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RESUMEN

El presente estudio se realizd en el Laboratorio de Semillas del Instituto Nacional de
Innovacion Agraria (INIA). El objetivo del estudio fue determinar un tipo de tratamiento
previo a la germinacién que supere la dormicion de semillas de esparrago (Asparagus
officinalis). Se emplearon cinco pretratamientos: Ecovida (bacterias acido-lacticas), acido
sulfurico (75 %), el nitrato de potasio (0.2 %), el acido giberélico (0.1 %) y un testigo (sin
tratamiento). ElI mayor porcentaje de germinacion fisioldgica se registré al séptimo dia en
semillas tratadas con Ecovida (81.75%) y con KNOs (81.25%), y el menor con &cido
sulfarico (19.0%). EI mayor porcentaje de plantulas normales a los 28 dias después de la
siembra se obtuvo con Ecovida (80.0%) vy el testigo (75.5%), mientras que, con el &cido
giberélicoy el KNOs, se observaron efectos negativos (raices atrofiadas y menor desarrollo
de plantula). No se encontré diferencias significativas en el porcentaje de semillas no
germinadas entre todos los tratamientos. Posteriormente, en el ensayo de tetrazolio se obtuvo
79 % de viabilidad, cuyo resultado fue ligeramente mayor a la germinacion del testigo,
indicando que no existe estrictamente una dormancia. Sin embargo, la presencia de semillas
duras puede ser un indicador de una leve dormancia fisica por la presencia de fitomelanina
en la testa de las semillas de esparrago. Los resultados indican que el Ecovida favorece una
mayor tasa y uniformidad en la germinacion de las semillas en todas las etapas de evaluacion

sin ningun efecto negativo.

Palabras clave: Asparagus officinalis, dormancia de semillas, germinacion, tratamientos

de semillas, viabilidad de semillas



ABSTRACT

The present study was carried out at the Seed Laboratory of the National Institute for
Agrarian Innovation (INIA). The aim of the study was to determine a type of pre-germination
treatment that overcomes the dormancy of asparagus (Asparagus officinalis) seeds. Five pre-
treatments were used: Ecovida (lactic acid bacteria), sulphuric acid (75 %), potassium nitrate
(0.2 %), gibberellic acid (0.1 %) and a control (no treatment). The highest percentage of
physiological germination was recorded on the seventh day in seeds treated with Ecovida
(81.75%) and KNO3 (81.25%), and the lowest with sulphuric acid (19.0%). The highest
percentage of normal seedlings at 28 days after sowing was obtained with Ecovida (80.0%)
and the control (75.5%), while negative effects (stunted roots and reduced seedling
development) were observed with gibberellic acid and KNO3. No significant differences
were found in the percentage of non-germinated seeds among all treatments. Subsequently,
in the tetrazolium test, 79 % viability was obtained, which was slightly higher than the
germination of the control, indicating that dormancy does not strictly exist. However, the
presence of hard seeds may be an indicator of a slight physical dormancy due to the presence
of phytomelanin in the asparagus seed testa. The results indicate that Ecovida favours a
higher rate and uniformity of seed germination at all stages of evaluation without any

negative effect.

Keywords: Asparagus officinalis, seed dormancy, germination, seed treatments, seed

viability.



I. INTRODUCCION

En el Perd el esparrago (Asparagus officinalis L.) es uno de los principales productos de
agroexportacion, siendo los principales destinos EE. UU., Espafia, Paises Bajos, Reino
Unido, Francia e Italia (SIEA, 2023). Desde 1950 hasta 2014 este cultivo tuvo un gran
crecimiento. Sin embargo, en los Ultimos afios las exportaciones decrecieron y en 2020 (afio
de la pandemia del COVID 19), la situacién se complicé. Si bien en 2021, el cultivo tuvo un
crecimiento positivo, no fue suficiente como para llegar al nivel de afios anteriores a 2020.
Esto se debe a que se presentd un conjunto de problemas como el inadecuado manejo del
cultivo, la falta de diversificacion y la alta competencia, no solo a nivel internacional, sino a
nivel interno, con otros productos agricolas. Ademas de ello, la fumigacion con bromuro de
metilo que exige EE. UU. Eleva los costos de envio y acorta la vida en anaquel. Sin embargo,
en 2023 se ha anunciado la suspension de la fumigacion, lo que representa un gran alivio
para muchos productores y una nueva oportunidad para recuperar el nivel de exportacion
(Rodriguez, 2022).

