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RESUMEN

Las especies endémicas a menudo se encuentran entre las mas sensibles a los cambios
y perturbaciones ambientales y, por lo tanto, en mayor riesgo de extincion. Para
solucionar este problema la germinacion in vitro de semillas es un método adecuado
para propagar especies de plantas amenazadas para su conservacion. El presente
trabajo tuvo como objetivo determinar un método eficiente para la germinacion in vitro
de semillas de Zapoteca aculeata. Primero, se aplicé dos tratamientos de desinfeccion
a las semillas para calcular el porcentaje de contaminacion. Luego, se aplico seis
tratamientos pregerminativos a las semillas para evaluar el porcentaje y tiempo de
germinacion. Finalmente se caracterizé el proceso de germinacion de la semilla. En
cada etapa se eligié al tratamiento que dio el mejor porcentaje de germinacién
mediante el analisis de varianza para verificar estadisticamente la diferencia
significativa de los tratamientos y las diferencias significativas entre los grupos
evaluados se valoraron mediante la prueba de Tukey. Se obtuvo los mejores resultados
con la desinfeccion D1 alcanzando un porcentaje de germinacion de 27.08 por ciento,
esto se debe a la concentracion y el tiempo de exposicion de las semillas en las
soluciones desinfectantes. Con el método pregerminativo T2 se obtuvo un porcentaje
de germinacion de 46.25 por ciento y fueron las semillas mas tempranas en germinar,
tardando 17,4 dias. Por lo que se recomienda usarlo en investigaciones futuras debido
a que no existe informacién en la literatura cientifica con respecto a trabajos de

investigacion para la germinacion de semillas de Z. aculeata

Palabras clave: germinacion in vitro, plantas ornamentales, Z. aculeata, boténica,

biotecnologia vegetal.
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ABSTRACT

Endemic species are often among the most sensitive to environmental changes and
disturbances and therefore most at risk of extinction. To solve this problem, in vitro
seed germination is a suitable method to propagate threatened plant species for
conservation. The present work aimed to determine an efficient method for in vitro
germination of Zapoteca aculeata seeds. First, two disinfection treatments were
applied to the seeds to calculate the percentage of contamination. Then, six pre-
germination treatments were applied to the seeds to evaluate the percentage and time
of germination. Finally, the seed germination process was characterised. At each stage,
the treatment that gave the best germination percentage was chosen using analysis of
variance to statistically verify the significant difference of the treatments and the
significant differences between the evaluated groups were evaluated using Tukey's test.
The best results were obtained with disinfection D1, reaching a germination percentage
of 27.08 percent, this is due to the concentration and exposure time of the seeds in the
disinfectant solutions. With the pre-germinative method T2 a germination percentage
of 46.25 percent was obtained and the seeds were the earliest to germinate, taking
between 17.4 days. Therefore, it is recommended to use it in future research because
there is no information in the scientific literature regarding research work on the

germination of Z. aculeata seeds.

Key words: in vitro germination, ornamental plants, Z. aculeata, botany, plant

biotechnology.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

1.1.1 Generalidades

La degradacion de los ecosistemas ha llegado a los rincones mas lejanos de
nuestro planeta, desde nuestras preciosas selvas tropicales hasta nuestros invaluables
arrecifes. Las actividades humanas irresponsables han causado y exacerbado nuestra
crisis climatica y la degradacion de los ecosistemas, obligandonos a hacer frente a la
pérdida de biodiversidad, ladestrucciéon del hébitat, los fendmenos
meteoroldgicos dramaticos y mas. Un informe reciente de la ONU encontr6 que las
acciones humanas han alterado significativamente el 75% de la superficie terrestre de
nuestro planeta y han llevado a un aumento en la tasa de pérdida de biodiversidad sin
precedentes en la historia humana; en relacion con las plantas, esto ha resultado en una
desaparicion del 40% de las especies que se encuentran en peligro de extincion
(Breman et al., 2021). Muchas de estas son endémicas, por lo tanto, Unicas, y a
menudo solo unas pocas y pequefias poblaciones silvestres resisten (Sarasan et al.,
2006).Las especies endémicas son un componente importante de la administracion de
la biodiversidad y el capital natural de un pais (Darbyshire et al., 2019). A menudo
estas especies se encuentran entre las mas sensibles a los cambios y perturbaciones

ambientales y, por lo tanto, en mayor riesgo de extincion (Burlakova et al., 2011).

Para solucionar este problema la germinacién in vitro de semillas es un método
adecuado para propagar las especies de plantas amenazadas para su conservacion, con

el fin de mantener la variabilidad genética de las plantas (Utami & Hariyanto, 2019).

1.1.2 Especies vegetales nativas en peligro de extincidn y sus causas

La preservacion de especies nativas es una preocupacion importante en un contexto

mundial. Entre las principales causas de la pérdida de plantas endémicas, suele estar



relacionada con la destruccién y alteracién de sus habitats, como consecuencia de la
sobreexplotacion humana y mas recientemente de la contaminaciéon y los cambios

climaticos, que conducen a la pérdida de la diversidad genética (Hyvéarinen, 2020).

Una especie endémica se puede definir como una especie que ocurre de forma natural
y exclusiva, y que esta altamente adaptada a un area geografica especifica
(Behroozian et al., 2020). En la mayoria de las especies endémicas se puede encontrar
un conjunto de caracteristicas, que las hacen mas vulnerables a las amenazas
antropogénicas o cambios naturales: distribucion restringida, una o pocas poblaciones,
tamafio de poblacion pequefio, tamafio de poblacion en declive, exceso de recoleccion
por humanos, poca capacidad de reproduccion, condiciones de habitat especificas y
necesidad de ambientes estables y constantes (Isik, 2011). Cuantas mas de estas
caracteristicas muestren estas especies, mas vulnerables seran a la extincion. Por lo
tanto, las especies endémicas deben ser monitoreadas y manejadas cuidadosamente, y

su conservacion debe considerarse una prioridad mundial (Coelho et al., 2020).

1.1.2.1 Especies amenazadas en Ecuador

La proteccion de plantas amenazadas en el Ecuador es un gran reto, debido a la escases
de informacion y la forma de conservacion de especies en peligro de extincion (Leon-
Yanez et al., 2011)

De acuerdo con el “Libro Rojo de plantas endémicas del Ecuador” el 78% (3508), de
especies endémicas del Ecuador estdn amenazadas; el 46% (2080) se consideran
Vulnerables (VU), el 24% (1071) En Peligro (EN) y el 8% (353) En Peligro Critico
(CR) (Lebn-Yénez et al., 2012).

