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RESUMEN

El uso de sustancias quimicas para erradicar las malezas presentes en las
areas agricolas (plantas), ha incrementado a nivel mundial, generando efectos
negativos en los recursos: suelo, aire y agua y sobre la salud humana. Por esta
razén se ha visto en la necesidad de implementar pruebas de biomonitoreo a
escala laboratorio, que permitan determinar de una manera rapida y econémica
la influencia de los herbicidas sobre los procesos de germinacion en especies
de semillas nativas (espino y acacia) de la ciudad de Quito. Los objetivos de
este trabajo consistieron en determinar los efectos toxicolégicos del glifosato
sobre la germinacion y longitud radicular de semillas Berberis halli y Acacia

Melanoxylon.

Se seleccionaron 5 concentraciones, las 3 primeras (T1 = 50 ug/l; T2 = 200
ug/l; T3 = 500 ug/l) en base a la tesis de Macro-invertebrados y las 2 ultimas
(T4 = 800 ug/l y T5 = 1mg/l) por bibliografia. Los resultados se analizaron
mediante dos métodos: analisis de varianza (ANOVA) y correlaciéon simple de
Tukey en el programa INFOSTAT. Se obtuvo un indice de germinacion
normalizado de baja toxicidad en todos los tratamientos del espino, mientras
gue en la acacia se demostraron efectos positivos por el crecimiento radicular
de las semillas en los tratamientos (T2 y T4) y una baja toxicidad en T1, T3y
T5. Un porcentaje de elongacion radical residual normalizado que mejoré el
crecimiento radicular en espino y en acacia demostré efectos positivos

(aumento el crecimiento) y negativos por la baja toxicidad.

De acuerdo a los resultados obtenidos se demostré la presencia de diferencias
significativas en la longitud radicular del espino (efecto positivo), a diferencia de
la acacia que no se evidencio ningun tipo de reaccién (positiva o negativa) en

las variables analizadas.



ABSTRACT

The use of chemical substances to eradicate weeds present in agricultural
areas (plants), has increased worldwide, generating negative effects on
resources: soil, air and water and on human health. For this reason, it has been
necessary to implement biomonitoring tests at a laboratory scale, which allows
to determine in a quick and economic way the influence of the herbicides on the
germination processes in native seed species (hawthorn and acacia) of the city.
Quito. The objectives of this work were to determine the toxicological effects of
glyphosate on the germination and root length of Berberis halli and Acacia

Melanoxylon seeds.

Five concentrations were selected, the first 3 (T1 =50ug /I, T2=200ug /1, T3
=500 ug / l) based on the Macro-invertebrate thesis and the last two (T4 = 800
ug / I) T5 = 1mg / ) by bibliography. The results were analyzed using two
methods: analysis of variance (ANOVA) and simple Tukey correlation in the
INFOSTAT program. A normalized germination index of low toxicity was
obtained in all the hawthorn treatments, while in the acacia positive effects were
demonstrated by the root growth of the seeds in the treatments (T2 and T4) and
a low toxicity in T1, T3 and T5 A percentage of normalized residual root
elongation that improved root growth in hawthorn and acacia showed positive

effects (increased growth) and negative effects due to low toxicity.

According to the results obtained, the presence of significant differences in the
root length of the hawthorn was demonstrated (positive effect), unlike the acacia
that did not show any type of reaction (positive or negative) in the variables
analyzed.
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1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

En la actualidad el crecimiento demografico a nivel mundial se ha presentado
de una manera tal, que ha conllevado al incremento en la necesidad de
producir mayores cantidades de alimentos en un tiempo corto, por esta razon
millones de productores se han visto en la tarea de buscar nuevos métodos
que impulsen el mejoramiento en cuanto respecta a los rendimientos de
produccion (Salazar y Aldana, 2011). Es por este motivo que se conoce que la
superficie agricola se ha extendido en un 12%, mientras que la produccién
alimentaria ha alcanzado un 40%, mismos que se han registrado

principalmente en las zonas de regadio, en los ultimos 50 afios (March, 2014).

Hoy por hoy, con la finalidad de compensar las altas demandas de produccion,
se han implementado métodos que ayuden en la prevencion y erradicacion de
las diferentes plagas presentes en los cultivos, a través de la ejecucién de

sustancias quimicas, como son el uso de plaguicidas (Salazar y Aldana, 2011).

Los plaguicidas se encuentran dentro del grupo de los herbicidas, son
utilizados principalmente en las actividades agricolas, generando de esta
manera efectos adversos sobre los diferentes ecosistemas acuaticos y
terrestres, producidos generalmente por factores como son: la dispersién aérea
(vientos), volatilizacion y arrastre por aguas de lluvia y riego (Sanchez y
Ettiene, 2005).

A pesar de que estas sustancias son muy utilizadas y se las emplea en
grandes cantidades, la mayoria se infiltra en los suelos, formando una gran
cantidad de residuos, que a corto o largo plazo van a ocasionar altas
concentraciones de contaminacion. De acuerdo a diferentes estudios
realizados se ha determinado que en Europa Central existen 51 CUP
(productos cultivados) y 9 productos de transformacion TP, en 75 suelos

cultivables de la Republica Checa, posterior a la aplicacion del pesticida. De



igual manera se constaté la presencia de pesticidas en los diferentes niveles de
suelo, sobrepasando los valores establecidos de acuerdo al umbral (0,01
mg/kg) (Hvezdova et al., 2018).

En la Union Europea (UE), aun no se encuentra aprobado el uso de herbicidas
a base de glifosato, puesto que es considerado como un tema preocupante,
debido a los diversos efectos negativos sobre el medio ambiente y
especialmente la salud humana. La presencia de residuos provenientes del
herbicida en los cuerpos de agua europeos, se encuentra documentada,
mientras que no existen suficientes datos o son obsoletos en lo que respecta a

los suelos del continente (Vera et al., 2017).

Entre el 2004 y 2009, a nivel mundial se estima que se consumié un promedio
de 763. 913,93 ton de plaguicidas, dentro de los cuales un 16,1% y 21,6% en el
afio 2009 fueron usados por México, considerandolo de esta manera como el
pais con mayor consumo mundial del herbicida glifosato, segun cifras
registradas por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAOSTAT) (Salazar y Aldana, 2011).

En Colombia, también es utilizado el herbicida glifosato para la implementacion
de las diversas actividades agricolas y también para la erradicacion de
plantaciones de amapola y coca en donde solo el 14% es utilizado para este
evento (Fallis, 2013).

Las constantes fumigaciones llevadas a cabo por parte de los colombianos, en
el conocido Plan Colombia, han provocado fuertes impactos negativos en los
recursos del medio ambiente y sobre la salud humana, ocasionando la
presencia de enfermedades y en muchos casos hasta la muerte de las
poblaciones que se localizan cerca de la frontera colombo- ecuatoriana (Curiae,
2001).



Benner, Mena y Schneider (2016) sefiala que las mediciones que se han
realizado, especificamente en el territorio ecuatoriano, demuestran la existencia
de cantidades significativas del aerosol glifosato que persisten en los diferentes
ecosistemas y que se encuentran desplazandose aun mas a Ecuador. El
tamafo promedio de gota usado para el riego fue de 150 ml, dispersado a una
altura de 80 m en las distintas zonas de ambos paises.

En lo que refiere al Estado ecuatoriano, se han admitido diversas evidencias de
sociedades, en donde aseguran haber presentado dafos, por estar expuestas
al glifosato, producto de las fumigaciones continuas por parte del territorio
colombiano. Desde que se iniciaron las desinfecciones en los cultivos en afios
pasados, se han visto reflejados 109 reportes asociados a la exposicion del
glifosato, correspondiente a un 37,6% de toda la poblacion localizada a los
alrededores de la frontera (Maldonado, 2003).

El Ecuador a pesar de su pequefa extension territorial, es considerado a nivel
mundial como el pais que mayor diversidad posee, y ha sido calificado como
uno de los 12 paises mega-diversos, segun el Programa de las Naciones
Unidas para el Medio Ambiente, a pesar de ello, ahora se ha visto afectado por

los contantes usos de glifosato sobre las areas agricolas.

Segun ilustraciones realizadas por la Comision Cientifica Ecuatoriana, se indica
que los impactos presentados por las sustancias quimicas que constituyen el
glifosato, mediante las aspersiones aéreas son mucho mayores a las

realizadas directamente en las zonas de cultivo con problemas de plagas.

Por todos estos antecedentes el Pais se ha visto en problemas en la reduccion
continua de sus recursos, causando de esta manera, rigidas complicaciones en

los productores de las diferentes plantaciones de Ecuador (Schmid, 2013).

Por todos los efectos negativos que produce el uso de los herbicidas y con el

fin de combatir las malas hierbas insertada en cultivos, ciertos autores



aconsejan una serie de procedimientos como, por ejemplo: escoger bien las
semillas (que sean de buena calidad), segar, abonar y regar correctamente.

De acuerdo a estudios se ha comprobado que el glifosato no afecta a la
viabilidad de la siembra, asi se aplique antes o después, ademas de ello el
efecto que causa al colocarlo en dosis bajas durante el periodo entre
germinacion y emergencia no es letal, si no que por el contrario ayuda a regular
el crecimiento, a diferencia si se coloca dosis altas, ya que en este caso Si

resultaria letal para el proceso de crecimiento de las plantulas (Quilez, 2016).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Determinar los efectos toxicol6gicos del glifosato sobre la germinacion de
semillas de Berberis hallii y Acacia melanoxylon especies nativas de Quito

1.2.2 Objetivos especificos

% Evaluar la respuesta germinativa y de elongacion radicular en relacion a
diferentes concentraciones de glifosato

% Correlacionar la respuesta germinativa y de elongacion radicular con
parametros quimicos de las soluciones

1.3 Hipotesis

Ho.1 Los procesos de germinacion y elongacion de radicula de Berberis halli

no se ven influenciados por el glifosato utilizado en el riego.

H1.1 Los procesos de germinacion y elongacion de radicula de Berberis halli se

ven influenciados por el glifosato utilizado en el riego.



Ho.2 Los procesos de germinacion y elongacion de radicula de Acacia

melanoxylon no se ven influenciados por el glifosato utilizado en el riego.

H1.2 Los procesos de germinacion y elongacion de radicula de Acacia

melanoxylon se ven influenciados por el glifosato utilizado en el riego.

1.4 Alcance

En la investigacion primaria de laboratorio se observaron las respuestas
germinativas de 2 especies nativas de la ciudad de Quito: Berberis halli y
Acacia melanoxylon (Espino y Acacia), frente a diferentes concentraciones de
glifosato a las que fueron expuestas. Con los resultados que se obtuvieron se
determind los porcentajes de germinacion y elongacion radicular de las semillas
de cada especie, y con ello se establecié el comportamiento frente a las

diferentes soluciones en comparacion al testigo.

Para el desarrollo del estudio se utilizaron 300 semillas por cada especie, se
trabajé en ensayos de laboratorio, mediante el uso de agua sintética con
diferentes concentraciones de glifosato, el nimero de tratamientos aplicados
fue de 5, mas el testigo (agua destilada), con 5 repeticiones por tratamiento y

10 réplicas por repeticion.

Los resultados fueron medidos en el caso del espino hasta el 8avo dia y en la
acacia hasta el 29avo dia, debido a que los procesos de germinacién de ambas

especies no eran semejantes.

1.5 Justificacion

El glifosato puede causar un impacto en la biodiversidad y en el ser humano de
distintas maneras, provocando efectos negativos ya sea a corto o largo plazo, y
de forma directo e indirecto. En el caso de los humanos induciendo a la

presencia de enfermedades letales y malformaciones en estados de gestacion,



mientras que en las plantas y los organismos acuéticos provocando ciertos
efectos como: aumento de la tasa de mortalidad, reduccion de las tasas de
reproduccion y cambios en las estructuras de las especies (Riley, Cotter,
Contiero y Watts, 2011).

