por 4 semanas
de las semillas tiernas produjo porcentajes de germinacion superiores incluso al control
en las tres temperaturas evaluadas, por lo que el simple almacenamiento de la semilla

por este periodo podria considerarse un tratamiento para mejorar la germinacion.

En semillas de frutos semi maduros almacenadas por 2 semanas cualquier temperatura
es adecuada y por 4 semanas la temperatura 6ptima registrada fue la de -18°C. Cuando
se prolongo el tiempo de almacenamiento a 6 semanas el tratamiento a 4°C fue el mas

apropiado.

Las semillas de frutos maduros se pueden almacenar por 2 semanas en cualquiera de
las temperaturas evaluadas debido a que no existen diferencias significativas en los
porcentajes de germinacion obtenidos, mientras que a 4 y 6 semanas los porcentajes
de germinacién se redujeron significativamente cuando se conservaron a temperatura

ambiente, por lo que se sugiere almacenar a 4 0 -18°C.

Adicionalmente, se observé qué después de una semana de la prueba de germinacién
algunas semillas de estado semi maduro y maduro presentaron tonalidad oscura, con

practicamente nula germinacion, este proceso fisioldgico probablemente indica que las
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inducido por la presencia de acido abscisico u otros factores propios del desarrollo de
la semilla y de la especie. Cabe mencionar que se descarta que este comportamiento
se deba al proceso de desinfeccion, ya que en semillas de frutos tiernos no se presento
este comportamiento teniendo en cuenta que la solucion fue la misma para todos los

estados de madurez.
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Recomendaciones
Continuar con las pruebas de germinacién por un tiempo de almacenamiento mas

prolongado para establecer la viabilidad limite de las semillas conservadas ex situ.

Adicional, las semillas de frutos tiernos se pueden obtener en mayor cantidad, ya que
se encuentran mas accesibles en su habitat natural, por el contrario, las semillas semi
maduras y maduras son muy consumidas tanto por aves, 0s0s, asi como como por

personas aledafias a la zona, lo que hace dificil su colecta.
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Anexos
Gréfica 1.

Macleania rupestris (inflorescencias y frutos en diferentes estados de madurez)
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Gréfica 3.

Estados de madurez (Tierno, semi maduro y maduro)

Gréfica 4.

Secado de semillas
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Gréfica 5.

Desinfeccion de semillas

Gréfica 6.

Semillas sembradas

Gréfica 7.
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Germinacioén en el cuarto de crecimiento

Gréfica 8.

Emergencia de la radicula

Gréfica 9.

Cotiledones de Macleania rupestris
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Gréfica 10.

Germinacion con acido giberélico y sin &cido giberélico

Tabla 3.
Prueba de Anova para el estado de madurez semi maduro
Df Sum Mean F Pr (>F)
Sp Sq Value
Temperatura 2 3383 1691.3 13.765 5.73e-05
*k*k
Tiempo 1 33 32.7 0.266 0.60964
Interaccion Temperatura: 2 1913 956.3 7.783 0.00189 **
Tiempo
Residuo 3 3686 122.9
0
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Tabla 4.
Prueba de Anova para el estado de madurez maduro
Df Sum Mean F Pr (>F)
Sp Sq Value
Temperatura 2 7762 2881 38.300 5.50e-09
*k*k
Tiempo 1 303 303 2.987 0.0942
Interaccion Temperatura: 2 2742 1371 13.531 6.48e-05
Tiempo *hx
Residuo 3 3040 101
0
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