La principal amenaza para la conservacion de la biodiversidad en Ecuador es la
deforestacion, de acuerdo con la FAO, (2020) Ecuador mantuvo las tasas de
deforestacion mas altas de América Latina con una deforestacion general de 21,340
km? entre 1990 y 2020. Ademas, la recoleccion de lefia, la expansion urbana, la
exploracion y explotacion de petréleo, la agricultura, la mineria, la pesca, la
sobreexplotacion de los recursos naturales, el desarrollo turistico y las especies



introducidas son otros aspectos importantes que contribuyen al deterioro de la riqueza
bioldgica del pais (Tapia-Armijos et al., 2015; Velasco, 2001). En contexto, la rapida
desaparicion de la vegetacion endémica en el Ecuador ha evidenciado la urgente
necesidad de poner en marcha proyectos de gestion sostenible para especies en peligro

de extincién.

De acuerdo con Lebn-Yanez, 2019 & Vargas et al., (2000) Zapoteca aculeata, se
enfrenta al riesgo de desaparicion en un futuro proximo a causa de su distribucion
natural y la deforestacion. Se encuentra catalogada dentro del “Libro Rojo de plantas
endémicas del Ecuador”, como especie en peligro de extincion por pérdida de hébitat,
debido a que las poblaciones naturales conocidas de esta especie se encuentran
ubicadas en las faldas del volcan Tungurahua, estando en constante presion como
consecuencia del proceso de erupcion volcéanica (Vargas et al., 2000).Las poblaciones
silvestres de esta especie han disminuido dréasticamente y solo subsisten unos pocos
ejemplares en los encafionados de los rios de Tungurahua (Bustamante & Zalles,
2020).

1.1.3 Género Zapoteca H.M. Hern.

El género Zapoteca H.M.Hern pertenece a la familia Fabaceae, siendo la tercera
familia mas grande de angiospermas con 770 géneros y mas de 19,500 especies en
todo el mundo (Abusaief & Boasoul, 2021). Esta familia incluye una variedad de
plantas con gran importancia agricola y econdmica. Se encuentra distribuida en
regiones templadas y tropicales del mundo, variando su forma de crecimiento, desde
hierbas anuales hasta grandes arboles (Fernandez-Marin et al., 2017). Ademas, esta
familia de plantas tiene varias funciones ecoldgicas importantes como; la fijacion de
nitrégeno atmosférico a través de asociaciones simbidticas con bacterias (Andrews &
Andrews, 2017), y la provision de alimentos altamente nutritivos para animales. La
familia Fabaceae se ha clasificado tradicionalmente en tres subfamilias:

Caesalpinioideae, Papilionoideae y Mimosoideae (Borges et al., 2013).



1.1.4 Informacién botanica

1.14.1 Zapoteca. H.M. Hern

Se ubica dentro de la subfamilia Mimosoideae representada por arboles y distribuida
especialmente en los bosques tropicales secos (Duno & Cetzal-1X, 2017). Se
caracteriza por comprender principalmente arbustos con una altura de 3 a 4 metros.
Poseen tallos lefiosos y se distinguen por tener hojas estipuladas bipinnadas. Otra
caracteristica representativa es que contienen inflorescencias axilares con atractivos
florales densamente ensambladas, cada una con 30 a 60 estambres con filamentos
largos, de colores Ilamativos como; blancos, rosados, morados o bicolores (Ferm,
2019).

En Ecuador se han registrado 4 especies de Zapteca H.M. Hern. distribuidas en los
bosques andinos del pais, desde los 1600 hasta 2800 m., estas son: Z. andina, Z.
caracasana, Z. tetragona, y Z. aculeata siendo esta endémica del pais (Lewis &
Klitgaard, 2002). Segun Tropicos.org, (2018) se encuentran clasificadas de la

siguiente manera:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales

Familia: Fabaceae
Subfamilia: Mimosoideae
Género: Zapoteca H.M. Hern.

Especie: andina, caracasana, tetragona, y aculeata



1.1.4.2 Z.aculeata

Esta especie es endémica de la provincia de Tungurahua (Lebn-Yanez, 2019), llega a
medir hasta 10 metros de altura. Se caracteriza por poseer hojas con foliolos coriaceos
(textura de la hoja dura y flexible similar al cuero) y tener estipulas espinescentes de
tamafio mediano (Ferm, 2019). Esta especie de arbol posee atractivos florales con
inflorescencias en las cabezuelas con numerosos estambres rojizos o purpuras
(Villavicencio, 2013). Debido a esta peculiaridad, esta especie arbdrea perennifolia
poco conocida, tiene importantes propiedades ornamentales, pues representa un

componente floristico Unico en el mundo (Vargas et al., 2000).

Figura 1. Zapoteca aculeata (Ferm, 1969).

1.1.4.3 Caracteristicas de la semilla

Las semillas son duras y estadn dispuestas en serie protegidas dentro de vainas. Las
vainas son secas Yy planas con margenes engrasadores y dehiscentes explosivos desde

el apice hasta la base con valvas recurvadas (Hernandez, 1989).

En las semillas de algunos miembros de las subfamilias Fabaceae Mimosoideae esté
presente una estructura visiblemente demarcada llamada linea fisural, ubicada en la
region lateral de la cubierta de la semilla (Rodrigues Junior et al., 2019). La linea

fisural tiene una importancia funcional porque crea una amplia abertura, que permite



que el agua puede llegar al embridn e iniciar la germinacion (Rodrigues-Junior et al.,
2021).

1.1.5 Germinacién

La germinacion de semillas es el primer paso para establecer una planta. El proceso de
germinacion de semillas se clasifica en tres fases: (1) fase de imbibicién (absorcion de
agua), (2) fase de retraso (metabolismo de reservas) y (3) protrusion radicular
(Nonogaki & Nonogaki, 2017). En términos fisioldgicos, la germinacion es un
proceso de dos etapas, donde la ruptura de la testa es seguida por la ruptura del
endospermo. Finalmente emerge la radicula y la germinacion estd completa (Bentsink
& Koornneef, 2008).