Los estudios de fitotoxicidad se han realizado principalmente en semillas de
lechuga (L. sativa), debido a que es considerada una especie importante desde
el punto de vista horticola y porque es de facil y rapida germinacion, lo que
permite desarrollar los bioensayos en pocos dias, ademas que es considerada
una especie sensible al contacto con cualquier contaminante (Sobrero y Ronco,
2004). Pero no se han estudiado las respuestas tdxicas en otro tipo de

especies, como por ejemplo especies de interés forestal.

La importancia de las especies nativas en la ciudad de Quito radica en cada
una de ellas contribuye a enriquecer y a su vez sustentar la vida de otras
especies, como, por ejemplo: brindar refugio y alimento a muchos insectos y

aves.

Es por esta razon que en la ciudad se cuenta con las condiciones ideales, en el
suelo, clima y demas factores ambientales, convirtiéndolo en un lugar con altos
indices de biodiversidad. Estd constituido por un total de 300 arboles
patrimoniales del arbolado urbano de la ciudad, que son declarados como
bienes patrimoniales, es decir protegidos y conservados (Municipio del Distrito
Metropolitano de Quito, 2016).

Las riberas son de gran importancia desde el punto de vista, hidrolégico,
ecologico, econdémico y social, dado que representan una zona de transicion
entre el medio acuatico (caudales) y el medio terrestre por el intercambio de
agua, sedimentos y a su vez nutrientes. La vegetacion de ribera es considerada
transcendental, ya que presenta la ventaja de formar corredores biologicos
para mejorar el movimiento y dispersion de la mayoria de especies, para

encontrar alimento y refugio. Segun datos obtenidos, se establece que cerca de



los 2 millones de ha, equivalentes al 4% del territorio nacional, corresponderian

a la vegetacion de ribera (Gonzélez, 2002).

Actualmente la informacidn propuesta referente a temas de toxicidad de
glifosato frente a la germinacién de especies nativas de la Ciudad de Quito, no
existe, por la falta de investigacion e interés frente a este tipo de problemética
ambiental. Por lo tanto, se evidencia la necesidad de desarrollar este tipo de
estudios, que pueden generar informacion a corto plazo y ademas, bajo costo,
para de esta manera contribuir a la conservacion de especies nativas de la

ciudad.



2. MARCO TEORICO

2.1 Glifosato, usos y efectos

2.1.1. Que es el glifosato y sus efectos

En el afio 1974 se introdujo en el mercado el Roundup, un herbicida altamente
toxico, utilizado principalmente en las actividades agricolas, para la
erradicacion de plagas, cuyo principal componente era el glifosato. Sus
primeros casos de resistencia se presentaron en el Pais de Argentina en el afio
de 1996, en donde se observo la presencia de especies invulnerables al
plaguicida, provocando su notoria reduccién al encontrarse en contacto directo

con las diferentes concentraciones a las que fueron expuestas (Villalba, 2009).

Debido a su alta eficiencia y efectividad en la eliminacion de malas hierbas,
presentes en las areas de cultivos, es considerado como uno de los herbicidas
mas utilizados a nivel del mundo, aparte de Argentina, se lo usa también en los
Estados Unidos, en donde segun estudios realizados se indica que manipulan
cerca de las 2000 a 4000 toneladas anuales (Civeira, 2012). Segun lo
establecido por las normas de cada Pais, y de Organismos internacionales,
mediante analisis realizados en cultivos, cuyo principal plaguicida es el glifosato
(Paz, 2011)

Se ha establecido que las concentraciones maximas para utilizar no deben
sobrepasar las 0,7 partes por millon (ppm) en Estados Unidos, de 2 a 4 litros
L/ha en Ecuador, 10,4 Its de glifosato/ha en Colombia y 2,5 L/ha en Canada,
puesto que este nivel de proteccion no podria causar ningun problema de salud
potencial descrito (FAO, 2014).

Las constantes fumigaciones que se realizan con el herbicida, alcanzan
concentraciones que sobrepasan el 26%, segun las investigaciones realizadas

por la EPA (Agencia de Proteccion Ambiental de los EEUU), con el propdsito



de erradicar las malas hierbas presentes en los numerosos cultivos. A pesar de
su alto rendimiento y elevado porcentaje de manejo a nivel mundial, se ha
definido que causa severos dafios en la salud de las personas, especialmente
de aquellas que se encuentran en contacto directo con el mismo, provocando
de esta manera la presencia de enfermedades como son: problemas
transgénicos durante el embarazo, cancer con cifras significativas que van
desde los 37.000 casos anuales en adelante y la muerte, en caso de que el
nivel de exposicion sobrepase lo establecido segun las normas sefialadas en
cada Pais (Maldonado, 2003).

Finalmente se menciona que el glifosato también causa un impacto en la
biodiversidad, generando efectos negativos ya sea a corto o largo plazo,
directos e indirectos. En el caso de las plantas y los organismos acuaticos
induce al aumento de la tasa de mortalidad, reduccién de las tasas de
reproduccion y cambios en las estructuras de las especies (Riley, Cotter,
Contiero y Watts, 2011).

2.1.2. Problema del uso de glifosato a nivel del mundo

Los herbicidas a nivel mundial son ampliamente utilizados, en diversas
actividades, principalmente aquellas destinadas a la agricultura, por cuanto es
considerado, como uno de los mejores plaguicidas para el apartamiento de
malas hierbas y mejora en las producciones de cosechas. Segun cifras
emitidas por el CASAFE, se indica que el glifosato es considerablemente
consumido en el pais de Argentina, en donde se indica que, a partir del afio
2007, los valores de utilizacion alcanzados fueron mayores a los 254 millones
de kg o litros, que representa a un 78% del total, seguido por un 9%
perteneciente a los insecticidas (CONICET, 2009).

Kovach (1992) manifiesta que: el glifosato ocupa el puesto 110 en la lista de
herbicidas, al constituir una serie ordenada, lo que significa que su impacto al
ambiente es muy bajo en comparacién a otros plaguicidas, que comunmente

son utilizados con mayor frecuencia.
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A pesar de no encontrarse en un puesto tan significativo, para provocar dafios,
el glifosato es considerado altamente toxico, por mostrar problemas,
especialmente en los suelos y aguas, debido a que presenta una facilidad de
descomposicion por cualquier microorganismo que se encuentre en contacto.
Su alto poder de persistencia, indica que puede permanecer un periodo de
tiempo de 60 dias en el suelo segun la EPA y de 1 a 3 afios, de acuerdo a
estudios efectuados en los paises de Suecia y Canada. En lo que respecta al
agua, se conoce gque tiene un mayor porcentaje de solubilidad, siempre y
cuando se encuentre a una temperatura de 25 grados centigrados, segun datos
emitidos por el Pais de Canada (Maldonado, 2003).

En Europa, a pesar de no existir cultivos genéticamente modificados, se ha
empezado a utilizar el herbicida en determinados cereales como son: la
cebada, el centeno y el trigo, asi como también en semillas oleaginosas de
mostaza y linaza. Su aplicacion es minima en comparacion a otros paises, por
cuanto se conoce los efectos que acarrean su uso sobre los seres humanos y

el medio fisico.

Las cantidades manejadas se encuentran en un rango que va de 0,72 a 2,88
kg/ha, 3 veces al afio. Segun la Unién Europea la aplicacién del herbicida no
debe sobrepasar los 4,32 kg/ha, establecida como la tasa maxima anual.
Mediante estudios realizados en los suelos de Polonia y Portugal, se ha
detectado la presencia del glifosato, al presentar porcentajes mayores al 52%
en los cultivos y tubérculos, lo que indica que el poder de impregnacion y
persistencia del plaguicida en los suelos es muy significativo (Silva, 2018).

La aplicacion del herbicida a nivel del mundo, ha ido incrementando de una
manera inexplicable, a raiz de que se optd por utilizar cultivos RG (Resistente
al Glifosato), puesto que el volumen aplicado por parte de los agricultores
incrementd 14,6 veces mas de lo normal, reflejando cifras mayores a los 51
millones de kg anuales en 1995 y 747 millones de kg en el 2014. Los RG al
estar constituidos por el gen resistente al glifosato, han permitido que muchos

cultivos, especialmente los transgénicos presenten la resistencia al mismo y
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ayuden a manejar las malezas de una manera mucho mas eficiente, sin riesgo
de causar dafio alguno en alguna actividad agricola. Se estima que en paises
como Brasil, Argentina, Paraguay, Uruguay y Bolivia el uso anual que le estan
dando al glifosato sobrepase los 600 millones litros (Naranjo, Bravo y Naranjo,
2016).

2.1.3 Problema del uso de glifosato en Ecuador

El glifosato o como también se lo conoce Roundup, al ser considerado un
herbicida efectivo a nivel mundial en la eliminacién de hierbas y plantas no
deseadas en cultivos o cosechas, y que ademéas de ello no genera mayor
impacto ambiental como otros tipos de plaguicidas (Lopez, 2014), se lo ha
venido utilizando hace ya varios afios en las constantes fumigaciones en la
frontera colombo ecuatoriana, en donde a pesar de que se han visto violados
los derechos de la fauna, flora y pobladores y que se encuentra considerado
como un problema a nivel mundial por los dafios y perjuicios, producto de las
fumigaciones Ecuador lo continua utilizando para las actividades agricolas.

Las fumigaciones aéreas, se iniciaron en el afio 2000 bajo el Plan Colombia, en
el mismo pais y en la frontera ecuatoriana. Se presentaron varios casos
producto de estas acciones por parte de los colombianos, en donde la
poblacion de la Provincia del Carchi y Esmeraldas (Mataje), fueron victimas del
herbicida. De igual forma en el afio 2001, la Provincia de Sucumbios, presento
problemas de contaminacion en zonas aledafias a las fumigaciones, en los
recursos naturales, principalmente en el Rio San Miguel, en la salud humana
(principalmente nifios) y en toda la vegetacion presente en el lugar (Cordovez,
2008).

La presencia de fumigaciones aéreas de glifosato en la frontera colombo-
ecuatoriana ha ocasionado un sinnimero de inconvenientes en ambos paises,
como es el caso de algunos estudios realizados especialmente a mujeres que
han recibido impacto de dichas fumigaciones realizadas a 80 km de la frontera.
Segun los resultados obtenidos se demostré que los porcentajes de dafio

celular se encontraban a un nivel medio. De acuerdo a porcentajes obtenidos
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los dafios que presentaron las mujeres tanto ecuatorianas como colombianas
asciende a 36.5%, distribuidos para Ecuador con un 37.6% y en Colombia
35.5% (Maldonado, 2003).

De acuerdo a los resultados obtenidos se demuestra claramente que, si siguen
los procesos de fumigaciones aéreas por parte del Pais Colombia los riesgos
de incrementar dafos celulares y generar a futuro problemas de cancer, incluso
aborto espontaneo va a ser mucho mayor en la poblacion localizada

especialmente cerca de la zona de la frontera (Maldonado, 2003).

Como resultado de las fumigaciones aéreas sobre la frontera colombo-
ecuatoriana, se conoce que los efectos provocados en los ecuatorianos
replican sobre los colombianos, que se han visto mayormente afectados por las
aspersiones, de acuerdo a la informacion proporcionada por parte de las
organizaciones gubernamentales y no gubernamentales del estado
colombiano. De acuerdo a los resultados emitidos por parte del Departamento
Colombiano de Putumayo, se reporté que, como resultado de las constantes
fumigaciones, miles de colombianos presentaron sintomas como: irritacion
ocular, problemas respiratorios, lesiones en la piel, ceguera temporal, paralisis
temporal, entre muchos problemas més, adicional a ello se han visto afectados

los animales y las cosechas, por pérdida de alimentos (Cordovez, 2008).