Para lograr este objetivo, ademas de otros factores, es importante trabajar a nivel de semilla,
pues en una investigacion anterior en el laboratorio de semillas de la Universidad Nacional
Agraria La Molina laboratorio se detectd algun tipo de dormancia en las semillas de
esparrago, un estado que no permite o retrasa la germinacion y ocasiona por consiguiente
una demora en el analisis de calidad de la semilla. Por otro lado, en comparacién con otras
hortalizas, la semilla de esparrago demora en germinar en el campo, entre 15 y 30 dias,
debido, probablemente a la dormancia. Por tanto, la presente investigacion busca una nueva
alternativa para superar la dormancia de las semillas de esparrago, con el fin de mejorar el
establecimiento de las plantas en el campo, disminuyendo costos y contribuir con otros
posibles estudios de tratamientos avanzados que se realicen en esta especie. Asimismo, se
busca aportar en el tema de anélisis de la calidad de las semillas, determinando el mejor
método de pretratamiento de estas, para acortar y promover la etapa de germinacién y reducir

el tiempo de los analisis de calidad. La presente investigacion se realizd comparando tres



tratamientos mencionados en las Reglas Internacionales para el Analisis de Semilla (ISTA),
un tratamiento del mercado (Ecovida), y un testigo (sin tratamiento), bajo las mismas

condiciones de laboratorio segun las normas ISTA.

1.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar un tipo de tratamiento previo a la germinacion que supere la dormicion de

semillas de esparrago.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
— Evaluar el efecto de cinco tratamientos previos a la siembra sobre semillas de
esparrago.

— Comparar el porcentaje de viabilidad con el porcentaje de germinacion.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. EL ESPARRAGO

El esparrago es una especie originaria y domesticada en el suroeste de Asia y el
Mediterraneo. Forma parte del género Asparagus, dentro de este hay especies que son
ornamentales y comestibles como el esparrago. Pertenece a la familia Asparagaceae junto a
otras especies (Del Pozo, 1999). Cada afio en el mundo se producen alrededor de 8.5 millones
de toneladas de esparrago, siendo los principales productores China, Peri y Mexico (Amor
et al., 2022). Los paises que mas importan esparragos son EE.UU., Japén, Alemania,
Canad4, Paises Bajos entre otros (SIICEX, 2022). En nuestro pais se siembra principalmente
en La Libertad e Ica, siendo la primera variedad sembrada Mary Washington, utilizada para
enlatar esparrago blanco. Actualmente ésta ha sido sustituida por cultivares como UC157 F1
(IPEH, 2023).

Es una planta perenne, debido a que la parte subterrdnea también llamada corona,
conformada por raices y rizomas duran varios afios en el suelo. Estos rizomas son los
responsables de generar tallos aéreos, porque posee varias yemas y de cada una de estas
emerge un tallo o turion que es la parte comestible. La parte aérea llamada helecho, surge a
partir de estos tallos o turiones que tienen bracteas (forma triangular), que son las hojas
verdaderas, y al crecer el turién se forma ramificaciones y luego tallos modificados
denominados claddfilas y sobre ellas se desarrollan flores y frutos. El fruto es una baya de
color rojo que puede dar de 3 a 5 semillas de color negro (Del Pozo, 1999). Las flores son
pequerias, en forma de campana, y pedunculares, siendo tipo dioica, es decir, que tiene flores
masculinas y femeninas en plantas distintas (Guerrero, 2019).

Es una planta de climas templados en los que se presenta un periodo de bajas temperaturas,
en el que deja de crecer debido al estrés por frio. En este periodo la planta acumula reservas
y sufre cambios bioquimicos que, posteriormente la inducen a emitir brotes jovenes

(turiones), que se cosechan y consumen. Ademas, la temperatura ambiente éptima para su



crecimiento esta en el rango de 14 °C a 22 °C, pero también son favorables temperaturas
entre 12 °C y 28 °C. La diferencia entre las temperaturas de dia y de noche de 8 °C favorece
el crecimiento, pero la temperatura minima no debe ser menor que 8 °C, porque los turiones

son muy sensibles (Vega, 2013).