La semilla de Zapoteca H.M. Hern. se caracteriza por presentar una germinacion
epigea, que es comun en la familia Fabaceae-Mimosoideae (De Oliveira et al., 2014).
La germinacion epigea, es calificada como rapida y sincronica, en este tipo de
germinacion el hipoc6tilo comienza alargase distanciando a los cotiledones del suelo,
a continuacion, surgen las hojas cotiledonarias que realizan funciones fotosintéticas

durante el crecimiento temprano de la plantula (Del Amo Rodriguez et al., 2002).

La capacidad de las semillas para germinar facilmente cuando las condiciones son
adecuadas y evitar la germinacién en momentos inapropiados son esenciales para la
supervivencia de una especie (Matilla, 2016). Segun Doria, (2010) se requieren tres

condiciones para iniciar la germinacion:

1. Lasemilla debe ser viable

2. La latencia de la semilla debe ser superada

3. Lasemilla debe estar sujeta a las condiciones ambientales apropiadas: agua
disponible, temperatura adecuada, suministro de oxigeno y ausencia o

presencia de luz.



1.1.5.1 Latencia de las semillas

La latencia de la semilla se ha definido como la incapacidad de una semilla viable para

germinar en condiciones favorables (Bentsink & Koornneef, 2008b).

Para terminar el estado de latencia se requiere en determinados casos, estimulos
ambientales, como luz o bajas temperaturas. En otros casos, la formacién de una
barrera dura y gruesa alrededor de la semilla impide el intercambio de gases y el paso
de agua o ejercen una resistencia fisica a la prolongacién de la radicula, que provoca
latencia fisica y les impide germinar aun cuando las condiciones ambientales son
favorables (Bareke, 2018).

Las semillas que presentan esta llamada "latencia fisica” como es el caso de los
miembros de las subfamilias Fabaceae Mimosoideae que se caracterizan por presentar
testa dura, condicion que inhibe temporalmente la germinacion (Zapata et al., 2017).
A menudo requieren de métodos como la escarificacion, el agrietamiento de la cubierta
de la semilla, la eliminacidon de inhibidores quimicos mediante la lixiviacion con agua,

etc., con el propdsito de romper la barreray promover la germinacién (Penfield, 2017).

1.1.6 Meétodos pregerminativos

El objetivo de los tratamientos pregerminativos es romper la latencia de las semillas
para mejorar la tasa de germinacion, asegurando al mismo tiempo el desarrollo exitoso
de las plantulas (Varela & Arana, 2011).

Existen diversos tratamientos pregerminativos, los siguientes son los métodos mas

empleados:

1.1.6.1 Lixiviacion

Este método consiente en remover los inhibidores quimicos presentes en la cubierta de
la semilla, mediante el remojo en agua fria o caliente. El tiempo de remojo varia entre

12 a 72 horas (Varela & Arana, 2011). Sumergir las semillas en agua ablanda las
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cubiertas duras de las semillas, lo que las hace permeables al agua y puedan germinar
(Missanjo et al., 2013).

1.1.6.2 Tratamiento con hormonas

La germinacion de las semillas se puede estimular mediante la aplicacion de
fitohormonas producidas artificialmente o por medios naturales. Las giberelinas son
un grupo de reguladores del crecimiento de las plantas que desempefian un papel
importante en la regulacion de la germinacion de las semillas y la interrupcién de la
latencia (Guney et al., 2016). La germinacion de semillas puede requerir giberelinas
para: la activacion del crecimiento vegetativo del embridn y el debilitamiento de la
capa de endospermo, que limita el crecimiento que rodea al embrion y la movilizacion
de las reservas de alimentos almacenados en el endospermo (Miransari & Smith,
2014).

El acido giberélico (GAs) e s una fitohormona natural que promueve el crecimiento
celular y es fundamental para romper la latencia y desencadenar la germinacién. En
las semillas, el GAz induce la imbibicion y la division celular mitética pero su accién
es contrarrestada por el &cido abscisico (ABA), una fitohormona que promueve la
latencia e inhibe la germinacion. El aumento de la concentracion de GAs en los tejidos
de las semillas puede superar la inhibicién de ABA e inducir la germinacion o acortar
la latencia para algunas especies, especialmente aquellas con latencia fisica (Tuan et
al., 2019).

1.1.6.3 Escarificacion

Entre los métodos utilizados para romper la latencia del tegumento, se suele utilizar la
escarificacion por ser simple, eficaz y de bajo costo. Sin embargo, esta técnica debe
realizarse con cuidado para evitar dafiar los tejidos vitales de la semilla (Martins et
al., 2012).

La escarificacion de las semillas, es un procedimiento que permite romper, ablandar,

alterar mecanicamente o rayar la envoltura de la semilla sin disminuir su calidad. De



tal manera que las semillas sean permeables al agua y a los gases, lo que facilita y

acelerara automaticamente la germinacion de las semillas (Gutiérrez et al., 2011).

La escarificacion quimica es un método para derretir la cubierta de la semilla y
ablandar la semilla dura. La efectividad de la escarificacion quimica depende de la
concentracion de acido, la duracion de la escarificacion y las especies. El acido
sulfurico es el quimico mas popular y eficaz para reducir la dureza de las semillas de

la familia Fabaceae (Kimura & Islam, 2012).

1.1.7 Cultivo in vitro

En la actualidad, el método de cultivo in vitro se utiliza ampliamente para resolver los
problemas de preservacion y restauracion del acervo genético de especies vegetales
poco comunes y en peligro de extincion (Chokheli et al., 2020). La tecnologia de
cultivo de tejidos vegetales se esta utilizando ampliamente para la multiplicacion de
plantas a gran escala. Ademas de su uso como herramienta de investigacion, las
técnicas de cultivo de tejidos vegetales han adquirido en los ultimos afios una gran
importancia industrial en el &rea de la propagacion de plantas, la eliminacién de
enfermedades, la mejora de plantas y la produccion de metabolitos secundarios
(Garcia-Gonzales et al., 2010).

Pequefios fragmentos de tejido (Ilamados explantes) se puede utilizar para producir
cientos y miles de plantas en un proceso continuo. Un solo explante se puede
multiplicar en varios miles de plantas en un periodo de tiempo y espacio relativamente
cortos bajo condiciones controladas, independientemente de la estacion y el clima
durante todo el afio. Las especies en peligro de extincién, amenazadas y raras se han
cultivado y conservado con éxito mediante la micropropagacion debido al alto
coeficiente de multiplicacién y las pequefias demandas de nimero de plantas iniciales

y espacio (Soumare et al., 2021).