2.1.4. Impacto del uso de glifosato en el proceso de germinacion de

semillas

Segun estudios que se han realizado se conoce que ha existido un incremento
en la tolerancia al glifosato en diversas especies vegetales, las cuales se han
realizado a través de la seleccién de determinadas variantes somaclonales, lo
gue a su vez demuestra que las pruebas se llevaron a cabo a través de medios

de cultivos utilizando herbicidas.

De acuerdo a ensayos de invernadero realizados, se ha comprobado que

después de la realizacion de un tratamiento con dosis cinco veces a la
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recomendada para control de gramineas anuales (76%), las plantulas (conjunto
formado por el embriébn y endosperma) expuestas al glifosato alcanzaron el
estado adulto (plantas: vegetales formados con todos los 6rganos), a diferencia
de los testigos, mismos que solo alcanzaban un 34% (Miranda et al.,1997).

Las respuestas al glifosato por parte de las pruebas de laboratorio realizadas,
indicaron que no se logroé generar plantas, es decir el herbicida interfirié en el

proceso de germinacion in vitro de las especies gramineas analizadas.

Segun estudios realizados en los cultivos de Argentina, en donde se pretendia
observar la sensibilidad de glifosato en diferentes tasas de aplicacién (O,
525,1050,2100,4200 y 8400 g/ha) con especies nativas del lugar y con la
aplicacion de una tasa de herbicida requerida. Se pudo tener como resultado
gue a concentraciones mayores de 525 g/ha, las especies mostraron efectos
letales o sub-letales, a concentraciones de 1050 g/ha mostr6 niveles de
fitotoxicidad grave y muerte de las especies y finalmente a concentraciones
mayores de 1470 g/ha se indic6 reduccion del crecimiento de las semillas

estudiadas (Florencia, 2017).

2.2 Vegetacion en el Ecuador

2.2.1 Formaciones y vegetales del Ecuador

Ecuador cuenta con 24,66 millones de ha ,2433 especies vegetales nuevas,
dentro de las cuales 1663, son consideradas desconocidas para la ciencia,
ademas de encontrarse conformado por 25 de las 32 zonas segun la
clasificacion de Zonas de Vida y Formaciones Vegetales de Holdridge, (MAE,
2017). La variedad de ecosistemas, recursos genéticos, tradiciones vy
costumbres de la gente, lo consideran como uno de los 17 paises mega
diversos a nivel mundial (MAE, 2012).

Debido a la variedad de climas, elementos geograficos y geologia volcanica

qgue dispone el pais, ha originado la existencia de 7,68% de especies de
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plantas vasculares en el planeta. En Ecuador se registran 18.198 especies de
flora dentro de las cuales 17.748 son consideradas nativas y 4.500 endémicas,
por la presencia de esta diversidad, Ecuador se encuentra ocupando el séptimo

lugar en lo que refiere a la riqueza vegetal a nivel mundial (Le6n, 2005).

Segun MAE (2012) las regiones del Ecuador se encuentran definidas de la

siguiente manera:

Region Costa

Los bosques siempre verdes, se encuentran formados principalmente por
especies arbdéreas de las familias Myristicaceae, Moraceae, Febaceae y
Meliaceae, su dosel es de 40 metros de alto aproximadamente. En el
sotobosque prevalecen las hemiepifitas arbustivas de los géneros Clusia y
Philodendron. Bosque pie montano, se localiza a 900 m de altura, los fustes de
sus arboles se encuentran cubiertos de araceas, helechos y orquideas. Los
bosques deciduos de tierras bajas localizados hasta los 400 msnm,
generalmente sus arboles crecen de 10 a 15 m de altura, a pesar que su dosel
puede alcanzar los 25 m. Finalmente la parte occidental de la Provincia del
Guayas se caracteriza por estar constituida de matorrales, bosques espinosos

y deciduos.

Region Andes

Segun MAE (2012) los bosques de montafia se identifican por presentar
combinaciones de geomorfologia, temperatura, humedad y diversidad de
especies como las epifitas, hepaticas y briofitas.

En las estribaciones orientales prevalecen los bosques continuos y hiumedos, a
diferencia de las estribaciones occidentales donde se encuentran bosques
extensos. El paramo se encuentra entre los 3300 a 3500 m al norte y 2800 m al

sur, consta de vegetacion zonal y azonal (Plantago rigida, Werneria spp.,
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Distichia muscoides, Oreobolus spp.,Sphagnum spp, entre otras mas. Los
valles que engloban a los matorrales secos y himedos montano y matorrales

hamedos montano bajos se presenta a una altitud que va de 1600 a 3000 m.

Los valles interandinos se encuentran dominados por plantaciones de
Eucalyptus globulus, Pinus radiata y Pinus patula, especies introducidas. En
areas desérticas y semidesérticas sobresalen arbustos pequefios (Acacia
macracantha, Croton wagneri, Dodonaea viscosa, Caesalpinia spinosa y Aloe
vera). Por dltimo, en los bosques semideciduos montanos bajos se halla la

presencia de escasos arboles de mas de 20 me de altura.
Region Amazonia

Cuenta con 9260000 ha, distribuidas con el 30% del territorio nacional, de las
cuales solamente el 2% corresponde a la Cuenca Amazédnica. Se encuentra
localizada a una altitud promedio que va de 180 a 190 msnm (parte baja) y
2900 msnm (cumbres amazodnicas). Su vegetacion se encuentra distribuida de
la siguiente manera: bosques de tierra firme (473 especies de arboles > 5
DAP), bosques inundables por rios de origen amazoénico, moretales y bosques

en sistemas lacustres-riparios de aguas negras.

2.2.2 Tipos de plantas

Existen 2 tipos de plantas, que se las clasifica de acuerdo al niamero de

cotiledones que presentan las semillas y se las clasifica en:

Dicotiled6neas:

Las plantas angiospermas pertenecen a la Division Magnoliophyta, la cual se
divide en 2 clases: Magnoliopsida o llamadas también dicotiledoneas y las
Liliopsida o Monocotiledoneas, contando con un total de 200.000 spp y 50.000
spp respectivamente (Rueda, 2015).
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Las principales caracteristicas fisicas que presentan son:

= Sus semillas presentan dos cotiledones

= Sus raices generalmente son axonomorfas o fasciculadas

= Sus tallos se localizan de manera transversal, los haces conductores se
encuentran en forma de circulos y abiertos, ayudando de esta manera al
crecimiento secundario en grosor.

= Las hojas pueden ser simples o compuestas, en otras palabras, este
tipo de plantas se caracteriza por exhibir un peciolo muy bien
diferenciado.

= Las flores se encuentran formando verticilos (conjunto de hojas, ramas
o flores que nacen a una misma altura alrededor del tallo y brotan en un
mismo nivel) de 5 meros o 4 meros, a diferencia de las

monocotiledéneas que suelen presentar 3 meras (Hurrell, 2007).

Monocotiled6neas:

Segun los estudios moleculares y morfoldgicos realizados son consideradas
como las especies mas antiguas de las plantas angiospermas. A nivel mundial
se conoce que existen aproximadamente 52000 especies, de las cuales el 22%
constituyen las Angiospermas y el 51% corresponde a las familias Orchidaceae

(34%) y Poaceae (17%) en las que han sido clasificadas.

Dentro de las principales caracteristicas que poseen se encuentran las

siguientes:

= No presentan tallos ramificados, debido a que escasean de crecimiento
secundario.

» Estan conformadas por hojas con venacion, lineal.

* No presenta diferenciacion del peciolo, puesto que la lamina foliar es

mucho mas ancha que en las dicotiledoneas.
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= Poseen un cotiledbn que contiene a un embrion generalmente
modificado (Fierro, 2005).

2.3 Semillas

2.3.1 Estructura

Las semillas se forman a partir del rudimento seminal, que se encuentra
ubicado en el ovario de las flores, esto sucede posterior a producirse la
fecundacion por los granos de polen. El proceso de fecundacion es diferente en
las plantas, por ejemplo, en las angiospermas cada nucleo (ambos haploides)
se une con la ovocélula y con los nacleos centrales, y asi es como dan origen a
una doble fecundacién (Megias, 2015), a diferencia de las gimnospermas cuyo
proceso de reproduccion se da a partir de hojas fértiles modificadas en forma
de escama, que posteriormente conformaran los conos o estrobilos. Los cuales
dispondran del polen que seré llevado hacia los conos femeninos, mediante el
viento, dando origen al embrién de una planta nueva (Fernandez y Serrano,
2012).

La semilla esta estructurada por: el embridén, endospermo y tegumento

Embrion:

Es considerado una planta en miniatura en estado de vida latente o letargo, el
cual se va a desarrollar a partir de los évulos de las flores. Se encuentra
rodeado por sustancias de reserva, endospermo o albumen que va a dar como
resultado al fruto (Carbio, 2009).

En el caso de las dicotiledoneas el embrién que es formado por una célula
sufre una division por medio de un tabique longitudinal dando como efecto la
formacion de dos cotiledones, los cuales daran origen al epicotilo (parte

superior) e hipocoétilo (localizado por debajo) (Megias, 2015), a diferencia de las
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monocotiledéneas, que no sufren ninguna division por presentan un cotiledon,

en donde a veces el embrién es indiferenciado (Gonzéles, 1999).

Endospermo:

Se encuentra rodeando al embrién y su principal funcién consiste en almacenar
nutrientes en el proceso de germinacion y primeras etapas de la vida (Carbio,
2009). El tejido nutricio resultado de la formacion del endospermo genera dos
estructuras mas como son el perispermo y endospermo.

Las semillas que sujetan al endospermo en estadios maduros son
denominadas albuminosas o endospérmicas, a diferencia de las que lo
consumen en los primeros estadios de maduracién, a estas se las designa
exalbuminosas o endospérmicas. Estas Ultimas mencionadas tienen la facilidad
de almacenar el material de reserva solo en los cotiledones, como es el caso

del guisante o la mostaza (Megias, 2015).

Tegumento:

También conocida con los nombres de piel o capa protectora, se encuentra
localizada al exterior de la semilla, en forma de una envoltura, originadas a
partir de los tegumentos internos y externos del rudimento seminal, los que
posteriormente se convertirdn en el tegmen y la testa de la semilla (Megias,
2015). Es mas, o menos gruesa (de 2 a 3 capas de células de espesor)
(Gonzalez y Cristébal, 2006), dependiendo del tipo de semilla, presenta un
aspecto transparente o a su vez coloreada. Su principal funcién consiste en la
proteccion de la semilla durante el periodo de vida latente de la misma (Carbio,
2009).

2.3.2 Dormancia

El significado de Dormancia segun varios autores manifiesta que es la

suspension temporal del crecimiento en las estructuras que contienen
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meristemos primarios, a pesar de tener todas las condiciones normales para
germinar, ocasionando una resistencia méxima en la semilla por los
mecanismos fisioldgicos y fisicos que presenta internamente y conllevando a la
sobrevivencia de las especies en los diversos ecosistemas (Viveros y
Hernandez, 2007).

Segun Saritama (2016) se ha demostrado que las especies de plantas difieren
en su mayoria en los rasgos de las semillas, los cuales generalmente se
encuentran asociados a la regeneracion natural y los factores abidticos
presentes en cada habitat. Las caracteristicas morfologicas, fisiologicas y
fenoldgicas ayudan a determinar el rendimiento de una planta en su proceso de
crecimiento, supervivencia y reproduccion. Dentro de los principales rasgos que
son tomados en cuenta al momento de establecer las caracteristicas
fenoldgicas se encuentran la masa, el tamafo, tipo de cotiledones y la testa,
gue se encuentran ampliamente relacionados con el proceso de germinacion y

dormancia de las semillas en determinadas especies.

