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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto de la exposicion al nitrdgeno
liquido en semillas con latencia prolongada y su crecimiento temprano posterior. El
experimento se desarroll6 en el vivero de la carrera de Ingenieria Agricola de la
ESPAM MFL desde julio a noviembre del 2020. Los tratamientos evaluados fueron:
con inmersion de semillas en Nitrégeno liquido (T1) y sin inmersién de semillas en
Nitrégeno liquido (T2). Se utilizé la distribucion de “t de Student”. Cada tratamiento
estuvo conformado por 10 réplicas y 20 unidades experimentales. Las principales
variables registradas fueron Altura de planta (cm), Diametro del tallo (mm), N° de
hojas, longitud de raiz (cm) y Peso de biomasa aérea (g). Los resultados en esta
investigacion determinaron que las semillas con el tratamiento de inmersion en
Nitrogeno liquido (NL) increment6 el porcentaje de germinacion de semillas de
Tamarindo y mostraron diferencias significativas mayores (p<0,05) en longitud de
raiz y peso de biomasa aérea. Asi mismo, este tratamiento en semillas de tamarindo
con NL promovio un aumento en la tasa de crecimiento a los 30 dias después de la
germinacion (DDG) y el diametro del tallo y el N° de hojas a los 90 DDG. Por otro
lado, la inmersion en NL no ayudd a romper la dormancia de las semillas de Teca
y de Melina, por ese motivo no germinaron. La inmersion influye en la germinacién

en semillas de Tamarindo, esto valida la utilidad del NL en el cultivo de Tamarindo.

Palabras clave:

Dormancia fisica, Tamarindus indica, Nitrégeno liquido.
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ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the effect of exposure to liquid
nitrogen on seeds with long dormancy and their subsequent early growth. The
experiment was developed in the nursery of the Agricultural Engineering career of
ESPAM MFL from July to November 2020. The treatments evaluated were: with
immersion of seeds in liquid Nitrogen (T1) and without immersion of seeds in liquid
Nitrogen (T2). The "Student's t" distribution was used. Each treatment consisted of
10 replicates and 20 experimental units. The main variables recorded were Plant
height (cm), Stem diameter (mm), Number of leaves, root length (cm) and Weight
of aerial biomass (g). The results of this research determined that the seeds
immersed in liquid nitrogen (LN) increased the percentage of germination of
Tamarind seeds and showed greater significant differences (p <0.05) in root length
and weight of aerial biomass in the treatment. with seed immersion in (LN). Likewise,
this treatment in tamarind seeds with LN promoted an increase in the growth rate at
30 days after germination (DAG) and the diameter of the stem and the number of
leaves at 90 DAG. On the other hand, the immersion in LN did not help to break the
dormancy of the Teak and Melina seeds, for that reason they did not germinate.
Immersion influences germination in Tamarindo seeds, this validates the usefulness

of LN in the cultivation of Tamarindo.

Keywords:

Physical dormancy, Tamarindus indica, Liquid nitrogen.



CAPITULOI. ANTECEDENTES

1.1 Planteamiento y formulacion del problema

La deforestacion de bosques nativos en el Ecuador se ha incrementado en los
ultimos afios, segun el Ministerio del Ambiente (2017) el Ecuador tiene alrededor
de 12 631 198 hectéareas de bosque nativos y aproximadamente la mitad estan bajo
algun tipo de proteccion, sin embargo, la tasa de deforestacion anual neta es de un
estimado de 61 112 hectéareas desde el periodo 2014-2016, la que presenta un

incremento del 28.7% a comparacion del periodo 2008-2014.

En el mundo se han realizado programas para recuperar los bosques de manera
natural, pero Robertson (2002) nos manifiesta que, la recuperacion natural de los
bosques en algunas especies es complicada ya que casi todas las semillas
presentan algun grado de reposo, lo que hace dificil una adecuada germinaciéon
debido a la latencia fisica como uno de los problemas primordiales. La principal
causa que evita la germinacién de la semilla es un pericarpio grueso y duro que
limita la absorcién de agua y oxigeno para permitir el desarrollo de las células del

embridon (Masilamani y Dharmalingam, 1998).

Entre las técnicas utilizadas para el aumento de la germinacién existen varias como
alternancia de temperaturas, imbibicién en agua, escarificacion fisica y quimica y
tratamientos con otras sustancias como acido giberélico y acido sulfurico, las cuales
demuestran un limitado porcentaje de germinacion y no permiten aplicarlo en
grandes volumenes en el caso de la escarificacion fisica. Casualmente, la latencia
fisica se ha roto en muestras de control en crioconservacion segun Zevallos et al.
(2014), y Arguedas et al. (2018), ambos investigadores manifiestan que la
exposicion a Nitrogeno liquido (-196°C) puede alterar la germinacion y el
crecimiento temprano de plantulas en especies de cultivos como en el tomate
silvestre y el maiz.