1.1.7.1 Propagacion por semilla

La germinacién in vitro de semillas es un método ideal para obtener material vegetal

joven y superficialmente estéril para el posterior establecimiento de protocolos de



propagacion in vitro, necesarios para la explotacién prevista de plantas autoctonas a
través de medios biotecnoldgicos. Las plantulas obtenidas in vitro son de gran
importancia ya que se utilizan directamente para otros experimentos de cultivo de

tejidos sin ningln tipo de esterilizacion (Koné et al., 2015; Sorokin et al., 2021).

La informacion detallada sobre los patrones de germinacion de las semillas es
importante no s6lo para el cultivo exitoso de las plantas, sino también para comprender
el establecimiento de las especies vegetales y su tolerancia a los factores de estrés
abidticos (Hu et al., 2018).

La propagacion in vitro por semillas, es una herramienta que ofrece grandes ventajas:
obtener plantas libres de enfermedades; transportar material vegetal libre de
enfermedades; germinacién de semillas que de forma natural es dificultoso de realizar;
conservar la variacion genética; almacenar material vegetal en bancos de genes donde
pueda mantenerse libre de enfermedades en condiciones que limiten el crecimiento y

el desarrollo (Zurita-Valencia et al., 2014).



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Determinar un método eficiente para la germinacion in vitro de semillas de Zapoteca

aculeata.

1.2.2  Obijetivos especificos

e Evaluar el porcentaje y tiempo de germinacion de la semilla de Zapoteca

aculeata aplicando diferentes métodos de desinfeccion y pregerminativos.

e Caracterizar el proceso de germinacion de la semilla de Zapoteca aculeata.

e Establecer el método Optimo para la obtencion del mayor porcentaje de

germinacién in vitro de semillas de Zapoteca aculeata
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CAPITULO 11
METODOLOGIA
2.1 Materiales, equipos y reactivos

2.1.1 Materiales de laboratorio

Tabla 1. Materiales de Laboratorio

Detalle Cantidad
Frascos de vidrio 12
Matraces de varios volimenes 3
Probetas volumeétricas 3
Micropipetas de varias capacidades 3
Puntas de varias capacidades 3
Pipeteador manual 1
Mechero de alcohol 2
Pipetas graduadas 3
Cajas Petri 24

2.1.2 Equipos de laboratorio

Tabla 2. Equipos de laboratorio

Detalle Cantidad
Autoclave 1
Plancha de calentamiento 1

Balanza analitica 1
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Termometro 3

Camara de flujo 1
Microscopio 6ptico 1
Incubadora 1

2.1.3 Reactivos

Tabla 3. Reactivos

Detalle Cantidad
Agua destilada 1 litro
Hipoclorito de sodio al 5.5 % 30 ml
Hipoclorito de sodio al 7 % 30 ml
Hipoclorito de sodio (NaOH) 60 ml
Alcohol etilico 70% 50 mi
Acido giberélico 100 mg/L 25 ml
Acido sulfarico (H2S04) 98% 25 ml

2.1.4 Insumos de laboratorio

Tabla 4. Insumos de laboratorio

Detalle Cantidad
Guantes de nitrilo 1 caja
Papel filtro 1rollo
Cinta adhesiva 1 unidad

Frascos de vidrio 1 paquete
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Alcohol antiséptico 2 unidades

2.1.5 Materiales de escritorio

Tabla 5. Materiales de laboratorio

Detalle Cantidad
Computadora 1
Calculadora 1
Esfero y lapiz 2 unidades
Cuaderno 1
Rotuladores 2

2.2 Metodologia

2.2.1 Recoleccion de material vegetal

Las semillas se recolectaron del Jardin Botanico Atocha-La Liria (Ambato). Se
elaboraron pequefias bolsas que se colocaron en las vainas de los arboles de Z. aculeata
debido a que esta especie tiene vainas dehiscentes explosivos. Se seleccionaron los
mejores frutos con mejor apariencia fenotipica y libres de plagas. Las bolsas se
ubicaron en el fruto con la ayuda de una escalera. Para elaborar las bolsas se usaron
los siguientes materiales: malla anti-&fidos, elastico para asegurar la malla, tijera, hilo

y aguja (para coser la malla).

2.2.2 Cosecha de vainas

Se estimo el periodo de maduracion de las semillas, y se procedié a organizar
expediciones de recoleccion para las vainas. Se retiraron las bolsas de los arboles que
contenian las semillas y se colocaron en frascos de vidrio para su traslado a los

laboratorios de la Universidad Técnica de Ambato.
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2.2.3 Tratamientos de desinfeccion

La desinfeccion se realizo en frascos de vidrio, se colocaran 40 semillas en cada frasco,
y se enjuagaron con solucién de agua jabonosa con el fin de retirar la tierra de las
semillas. Se usdé dos métodos de desinfeccion, variando la concentracion de las
soluciones desinfectantes y el tiempo de exposicion como se muestra en la Tabla 6.
Después de colocar cada solucion desinfectante se realizd tres enjuagues con agua

destilada estéril con permanencia durante 1 minuto.

Todos los procesos de desinfeccion se realizaron dentro de la cAmara de flujo laminar.
Se usaron un total de 480 semillas divididas en dos tratamientos desinfectantes.

Tabla 6. Descripcion de los tratamientos de desinfeccion a realizar en el experimento

) ) Desinfeccion 1 Desinfeccion 2
Soluciones desinfectantes _ ) ) _
Tiempo (min) Tiempo (min)
Alcohol etilico 70% 1 0.5
Hipoclorito de sodio al 5.5 % 15 -
Hipoclorito de sodio al 7 % - 30
Minchala-Patifio et al. Koné et al.
(2014) (2015)

Nota: (-) ausencia de solucion desinfectante.

En esta fase se evaluaron los siguientes parametros de contaminacion: bacteria, hongo,
oxidados potenciales, oxidados muertos y viables. Se calculé el porcentaje de
contaminacion, que se realizd contabilizando el nimero de semillas las cuales se

dividieron para el total de semillas totales y se multiplica por cien.
2.2.4 Tratamientos pregerminativos de la semilla

Se utilizaron 240 semillas divididas en seis tratamientos como se detalla en Tabla 7,

y a su vez se realizaron cuatro repeticiones por cada tratamiento.
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Tabla 7. Descripcion de los tratamientos a realizar en el experimento

Tiempo de Numero de

Tratamiento Descripcion inmersion de semillas Referencia
las semillas
Siembra de semilla sin i 10 i
Control  ningtn tratamiento
Remojo en agua . Seng &
T1 caliente a 70 °C Lmin 10 Cheong (2020)
Remojo en acido Lueraet al.
T2 giberélico 100 mg/L 24h 10 (2021)
Remojo en &cido 30min 10 Boeri et al.
T3 sulfirico al 98% (2019)
Remojo en &cido : (Jaganathan
T4 clorhidrico al 50% 15min 10 etal., 2019)
e . (Long et al.,
T5 Estratificacion a 4°C 48h 10 2012)

Nota: (-) ausencia de tratamiento pregermiantivo.