Como ya se menciond antes los procesos biolégicos, dependientes del habitat
y de los mecanismos evolutivos reducen el riesgo de cambio de las semillas a
plantas al encontrarse influenciados por la presion de seleccion. Baskin y
Baskin (2004) sefialan que esta presion debe favorecer a los patrones de
germinacion, longevidad y dormancia, mediante la estabilizacién de una planta
en un determinado ambiente apto para su crecimiento. A pesar de ello se
conoce que han existido altas tasas de mortalidad de plantas estando en
condiciones naturales, lo que ha confirmado que las clases de dormancia y
procesos de germinacion incrementaran planes de restauracion tropical
(Montejo, 2015).

La dormancia se divide en primaria y secundaria, esto depende mucho de que
la capacidad germinativa se encuentre bloqueada antes o después de su

dispersion.
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Primaria: Generalmente sucede en semillas ortodoxas (presentan la capacidad
de tolerar una desecacion en la ultima etapa de su desarrollo, mediante
alteraciones celulares, bioquimicos vy fisiologicos) (Fajardo et al., 2011), que

ocurre durante la maduracion de los érganos de dispersion de la planta madre.

Secundaria: Hace hincapié con los ciclos anuales de dormicién en los bancos

de semillas del suelo (Matilla, 2008).

La dormicion depende de las caracteristicas de la semilla, por este motivo se
las ha clasificado de la siguiente manera:

» Fisiolégica: Hace referencia a los métodos fisioldgicos que infieren en el
aislamiento durante el proceso de crecimiento del embrion.

» Morfolégica: Se presenta generalmente en los embriones inmaduros, por
la presencia de compuestos que interfieren en el intercambio de agua
entre el envoltorio de la semilla y el embrién.

» Morfo fisiolégica: Consiste en la combinacion de la dormicién fisiolégica
y morfolégica, a pesar de que no es muy comun en las semillas.

» Fisica: Se relaciona con la obstruccion de la capa que envuelve a la

semilla durante el paso del agua.
La Fisica es la que mayormente se presenta en las semillas
2.3.3 Latencia
Arana (2011) denomina como la incapacidad que presenta la semilla para
germinar, puesto que se encuentra en un estado inactivo. La principal funcion
que presenta es que restringe el proceso de germinacion en la planta madre
por no contar con condiciones medio-ambientales favorables para su desarrollo

y conllevando a que el individuo genere un medio de supervivencia.

Existen cinco tipos de latencia que se van a describir a continuacion:
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1. Latencia por la cubierta de las semillas o exdgena: Se divide en dos
la fisica y mecanica.
La primera hace referencia a la impermeabilidad de las cubiertas de las
semillas, permitiendo de esta manera que el embrién pueda resguardar
las semillas con un nivel de humedad bajo durante mucho tiempo. En
cambio, en la mecanica el problema que presentan los embriones es
gue las cubiertas de las semillas son muy duras y les impide expandirse,
ocasionando un retardo en la germinacion que conlleva a la latencia de

la misma.

2. Latencia morfolégica o enddégena: Generalmente se presenta en las
plantas, cuyo embribn no se desarroll6 completamente durante el
proceso de maduracion. Se dividen en 2 grupos los embriones
rudimentarios (morfolégicamente inmaduros por presentar un embrion
en forma de pro embrién dentro del endosperma) y embriones no
desarrollados (pueden alcanzar un tamafio de hasta la mitad de la
cavidad de la semilla).

3. Latencia interna: Se presenta por dos anémalos en particular, la semi-
permeablidad que es controlada por la testa de las semillas y el
aturdimiento que presenta el embridn al estar expuesto a temperaturas
frias.

4. Latencia combinada morfo-fisiolégica: Radica a la mezcla que existe
de inhibidores durante el transcurso de desarrollo del embrion.

5. Latencia combinada exdégena-enddgena: Se refiere a las

combinaciones presentes de la cubierta de la semilla con el pericarpio.

La latencia es la incapacidad que presenta una semilla para poder germinar,
debido a que las condiciones ambientales no son las apropiadas para el origen
de una nueva planta, en cambio la dormicion es la incapacidad que sufren
algunas semillas viables y con condiciones ambientales ideales por mostrar
problemas fisicos y fisiolégicos internos de la propia semilla (De la Cuadra,
2011).
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Para romper la latencia se debe tener en cuenta que las condiciones
ambientales sean las apropiadas, refiriéndonos a: la cantidad de agua (solo la
necesaria para evitar un inhibimiento excesivo), la luz (sin presencia de luz),
temperatura (que no sea excesivamente alta o baja) y finalmente el oxigeno (a

mayor cantidad de oxigeno el porcentaje de latencia reducird).

Para romper la dormicion se pueden implementar diversos tratamientos, como,
por ejemplo: escarificacion mecanica, tratamientos acidos, tratamientos con
calor, lixiviacion y estratificacion fria (Garcia y Villamil, 1999). Se considera
como uno de los mejores métodos para romper la dormancia el tratarlas con
agua hirviendo, ya que esto incrementara bruscamente la germinacion,
especialmente de semillas de Glycine, Leucaena y Acacia (Mérola y Diaz,
2012).

2.3.4 ¢ Qué es germinacion?

La germinacién es considerada un proceso fisiolégico, a través del cual brotan
y se desarrollan las principales estructuras que conforman el embrién para de
esta manera dar origen a una nueva planta (Morales, Pefia, Garcia, Aguilar y
Kohashi, 2017).

La germinacion comprende varias fases o0 etapas de gran importancia, dentro
de las cuales se encuentran: la imbibicion de agua, hidratacion de tejidos,
absorcion de oxigeno, actividad enziméatica, division celular, diferenciaciéon
celular y tejidos, crecimiento y diferenciacion de tejidos y la emergencia de
plantulas (Velasquez, 2008).

Es importante resaltar que existe un extenso rango de intensidades de latencia
absoluta, por la cual la germinacion no se produce bajo ninguna condicion, es
decir traspasa intensidades intermedias, a través de las cuales las semillas
pueden germinar en un rango de condiciones ambientales estrechas. Lo
contrario sucede cuando el nivel de latencia disminuye, ya que en este caso

produciria un aumento en el proceso de germinacion (Varela y Arana, 2011).
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Por este motivo las aplicaciones de los tratamientos pre-germinativos son muy
importantes, ya que a traves de ellos se puede incrementar el porcentaje de
germinacion y produccion de plantines a partir de cualquier tipo de semilla, en

el caso de que estas presentaran dormicion.

Dentro de los principales tratamientos se encuentran los siguientes:

Estratificacion, Escarificacion (mecénica y fisica), Lixiviacidbn, Hormonas y otros

estimulantes quimicos y flotacion (Varela y Arana, 2011).

2.3.5 Factores que afectan la germinacion

Los principales factores que afectan de manera negativa a que se dé una

Optima germinacion son:
INTRINSECOS:

Lallana (2013) indica que dentro de los principales factores se encuentran las
limitaciones fisicas por parte de los tegumentos, puesto que operan como
barrera protectora para evitar el ingreso de cualquier tipo de sustancia, la
presencia de bloqueos metabdlicos, viabilidad, inhibidores y finalmente la

longevidad.

Viabilidad: Tiene mucho que ver el tipo de semilla y las condiciones de
almacenamiento que se le ha dado, por medio de este atributo se puede

determinar la capacidad de la planta en el proceso de germinacion.

Longevidad: Hace referencia al tiempo en que una semilla se encuentre
factible para la siembra. El tiempo de germinacién depende también de la
especie, por esta razén se han clasificado en 3 principales: macrobionéticas (su
proceso de germinacion se puede dar en decenas o0 centenas de afios),
mesobionoticas (son las que mayor longevidad presentan que va de 3 a 15

afos) y por ultimo las microbionticas(llegan a sobrevivir de dias a meses).
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EXTRINSECOS:

Son considerados el agua, oxigeno, temperatura y la luz, es muy importante
tener en cuenta que estos factores presentan rangos, mediante los cuales se
indican los limites en los que se puede presentar la germinacion de acuerdo al

tipo de semilla.

Agua: Es primordial que las semillas tengan la suficiente disponibilidad de
agua para su rehidratacion y de esta manera generen la humedad necesaria
para que la actividad respiratoria incremente y produzca el crecimiento del
embridn (Velasquez, 2008).

Temperatura: La temperatura Juega un papel importante en el proceso de
germinacion de las semillas, siendo los rangos mas 6ptimos, lo que van de 10 a
30 °C y de 20 a 25 °C. Las temperaturas por debajo de los 5 °C y superiores a

los 35 °C imposibilitan el proceso de germinacion (Lallana, 2005).

Temperatura minima: No existe una germinacion visible durante un periodo de

tiempo razonable.

Temperatura maxima: No existe germinacion alguna, puesto que es demasiado

alta.

Temperatura 6ptima: Velasquez (2008) indica que es considera la temperatura
ideal, debido a que las semillas presentan un elevado porcentaje de

germinacién en un periodo de tiempo corto.

Oxigeno: Es fundamental la cantidad de oxigeno presente en el proceso de
germinacion, puesto que a mayor presencia del mismo generara un ambiente
mas adecuado para que se incremente la velocidad de absorcion y velocidad

de respiracion del embrion.
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Luz: La mayoria de especies requieren la presencia de ondas luminosas para
incrementar su velocidad de germinacion o en otros casos para romper el

estado de dormancia y poder dar origen al embrion.

Tipos de germinacion:

Existen 2 tipos que van a depender de la forma en que la semilla emerge

durante el proceso de germinacion y son EPIGEA o HIPOGEA.

Epigea: Se presenta cuando los cotiledones son llevados fuera del suelo.

Hipogea: A diferencia del anterior, los cotiledones se quedan bajo el suelo, un
claro ejemplo de este tipo de germinacion se presenta en las plantas de maiz.
2.4 Descripcion de las especies de estudio

ESPINO
Berberis hallii
Familia: Berberidaceae

Nombre comun: Espino amarillo

Distribucion y héabitat

Generalmente se encuentra en los paises de Ecuador y Perd, en un rango
altitudinal que va de los 2500 a 3500 msnm.

Descripcién

Es un arbusto que presenta espinos preponderantes, su madera es amarilla al
igual que sus flores bien vistosas. Puede medir hasta 2m de alto (Oleas,

Altamirano, Touma y Bustamante, 2016).
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Figura 2. Berberis halli

Hojas: Se encuentran formadas en grupos de tres 0 mas que emergen
claramente del tallo. La principal caracteristica que presentan consiste en
poseer espinos en sus bordes (Aguilar, Hidalgo y Ulloa, 2009).

SN T

Figura 3. Hojas de Berberis halli

Flores: Se presentan en multitudinarias cantidades, son de color amarillo y

generalmente de pequefio tamafio.
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Figura 4. Flores de Berberis halli

Frutos: Son bayas carnosas que se presentan inicialmente en tonos verdes, y
una vez ya maduros, cambian su tonalidad a morados y negros (Oleas et al.,
2016).

Usos: Su madera se la considera muy apreciada, dado que se la utiliza
principalmente para la elaboracion de telares e instrumentos de labranza. En lo
gue refiere a la medicina sirve para curar la fiebre amarilla. Adicionalmente se

la usa como cerca en las huertas (Aguilar et al., 2009).

Estado de Conservacion: No se encuentra valorado, pero al parecer no es

vulnerable (Jardin Botanico de Quito, 2018).

Acacia
Acacia melanoxylon
Familia: Leguminoceae

Nombre comun: Acacia negra
Distribucion y habitat
Es originaria del noreste de Australia e introducida a Chile a principios del siglo.

Actualmente se la puede encontrar en el Sur de Tasmania, Victoria y Nueva de
Gales (Instituto Forestal, 1998).
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Descripcion
Es un é&rbol que puede llegar a medir hasta los 40 m de altura en las
condiciones idoneas para su desarrollo. Su madera presenta un color pardo

oscuro y agrietado. (Alvarez y Abilleira, 2015).

Fuste: Unico
Copa: conica.