Debido a sus propiedades diuréticas, esta planta se ha utilizado como medicamento
principalmente para el tratamiento de enfermedades renales, gastrointestinales, calculos
biliares, entre otros (Rodriguez, 1991). Ademas, los esparragos son bajos en calorias y sal,

sin grasa y altos en folato y potasio (Guerrero, 2019).

2.2. DORMANCIA

De acuerdo con Matilla (2013), “la dormicion se define como el bloqueo que tiene lugar en
una semilla viable que le impide completar la germinacion en condiciones favorables” (p.
11). Otros autores definen a la dormancia como la falta de germinacion temporalmente de
una semilla (viable) en condiciones favorables (Bewley et al., 2013; De la Cuadra, 1992;
Pérez y Pita, 1999a). Baskin y Baskin (2004) mencionan una definicién mas completa, “una
semilla durmiente carece de la capacidad para germinar en un periodo de tiempo concreto,
aunque se someta a una combinacion de factores fisicos medioambientales que en otras
ocasiones favorecen su germinacion”. Ademas, es importante mencionar que la dormancia
se inicia durante el desarrollo de la semilla, pero también se desarrolla cuando es colocada

en ambientes no favorables para su germinacion (Fowler y Bianchetti, 2000).

Por otra parte, es importante mencionar que una semilla quiescente se diferencia de una
dormante porque la quiescencia es causada por la falta de factores externos necesarios para
la germinacion y la dormancia es causada por bloqueos internos propias de la semilla, por
ello se determind que las semillas dormantes necesitan un proceso de posmaduracion o

ruptura de dormancia (Cardoso,2009).

2.2.1. Rol bioldgico de la dormancia

En la naturaleza la dormancia asegura que las semillas germinen en un momento adecuado,
para sobrevivir frente a las adversidades del medio ambiente (Bewley et al., 2013 y De la
Cuadra, 1992).



El rol bioldgico que tiene la dormancia se da de tres maneras (Bewley et al., 2013). 1) La
planta madre es capaz de dispersar semillas con diferentes grados de dormancia o no
dormancia, a esto se le conoce como polimorfismo o heteromorfia, y como consecuencia de
esto, se tiene semillas con diferente color, tamafio y grosor de la cubierta, lo que ocasiona
que al haber una germinacién irregular las plantulas puedan evitar la competencia entre ellas
y la continuacion de la especie. 2) La segunda manera es que las semillas dormantes manejan
su propio tiempo, por ejemplo, algunas especies inician su germinacion después del invierno
para evitar condiciones adversas. 3) Por ultimo, las semillas dormantes pueden dispersarse
a través del viento, agua y animales. Asi, por ejemplo, en la region tropical las semillas que
tienen dormancia fisica tienen mas posibilidades de supervivencia y los cereales gracias a la
dormancia no germinan inmediatamente después de ser cosechados en el campo, sino se

desperdiciaria un alimento tan importante para el hombre (Tyohemba, 2023).

2.2.2. Clasificacion de dormancia

A través del tiempo diversos autores como Harper en 1957, Nikolaeva entre otros, han
intentado clasificar la dormancia de semillas. En 1987 Lang y otros autores clasificaron a la
dormancia en ecodormancia, paradormancia y endodormancia, pero esta clasificacion estaba
referida a cualquier parte de la planta y especialmente fisioldgica, sin tomar en cuenta sobre
los embriones y tegumentos. Sin embargo, sin los aportes de estos autores hoy no podriamos

tener una clasificacion (Pegorin et al., 2022).

a. Enbase a la induccion

Los tipos de dormancia se dan en base al momento de la induccion y ubicacion o mecanismos
implicados. De acuerdo con el momento de la induccion se tiene dormancia primaria y
dormancia secundaria (Bewley et al., 2013; Cardoso, 2009; Pegorin et al., 2022).