2.2.5 Siembra de semillas

Las semillas (10) se colocaron uniformemente con la ayuda de una pinza quirdrgica
esterilizada por calor con un mechero, sobre algodén esterilizado saturado con agua
destilada estéril en cajas Petri (12 cm). Una vez colocado las semillas se sello con
cinta para film. El algodon se humedecio cada tres dias para garantizar una humedad
uniforme. Las cajas Petri se mantuvieron en condiciones de 16h luz y 8 h de oscuridad
a una temperatura de a 22 °C (Boeri et al., 2019). El experimento se repitio 4 veces

con 10 semillas por cada tratamiento.

2.2.6 Evaluacion del porcentaje y tiempo de la germinacion de la semilla

de Z. aculeata

Las variables evaluadas fueron: dias a germinacion y porcentaje de germinacion;

Dias de germinacion: se contabilizaron los dias transcurridos desde la siembra, hasta
gue no hubo mas germinacion de las semillas. Se considero una semilla germinada,
cuando esta presentd un crecimiento de la radicula de > 2 mm, de largo (Garduza-
Acosta et al., 2019).
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Porcentaje de germinacidn: se calcul6 contando las semillas germinadas en relacion
a las semillas sembradas inicialmente en el experimento. Mediante el método descrito

por la ecuacion (Seng & Cheong, 2020a):

PG = N X 100
NS

donde N: nimero de semillas germinadas, y NS: nimero de semillas sembradas.

2.2.7 Caracterizacion del desarrollo de la semilla de Zapoteca aculeata

El desarrollo de las semillas se evalué cada dos dias durante un periodo de 8 semanas,
considerando que las semillas germinadas mostraron la emergencia de la radicula libre
de la cubierta de la semilla (Seng & Cheong, 2020b).

Para caracterizar el desarrollo de la semilla se tomaron en cuenta dos fases. La primera
fase la germinativa, donde se consideré desde la hinchazon de la semilla hasta la
aparicion de laradicula. La segunda fase de plantula, se considerd desde el crecimiento
de eje radicula-hipocotilo hasta la liberacion del tegumento y formacion del epicétilo
(Cunha et al., 2020).

La observacion se realiz6 mediante un microscopio compuesto.
2.2.8 Diseio experimental

Se detalla los tratamientos utilizados (Tabla 6 y Tabla 7). Las variables de estudio en
este caso son los tratamientos pregerminativos con 6 niveles y tratamientos de
desinfeccion con 2 niveles, considerando que estos son el resultado de la combinacién

de los factores de estudio anteriormente citados.

Tabla 8. Disefio experimental del proyecto de investigacion

Factores Cadigo Niveles

T0
Métodos pregerminativos T
T1
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T2
T3
T4
TS5
D1

Métodos de desinfeccién D
D2

2.2.9 Caracteristicas del experimento

Tabla 9. Combinaciones de los respectivos tratamientos

NUmero de
tratamientos Cadigo Tratamiento pregerminativo Desinfeccion
1 To D1 Control D1
2 To D2 Control D2
3 T1 D1 Remojo en agua caliente a 70 °C D1
4 T1 D2 Remojo en agua caliente a 70 °C D2
5 T2 D1 Remojo en &cido giberélico 100 mg/L D1
6 T, D> Remojo en &cido giberélico 100 mg/L D2
7 T3 D1 Remojo en acido sulfarico al 98% D1
8 T3 D2 Remojo en &cido sulfurico al 98% D2
9 T4 D1 Remojo en &cido clorhidrico al 50% D1
10 T4 D2 Remojo en &cido clorhidrico al 50% D2
11 Ts D1 Estratificacion a 4°C D1

12 Ts D2 Estratificacion a 4°C D2
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2.2.10 Tipo de Disefio Experimental

Se aplico un Disefio de Blogues Completamente al Azar (DBCA) (T x D) que suman
12 tratamientos con 4 repeticiones por tratamiento, considerando cada caja Petri como

la unidad experimental.

2.2.11 Analisis estadistico
El porcentaje de germinacién (GP) y los dias de germinacion (DG), se sometieron a
analisis de varianza (ANOVA) para verificar estadisticamente la diferencia

significativa de los tratamientos y las diferencias significativas entre los grupos

evaluados se valoraron mediante la prueba de Tukey (a = 0,05).
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisisy Discusion de resultados

3.1.1 Porcentaje de contaminaciéon de las semillas en la etapa de

desinfeccion

Para determinar el mejor tratamiento de desinfeccion se evaluaron los siguientes
parametros (Figura 1) en cada método de desinfeccion. Las semillas fueron
clasificadas de acuerdo a las caracteristicas que mostraron después de aplicar la

desinfeccion.

Figura 1. Parametros evaluados en la etapa de desinfeccion de semillas. A. Hongos;
B. Oxidos muertos; C. Oxidos potenciales; D. Viables.

¢ . @

La obtencién de semillas estériles de alta calidad se ve afectada por varios factores,

como el tipo de desinfectante, el tiempo de duracion de la esterilizacion, el pH del
medio, etc. (Si et al., 2022). Se ha informado que las semillas recogidas en el campo
y almacenadas de forma inadecuada suelen estar gravemente infectadas por diversos
hongos, en contraste con las semillas almacenadas en un entorno controlado (Ahmadi
et al., 2012). Por lo tanto, la germinacion in vitro de semillas muy contaminadas
constituye un reto especial, sobre todo cuando el suministro de semillas es limitado
(Alatar et al., 2017).