Densidad de copa: densa.

Figura 5. Acacia melanoxylon

Hojas: Se presentan en formas de filodios (forma de hoz) con un aspecto
conico, lo que les permite soportar temperaturas extremas de calor (Urbano,
2007).

Figura 6. Hojas de Acacia melanoxylon
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Flores: Se presentan en forma de globo y son de color amarillas, se la
diferencia de otras especies porque presenta pequefios racimos que contienen

de 3 a 5 cabezuelas (Instituto Forestal, 1998).

Figura 7. Flores de Acacia melanoxylon

Frutos: Tienen el aspecto de una pequefia legumbre torcida de color café

rojizo, que contienen a la semilla en su interior (Instituto Forestal, 1998).

Figura 8. Fruto de Acacia melanoxylon

Semillas: Son alargadas de color negro, se encuentran rodeadas por una base

seminal que presenta un tono rosado (Instituto Forestal, 1998).

Usos: Su madera es considerada muy buena para el uso como lefia y postes.
Esta especie se caracteriza por tener un alto poder de regeneracion debido al

brote de sus raices (Urbano, 2007).

Estado de conservacion: Se encuentra en un estado de amenaza segun
categorias UICN (Unién Internacional para la Conservacién de la Naturaleza)
(Hoffmann, 1983).



30

Semillas de Espino y Acacia

El conocimiento de la estructura interna y externa de las semillas forestales es
de primordial importancia, ya que sirve de base para determinar que
tratamiento y métodos deben aplicarse para su mejor germinacion, siembra y

obtencién de plantas de 6ptima calidad (Ledesma, 2010).

El mejor tratamiento pre-germinativo para las semillas consiste en someterlas a
calor, sumergirlas en agua a 50 grados centigrados por un periodo de tiempo
de 10 minutos, dando como resultado un porcentaje de germinacioén del 62%,
permitiendo de esta manera reducir el estado de latencia, en comparacion a

semillas que no recibieron ningun tipo de tratamiento alcanzado un 48%.
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3. METODOLOGIA

La presente investigacion fue un trabajo experimental con Berberis hallii y
Acacia melanoxylon, que se realizé en el laboratorio de Toxicologia(LQ11), de

Ingenieria Ambiental, en la Universidad de las Américas, Sede Queri.

3.1 Descripcion de las especies de estudio

Para la investigacion, se trabajé con una especie arbustiva (Berberis hallii) y
una especie arborea (Acacia melanoxylon), ambas nativas del Ecuador y

presentes en la ciudad de Quito.

ESPINO (Berberis hallii)

Pertenece a la familia Berberidaceae. Es un arbusto que se caracteriza por
presentar sus hojas con prominentes espinos, puede llegar a medir hasta 2m
de alto, presenta vistosas flores de color amarillo, su fruto se exhibe en forma
de baya. Su madera es utilizada principalmente para combustible. Se lo
considera una especie apta para los programas de reforestacion y restauracion
natural (Oleas et al., 2016).

ACACIA (Acacia melanoxylon )

Pertenece a la familia Mimosaceae. Es un arbol que puede alcanzar hasta los
30 m en estado adulto. Su principal caracteristica es la de transformar sus
hojas en filodios, los cuales le permiten soportar las altas temperaturas, posee
sus frutos en forma de legumbres con semillas negras, rodeadas por una
envoltura naranja. El principal uso de su madera es para la elaboracion de lefia
y postes para cercas. Presenta una tasa de crecimiento rapida y una

longevidad que va de 10 a 20 afos (Urbano, 2007).
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3.2 Descripcion del area de recoleccion de semillas
Las semillas se colectaron en el Parque Metropolitano de la ciudad de Quito.

En el afio 1980 fue creado el Parque Metropolitano, localizado en la Provincia
de Pichincha (Salazar, 2014), especificamente al nororiente de la zona centro-
norte de Quito, se localiza a una altitud que va desde los 2890 a 2980 msnm

(Noguera, 2012) y cuenta con un area aproximada de 557 ha.

Prevalecen las especies fordneas (eucalipto), a pesar de que también existen
matorrales, arbustales de vegetacion nativa del lugar (28 especies), cuenta con
zonas de pradera (pastos plantados) y vegetacion herbacea en estado de

recuperacion (Salazar, 2014).

Generalmente los dias son soleados en verano, a pesar de que es mas
vulnerable a las lluvias, puesto que cuenta con una variedad de vegetacion y
bosque. En invierno las presencias de lluvias son muy frecuentes (Torres,
2013).

Rango Altitudinal: 2890 a 2980 msnm
Temperatura media anual: 11 °C
UBICACION EN GOOGLE EARTH

RYE Vo
Y g %

Figura 9. Ubicacién del Parque Metropolitano
Tomado de (Google Earth, 2018)
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3.3 Recoleccion y preparacion del material vegetal

Se colectaron 500 semillas por especie como reserva en caso que se

requirieran mas durante el proceso de experimentacion.

ESPINO

El material vegetal fue recolectado el 23 de enero, de 5 arbustos que se
encontraban localizados en los alrededores del Parque Metropolitano, para
seleccionar el tipo de semillas a recoger, se consider6 aquellas que se
encontraban en bayas menos abiertas y mas largas, ya que eran las que mayor

cantidad de semillas contenian en su interior (5 a 6 semillas por baya).

Para la recoleccién se tom6 en cuenta la presencia de flores color amarillo, el
estado y apariencia del fruto, el cual demostré tonos que iban de morados a
negros, lo que indicé que ya se encontraban en un estado de madurez, listos

para ser recolectados.

De igual manera se observé la presencia de frutos caidos en el suelo y la
facilidad de las semillas para desprenderse de ellos, todos estos aspectos
fueron de gran relevancia al momento de realizar la seleccion, ya que permitio

se obtuviera semillas viables.

No se sustrajeron semillas de frutos pequefos, debido a la escases de
sustancias de reserva en su interior y las que mostraron alguna anomalia
fueron desechadas para evitar se diera algun tipo de contaminacién con el lote.
Para su preparacion, solo se extrajeron una a una las semillas del interior de
las bayas con ayuda de una pinza y se las colocé en una funda de papel,

previa a su siembra.



34

ACACIA

Las semillas se colectaron el 28 de enero, de 7 arboles adultos, para la
seleccion de los individuos se supuso tomar en cuenta las que se hallaban
colgando en las legumbres mas largas, puesto que eran las que tenian

cantidades mayores (4 a 5 semillas por legumbre).

Los aspectos que se tomaron en cuenta para su recoleccidn, consistieron
principalmente en el estado, la cantidad de frutos caidos, la facilidad de las
semillas para desengancharse de ellos y la apariencia del fruto, que tomaba
tonos de café a rojizos, lo que indicé se encontraban en el estado 6ptimo para

la obtencion de semillas factibles para su posterior siembra.

Las semillas que presentaron algun tipo de problema, como diferente color,

rasgaduras o consistencia blanda fueron desechadas.

Se cogi6é cada legumbre y se quité cada semilla con la mano. Con una pinza
se elimind las envolturas naranjas que las rodeaba y se las almacend en

fundas de papel para su posterior siembra.

3.4 Tratamientos pre-germinativos

Se realizaron tratamientos previos con las dos especies elegidas en la
investigacién, los cuales permitieron conocer los porcentajes de germinacion y
el tipo de tratamiento idoneo para romper el estado de latencia y dormancia.

En el caso del espino, fueron puestas 10 semillas en contacto con agua
hirviendo durante un periodo de tiempo de 15 minutos, posterior a ello se las
retir6 y se tuvo como resultado que el 60% germind, mientras que el 40%
restante no logré romper su latencia, a pesar de ello ninguna se contamind.

Las semillas de acacia fueron sometidas a 2 tratamientos (agujero en la testa y
calor), el que mejor resultado mostrd fue el primero, con un 71.4% de semillas
germinadas, mientras que el porcentaje restante permanecié en estado de

dormancia.
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A pesar de los resultados que se tuvieron, al momento que se realizaron los
ensayos con glifosato, los efectos fueron negativos, puesto que casi todas se
contaminaron, por ese motivo se decidid utilizar el tratamiento de calor, que dio
un porcentaje de germinacion del 76%.

3.5 Preparacién de soluciones con glifosato

Se prepard una solucion de 1mg/l a partir de la solucion concentrada, a través

de la cual se realizé el siguiente calculo:

480 g/l (Solucién madre)

1 mgl/l

Clvl =C2v2

Donde:
C1 =480 g/l 480.000 ugl/l

V1= m (Ecuacion 1)
480.000 mg/1

V1 =2

C2=1mgll V1 = 2,08 ul/l de la Sol M

V2 =1lt

Se tom6 como punto de partida el 1 mg/l (concentracion tratamiento 5) para
obtener los valores de las otras concentraciones, aplicando la ecuacion

mencionada anteriormente.



Tabla 1
Soluciones de glifosato

Tratamientos

T1

T2
T3
T4

T5
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Concentraciones

50 ug/I

200 ug/I
500 ug/l
800 ug/I

1mgl/l

Nota: Concentraciones de glifosato en los cinco tratamientos

3.6 Parametros quimicos medidos en las soluciones

3.6.1 pH

Se utiliz6 el pHmetro HANNA constituido por un electrodo que permite

determinar las concentraciones de iones presentes en las soluciones.

Se coloco cada una de las soluciones de glifosato en 5 vasos de precipitacion

con 50ml y finalmente se procedi6 a realizar la medicion (equipo previamente

calibrado), para lo cual se sumergi6 el electrodo en las soluciones hasta que el

equipo se estabilizara para poder obtener valores exactos. Para mayor

seguridad se realizaron dos mediciones por muestra.

3.6.2 Conductividad

Se utilizé el conductivimetro HANNA Hi9829 Multiparameter, compuesto por

dos electrodos que van a permitir medir la conductividad de cualquier solucion.
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Para este analisis se tomaron las soluciones con diferentes concentraciones de
glifosato en 5 tubos de ensayo, seguidamente se introdujo la sonda de
medicion del equipo (electrodo calibrado) y se registro la medicion dada. Para

mayor seguridad se realizaron 2 mediciones por solucion.

3.7 Siembra

ESPINO Y ACACIA

Para cada especie se trabajé con 300 semillas.

El material de siembra fueron cajas petri de plastico de 100 mm de diametro,
para evitar algun tipo de contaminacidon externa y para un mejor y seguro
manejo durante el periodo de manipulacién de las mismas, se utilizaron 30

cajas por especie.

El sustrato que se utilizé fue papel absorbente de 6 mm de espesor, para
asegurar una excelente capacidad de retencion de liquido (Sobrero y Ronco,
2004), durante el riego, esto se realizd por c/u de las cajas.

Para la siembra de las semillas en las cajas Petri, se procedié a coger cada
individuo con una pinza y se las ubicé a una determinada distancia para facilitar

el crecimiento de las radiculas y epicotilos.

El riego se realizé posterior a la siembra de las semillas en las cajas Petri. Se
manipularon 6 goteros de 10 ml por tratamiento incluyendo el testigo para evitar
algun tipo de alteracion en los resultados durante los procesos de germinacion
de las semillas. Se utiliz6 2ml de solucién para cada riego en las dos especies.

En el caso del espino se realizaron 2 riegos, durante 9 dias y en la acacia 5

riegos por 29 dias, tiempo que duré el proceso de investigacion.
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Ambas especies se mantuvieron en la oscuridad durante el proceso de

germinacion.

3.8 Disefio experimental

Se plante6 un disefio de cinco tratamientos y un blanco, con cinco repeticiones
y diez réplicas cada uno. El periodo de observacion fue cada 2 dias durante un
periodo de 9 y 29 dias. Los tratamientos que se aplicaron fueron de 0 (control),
50, 200,500 800 ug/l y 1mg/l.