e Dormancia primaria: Segin De la Cuadra (1992) esta dormancia “se inicia
después de la maduracion de la semilla cuando esta en la planta”. Muchas semillas
salen de la planta en un estado dormante, esto significa que es de tipo primaria. (Taiz
y Zeiger, 2006). Es inducida al final de la maduracion de la semilla por el acido
abscisico (ABA), es asi como la relacién entre dicho &cido y la giberelina (GAS) debe
ser baja para que haya germinacion. Esta dormancia se puede eliminar en el
laboratorio mediante la estratificacion, luz, GAs, etileno, Oxido nitrico entre otros
(Matilla, 2013).



Dormancia secundaria: La dormicion secundaria se da sobre aquellas semillas ya
maduras que no estan en la planta madre, es decir, después de la dispersion de la
semillay a partir de ello, pueden ser inducidas por el medio ambiente y generar algin
tipo de dormicion (De la Cuadra, 1992; Matilla, 2013; Pérez y Pita, 1999a y Vivian
et al., 2008). Ademas, en condiciones naturales estd vinculada a las semillas que
pertenecen al banco de semillas del suelo (Matilla,2013). El banco de semillas se
refiere a semillas viables sobre la superficie del suelo y se divide en 2 grupos: a)
semillas que son capaces de mantenerse viables por mucho tiempo cuando se
entierran y b) semillas que mantienen su viabilidad por un tiempo corto (De la
Cuadra, 1992). Al respecto Bewley et al. (2013), sefialan que las semillas estando
en el suelo pueden ganar dormancia secundaria, ya sea por las condiciones
desfavorables o si la germinacion de la semilla se inhibe por otros medios, como el
estrés osmatico. Asimismo, menciona 2 términos, la skotodormancia que se refiere
a dormancia en oscuridad (el agua reduce el nivel de skotodormancia en lechuga
(Baskin y Baskin, 2004), y termodormancia o termoinhibicion referida a la inhibicién
de la germinacién bajo condiciones de alta temperatura. Entonces la dormicién
secundaria se elimina principalmente cuando la temperatura y el potencial hidrico
del suelo son Optimos, asi también otros factores como la luz y el NO3 ayudan a la
eliminacién. Sin embargo, todavia faltan estudios para conocer como funciona y las
causas (Matilla,2013).

b. En base a la localizacidn

En cuanto a la localizacion del factor inhibitorio la dormancia se clasifica en dos tipos

fundamentales: dormancia embrionaria y dormancia tegumental (Bewley et al., 2013;
Pegorin et al., 2022).

Dormancia embrionaria o enddgena: Esta dormancia se evidencia cuando a pesar
de que se retire los tegumentos no logran germinar. Esto ocurre porque el embrién
es inmaduro o presenta mecanismos fisiolégicos que impiden la germinacion.
(Bewley et al., 2013; De la cuadra, 1992; Fowler y Bianchetti, 2000). Asimismo,
Pérez y Pita (1999a) mencionan que esta dormancia se encuentra dentro del embrién,

por ello eliminar las cubiertas no lograra que la semilla germine.



e Dormancia tegumental o exdgena: En este caso el tegumento o pericarpio presenta
inhibidores quimicos que no permiten la permeabilidad del agua y el oxigeno. Por
ejemplo, en algunos casos las cubiertas de las semillas que estan en el suelo pueden
ser degradadas por hongos y bacterias, lo que facilita la germinacion. También la
cubierta puede ser ablandada por calor, frio o un acido (Bewley et al., 2013; De la
cuadra, 1992; Fowler y Bianchetti, 2000).