En este estudio se observo el efecto tanto del método de desinfeccion sobre el
porcentaje de contaminacion por bacterias, hongos, Oxidos potenciales, &xidos
muertos y viables (Figuras 2, 3, 4 y 5). Las semillas desinfectadas con el método 1
presentaron porcentajes altos de contaminacion por hongos con valores de hasta el
50% frente a la desinfeccidn 2 que no presento contaminacién. Esto se debe a que las

concentraciones de hipoclorito de sodio (NaClO) superiores al 7% e inferiores al 40%
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garantiza una esterilizacion eficaz incluso de los lotes de semillas muy contaminados.
(Mekonnen et al., 2013; Wang et al., 2018).

No hubo presencia de bacterias en la unidad experimental, segun Davoudpour et al.,
(2020) los tratamientos con etanol al 70% combinado con hipoclorito de sodio podrian
reducir el nimero de semillas que muestran crecimiento microbiano (al 50 %) en
comparacion con otros tratamientos (100 %). Una posible explicacion podria ser la
formacion de cloraminas oxidantes a partir de NaClO pueden reaccionar con los
componentes celulares al ingresar a la membrana celular y prevenir el crecimiento
microbiano (Miche & Balandreau, 2001). Sin embargo, el tratamiento D1 no fue
eficiente en el control de la contaminacion fangica, corroborando con Aziz et al.,
(2018), quienes observaron que las semillas de Mucuna bracteata tratadas con
Clorox® (producto comercial con 5,25% p/v de NaClO) presentaron un alto porcentaje
de semillas contaminadas.

Figura 2. Porcentaje (%) promedio de contaminacion en las semillas tratadas con
dos métodos de desinfeccion en 6 métodos pregerminativos.

Hongos
60
50
40
X 30
20
10
0
Control Aguaa70°C GA3 100 mg/L H2S04 98% HCl al 50%  Estratificacidn
D1 mD2

El uso de NaCIO como desinfectante puede haber influido negativamente en las
semillas debido a la larga exposicion, como se observa en la Figura 3 con la
desinfeccion D2 a un tiempo de exposicion de 30 min. que dio como resultado altos
porcentajes de semillas oxidadas muertas en un intervalo de 45-50% para los seis
tratamientos pregerminativos. EI NaClO actla aumentando la permeabilidad del
tegumento y lixiviando los inhibidores de la germinacién. Sin embargo, puede actuar
negativamente a altas concentraciones y causar dafios en el tejido embrionario (Silva

et al., 2019). EI NaCIO tiene una fuerte oxidacion y un tiempo de esterilizacion
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prolongado significa que es facil causar que las semillas se oscurezcan, generalmente
se aplica una concentracion mas baja con una exposicion corta para los tejidos
delicados (Sahu et al., 2022) ) Asi como lo reportado por Santos et al., (2020) que
desinfectaron semillas de Dalbergia nigra con alcohol al 70% (1 min) y NaClO (14
min), la cual fue eficiente para no promover la toxicidad de las plantulas y aumentar

la germinacién in vitro de las semillas.

Figura 3. Porcentaje (%) promedio de 6xidos muertos en las semillas tratadas con
dos métodos de desinfeccidén en 6 métodos pregerminativos.
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El NaClO se absorbe en la superficie de la semilla, incluso después de varios lavados
con agua, a medida que aumenta el tiempo de exposicion, mas residuo es adsorbido
por la semilla, provocando un efecto fitotoxico, citotdxico y genotoxico, lo que sugiere
que puede influir en la formacion de plantulas anormales de Z. aculeata (Yoo,
2018). En la Figura 4 se observa que en el parametro 6xidos potenciales el método de
desinfeccion D1 obtuvo bajos porcentajes de oxidacion con valores minimos de 15%
en los seis métodos pregerminativos frente a la D2, esto debe atribuirse al tiempo de
exposicion que fue de 15 min. Asi como lo corrobora Agogbua & Okoli, (2022), que,
para obtener cultivos estériles, los explantes (semillas de Zehneria capillacea) se
sumergieron en etanol al 70% durante 1 minuto, sequido de un tratamiento con varias
concentraciones de hipoclorito de sodio (NaClO) durante 15 minutos, obteniendo un
porcentaje de germinacion (96%), lo que indica una esterilizacion eficiente sin dafiar

el tejido vegetal.

Sietal., (2022) recomienda el 20% de NaClO durante 15 minutos para la esterilizacion
de las semillas debido a que es menos toxico, tal como se observa en la Figura 4 con
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la D1 donde se utilizd NaCIO al 5,5% durante 15 min. y las semillas no presentaron

alta toxicidad.

Figura 4. Porcentaje (%) promedio de éxidos potenciales en las semillas tratadas
con dos métodos de desinfeccion en 6 métodos pregerminativos.
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El proceso de desinfeccion en las semillas es un factor de riesgo puesto que el
porcentaje de semillas viables es minimo en los dos tratamientos debido a que no
superd el 50%, con valores maximos de 37,5 % y 25 % para la D1 y D2
respectivamente con el método pregerminativo Agua caliente a 70°C siendo estos los
porcentajes mas altos. La determinacion del tiempo de exposicion del agente
desinfectante NaClO y alcohol es de suma importancia ya que ayuda a reducir las

citotoxicidades y genotoxicidades.

Figura 5. Porcentaje (%) promedio de semillas viables tratadas con dos métodos de
desinfeccion en 6 métodos pregerminativos
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3.1.2 Evaluacion del tiempo de la germinacion de la semilla

En el andlisis de varianza (ANOVA) de la variable de Tiempo de germinacién se
observa que hay diferencias significativas para los métodos pregerminativos,
(ANEXO A).

El tiempo de germinacidn se contabilizo desde la siembra, hasta que no hubo mas
germinacion. Realizando la prueba de Tukey al 5% para los métodos pregerminativos,
se observa en la Figura 6 varios rangos de significacion. Las semillas en las se
emplearon el método T2 fueron las méas tempranas en germinar, tardando entre 17,4
dias, seguidas del tratamiento T1 con un promedio de 27,6 dias. El tratamiento T3y

T4 fueron los ultimos en germinar, tardando entre 51,5 y 46,9 dias (Figura 6).

Las giberelinas (GAz promueven la germinacion de las semillas (S. Y. Chen et al.,
2010). Resultados similares obtuvo Fang et al., (2017) donde el GAz ayudo a la
germinacion de semillas. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que
muestran que la aplicacion exdgena de acido giberélico (GA3) es efectiva para romper
la latencia de semillas y disminuir el tiempo de germinacion (Balaguera-Lopez et al.,
2009; Ochoa et al., 2015; Szekely-Varga et al., 2017; Rout et al., 2017).