Las concentraciones 50 ,200 y 500 ug/l se establecieron mediante los valores
ya utilizados en la Tesis de Macro-invertebrados (Sanchez, 2018), mientras que
las concentraciones de 800ug/l y 1mg/l se determinaron mediante bibliografia
(Camino y Aparicio, 2010).

Las variables y niveles que se emplearon durante los ensayos de germinacion
de toxicidad, fueron aplicados de forma aleatoria a cada tratamiento y de

acuerdo a las 2 especies de semillas que se seleccionaron.

Dentro de las variables independientes se conté con 1 factor: El glifosato y 5
niveles, que correspondieron al nimero de tratamientos que se realizaron, de
acuerdo a las diferentes concentraciones que tuvo el contaminante, asimismo
se obtuvo un testigo, lo que generd un total de 6 tratamientos, 5 repeticiones y
10 réplicas, lo que dio como resultado un total de 300 semillas por cada

especie.

Como variables dependientes o de respuesta se consideraron 2:

El porcentaje de germinacion (%) y el tamafio de la radicula (mm).
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Pardmetros Constantes:

o Luz(Fotoperiodo): 24 horas en oscuridad

o Humedad: Riego en una medida de 2ml de agua destilada en un
periodo cada dos dias

o Sustrato inerte: Papel absorbente

o Temperatura: De 15 a 20 grados centigrados (Temperatura

ambiente)
(©)
Tabla 2
Variables independientes de espino y acacia
Tratamientos | Concentraciones
de glifosato
T1 50 ug/l
T2 200 ug/l
T3 500 ug/l
T4 800 ug/l
T5 1 mg/l
T6 00

Nota: Concentraciones de glifosato en los cinco tratamientos, incluyendo el

testigo



40

Tabla 3
Descripcion de las variables y el disefio experimental utilizados en cada
especie

Variables Niveles | Soluciones | Repeticiones Réplicas
T1 50 ug/I
T2 200 ug/I
Concentraciones T3 500 ug/I S5Rep * 10Répli *
de glifosato T4 800 ug/I Tratamiento Rep
T5 1mg/l
T6 0

Variables Dependientes:

Germinacion de semillas: Se consider6 que la semilla habia germinado
cuando se empez0 a notar la presencia de un pequefio brote en cada una de
ellas, por la formacion de los embriones y crecimiento de la radicula (mayor de
3mm) (Rodriguez, Adam y Duran, 2015). Los valores que se obtuvieron de esta

variable fueron presentados en %.

Longitud de la radicula: Se realizaron 2 mediciones por cada una de las
especies, en la primera no se tomd en cuenta las radiculas con un tamafio
menor o igual a 0,1 cm, en la segunda se midieron todas sin excepcion alguna.
Los datos se presentaron en mm.

3.9 Tratamiento y analisis de resultados

Porcentaje relativo de germinacion:

El GRS constituye el porcentaje de semillas que germinaron en los 5

tratamientos con respecto a aquellas que germinaron en el testigo.

Se empled la expresion afiadida a continuacion para la obtencion de los datos

durante los bioensayos de toxicidad que se efectuaron por cada tratamiento.
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(Ecuacion 2)

Numero de semillas germinadas con la muestrta de agua problema

GRS (%) = * 100

Numero de semillas germinadas en agua dura(testigo)

Crecimiento relativo de la radicula:

R

epresenta el porcentaje de crecimiento de la radicula de las semillas que fueron
puestas en contacto con las diferentes concentraciones de glifosato, con
respecto a las semillas del testigo. Se la puede determinar mediante la
siguiente expresion:

(Ecuacion 3)

Longitud promedio de la radicula con la muestra de agua sintetica

CRR(cm) = * 100

Longitud promedio de la radicula en agua dura(testigo)
indice de germinacion:

Hace referencia al producto de la germinacion relativa de semillas en los
diferentes niveles en relacion por el crecimiento relativo de la radicula de cada
unidad experimental.

(Ecuacion 4)

1G (%) — GRi’:;zRR

Donde:
GRS: porcentaje de la germinacion relativa de semillas (%)
CRR: crecimiento relativo de la radicula (%)

indices del porcentaje de germinacion residual normalizado:

Se lo determina mediante los valores adquiridos de las semillas germinadas en
cada uno de los tratamientos a los que fueron expuestos, menos el porcentaje
de semillas germinadas en el Testigo. Los valores que se obtuvieron en este

indice, indican la presencia de un gradiente de toxicidad en ambas especies.
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(Ecuacion 5)

Germ(x)—Germ(t)
Germ(t)

IGN =

Donde:

Germ (x): Porcentaje promedio de semillas germinadas en cada tratamiento

Germ (t): Porcentaje de semillas germinadas en el testigo

Los valores establecidos para toxicidad segun el indice de germinacién
normalizado se encuentran distribuidos de la siguiente manera: de 0 a -0,25
baja toxicidad, de -0,25 a -0,5 toxicidad moderada, de -0,5 a -0,75 muy toxico y
de -0,75 a -1, toxicidad muy alta. Los Valores que sean > 0O indican crecimiento

de la radicula u hormesis.

indices del porcentaje de elongacion radical residual normalizado

Se calculan con los datos obtenidos de la diferencia de longitudes radiculares
en cada dilucion, con respecto a los valores de longitud promedio de la radicula
de la muestra testigo. Demuestran la presencia de niveles de toxicidad en los
distintos tratamientos.

(Ecuacion 6)

Elong(x)—Elong(t)
Elong(t)

IER =

Donde:

Elong (x): Longitud promedio de la radicula de las semillas germinadas en cada
tratamiento

Elon(t): Longitud promedio de la radicula de las semillas germinadas en el

testigo.

Segun el indice de elongacion residual los valores establecidos para establecer

los niveles de toxicidad se clasifican de la siguiente manera de 0 a -0,25 baja
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toxicidad, de -0,25 a -0,5 toxicidad moderada, de -0,5 a -0,75 muy toxico y de -
0,75 a -1, toxicidad muy alta; valores del indice > 0 indican crecimiento de la

radicula u hormesis.

ANOVA:

Consiste en la realizacion de analisis de varianza clasica en estudios y disefios
experimentales, de determinados valores obtenidos durante un proceso de
experimentaciéon (Otero, Sanchez y Moral, 2005).

Los resultados que se obtuvieron de las dos variables de respuesta:
germinacion de semillas y longitud de radicula de ambas especies (Espino y
Acacia), se compararon con los valores del testigo, mediante andlisis de
varianza(ANOVA) en el programa INFOSTAT. Previo a los analisis se realizo
un test de distribucion normal de Swilking, y posterior al ANOVA se evalud la

prueba de Tukey, con datos normalizados en log base -10.

CORRELACION DE PEARSON

El coeficiente de Pearson es una medida de magnitud existente entre la
asociacion lineal de dos variables, independientes de las variables originales.
Sus valores varian entre -1 y 1, estableciendo correlaciones méximas, pero en
sentidos opuestos (Balzarini et al., 2011). Las correlaciones se llevaron a cabo
tomando en cuenta los valores de pH, conductividad, germinacién y longitud

radicular, previamente normalizados (log base -10).

PROGRAMA ESTADISTICO UTILIZADO

Se utilizé el programa INFOSTAT, un software estadistico que permite manejar
cualquier tipo de dato de una manera mas avanzada, mediante la importacion y
exportacion de los mismos en formato Word o Excel (Infostat, 2008). Se
normalizaron los datos obtenidos de cada especie para realizar un ANOVA

parameétrico.
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RESULTADOS

4.1 Parametros quimicos de soluciones de glifosato

Tabla 4
pH de las soluciones
Tratamientos pH Escala de pH
T1 (50ug/l) 5,08 Ligeramente Acido
T2 (200ug/l) 5,04 Ligeramente Acido
T3 (500ug/l) 5,13 Ligeramente Acido
T4 (800ug/l) 5,48 Ligeramente Acido
T5 (Img/l) 4 50 Ligeramente Acido
T6 (00) 7,40 Neutro
(testigo)

Nota: pH- Escala de pH y temperatura de cada tratamiento
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Los valores de pH obtenidos por las diferentes concentraciones de glifosato,

indicaron que las 5 muestras permanecieron en una escala ligeramente acida,

a diferencia del T6( testigo) que se mostré en un estado neutro, siendo el T5

(Img/l) el que menor valor registré (4,50) y el T6 (testigo) con el valor mayor de

7,40. El comportamiento del pH se lo pudo clasificar como variado, dado que

en los primeros dos tratamientos (T1 y T2) disminuye, en el T3 y T4 aumenta,

en el T5 disminuye y finalmente en el testigo vuelve a incrementar su valor.



Tabla 5
Conductividad de las soluciones
Tratamientos | Conductividad Dureza
T1 (50ug/l) 3,0uS Muy blanda
T2 (200ug/l) 5,1uS Muy blanda
T3 (500ug/l) 7,0uS Muy blanda
T4 (800ug/l) 8,6 US Muy blanda
T5 (Img/l) 10,4 uS Muy blanda
T6 (00) 2,4uS Muy blanda
(testigo)

Nota: Conductividad y dureza de los cinco tratamientos
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El tratamiento 5 fue el que tuvo una conductividad alta de 10,4 uS, en

comparacién al T1 y T6 que obtuvieron 3,0 y 2,4 uS respectivamente. El

comportamiento de este parametro fue en sentido ascendente, es decir que, a

mayor concentracion de glifosato, mayor conductividad, con la Unica excepcién

del testigo, cuyo valor fue relativamente bajo.
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4.2 Analisis de Respuestas bioldgicas

ESPINO

Tabla 6
Respuestas Biologicas determinadas en semillas de Berberis halli expuestas a
diferentes concentraciones de glifosato

Esping
Respuesta :

MediaTl | T1 [ Medial2| T [ MedaB| T3 | MediaTd| M Media15| T
GRS %) B | 133346250 %88 ) 1BetN0 | WS | 133N | U6 | B33 [ 78 | 00+48h

CRR (%) 194 138:H0) W03 |1061:85%8| 1541 [ANINE] 144 [2W1067T) 13% (1681081
16 %) NH WAL 1306 HAHE DK | MMBIKEO| BIAL (ISBIN0] 154 |bLBLLS
longiudradiculamm) 6% | 8855 | 748 [ B5E0 | 88 | 1067468 | 6L | 9%tIM | 99 | LR
IGN Q16 (03030 00 (08030 | 00 | 032080 | Q0 0805 42 | 0401

IER 0% J0Sd01 0173 J0X0:01 IT' (73000 | 031 06008 1 0% | 0700

Nota. GRS =Porcentaje de germinacion relativa de semillas, CRR =
Crecimiento relativo de radicula, IG = indice de germinacion, IGN = indices del
porcentaje de germinacion residual normalizado, IER = indice de elongacion
radical residual normalizado, en donde los colores verdes indican los valores

mayores y los de color amarillo los valores menores de cada indice.

En el espino, se obtuvo un mayor porcentaje de germinacion relativa de
semillas (GRS) en el tratamiento T2, que presentaba una concentracién de 200
ug/l de glifosato, alcanzando un valor promedio de 98,88 %, a diferencia del
Tratamiento T5, que presento un valor de 77,88 %, al tener una concentracion

de 1 mgl/l.

En el crecimiento relativo de radicula (CRR), los resultados fueron inversos al
GRS, puesto que el T5 demostré un porcentaje promedio de longitud radicular
de 153,96% a diferencia del T1 que solo genero un 109,46%.

Todos los tratamientos T2 (200 ug/l), T4 (800 ug/l), T3 (500 ug/l), T1 (50 ug/l) y
T5 (1 mg/l) presentaron valores de IGN que fueron de -0,01; -0,02; -0,05; -0,16
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y -0,22, esto significa que mostraron una baja toxicidad, dado que los valores
se encontraron dentro del rango definido que va de 0 a -0,25.