2.2.3. Nuevas clasificaciones

La clasificacion de dormancia de semilla propuesta por la fisi6loga Marianna Nikolaeva,
citada por Pegorin et al. (2022) tuvo varios cambios en el tiempo. Sin embargo, la mayor
parte de clasificaciones que tenemos actualmente estan basadas en el modelo de la autora y
se basa en la morfologia de la semilla. Esta clasificacion de la autora es la mas completa y
en base a ello se propone una nueva clasificacion (Pegorin et al., 2022). Este nuevo sistema
modificado es propuesto por Baskin y Baskin (2004), que “incluye tres capas jerarquicas:
clase, nivel y tipo; por lo tanto, una clase puede contener niveles y tipos, y un nivel puede
contener solo tipos”. Al respecto, Matilla (2013) propone “Dormiciéon Fisiolégica (DF),

morfoldgica (DM) morfofisioldgica (DMF), fisica (Df) y combinatoria (DF + Df)”.

a. Dormancia fisiologica: Esta dormancia tiene 3 niveles (profundo, intermedio, no
profundo). El profundo genera plantulas anormales y el GA no promueve la
germinacién, por lo que necesita de 3 a 4 meses de estratificacion en frio. En el nivel
intermedio, el embrion extirpado de plantulas normales, solo en algunas especies, el
GA promueve la germinacion y se necesita 2-3 meses de estratificacion en frio para
romper la dormancia. En el nivel no profundo, el embrion extirpado promueve
plantulas normales, el GA, la escarificacion y la estratificacion en frio o célida,
rompen esta dormancia y aqui se encuentran las gimnospermas (Coniferales,
Gnetales) como en todas las angiospermas (Baskin y Baskin, 2004). El nitrato de
potasio, tiourea y etileno también ayuda a romper esta dormancia no profunda
(Vivian et al., 2008). Esta dormancia es muy compleja, ya que se debe al
metabolismo propio de la semilla (De la Cuadra, 1992). Al respecto Matilla (2013)
plantea que la dormancia fisiologica no profunda es inducida por el ABA, esto se
comprueba ya que se encontraron altas concentraciones en la etapa de imbibicién de

semilla, por ello va a depender mucho si la relacion sea alta o baja entre ABA/GA



para que la semilla germine. La intensidad esta regulada por la interaccién de la
dormancia que tiene el embridn y tejidos que la rodean. Ademas, la luz como la
estratificacion en frio ayudan a su desaparicion, ya que causan la sintesis de la

giberelina.

Por otro lado, Baskin y Baskin (2004) clasifica la dormancia en 5 tipos, de la
siguiente manera:

El tipo 1 se refiere a que la semilla va perdiendo la dormancia a medida que la
temperatura va de menor a mayor grado.

El tipo 2, la temperatura debe ir de mayor a menor para perder la dormancia.

El tipo 3 va de una temperatura intermedia a mas alta o intermedia a mas baja.

En el tipo 4 y 5 no se tiene mucho conocimiento, ya que parece que las semillas de
este tipo pasan de un estado dormante a no dormante de forma directa sin pasar por
temperaturas intermedias, es por ello, que las semillas del tipo 4 solo germinan a
temperaturas altas y las de tipo 5 solo a temperaturas bajas. Sin embargo, semillas
que pertenecen a este grupo son muy escasas, ya que la mayoria esta en el tipo 1 y
2.

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 tipo 4 Tipo 5
a

H

1 A 1 s 't A A ' ' L | 1 'l 4 L
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L

Dormencia decreciente =——gp

Figura 1: Tipos de dormancia fisiolégica no profunda

Nota. Tipos de dormancia de acuerdo con la temperatura, donde (1,0) es el estado dormante y (0,0)
representa el estado no dormante. Adaptado de “A classification system for seed dormancy” (p. 7),
Baskin y Baskin (2004), Seed Science Research,14 (1).

b. Dormancia morfologica: Los embriones son diferenciados, pequefios y les falta
desarrollarse completamente, por ello, se dice que no estan dormantes, ya que no

necesitan un pretratamiento para germinar, sino buenas condiciones para completar



su desarrollo (Baskin y Baskin 2004). Entonces esta dormancia basicamente se debe
a una falla en el crecimiento del embrion (Matilla, 2013). Sin embargo, segun Vivian
et al. (2008) en este grupo también se encuentran aquellas especies con embriones
inmaduros o rudimentarios y pueden ser indiferenciados, es decir, que no han
alcanzado su desarrollo. Entonces aparte de las buenas condiciones que necesita, el
acido giberélico también colabora para romper esta dormancia. Mayormente esta
relacionada con otras dormancias, ya que la mayoria de las especies que presentan
dormancia morfolégica, después de la maduracién de la semilla generan la

dormancia fisioldgica.

c. Dormancia Morfofisioldgica: En este caso las semillas tienen un embrién que falta
desarrollarse y a la vez tiene un componente fisiologico de dormancia, por lo tanto,
el embrion necesita méas tiempo para poder culminar su desarrollo que las semillas
con dormancia morfoldgica y dentro de este grupo existen 8 niveles (Baskin y
Baskin, 2004).