Figura 6. Dias de germinacion de las semillas tratadas con 6 métodos
pregerminativos.
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3.1.3 Evaluacion del porcentaje la germinacion de la semilla

(DIAS)

En el de analisis de varianza (ANOVA) de la variable de Porcentaje de Germinacion

se observa que hay diferencias significativas para los métodos pregerminativos,
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métodos de desinfeccion y para la interaccion entre estos dos factores, esto con un
intervalo de confianza del 95 %, siendo los valores calculados F mucho més altos que
los valores de significancia, por ello es importante identificar cuales fueron los

tratamientos que dieron los mejores resultados (ANEXO B).

Realizando la prueba de Tukey al 5% para los métodos pregerminativos, se observa en
la Figura 7 varios rangos de significacion, sobresaliendo en el rango A el tratamiento
T2 con un porcentaje de germinacion 46.25%. Resultados similares obtuvo Chen et
al., (2022) al trabajar con semillas de una planta lefiosa rara y en peligro de extincion
con GAs a dosis de 100, 200, 400, 600 y 800 mg/litro y tiempo de imbibicion de 8
horas con un porcentaje final de germinacion del 44.67%. Ademas, sefiala que en
general, una mayor concentracion de GAszy un mayor tiempo de imbibicion de
semillas aumenta el porcentaje de germinacion de semillas. Resultados mas favorables

obtuvo Minchala-Patifio et al., (2014) con tasas absolutas (100%) de germinacion.

A continuacién, se obtuvo en el rango AB al tratamiento T1 (semillas sumergidas en
agua caliente a 70°C durante 1 minuto) con un promedio de 32.50%; siendo un
tratamiento optimo. Este resultado obtenido va en linea con los hallazgos de Seng &
Cheong, (2020) quien reveld que se logré maximizar el porcentaje de germinacion y
observaron que el tratamiento previo a la siembra con agua caliente en semillas de
Dalbergia cochinchinensis durante un minuto pueden mejorar la germinacion hasta en
un 34,44%. Se ha informado que el tratamiento con agua caliente mejora la
germinacion al afectar varios factores, como por ejemplo ablandar el teqgumento de la
semilla y la eliminacion de inhibidores, aumentando asi la germinacion. Ademas, las
semillas en remojo en agua caliente pueden tener la ventaja de hacer que las cubiertas
de las semillas sean permeables al agua, las semillas se embeben y se hinchan a medida
que el agua se enfria (Jaganathan et al., 2018). Se sabe que este tratamiento rompe la
latencia fisica de las semillas, lo que mejora la absorcion de agua y el intercambio

gaseoso.
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Figura 7. Porcentaje (%) promedio de germinacion en las semillas tratadas con 6
métodos pregerminativos.
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El agente liquido mas utilizados para la desinfeccién seminal en el cultivo in vitro es
el hipoclorito de sodio, porque presentan una amplia eficacia en la eliminacion de
microorganismos. La concentracion y la exposicion de NaClO pueden variar de una
especie a otra. Los protocolos de esterilizacién basados en NaClIO se combinan a
menudo con un enjuague con etanol al 70% (Lindsey et al., 2017). Sin embargo, el
aumento de la concentracion del agente desinfectante, a pesar de presentar una mayor
eficiencia en la eliminacién de los microorganismos, también conduce a una
disminucion del porcentaje de germinacion (Cavalcante et al., 2018), como se puede
observar en la Figura 7 que al aumentar la concentracion de NaClO de un 5.5% (D1)

aun 7% (D2) el porcentaje de germinacion disminuye de un 27.08%, a un 18.33%.

Similar a los resultados de estudios anteriores cuando utilizaron hipoclorito de sodio
para esterilizar semillas de algodon usando NaClO al 20% durante 30 minutos
encontraron que el hipoclorito de sodio no es eficaz para la esterilizacion de la
superficie de las semillas muy contaminadas y da lugar a una mala germinacion, con
porcentajes de germinacion que oscilan entre el 2,22 y el 4,44 % (Barampuram et al.,
2014).
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Figura 8. Porcentaje (%) promedio de germinacion en las semillas tratadas con dos
métodos de desinfeccion.
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La evaluacion de la germinacion bajo la interaccion de los 5 métodos pregerminativos
y los 2 métodos de desinfeccion mostré una variacion sustancial en el porcentaje de
germinacién. Sin embargo, los datos de la Figura 9 indicaron que el mejor método
para obtener un maximo porcentaje de germinacion (62.5%) se not6 en las semillas
tratadas con el método T2D1. Por el contrario, los porcentajes minimos (10, 7.5y 5 %)
se registraron en los métodos TOD1, TOD2 y T3D2; mientras que las semillas donde

se aplico el método T3D2 no tuvieron germinacion.

De lo anterior se puede inferir que las semillas que tuvieron un porcentaje de
germinacion nulo en el tratamiento T3D2 se debe a que la exposicion de las semillas
durante 30 min en &cido sulfdrico concentrado disminuy6 el porcentaje de
germinacion, lo que indica que este tratamiento a la dosis y tiempo evaluado mostr6
un posible efecto tdxico en la especie Z. aculeata. Estos resultados difieren con los
reportados por Boeri et al. (2019) quien logro un 94,82% de germinacion al usar este
acido por 30 min. Estas respuestas pueden ser atribuidas a la diferencia entre las
especies. Sin embargo, el tiempo de exposicion es critico y debe cuantificarse para
cada especie, ya que las semillas expuestas a un periodo prolongado pueden dafarse
(Schmidt, 2000).
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Figura 9. Porcentaje (%) promedio de germinacion en las semillas tratadas con dos
métodos de desinfeccidon en 6 métodos pregerminativos.
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3.1.4 Caracterizacion del desarrollo de la semilla de Z. aculeata

Después de la incubacion en las cajas Petri, las semillas se hincharon rapidamente y la
germinacion ocurrio dentro de las primeras dos semanas de cultivo, evidenciado por
un aumento notorio de su volumen original, correspondiendo este fendmeno a la etapa
de imbibicion (Figura 9A) (Matilla, 2016b). El proceso de emergencia de la radicula
(Figura 9 B) se manifest6 durante los 10 dias de observacion, ocurriendo solo en una
cantidad muy baja de las semillas. Estos resultados fueron similares a los que exhibe
Koné et al., (2015b) que después de la incubacion en los medios de cultivo, las
semillas de Vigna subterranea se hincharon rapidamente y la germinacion ocurri6

dentro de las primeras dos semanas de cultivo.