Por lo anteriormente descrito se plantea la siguiente interrogante:



¢El efecto de la exposicion al nitrogeno liquido influira en la germinacién y su

posterior crecimiento temprano en semillas de teca, melina y tamarindo?

1.2 Justificacion

Para potenciar los programas de reforestacibn en el Ecuador es preciso
implementar nuevas técnicas que involucren mejorar la germinacion y crecimiento
de las plantas sembradas a partir de semillas que poseen dificultades en su
germinacion debido a que poseen un alto grado de dormancia. Para mejorar el
proceso se considera aplicar una técnica para acelerar la ruptura de la testa y por
esa via romper la dormancia fisica de las semillas, facilitando la emergencia de las
plantulas. En anteriores investigaciones se describe en detalle que semillas con
vistas a su crioconservacion en nitrogeno liquido (-196°C) mejoran la productividad
de planta en términos de crecimiento (Acosta et al., 2019). Sin embargo, debido a
no haber estudios publicados sobre los efectos de la germinacion, y el crecimiento
estimulado por el nitrégeno liquido para las especies propuestas y de testa dura, se
imposibilita establecer si existen beneficios que permitan incrementar los aspectos
positivos que la inmersion y la técnica permiten. En este sentido, se propone el
siguiente experimento con la finalidad de evaluar el comportamiento de las semillas

expuesta a nitrégeno liquido.

1.3 Objetivos

1.3.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la exposicion al nitrégeno liquido en semillas con latencia

prolongada y su crecimiento temprano posterior.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Establecer el efecto que ejerce el nitrégeno liquido sobre la dormancia
fisica de las semillas.
o Determinar el efecto que ejerce el nitrégeno liquido sobre el crecimiento

temprano posterior a la inmersion.



1.4 Hipétesis, premisas y/o ideas a defender

La exposicidon de las semillas al nitrdgeno liquido acelera el proceso de germinacién

y el posterior crecimiento temprano de las especies forestales evaluadas.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 SEMILLA

Las semillas son la unidad de reproduccién sexual de las plantas y tienen la funciéon
de multiplicar y perpetuar la especie a la que pertenecen, siendo uno de los
elementos mas eficaces para que esta se disperse en tiempo y espacio, constituyen
el mecanismo de perennizacion por el que las plantas perduran generacion tras

generacion (Doria, 2010).

La diversidad de formas, tamafos, estructura anatémica e histolégica y
manifestaciones de los procesos fisioldgicos es enorme, por lo que también lo es la
variabilidad en la longevidad potencial y ecolégica que estas caracteristicas

determinan.

Segun Vazquez et al. (1997) a pesar de la gran diversidad y complejidad de
estructuras y funcionamientos es posible concebir algunas generalizaciones y
sefialar cuéles son las caracteristicas de las semillas que mas directamente afectan
su longevidad potencial, ya que la longevidad ecolégica, o sea la que se da en la
comunidad natural, no solamente depende de la estructura de las semillas, sino de
factores externos que pueden variar de un lugar a otro y afectar de diferente manera

a una misma especie de semillas.

Estas caracteristicas intrinsecas son: la dureza e impermeabilidad de la testa o
cubiertas de la semilla; el contenido de agua inicial con el que se disemina la semilla
y el que se puede lograr disminuir por deshidratacion sin matarla; la tolerancia a la
temperatura de congelacion del agua, ya que los cristales de hielo de ésta pueden
alterar las células de la semilla; la naturaleza de la latencia, la tasa metabdlica o
respiracion minima o interrumpida que se pueda alcanzar sin matarla; el tipo de
reservas y su propension al deterioro quimico; el tipo de compuestos secundarios
(sustancias que produce la semilla que pueden evitar la depredacion o el

parasitismo de éstas) y su ubicacion dentro de las células de la semilla; la



disposicion del agua subcelular, o sea la que esta unida a macromoléculas como
proteinas, que forman las células; la composicién de los lipidos (grasas) de las
membranas celulares; la resistencia a la invasion de microorganismos y la

resistencia al deterioro del material genético (Vazquez et al., 1997).