Finalmente, en el indice de elongacion radical (IER), se pudo observar que
todos los tratamientos presentaron valores positivos, pero con una cierta
diferencia, mostrando en el T1 (50 ug/l) 0,094 y en el T5 (1 mg/l) 0,53, lo que
demostré un efecto positivo, ya que estimul6 el crecimiento de la radicula en
todos los tratamientos, pero notandose una diferencia significativa mayor en el

tratamiento 5 que presentaba una concentracion mayor.

Tabla 7
Andlisis de Varianza (Porcentaje de germinacion-Espino)

Germinacién de semillas de Espino
FV SC CM F p

Tratamientos 0,08 0,02 0,88 0,507
Nota: Porcentaje de germinacién del espino

El analisis de varianza, indicé que F alcanz6 un valor de 0,88 y una p de 0,50,
lo que significa que no existe diferencia entre las medias, puesto que los seis

tratamientos analizados tenian porcentaje de germinacion similar.

Tabla 8
Andlisis de Varianza (longitud promedio de radicula- Espino)

Longitud radicular del Espino
FV SC CM F p
Tratamientos 0,12 0,02 4,70 0,0039

Nota: Longitud promedio de radicula del espino

En la tabla 8 se muestra los resultados que se consiguieron segun analisis de

varianza, en la cual mostré que existe diferencias significativas entre las
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medias de los tratamientos, presentando un F de 4,70 y una p de 0,0039, por lo

tanto, se acepta la hipotesis alternativa.

Tabla 9
Medias ajustadas y errores estandares de la longitud promedio de radicula en
espino

Tratamientos Medias E.E Agrupaciones
T6 0,81 A
T1 0,84 A
T2 0,87 A B
0,03
T3 0,93 A B
T4 0,93 A B
T5 0,99 B

En los resultados obtenidos en cada tratamiento, se mostraron medias
significativamente iguales en T3, T4 y T5, siendo el T5 el que mayor media
presentd con 0,99; de igual manera medias iguales en el T1, T2 y T6, ambos
grupos presentaron diferencias significativas entre si, a pesar de que su
concentracion fue la mas alta (Img/l), el nivel de toxicidad fue bajo, lo que
generd un mayor crecimiento de la radicula a diferencia del T1 (0,84), con
menor concentracion de glifosato (50 ug/l), que se traduce en un menor

crecimiento radicular.
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ACACIA

Tabla 10
Respuestas Bioldgicas determinadas en semillas de Acacia melanoxylon
expuestas a diferentes concentraciones de glifosato

Az
Respuesta

M| n [ Medams| 1 [medin| T8 | meders| B

2 % L AL
o3, LUZW Vil SUZW
J

2

GRS (%)
CRR(%)

K (%)
longitud radiuls (mm)
IGN
ER

Nota. CRR = Crecimiento relativo de radicula, IG = indice de germinacion, IGN
= indices del porcentaje de germinacién residual normalizado, IER = indice de
elongacion radical residual normalizado, en donde los colores verdes indican

los valores mayores y los de color amarillo los valores menores de cada indice.

Los tratamientos T2 y T4 que corresponden a las concentraciones de 200 ug/l y
800 ug/l presentaron los valores promedio de GRS mas altos (114,35 % vy
101,27 %), mientras que los tratamientos T1, T3 y T5 mostraron los datos
promedio mas bajos de germinacion relativa, lo que se evidencié por la

reduccion en el porcentaje de germinacion relativa de las semillas.

Los valores que se obtuvieron de los tratamientos T2, T4 y T5 mostraron un
crecimiento mayor de la radicula (CRR), puesto que alcanzaron valores de
112,89 %; 106,10 % y 105,15 % respectivamente, mientras que las semillas
expuestas a las concentraciones correspondientes a los tratamientos T1y T3
presentaron un crecimiento radicular inferior (99,20 % y 75,01 %) en

comparacion a los primeros tratamientos, ya mencionados anteriormente.

El T2 (200 ug/l) y T4 (800 ug/l) generaron indices de germinacion normalizado
(IGN) de 0,14 y 0,01; lo que significa que existi6 una estimulacion en el
crecimiento de la radicula (hormesis), a diferencia de los T1, T3 y T5, cuyos
valores resultantes se encontraron con signo negativo (-0,04 ;-0,11y -0,11), lo

gue indica que tuvieron un nivel de toxicidad bajo.
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Los tratamientos T2, T4 y T5 presentaron valores de IER de 0,13; 0,06 y 0,05,
lo que indica, la existencia de una respuesta estimulante del crecimiento de la
radicula por presentar un gradiente de toxicidad bajo, a diferencia del T1 que
presento el valor de -0,01y el T3 con un -0,25, lo que demostré niveles bajo del

toxico.

Tabla 11
Andlisis de varianza (Porcentaje de germinacidn- acacia)

Germinacion de acacia
FV SC CM F p

Tratamientos 0,05 0,01 2 0,114

Nota: Porcentaje de germinacion de la acacia

En el porcentaje de germinacién de la acacia, F alcanz6 un valor de 2 y una p
de 0,11, lo que confirmd la inexistencia de alguna diferencia entre las medias, a
pesar de que el valor del testigo fue relativamente menor en comparacion a los

cinco tratamientos.

Tabla 12
Andlisis de varianza (Promedio radicula- acacia)

Longitud radicular de acacia
FV SC CM F p

Tratamientos 0,18 0,04 1,52 0,221

Nota: Longitud promedio radicular de la acacia

No se observo la presencia de algun tipo de diferencia entre las medias,
registrando un valor de 1,52 para F y 0,22 para la probabilidad. Debido a que

las longitudes promedio de las radiculas eran similares.
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Correlacién entre parametros fisico-quimicos y respuestas biologicas

Tabla 13
Correlacion simple de Pearson - Espino
Germinacion Radicula pH Conductividad
Germinacion 1,00 0,76 0,13 0,40
Radicula 0,06 1,00 0,01 2,8E-05
pH 0,28 Lo,50 1,00 2,6E-05
Conductividad Lo,16 0,69 Lo,69 1,00

De acuerdo a la tabla 13, se indica que existio una correlacion positiva entre la
germinacion y la longitud de la radicula (0,76), a diferencia de los datos
marcados en rojo, que presentaron valores negativos en sus variables
(reduccién): es decir que a mayor conductividad la germinacion se reduce en
un -0,16. A un incremento de pH la longitud de la radicula disminuye en un -
0,50 y finalmente a un incremento de conductividad el pH se ve reducido con -
0,69.

Tabla 14
Correlacion simple de Pearson - Acacia
Germinacion Radicula pH Conductividad
Germinacion 1,00 0,21 0,22 0,21
Radicula 0,24 1,00 0,78 0,58
pH 0,23 0,05 1,00 2,6E-05
Conductividad -0,24 -0,11 -0,69 1,00

De acuerdo a los datos obtenidos se demuestra una correlacion positiva entre
la longitud de la radicula y el pH (0,78). Las correlaciones negativas se
presentaron en la conductividad, es decir a mayor conductividad las variables
de germinacién, radicula y pH disminuyeron.
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5 DISCUSION

La presencia de malezas resistentes a los herbicidas ha ido incrementando con
el pasar de los afios, tanto ha sido asi que en el 2006 se estimo la presencia de
183 especies resistentes, de los cuales 73 correspondian a especies
monocotiledéneas y 110 a dicotiledéneas, provocando dafios a mas de 270.000

campos a nivel mundial (Palou, Ranzenberger y Larios, 2007).

Uno de los principales herbicidas utilizados en Ecuador, especificamente en la
Sierra, es el glifosato, dado que es considerado como una sustancia de amplio
espectro, de accion enzimatica y sobre todo por su alta eficiencia en la
erradicacion de las malezas (Pengue, Walter, Monterosso, lliana y Binimelis,
2009), a pesar de ello presenta problemas en la contaminacién de los recursos
suelo, aire, agua y genera efectos negativos en las plantas, animales y el ser

humano, al ser altamente toxico.

Al presentarse estos problemas se ha visto afectado de una u otra manera la
vegetacion genéticamente modificada que son sensibles al uso de este
plaguicida (Palou, Ranzenberger y Larios, 2007).

La implementacion de ensayos de laboratorio demostré la inferencia del
glifosato sobre el proceso de germinacion de semillas nativas de la ciudad de
Quito (espino y acacia). Presentando una respuesta positiva en los porcentajes
de germinacion relativa de semillas (GRS), crecimiento relativo de radicula

(CRR) e indice de germinacion (1G).

El indice de germinacion residual normalizado (IGN) demuestra una baja
toxicidad en todos los tratamientos, en el caso del espino, lo que indica no
perjudico el proceso de IGN. A diferencia de la acacia que en los tratamientos
T2 y T4 (200 ug/l y 800 ug/l) mostraron un crecimiento radicular, evidenciando
una mejora en el proceso, mientras que en los tratamientos restantes T1, T3y

T5 no se demostro alteracion alguna por presentar niveles de toxicidad bajo.
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La elongacién radical residual normalizado (IER) muestra un crecimiento
radicular (hormesis) en todos los tratamientos del espinoy en el T2, T4y T5
(200 ug/l, 800 ug/l y 1mg/l) de la acacia, por lo que se demostré una mejora en
el indice y un nivel bajo de toxicidad en las concentraciones de 50 ug/l y 500
ug/l correspondientes a los tratamientos T1 y T3, lo que indica que no perjudico
al IER en el caso de la acacia.

Las semillas estudiadas se encontraron en un estado de latencia, por lo que fue
indispensable aplicar tratamientos para su ruptura (Flores, Poggi, Garcia,
Catraro y Gariglio, 2017) y de esta manera incrementar el porcentaje de

germinacion.

En el caso de la acacia se obtuvo que la germinacion del testigo fue del 38%.
Superada por el T2 (200 ug/l) con un 41% y en todas las otras concentraciones
la germinacion se vio reducida, lo que concuerda con lo propuesto por
Gonzalez, Nicao, Muifio, Perez y Sanchez (2015), que sefalan que hay
especies que mejoran su porcentaje de germinacion a ciertas concentraciones

de pesticida, por ejemplo, el glifosato.

En cuanto al espino respecta, este no demostrd similitud con lo ocurrido en la
acacia, dado que todos sus tratamientos presentaron una inhibicion en la
germinacion, por tener valores menores al del testigo, lo que concuerda con lo
gue manifiesta CONICET (2009), en donde indica que el herbicida glifosato
intercepta con la biosintesis de la fenilalina y del acido corismico, conllevando a
la alteracion de la enzima 5-enolpiruvil-shiguimato-3-fosfato sintetasa, evitando
las reacciones con el &cido indolacetico e incrementando la inhibicion de

germinacion en las semillas.

Los porcentajes de germinacion de acuerdo a los resultados obtenidos al
comparar ambas especies, se pudo determinar que el espino presentd una
reduccion en sus porcentajes en comparacion de la acacia, dado que segun

seflala Méndez (2011) las semillas del espino al ser mas pequefias y blandas
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en su testa, almacenan mayor humedad en un periodo de tiempo corto, con
menos tiempo de envejecimiento, lo que conlleva a un deterioro severo en la
reduccion de los porcentajes de germinacion, después de haber aplicado algun

tipo de tratamiento.

El pardmetro quimico de pH en el espino presentd una correlacion negativa, lo
gue signific6 que a mayores valores de pH, se mostraba una reduccion en los
porcentajes de germinacion de la especie, este comportamiento es igual al
establecido por Moltedo (2016), en donde indica que la enzima que actia sobre
el herbicida es la encargada de formar aminoacidos fenilalina, triptéfano y
tirosina, que pueden modificar las estructuras de las proteinas, actividades
enzimaticas y por ende generar cambios significativos en la variable,
ocasionando los porcentajes de reduccién de los individuos. En la acacia se

presentd el mismo comportamiento del espino.