Tabla 1: Niveles de dormancia morfofisioldgica

Temperatura requerida

Tipo de dormancia Para romper la dormancia En el momento del GAs supera la
morfofisioldgica de la semilla crecimiento del embrion dormancia

Simple no profundo WoC w Sl
Intermedio sencillo W+C w Sl
Profundo simple W+C w SI/NO
Epicotilo simple profundo W+C W SI/NO
Profundo simple doble C+W+C W ?
Complejo no profundo C C Sl
Complejo intermedio C C S
Complejo profundo C C NO

Nota. Niveles de dormancia morfofisiologicas y secuencia de temperatura, donde W es estratificacion calida 'y
C estratificacion fria que se requiere para romper la dormancia. Adaptado de “A classification system for seed
dormancy” (p. 7), Baskin y Baskin, (2004), Seed Science Research, 14 (1).

d. Dormancia fisica: Este tipo de dormancia agrupa aquellas semillas cuya cubierta
seminal o envoltura de la semilla es impermeable, lo cual no permite que el agua
Ilegue hasta el embridon para dar inicio asi a la germinacion, a pesar de que el embrion
no tiene dormancia (Baskin y Baskin, 2004; Matilla, 2013). Segun Vivian et al.

(2008), la dormancia fisica “se encuentra en especies que tienen semillas grandes,



cuyo embrién almacena la mayor parte de las reservas necesarias para el proceso de

germinacion” (p.697).

Dormancia combinada (fisica y fisiologica): Las semillas tienen cubiertas
impermeables al agua y el embrion es dormante fisiologicamente. Respecto a la
dormancia fisioldgica la mayoria de las semillas tienen el nivel no profundo y muy
pocos el nivel intermedio, explicados anteriormente. Algunas familias como las
Fabaceas cuyos embriones recién madurados salen de la dormancia en
almacenamiento en seco o en el campo después de la madurez, otras necesitan
estratificacion en frio, para que puedan romper la dormancia fisica y las semillas

puedan absorber agua (Baskin y Baskin, 2004).

2.2.4. Causas de la dormancia

a. Causas de dormancia tegumental

De acuerdo con Fowler y Bianchetti (2000), existe 4 causas para este tipo de dormancia:

Interferencia con la absorcion de agua: Se da principalmente por la presencia de
osteosclereides, que son capas de células en forma de hueso que evitan la entrada de
agua en familias como las leguminosas y malvaceas, entre otras (Bewley et al., 2013;
Fowler y Bianchetti, 2000). Por ejemplo, las semillas de la arveja Coronilla tiene
capas con osteoesclereidas, por eso se debe perforar la semilla para que pueda
absorber agua (Bewley et al., 2013). Segun Bewley et al. (2013), “existen otros
componentes como lignina, cutina, quinonas, suberina, ceras, callosa, compuestos
fendlicos y sustancias hidrofobicas que estan involucrados en la impermeabilizacion
del agua” (p.255). Algunas semillas presentan reguladores en su capa superficial que
controlan el agua, es decir, hasta cierto punto se hidratan, pero no llega hasta el
embrién. Por tanto, la permeabilidad de la semilla esta guiada genéticamente y
también depende de la humedad relativa del aire durante la fase de maduracion del

desarrollo de la semilla.



Impedimento mecéanico: Los tejidos alrededor del embrion (endospermo,
perispermo y testa) son resistentes e impiden la expansion del embrion, pero a través
de un empuje suficiente del embridn puede lograr su expansion y salida de la radicula
(Bewley et al., 2013). Asimismo, hay casos donde el embridn tiene una enzima
Ilamada mananasa que debilita los tejidos fuertes, y de esta forma supera la
dormancia (Fowler y Bianchetti, 2000). Por ejemplo, en el caso de tomate, tabaco
café y Datura ferox, el endospermo es digerido por enzimas hidroliticas (Bewley et
al., 2013).