2.1.1 CLASIFICACION DE LAS SEMILLAS

Iriondo (2001) clasifica a las semillas en funcién de su tolerancia a la desecacion

en:

- Ortodoxas o tolerantes a la desecacion: Segun Méndez et al. (2013) las
semillas ortodoxas son mas tolerantes que las recalcitrantes, siendo capaces
de ser almacenadas y permanecer viables por afos, los mecanismos de
tolerancia a la desecacién permiten a las plantas sobrevivir a cambios
ambientales poco favorables, pueden ser almacenadas a bajos contenidos
de humedad (3-5%) y temperatura (-20°C). A lo largo de la evolucién, esta
tolerancia fue adquirida durante el desarrollo de las semillas y es
considerada necesaria para completar el ciclo de vida de las plantas
ortodoxas. La adquisicion de la tolerancia a la desecacion implica procesos
celulares como la acumulacion de disacaridos y oligosacaridos, biosintesis
de proteinas (LEA y de choque térmico “heat-shock”), la activacion de
defensas antioxidantes, cambios en la estructura fisica de la célula y un
incremento gradual en la densidad (Angelovici et al., 2010)

- Recalcitrantes o sensibles a la desecacion: Las semillas recalcitrantes
son altamente susceptibles al dafio por desecacion y bajas temperaturas y
por lo tanto no pueden almacenarse en las mismas condiciones que las
ortodoxas, estas no toleran deshidrataciones por debajo de un contenido
de humedad relativamente alto (12-31%). Las semillas recalcitrantes
tolerantes a la desecacion y al frio son las que cuentan con elementos de
proteccion anteriormente mencionados (LEA, sHSP, azucares, etc.) y en

presencia de un contenido hidrico Optimo, estos elementos no son



pertinentes para el desarrollo y germinacién de las semillas recalcitrantes
(Méndez et al., 2013).

- Intermedias: Segun Gonzalez y Engelmann (2013) Presentan conductas de
almacenamiento entre las ortodoxas y las recalcitrantes. Pueden ser
desecadas a contenidos de humedad similares a los de las semillas
ortodoxas. Sin embargo, las semillas, una vez desecadas, se dafian al
someterlas a bajas temperaturas y su viabilidad desciende rapidamente
durante el almacenamiento. Estas toleran la disminucion del contenido de
agua hasta valores relativamente bajos, pero el proceso de congelacion les
causa dafios irreversibles. Asi, estas especies que poseen semillas
recalcitrantes o clasificadas como intermedias solo pueden ser almacenadas

a corto plazo y su conservacion a largo plazo es todavia un gran desafio.

2.2 DORMANCIA O LATENCIA

Varela y Arana (2010) mencionan que la palabra latencia proviene del latin
“‘latensis” y significa oculto, escondido o aparentemente inactivo para referirse a

esta incapacidad de la semilla a germinar.

La latencia, dormancia o letargo, es un estado natural que se genera en las semillas
durante sus procesos evolutivos y que sucede con un fin especifico: servir como
mecanismo de supervivencia o adaptacion frente a ciertas condiciones ambientales
o de sitio que se dan en la naturaleza, las semillas pueden mantenerse en este
estado durante mucho tiempo, en algunas especies durante muchos afios. Una
combinacion de factores externos como luz, agua, temperatura y sustancias
guimicas pueden terminar el periodo de dormancia. La dormancia, o mas bien, la
salida de la dormancia puede estar controlada por el embrién, por el endospermo,

por la cubierta o por una combinacion de estos (Portales, 2015).



2.2.1 TIPOS DE LATENCIA

Segun Willan (1991) la latencia puede ser de varios tipos distintos, y a veces la
misma semilla presenta mas de un tipo. La clasificacion mas sencilla distingue

entre:

a) Latencia exdgena o del pericarpo/cubierta seminal

- Latencia fisica. Caracteristica de un gran nimero de especies de plantas, en
las cuales la cubierta seminal o secciones endurecidas de otras cubiertas de
la semilla son impermeables. El embrion estd encerrado dentro de una
cubierta impermeable que puede preservar las semillas con bajo contenido

de humedad durante varios afios, aun con temperaturas elevadas.

- Latencia mecéanica. En esta categoria las cubiertas de las semillas son
demasiadas duras para permitir que el embrion se expanda durante la
germinacion. Probablemente este factor no es la Unica causa de la latencia,
ya en la mayoria de los casos se combina con otros tipos para retardar la

germinacion.

- Latencia quimica. Corresponde a la produccion y acumulacion de sustancias
guimicas que inhiben la germinacion, ya sea en el fruto o en las cubiertas de

las semillas.

b) Latencia enddgena o del embrion

Se presenta en aquellas familias de plantas, cuyas semillas, de manera
caracteristica en el embrion, no se han desarrollado por completo en la época
de maduracion. Como regla general, el crecimiento del embrién es favorecido
por temperaturas célidas, pero la respuesta puede ser complicada por la
presencia de otros mecanismos de letargo. Dentro de esta categoria hay dos

grupos:

- Embriones rudimentarios. Se presenta en semillas cuyo embrion es apenas
algo méas que un proembrion embebido en un endosperma, al momento de

la maduracion del fruto. También en el endosperma existen inhibidores



guimicos de la germinacién, que se vuelven en particular activos con altas

temperaturas.