En la Figura 9 C. se observa que la raiz primaria comienza a diferenciarse del
hipocétilo, volviéndose de color amarillo péalido y delgada en el extremo, mientras que
el hipocétilo tiene un color violeta y un aspecto glabro. El eje hipocotilo-radicula
emergieron a través del tegumento, durante unos tres dias, asi como lo mencionan De
Oliveiraet al., (2014); Ribeiro et al., (2015) y Cunha et al., (2020)

El desarrollo de la semilla no culmino la fase de plantula, dado que no se logro la

liberacion del tegumento y la formacion del epicotilo (Figura 9 D).
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Al finalizar el periodo de observacion, las semillas que no lograron germinar

permanecian con las caracteristicas de su estado original.

Figura 10. Desarrollo del proceso de germinacion de las semillas de Z. aculeata.
Fase germinativa: A. Hinchazdn de la semilla; B. Aparicion de la radicula. Fase de
plantula; C. Eje radicula-hipocétilo. R=radicula, Hp= hipocatilo.

4 e 2\
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se determind un método eficiente con 5 etapas (recoleccién, cosecha, limpieza,
desinfeccion, método pregerminativo) detallando cada tratamiento empleado para

conseguir la germinacion in vitro de semillas de Z. aculeata.

Se evalud el porcentaje y tiempo de germinacion de la semilla de Z. aculeata
obteniendo los mejores resultados con la desinfeccion D1 alcanzando un porcentaje de
germinacion de 27.08%, esto se debe a la concentracion y el tiempo de exposicion de
sumergimiento de las semillas en las soluciones desinfectantes que fue de 15 min en
NaClO al 5,5 % y en etanol al 75% por 1 min, la cual fue eficiente para no promover
la alta oxidacion de semillas, aumentar la germinacion in vitro y tener efecto positivo
sobre el porcentaje de contaminacion por bacterias. Con el método pregerminativo T2
se obtuvo un porcentaje de germinacion de 46.25% y fueron las semillas méas
tempranas en germinar, tardando entre 17,4 dias, influenciados por el contenido de
GA:z que promueve el crecimiento celular y es fundamental para romper la latencia y

desencadenar la germinacion.

Se caracterizo el proceso de germinacion de la semilla de Z. aculeata que presentaron
una germinacién con protrusion de la radicula a partir de los 10 dias después de la
siembra, presentando una radicula corta, de color amarillo palido y delgada en el
extremo, correspondiente a la fase germinativa. En la fase de plantula las semillas no
completaron su desarrollo, llegaron hasta la emergencia de eje hipocétilo-radicula a

través del tegumento, este proceso duro tres dias.

Se establecio el método 6ptimo para la obtencion del mayor porcentaje de germinacion

de semillas Z. aculeata. Los resultados indicaron que el mejor método para obtener un
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maximo porcentaje de germinacion (62.5%) se observé en las semillas tratadas con el
método T2D1, por lo que se recomienda usarlo en investigaciones futuras debido a que
no existe informacion en la literatura cientifica con respecto a trabajos de investigacion

para la germinacion de la semilla de Z. aculeata

4.2 Recomendaciones

e Esnecesario buscar otros métodos de desinfeccidn menos agresivos para evitar
que las semillas se oxiden, ademas, se debe aplicar un fungicida que controle
la contaminacion por hongos.

e Estudios sobre nuevos métodos de germinacién que ayuden aumentar el
porcentaje de germinacion del género Zapoteca y asi encontrar debilidades y
fortalezas para mejorar el método.

e Estudio sobre la lenta germinacion que presenta las semillas de género
Zapoteca a pesar de aplicar métodos que aceleren el tiempo de germinacion.
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ANEXOS

ANEXO A. Andlisis estadistica ANOVA y prueba de Tukey para a variable porcentaje

de germinacion

Tabla 10. Analisis de varianza para la variable dias de germinacién

FV SC gl CM Fo Valor- p
Métodos pregerminativos 6380.94 5 1276.19 4352 0.000
Métodos de desinfeccion 22.69 1 22.69 0.77 0.385

Métodos pregerminativos*Meétodos  127.94 5 25.59 0.87 0.509
de desinfeccion

Error 1055.75 36 29.33
Total 7587.31 47

Tabla 11. Prueba de significacion de tukey al 5% para métodos pregerminativos en

la variable dias de germinacion

Métodos pregerminativos N Media Agrupacion
T3 8 51.500 A
T4 8 46.875 A B
T0 8 40.375 B
T5 8 39.375 B
T1 8 27.625 C
T2 8 17.375 D

Nota: las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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ANEXO B. Analisis estadistica ANOVA y prueba de Tukey para a variable

porcentaje de germinacion

Tabla 12. Analisis de varianza para la variable porcentaje de germinacion

FV SC al CM Fo Valor- p
Métodos pregerminativos 100854 5 2017.1 15.37 0.000
Métodos de desinfeccion 918.7 1 918.7 7.00 0.012

Métodos pregerminativos*Métodos  2618.8 5 5238 399 0.006
de desinfeccion

Error 47250 36 131.2
Total 183479 47

Tabla 13. Prueba de significacion de tukey al 5% para métodos de desinfeccion en la

variable porcentaje de germinacion

Métodos de desinfeccion N Media (%) Agrupacion
D1 24 27.08 A
D2 24 18.33 B

Tabla 14. Prueba de significacion de tukey al 5% para métodos pregerminativos en

la variable porcentaje de germinacion

Métodos pregerminativos N Media (%) Agrupacion
T2 8 46.25 A
T1 8 32.50 A B
T5 8 25.00 B
T4 8 21.25 B C
T0 8 8.75 C D

T3 8 2.50 D
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Tabla 15. Prueba de significacion de tukey al 5% para métodos

pregerminativos*metodos de desinfeccion en la variable porcentaje de germinacion

Métodos pregerminativos*Métodos de N Media Agrupacion

desinfeccion

T2D1 4 625 A

T1D1 4 425 A B

T5D2 4 325 B C

T2 D2 4 30.0 B C

T4 D1 4 25.0 B C D
T1D2 4 22.5 B C D
T4 D2 4 17.5 B C D
T5D1 4 17.5 B C D
TOD1 4 10.0 cC D
T0 D2 4 7.5 cC D
T3D1 4 5.0 Cc D

T3 D2 4 -0.0 D
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