Interferencia con el intercambio de gases: Ocurre cuando los tejidos que rodean al
embrion son incapaces de realizar el intercambio gaseoso, por lo cual no entra
oxigeno o no puede salir el dioxido de carbono. (Bewley et al., 2013; Fowler y
Bianchetti, 2000). Esto se ha demostrado, porque muchas semillas han logrado
germinar gracias a un raspado o pinchazo en la cubierta, por ejemplo, un pinchazo
en la semilla de trigo a través de su pericarpio permite algo de germinacion. Sin
embargo, si bien la cubierta limita el oxigeno, esto no afecta la produccion de
adenosin trifosfato (ATP) del embridn. Esto se explica porque hay inhibidores que
estan en el embrion que se oxidan a altas concentraciones de oxigeno y no al aire
libre, por ello la cubierta tiene un efecto doble, retiene el inhibidor y no deja pasar al
oxigeno para la oxidacion de este, impidiendo la germinacion. Asi, por ejemplo, las
semillas de Xanthium tienen inhibidores en el embrién que necesitan de altas

concentraciones de oxigeno para que se oxiden (Bewley et al., 2013).

Prevencion de la salida de inhibidores del embrion: Existen muchos compuestos
quimicos ubicados en diferentes partes de la semilla o unidades de dispersion. Sin
embargo, todavia no se sabe que rol juegan en la inhibicién de germinacion, porque
falta conocer la relacion entre el contenido y la accion fisiologica (Bewley et al.,
2013). Por otro lado, algunas semillas logran germinar después de lavarlas, lo que
indica que en su cubierta se encuentra inhibidores quimicos (Fowler y Bianchetti,
2000). Un estudio realizado de la semilla Arabidopsis ha demostrado que se puede
influenciar la dormancia a través de la mutacién, puesto que, en el experimento
realizado se obtuvieron semillas con cubiertas de testa transparente (tt) mediante la

mutagénesis. Luego, las semillas mutantes como las no mutantes se sometieron a sal
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de tetrazolio, resultando que las no mutantes mostraron dormancia e
impermeabilidad al tetrazolio. En cambio, las mutantes tuvieron mayor
permeabilidad al tetrazolio y su dormancia fue menor, esto posiblemente esta
relacionado con una reduccion o ausencia de taninos condensados y la contraccion

asociada de las células de la testa (Bewley et al., 2013).

b. Causas de dormancia embrionaria

Bewley et al. (2013) plantea 4 causas dentro del embridn que no permiten la germinacion y

son los siguientes:

Embrion indiferenciado: Se da en familias como Orchidaceae y Orobanchaceae.
Por ejemplo, las semillas de orquideas no tienen endospermo y tiene un pequefiisimo
embrién que necesita de fuentes externas, como plantas parasitas o asociaciones
fangicas para poder nutrirse y completar su desarrollo, asi poder germinar.

Generalmente un embridn indiferenciado no se considera como dormante.

Embrién inmaduro: Es decir, no se expande ni acumula reservas alimenticias y
suelen tener mucho tejido de endospermo que incrusta al pequefio embrion. Este
embrién necesita desarrollarse dentro de la semilla antes de la germinacion. Por
ejemplo, en especies como, el café, zanahoria y apio, el endospermo se digiere
enzimaticamente junto con el crecimiento del embrion después de la dispersion y
maduracién. Por lo tanto, la salida de la radicula se da cuando el embrién haya
logrado su expansion y el endospermo haya terminado de degradarse.