- Embriones no desarrollados. Algunas semillas, en la madurez del fruto tienen
embriones poco desarrollados, con forma de torpedos, que pueden alcanzar
un tamafio de hasta la mitad de la cavidad de la semilla. El crecimiento

posterior del embrién se efectia antes de la germinacion.

c) Latencia enddgena fisiologica
El periodo se presenta en el interior de los tejidos, por dos fendmenos
principalmente, el primero, ocasionado por la semipermeabilidad en las cubiertas
de las semillas, y el segundo, por la dormancia del embrion. Especificamente, este
grupo se divide en cuatro categorias dependiendo de la debilidad o fuerza del

mecanismo inhibidor.

Latencia fisiol6gica: mecanismo fisioldgico inhibidor que impide la germinacion.
- Latencia superficial: mecanismo inhibidor débil.
- Latencia intermedia: mecanismo inhibidor intermedio.

- Latencia profunda: mecanismo inhibidor fuerte.

2.3 MATERIAL VEGETAL A EVALUAR

Se eligieron las siguientes semillas por su interés econémico que tienen
actualmente, por otra parte, también fueron seleccionadas ya que presentan
latencia fisica, lo cual es una de las interrogantes por las que se realiza el trabajo,

a continuacion, se presentan generalidades de las semillas a evaluar:

2.3.1 TECA (Tectona grandis Linn. f.)

Segun Robertson (2002) manifiesta que todas las semillas de teca muestran un
cierto grado de latencia lo que hace dificil una adecuada germinacién. Los bajos
porcentajes de germinacion se han atribuido a diferentes factores: un pericarpo

grueso que limita la absorcion de agua y oxigeno que no se ablanda lo suficiente



para permitir el desarrollo de las células del embrién por parte de la semilla,
inmadurez fisioldgica de la semilla, inhibidores quimicos presentes en el pericarpo
y desbalances hormonales después de la maduraciéon (Monge, 2011). Chaves y
Fonseca (1991) manifiestan que la semilla de teca presenta latencia pronunciada y
segun Ramirez et al. (2003) mencionan que el grueso y duro pericarpio de la semilla
obstaculiza la germinacién y una parte considerable de las semillas frescas

permanecen latentes durante el primer afio.

Abdelnour et al. (2007) manifiestan que los porcentajes de germinacién mostrados
por esta especie después del congelamiento en NL fueron muy cercanos al 50%
mientras las que no fueron sometidas a NL tuvieron del 20% al 40% de germinacion,
la cual fue inferior a las congeladas con NL por Hine et al. (2013) que obtuvieron
resultados en el porcentaje de germinaciéon para las semillas congeladas con NL
del 84% y para las no congeladas de 92% el cual es mayor al de las congeladas

con NL.

2.3.2 TAMARINDO (Tamarindus indicalL.)

Las semillas de tamarindo presentan latencia exégena de tipo fisica,
especificamente en el pericarpio o parte externa de la semilla, la testa de la semilla
es dura e impermeable al agua; lo que les confiere una dificultad para embeberse
e inducir rapidamente la germinacion (Pérez, 2016). Segun Vilchez (1986), las
semillas son grandes, ovaladas, aplanadas, de color café y de casi un centimetro
de longitud, unidas entre si por fibras que se encuentran en la pulpa que rodea la
testa. Dicha testa es extremadamente dura e impermeable, o que impide la
germinacion, hasta que una modificacion estructural permita la hidratacion del
embrion. La cubierta de la semilla, suele ser generalmente una envoltura dura, con
una cuticula lipidica o cérea, que junto con una o varias capas de células
protectoras, le confiere un mayor o menor grado de impermeabilidad al agua y los
gases, que hace de ésta una estructura muy importante en el control de la

germinacion.
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Arguedas (2014) menciona que el porcentaje de germinacién de las semillas de
soja, de la familia Fabaceae igual que el tamarindo, no presentaron diferencias
significativas para la germinacion bajo el almacenamiento en NL, pero si hubo
cambios en pérdida de electrolitos, en los niveles de pigmentos de clorofila,
malondialdehidos, compuestos fendlicos y actividad peroxidasa.

2.3.3 MELINA (Gmelina arborea Roxb.)

La semilla de la melina se considera ortodoxa (Ramirez et al., 2007). Su semilla es
de 12 a 25 mm de largo, de testa dura (Simbafia, 2016). La semilla de esta especie
se encuentra formando parte del endocarpio del fruto, son de forma elipsoidal,
comprimidas, de 7- 9 mm de largo; testa color café, lisa, opaca, membranosa, muy
delgada; el embrion es recto comprimido de color amarillo crema que ocupa toda la
cavidad de la semilla; los cotiledones son dos, grandes, planos, carnosos, y

elipsoidales; la radicula es inferior corta (Ramos, 2015).