Garsaball, Natera y Figueroa (2008) manifiestan que el incremento de los
niveles de salinidad causa endurecimiento de la pared celular y por ende un
aumento en la conductividad hidrica de la membrana plasmética,
incrementando el influjo de iones externos y afectando de manera negativa el
proceso de germinacion. En las especies estudiadas actu6 de la misma manera
en el espino, a diferencia de la acacia que no demostré correlaciones negativas
tan bajas, es por ello que esta especie presenta un porcentaje de germinacion

relativamente mayor al del espino.

En la acacia la longitud promedio radicular del testigo fue de 20,23mm,
mientras que de los tratamientos T2(200 ug/l) y T4(800 ug/l) mostraron
22,61mm y 20,52mm correspondientemente, a pesar de ello no se evidencio
una variaciéon significativa en ninguno de los cinco tratamientos analizados en
comparaciéon al blanco, lo que coincide con Duque y Romero (2015) que
indican que, a concentraciones menores a 0,50 ppm del glifosato, este no
genera efectos significativos en el desarrollo o rendimiento de semillas o

plantas. En lo tanto que el espino, en todos sus tratamientos presento valores
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mayores al del testigo, presentando un comportamiento ascendente, es decir a
mayores concentraciones de glifosato la longitud aumenta su tamafo, lo que
resulta por la condicion de estrés moderada que presenta el espino, al ser una
semilla mas sensible en comparacion a la acacia, generando de esta manera
como respuesta, un incremento en la longitud de las raices de las semillas o
plantas expuestas al glifosato, segun lo ostenta Blanco, Sandoval y Torres
(2016).

De los datos obtenidos en la acacia se generd una correlacion positiva de 0,78
entre la radicula y el pH, lo que indic6 que lo niveles se encontraron en un
rango ligeramente acido, que en este caso estimuld el crecimiento de la
radicula a concentraciones de 200 ug/l y 800 ug/l correspondientes a los
tratamientos T2 y T4, indicando diferencias significativas entre los tratamientos
restantes ya que resultaron menor al testigo, lo que va acorde a lo mencionado
por Garcia (2009) en donde indica que esta relacion se da debido a que los
embriones expulsan iones, durante el proceso de inhibicion, liberando K+( ion
de las semillas), provocando perdida de la rigidez de las paredes celulares y
por ende generando crecimiento radicular por la presencia de acidificacion (
composicién del glifosato) en las paredes celulares.

En el espino ocurri6 de manera diferente, dado que la correlacion fue negativa
con -0,50, sefialando que a mayor pH el crecimiento de la radicula disminuye lo
que resulta similar a lo establecido por Lopez (2014) ya que el glifosato al
ponerse en contacto con el agua de grifo genera cationes (k+) y aniones (-),
gue demuestran la facilidad de formar enlaces con los cationes de los
carbonatos presentes en el agua, provocando de esta manera una reduccion
en la eficacia del herbicida y por ende generando cierta disminucién en el

crecimiento radicular.

La variable de la longitud de la raiz en el espino presentd un valor mayor en el
T5(1 mg/l) con 9,91mm mientras que en los tratamientos con concentraciones

de 50 ug/l y 200 ug/l se vio un crecimiento menor de 6,96 mm y 7,48 mm, a
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pesar de que todos los tratamientos se encontraron con valores menores al
testigo, esto sucedié dado que las semillas presentaron condiciones de estrés
frente a las diferentes concentraciones de glifosato a las que se encontraron
sometidas, lo que resulta igual a lo establecido por Blanco, Sandoval y Torres
(2016), ya que indica que semillas sensibles como el frijol, en las que se
realizaron estudios mostraron niveles de estrés moderados al estar en contacto
con sales de Na ClI, provocando que se presente desde la raiz una sintesis de
acido abscisico y generando cambios fisioldgicos como reduccion de la
conductividad hidraulica y estimulando al aumento en la longitud del sistema
radical del frijol.

Se puede decir entonces, que las concentraciones utilizadas de glifosato (50
ug/l; 200 ug/l; 500 ug/l; 800 ug/l y 1mg/l) inhibieron la germinacion del espino,

dado que todos los valores se encontraron por debajo del testigo.

Los niveles de toxicidad de IGN(indice de germinacion normalizado) en el
espino fueron bajos, a diferencia de la longitud radical, ya que en el IER( indice
de elongacion radical) todos los tratamientos reflejaron una estimulacién en el
crecimiento radicular, esta clasificacion concuerda segun lo establecido por
Romero et al., (2014) en donde indica que los rangos para determinacion de
toxicidad segun andlisis realizados en semillas de lechuga se los clasifica: 0 a -
0,25 baja toxicidad, -0,5 a -0,75 muy toxico, -0,75 a -1 toxicidad muy alta y

mayores a 0 hormesis ( crecimiento radicular).

En la acacia se presento inhicion de la germinacion en los tratamientos T1, T3,
T4 y T5, mientras que en el T2 (0,82%) fue superior en relacion al testigo
(0,76%), lo que indica que a concentraciones bajas se incrementd la

germinacion.

El IGN en la acacia mostro variaciones en cuanto a su nivel toxico,
demostrando que en los tratamientos T1, T3 y T5 los niveles de toxicidad
fueron relativamente bajos, mientras que el T2 y T4 demostraron un proceso de

hormesis.
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En la longitud radicular de la acacia los tratamientos T1, T3 y T5 fueron
menores al testigo, a diferencia de los tratamientos restantes que sufrieron un
incremento notorio de la variable, resultado de que el IER presente niveles de
toxicidad bajos en los tratamientos T1 y T3 y un incremento en la longitud
radicular de los tratamientos T2, T4 y T5, segun los criterios establecidos por
Romero et al., (2014).
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1Conclusiones

Las semillas de Berberis halli (espino) y Acacia melanoxylon (acacia) presentan

bajos efectos toxicoldgicos en relacion al glifosato.

La germinacién de espino se ve inhibida en todas las concentraciones, por
presentar un efecto de toxicidad bajo, a diferencia de la longitud radicular que
muestra valores mayores al testigo en todos los tratamientos, induciendo a una

estimulacién en el crecimiento radicular.

En la acacia la germinacién se ve inhibida en los tratamientos T1 (50 ug/l), T3
(500 ug/l), T4 (800 ug/l) y T5 (1mg/l) por mostrar una baja toxicidad, mientras
que el T2 (200 ug/l) supera los datos del testigo, generando una estimulacion

del crecimiento de la longitud radicular.

En el espino se muestran correlaciones positivas entre la germinacion y el
crecimiento de la radicula (0,76), y correlaciones negativas en la conductividad,
dado que, al incrementar esta variable, se produce un menor porcentaje de
germinacion (-0,16) y a valores bajos de pH se presenta una reduccion (-0,50)

en el crecimiento radicular.

La acacia demuestra correlaciones positivas (0,78) entre la radicula y el pH, y
relaciones negativas ya que, a mayor conductividad, la germinacion y radicula

se ven reducidas en un (-0,24) y ( -0,11) respectivamente.
6.2 Recomendaciones
Para el desarrollo de experimentaciones futuras basadas en determinacion de

efectos toxicologicos en semillas, se recomienda realizar nuevamente ensayos

de germinacion, para garantizar que los resultados obtenidos sean una
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respuesta a los tratamientos de toxicidad y no a la eficiencia germinativa de la

semilla.

Realizar un nUmero mayor de ensayos en la especie de acacia para determinar

la relacién entre concentracion y el crecimiento radicular.

Al momento de realizar la siembra, es importante se tenga en cuenta las
condiciones en las que se las lleva acabo, para de esta manera evitar se
presente contaminacion de los materiales (cajas Petri) y por ende prevenir la

alteracion de resultados durante el tiempo de experimentacion.

Se recomienda utilizar concentraciones de glifosato mayores a 1 mg/l para
obtener mejores resultados en cuanto a la determinaciéon de toxicidad en las
variables de germinacion y longitud radicular de ambas especies, por ejemplo,
mediante la prueba con plantulas para de esta manera ver cudl es la respuesta

con estas.

En el caso de ambas especies, evitar regarlas muy seguido, debido a que
puede causar dafios y no permitir se presente el proceso de germinacién de

una manera adecuada.

Es importante se tome en cuenta las condiciones ambientales (luz,
temperatura, humedad) que se brindara a las especies, durante el tiempo de

experimentacion, puesto que pueden alterar los resultados a obtener.

Debido a que el glifosato es un herbicida toxico, asi sea utilizado en pequefias
concentraciones, al momento de realizar los riegos y mediciones
correspondientes a la longitud radicular de los individuos, se recomienda utilizar

los respectivos EPP (guantes, mascarillas y mandil).

Al trabajar con diferentes soluciones de glifosato, es trascendental, el uso de
materiales variados (vasos de precipitacion, pinzas y goteros por solucion),

para evitar algun tipo de contaminacion cruzada.
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Anexo 1. Tabla resumen de las concentraciones de glifosato y los parametros

constantes utilizados

T1

T2

T5

Tratamientos| Repeticiones | Concentraciones de glifosato| Oscuridad

riego 2ml

Humedad

Sustrato

Papel absorbente

Ambiente

R2 200 ug/| riego 2ml |Papel absorbente| Ambiente
R3 200 ug/| riego 2ml |Papel absorbente| Ambiente
R4 200 ug/| riego 2ml |Papel absorbente| Ambiente

riego 2ml |Papel absorbente| Ambiente

riego 2ml

riego 2ml

Papel absorbente

Papel absorbente

Ambiente

Ambiente

R2 1mg/| riego 2ml |Papel absorbente| Ambiente
R3 1mg/I riego 2ml |Papel absorbente| Ambiente
R4 1 mg/I riego 2ml |Papel absorbente| Ambiente

riego 2ml |Papel absorbente| Ambiente

riego 2ml

Papel absorbente

Ambiente




Anexo 2. Primera medicion de espino

Explicacion: A) Testigo, supeior izquierda B) Tratamiento 1 (50 ug/l), superior
derecha C)Tratamiento 2 (200 ug/l), inferior izquierda D) Tratamiento 3 (500
ug/l), inferior derecha



Explicacion: E) Tratamiento 4 (800 ug/l), superior izquierda F) Tratamiento 5
(2 mg/l), superior derecha

Anexo 3. Primera medicién de Acacia

Explicacion: A) Testigo, inferior izquierda, B) Tratamiento 1 (50 ug/l), inferior
derecha



Explicacion: C) Tratamiento 2 (200 ug/l), superior izquierda D) Tratamiento 3
(500 ug/l), superior derecha E) Tratamiento 4 (800 ug/l), inferior izquierda F)
Tratamiento 5 (1mg/l), inferior derecha

Anexo 4. Medicion final de Espino




Explicacion: A) Testigo, superior izquierda B) Tratamiento 1 (50 ug/l), superior
derecha C) Tratamiento 2 (200 ug/l), inferior izquierda D) Tratamiento 3 (500
ug/l), inferior derecha

Explicacion: E) Tratamiento 4 (800 ug/l), superior izquierda F) Tratamiento 5
(Img/l) superior derecha



Anexo 5. Medicion final de Acacia

Explicacion; A) Testigo, inferior izquierda B) Tratamiento 1 (50 ug/l), inferior
derecha




Explicacion: C) Tratamiento 2 (200 ug/l), superior izquierda D) Tratamiento 3
(500 ug/l), superior derecha E) Tratamiento 4 (800 ug/l), inferior izquierda F)
Tratamiento 5 (1 mg/l), inferior derech



Anexo 6. Desviacion y valores promedios de la longitud radicular de la Acacia

Longitud radicular de la Acacia

40
35
30

25

20

15

10

Explicacion: Valores promedios y de desviacion estandar del testigo,
tratamientol, tratamiento 2, tratamiento 3, tratamiento 4 y tratamiento 5
(identificados de izquierda a derecha).