Arrieta (2010), en los resultados obtenidos en el porcentaje de germinacién de las
semillas utilizando el método de inmersién directa a nitrogeno liquido (NL) (-196°c)
manifestaron que afectd tanto como a la germinacion como a su viabilidad.
Abdelnour et al. (2007) en estudios de crioconservacion manifiestan en sus
resultados que la emergencia de semillas en NL a comparacion del testigo mostro

menor porcentaje de germinacion después de su emergencia.

2.4 NITROGENO LiQUIDO

Segun Melendres (2012) el nitrégeno puro en estado liquido a
una temperatura igual o menor a su temperatura de ebullicién, que es de —195,8 °C
a una presion de una atmosfera. El nitrégeno liquido es incoloro e inodoro.

Su densidad en el punto triple es de 0,707 g/ml.

Segun Sucuytana (2019) el nitrégeno liquido es una fuente de facil transporte y su

capacidad para mantener temperaturas muy por debajo del punto de congelacién
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del agua hace que sea muy utli en una amplia gama de aplicaciones,

principalmente como un ciclo abierto de refrigerante, incluyendo:

- Para almacenar células de muestra en un laboratorio.

- En criogenia.

- Para preservar muestras de tejido de extirpaciones quirdrgicas para futuros
estudios.

- Para conservacion de sangre, esperma, ovarios u otra clase de muestras.

En la crioconservacion segun Gonzélez y Engelmann (2013) impone una serie de
condiciones de estrés en el material vegetal, que podrian inducir modificaciones en
los cultivos crioconservados y en las nuevas plantas regeneradas. En una
investigacion se observaron efectos altamente significativos debido a la exposicion
al nitrégeno liquido, en las hojas encontraron mayores niveles de actividades
enzimaticas y especificas de peroxidasa y fendlicos ligados a la pared celular,
también registraron efectos muy notables, en las raices como la disminucion del
contenido de clorofilas y fendlicos ligados a la pared celular (Zevallos et al., 2014),

lo cual hace mucho mas atractivo esta investigacion.



CAPITULO IIl. DISENO METODOLOGICO

3.1 UBICACION

La investigacion se desarrollé en el vivero de la carrera de Ingenieria Agricola de la
Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lopez, situada
en el sitio El Limdn, parroquia Calceta, canton Bolivar, provincia de Manabi, ubicado
geograficamente en las coordenadas 0° 49’ 11” de Latitud Sur y 80° 10’ 45” de
Longitud Oeste con una elevacién de 16 m.s.n.m.

3.2 DURACION

El experimento se desarrollo en el periodo de julio del 2020 a noviembre del 2020

con una duraciéon de 5 meses.

3.3 MATERIAL VEGETAL

Semilla de Teca (Tectona grandis Linn. f.)
Semilla de Tamarindo (Tamarindus indica L.)

Semilla de Melina (Gmelina arborea Roxb.)

3.4 DESCRIPCION DE TRATAMIENTOS

Con cada especie vegetal (Teca, Tamarindo y Melina) se desarrollé un experimento
separado, donde se prob6 el efecto de dos tratamientos
T1: Con inmersion de semillas en Nitrogeno liquido

T2: Sin inmersion de semillas en Nitrégeno liquido
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3.5 DISENO ESTADISTICO Y ANALISIS DE DATOS

Para comparar el efecto de los tratamientos se utilizd la distribucion de “t de
Student” para muestras pareadas donde se probd la hipétesis nula HO: T1=T2 vy la
alternativa H1: T1#T2, a un nivel de significancia del 5% de probabilidad de error.

El calculo del estadistico de t se realiz6 mediante la siguiente férmula:

d
T calculada:§ Donde:

T= Estadistica

d= Media de las diferencias

Sd= Error estandar de las diferencias

Cada tratamiento estuvo conformado por 10 réplicas (n=10), por lo que en total se
obtuvieron 20 unidades experimentales. Cada unidad experimental se conformé de

20 plantas.
3.6 VARIABLES RESPUESTAS

3.6.1 PORCENTAJE DE GERMINACION DE SEMILLAS
El porcentaje de germinacibn se determind con la  formula:

numero de semillas germinadas _

numero total de semillas 100

% de germinacién=

3.6.2 ALTURA DE LA PLANTA A LOS 30 - 60 Y 90 DIAS (cm)
Este dato se tomo cada 30 dias, se midi6 la altura de la planta con una cinta métrica

desde la base del tallo hasta el extremo de la tltima hoja.

3.6.3 NUMERO DE HOJAS A LOS 30 - 60 Y 90 DIAS

Se contabilizé el numero de hojas cada 30 dias a partir del dia de siembra.

3.6.4 DIAMETRO DEL TALLO A LOS 30-60 Y 90 DIAS
Se midié el didmetro del tallo en milimetros (mm) cada 30 dias utilizando un

calibrador.
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3.6.5 LONGITUD DE LA RAIZ A LOS 90 DIAS (cm)
Se midi6 la longitud en centimetros (cm), desde el cuello (union de la raiz y el tallo)

hasta el extremo mas largo a los 90 dias.

3.6.6 PESO FRESCO Y SECO DE BIOMASA AEREA

Se obtuvo el peso fresco de la biomasa aérea (BA) separando la parte aérea de la
planta de las raices, luego para el peso seco de la materia verde fue colocado en
una estufa a 70°C por 48 horas hasta alcanzar peso constante, se registrara el peso
de ambas en gramos (g) por medio de una balanza de precision.

3.6.7 PESO FRESCO Y SECO DE LA RAIz

Se obtuvo el peso fresco de las raices separando las raices de la parte aérea de la
planta, luego para el peso seco de la raiz fue colocado en una estufa a 70°C por 48
horas hasta alcanzar peso constante, se registrara el peso de ambas en gramos (g)

por medio de una balanza de precision.

3.7 MANEJO DEL EXPERIMENTO

3.7.1 ADQUISICION DE SEMILLAS
Se obtuvieron las semillas de las especies a utilizar considerando que provengan
de plantaciones de similar edad y tiempo de cosecha, se las recolecto limpiando el

suelo alrededor de los arboles y eliminando toda semilla vieja.

3.7.2 CONTENIDO DE HUMEDAD

Se obtuvieron 3 muestras de 10 semillas cada una, las cuales fueron tomadas y se
deshidrataron dentro de una estufa, que se mantuvo a una temperatura de 130°C
durante 2 horas. El contenido de humedad de las semillas se calcul6 a través de la
formula

Peso fresco-Peso seco |
Peso fresco

Humedad (%)= 100
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3.7.3 INMERSION EN NITROGENO LiQUIDO (-196°C)

Para las semillas de Melina y Tamarindo se despulparon, y se las lavé con agua
para retirar la pulpa y el mucilago, unas ves con un contenido de humedad
adecuado, incluyendo la teca, se colocaron las semillas en Nitrdgeno liquido
durante 10 minutos, posteriormente a su inmersion se dejé a temperatura ambiente

y se procedio a instalar el ensayo.

3.7.4 GERMINACION DE SEMILLAS

Se utilizaron 10 semillas de cada especie en estudio, luego se procedi6 a colocarlas
en papel toalla humedecido con agua destilada y fueron envueltas y sujetadas con
una liga como menciona el Manual para manejo de semillas en banco de
germoplasmas (Rao et al., 2007). Germinado el 51% de las semillas, se realiz6 un
conteo manual para determinacién de las semillas germinadas por cada una de las

muestras. EI momento de germinacion fue la emision de la radicula.

3.7.5 PREPARACION DEL SUSTRATO
En la preparacién se realizé un mezclado de sustrato el cual estuvo compuesto por

tierra en un 40%, 40% de humus y 20% de cascarilla de arroz proporcién 2:2:1.

3.7.6 LLENADO DE FUNDAS

Esta actividad se la realiz6 utilizando fundas negras de polietileno de medidas 6x8

cm con perforaciones para el drenaje y una capacidad de sustrato de 2 libras.

3.7.7 SIEMBRA
Se realizé de forma manual, donde se coloc6 una semilla por funda, a una

profundidad de 2cm.

3.7.8 CONTROL DE MALEZAS
Se controlé manualmente, donde dependi6 de la agresividad y del tamafio de las

mismas.
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3.7.9 RIEGO

El riego se lo realiz6 de acuerdo a las necesidades hidricas del vivero.

3.7.10 CONTROL DE PLAGAS Y ENFERMEDADES

El control de plagas y enfermedades se realizé en base a los umbrales criticos en
vivero.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS DE VARIABLES AGRONOMICAS

Para semillas de Teca (Tectona grandis Linn.) y Melina (Gmelina arb6rea Roxb.)
no manifestaron niveles germinativos para ninguno de los tratamientos (con la
inmersion en NL y sin la inmersién en NL). Los datos discrepan con los de Mendez
et al. (2008) que obtuvieron una germinacion minima de 76.8% en semillas de
algodon, entre las variables enrollado y sin enrollar el papel toallin.

Lépez (2016) recomienda someter las semillas de teca a tratamientos
pregerminativos antes de sembrarlas, ya que, si no se tratan la germinacion es muy
erratil. A su vez, Doria (2010) menciona que las semillas enddgenas con latencia
embrionaria son incapaces de germinar incluso si es aislado el embrion de la semilla

y colocando en condiciones favorables.

En el cuadro 4.1. para semillas de tamarindo se representa el analisis estadistico
para la prueba de T de student de las variables altura, diametro, nimero de hojas,
longitud de raiz, peso de biomasa fresca y seca presento diferencias estadisticas,
mientras que las variables altura de planta a los 60 y 90 DDG, didmetro del tallo y
namero de hojas a los 30 y 60 DDG, peso fresco y seco de raiz a los 90 DDG no

se obtuvo diferencias.

Cuadro 4.1. Altura de planta, didmetro, N° de hojas, longitud de raiz, peso fresco y seco de biomasa aérea con y sin
inmersion en NL. Calceta, Manabi, 2020.

Variables DDG Medias de tratamiento ; T estadistico Valores criticos de t p-valor
ConNL Sin NL T0.05 T0.01

30 10.10 8.34 1.76 4.08 1.68 2.02 0.0002

Altura (cm) 60 23.41 24.41 -1.00 -0.99 1.68 2.02 0.3270

90 42.38 40.75 1.63 0.98 1.68 2.02 0.3313

Didmetro (mm) 30 2.07 2.09 -0.02 -0.23 1.68 2.02 0.8194

60 2.66 2.89 -0.23 -1.90 1.68 2.02 0.0647

90 412 357 0.55 2.96 1.68 2.02 0.0052
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Variables DDG Medias de tratamiento T estadistico Valores criticos de t p-valor
Con NL Sin NL T0.05 T0.01
30 5.15 4.88 0.27 1.20 1.68 2.02 0.2375
N° de hojas 60 10.95 10.88 0.07 0.16 1.68 2.02 0.8718
90 23.80 19.48 4.32 3.16 1.68 2.02 0.0030
Longitud de
90 25.50 23.35 2.15 3.18 1.68 2.02 0.0028
raiz (cm)
Peso fresco de
90 8.42 7.04 1.38 2.34 1.68 2.02 0.0245
BA(9)
Peso seco de
90 2.70 2.06 0.64 3.04 1.68 2.02 0.0042
BA(9)

DDG (Dias después de la germinacién)

4.1.1 PORCENTAJE DE GERMINACION (%)

La variable porcentaje de germinacién de semillas de tamarindo presento
diferencias significativas entre los dos tratamientos bajo estudio ya que se aumenté
con lainmersion al NL, como se puede observar en el Figura 4.1. que el tratamiento
con NL obtuvo 55.4% de germinacion en relacion al tratamiento sin NL que obtuvo
39.7%. Los datos concuerdan con Acosta et al. (2019) que indican que la inmersién
de semillas de Teramnus labialis (L.F.) en nitrdgeno liquido rompe la latencia fisica
y aumenta la tasa de emergencia de las plantulas, de la misma forma, coincide con
Mira et al. (2017) que obtuvieron altos porcentajes de germinacion después de un
pretratamiento a -20°C durante 24 horas en NL, y con Gonzélez et al. (1997) que al
realizar criopreservacion durante 30 dias, se observo un incremento significativo en
la germinaciéon de las semillas de Medicago sativa incluso aumenté en Helonias
bullata L (Perullo et al., 2015) y también mejoré en Xyris tennesseensis Kral
(Johnson et al., 2012). En contraste con lo descrito Cardoso et al. (2000) discrepan
al no reportar diferencias significativas en la germinacion de 19 leguminosas ya que

fue heterogénea y en otras 6 especies fue mas bajo el porcentaje de germinacion.
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Figura 4.1. Porcentaje de germinacion de las semillas de Tamarindus indica mediante la inmersion en Nitrégeno Liquido
(NL).
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4.1.2 ALTURA DE PLANTA (cm)

En la figura 4.2. el tratamiento con inmersion en NL estimul6 el crecimiento en altura
de planta a los 30 DDG, sin embargo, a los 60 y 90 dias no existieron diferencias
significativas con el tratamiento sin NL. Estos datos discrepan con los de Arguedas
et al. (2018) que manifiestan que existié un retraso en el crecimiento en plantulas
recuperadas de semillas crioconservadas, mientras que Zevallos et al. (2014) no
observaron diferencias entre las muestras criopreservadas y no criopreservadas en

Solanum lycopersicum silvestre.
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Figura 4.2. Altura de planta (cm) de las semillas de Tamarindus indica mediante la inmersién en Nitrogeno Liquido (NL).
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4.1.3 DIAMETRO DEL TALLO (mm)

En la figura 4.3. el tratamiento con inmersién en NL fue influenciado a los 90 DDG
por la inmersion en NL, mientras que a los 30 y 60 DDG el diametro no manifesto
diferencias significativas con el tratamiento sin NL. Estos datos no concuerdan con
los de Martinez et al. (2005) que indican que no hay diferencias significativas en el
diametro de los tallos, longitud de tallos y la cantidad de tallos de plantas de cafia
de azucar (Saccharum spp. Hibrido) obtenidas a partir de callos con estructuras
embriogénicas crioconservadas entre el origen de la cepa de la planta sea

crioconservada o no crioconservada.
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Figura 4.3. Diametro del tallo (mm) de las semillas de Tamarindus indica mediante la inmersién en Nitrogeno Liquido
(NL).
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4.1.4 NUMERO DE HOJAS

En la figura 4.4. el tratamiento con inmersién en NL aument6 el nimero de hojas a
los 90 DDG, no obstante, a los 30 y 60 DDG no existieron diferencias significativas
con el tratamiento sin NL. Estos datos concuerdan con los de Acosta et al. (2019)
gue manifiestan que en la variable nimero de hojas obtuvieron un coeficiente de
variacion medio (41.1%) y una cobertura foliar en plantas, superior a plantas que
las semillas fueron crioconservadas en plantas de Teramnus labialis. Por lo
contrario, Hine et al. (2013) discrepan al no reportar diferencias significativas en las
semillas de teca congeladas y no congeladas en plantas in vitro a los 28 y 56 dias

en condiciones in vitro.
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Figura 4.4. N° de hojas de las semillas de Tamarindus indica mediante la inmersién en Nitrogeno Liquido (NL).
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4.1.5 LONGITUD DE RAIZ (cm)

En la figura 4.5. la variable longitud de raiz a los 90 DDG adquirié diferencias
altamente significativas en las plantas de tamarindo entre los tratamientos
estudiados, lo que concuerda con los de Lopez y Bravo (2009), los que indican que
en la longitud de raiz en plantas del género Phaseolus se observaron diferencias
significativas mediante la prueba no paramétrica de Wisconsin, en el cual las raices
con tratamiento de inmersion de semillas a NL son superiores en comparacion de
las congeladas en refrigerador, al igual que Garcia y Abdelnour (2013) quienes
manifiestan que semillas de cedro crioconservadas, obtuvieron mejor desarrollo de
raices en el medio MS que aquellas semillas cultivadas en la presencia de BA (0,5
mg?), de la misma forma, coincide con Zevallos et al. (2016) que en Solanum
lycopersicum Mill hay efectos muy notables después de la crioconservacion en las
raices como la disminucién del contenido de clorofilas y fendlicos unidos a la pared

celular.
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Figura 4.5. Longitud de raiz (cm) de las semillas de Tamarindus indica mediante la inmersion en Nitrégeno Liquido (NL).
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4.1.6 PESO DE BIOMASA AEREA (g)

En la figura 4.6. el tratamiento con inmersion en NL afectd positivamente al peso
de biomasa aérea a los 90 DDG en las plantas de tamarindo entre los tratamientos
estudiados. Estos resultados indican que la inmersion de semillas con NL presenta
un aumento de peso en biomasa aérea tanto en peso fresco como en peso seco,
tal como manifiesta Arguedas et al. (2018) que el peso fresco combinado de tallos
y hojas en maiz muestra diferencias significativas en las semillas criopreservadas.
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Figura 4.6. Peso de biomasa aérea (g) de las semillas de Tamarindus indica mediante la inmersion en Nitrégeno Liquido
(NL).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

e Las semillas de tamarindo incrementaron su porcentaje de germinacién al
ser tratadas con nitrégeno liquido tras romper la dormancia fisica.

e La inmersion en nitrégeno liquido de semillas de tamarindo incremento el
didmetro, N° de hojas, longitud de raiz y el peso de la biomasa aérea a los
90 dias después de la germinacioén (DDG) y promovié la tasa de crecimiento
a los 30 dias de germinada.

e La inmersion en NL no ayudo6 a romper la dormancia fisica de las semillas

de Tecay Melina

5.2 RECOMENDACIONES
e Realizar el experimento con otras especies con dormancia fisica bajo la
inmersion en NL y utilizar otros métodos de escarificacion.
e Probar otros métodos de escarificacion para la ruptura de dormancia fisica

en semillas de Melina y Teca y exponer el mejor.
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Anexo 1.

Recoleccion de semillas

Anexo 2.

Determinacion de porcentaje de humedad
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Anexo 3.

Inmersion en nitrégeno liquido
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Anexo 4.

Germinacion de semillas
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Anexo 6.

Llenado de fundas

Anexo 7.

Siembra de semillas
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Anexo 8.
Toma de datos de 30 DDG

Anexo 9.
Toma de datos de 60 DDG
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Anexo 10.
Toma de datos de 90 DDG

Anexo 11.
Toma de variables de peso
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