Inhibidores quimicos: Se presentan dos factores principales, los cotiledones y las
sustancias inhibidoras. Segun investigaciones en algunas especies se ha demostrado
que cuando se quita los cotiledones o reduce la cantidad de tejido cotiledoneo, el
embridn logra desarrollarse y germinar, lo que confirma que los cotiledones tienen
un efecto inhibidor que son traslados a la radicula evitando su crecimiento (Bewley
et al., 2013; Fowler y Bianchetti, 2000). Ademas, es posible que los cotiledones al
entrar en contacto con el sustrato humedo, dispersa al inhibidor quimico al medio,

evitando asi la germinacion de la semilla. Hay suficiente evidencia en la manzana y

11



la cebada, cuyos cotiledones contienen ABA que libera hacia la radicula y evita su
crecimiento. Asimismo, en el caso de la flor de girasol donde se ha demostrado que
tratdndolas con fluridona, un inhibidor de la sintesis del ABA, logra romper la

dormancia.

e Restricciones fisioldgicas: Aqui se nombra a la dormancia fisioldgica, que es
amplia, reversible y esta en el embrion. Esta, se mantiene gracias al ABA, mientras
que el GA es quien induce la germinacion. Por tanto, la relacion entre ABA 'y GA

tiene la decision de suprimir o incentivar la dormancia.

2.2.5. Metabolismo energético de semillas dormantes

Segun estudios realizados en la etapa de la emergencia de la radicula, resulta que la
respiracion de semillas dormantes y no dormantes son similares. Asi, por ejemplo, en
semillas dormantes y maduras de Xanthium y avena silvestre se ha demostrado similar
consumo de oxigeno hasta la salida de la radicula y en semillas de Sisymbrium officinale, el
consumo de oxigeno y dioxido de carbono no estan relacionados en la ruptura de dormancia
primaria o secundaria. Entonces, el contenido de ATP en semillas dormantes y no dormantes
también es similar, pero su distribucidn dentro del embridn es diferente, esto se demuestra
en semillas dormantes de tomate que tienen menor cantidad de ATP en la radicula que las
semillas no dormantes. Ademas, en semillas de lechuga se reporta que su respiracion
aumenta en la germinacién cuando salen de la dormancia secundaria, pero este aumento es
menor que cuando sale de la dormancia primaria. Por otro lado, las semillas dormantes tienen
menor cantidad de fructosa-2,6-bisfosfato que las no dormantes, aunque se desconoce la
importancia de este compuesto en la dormanciay si esta generalizado para todas las especies
(Bewley et al., 2013).

2.2.6. Relacion entre dormancia y genética

Segun Bewley et al. (2013), los estudios de hibridacion con lineas puras dormantes y no
dormantes han revelado que la dormancia de las semillas puede estar controlada por los
genotipos parentales tanto maternos como paternos (p.15). Se ha descubierto un gen DELAY
OF GERMINATION 1 (DOG1) que es un regulador de la dormancia primaria, se encarga
de mejorar la sefializacion y sensibilidad del ABA e interfiere en la germinacion, pero este

regulador no solo actta a nivel de dormancia, sino también interviene en la maduracion de

12



la semilla, floracion y tolerancia a la sequia, aunque faltan mas estudios sobre su mecanismo
y control (Carrillo et al., 2020). Un estudio realizado en el genoma del trigo permitio
identificar 84 genes de la familia CPK que también se encuentran en otras especies, 11 de
ellos denominados TaCPK podrian estar relacionados con germinacién y dormancia, en
especial el gen TaCPK40, ya que dicho gen en Arabidopsis es un impulsor positivo de la
germinacion y disminuye la sensibilidad al ABA durante la germinacion (Mingli et al.,
2023).

2.2.7. Medio ambiente y la dormancia

Los factores inductivos de la germinaciéon como la luz, la temperatura que las semillas
necesitan todo el tiempo para germinar, también influyen en la dormancia (Vleeshouwers et
al., 1995). Los factores ambientales principales que interviene en la dormancia son el suelo,

la temperatura y la luz.

a. Elsuelo

Influye en la dormancia por el contenido de nitrato que tenga disponible para la planta madre
en el momento de formacion de semillas, ya que la planta absorbe y transporta este anion a
las semillas. Por tanto, la cantidad de nitrato que las semillas secas puedan contener esta
vinculada directamente con la cantidad de nitrato en el suelo durante su desarrollo, como
también interviene la humedad del suelo, el transportador de nitrato especifico de la semilla,
pero todavia falta informacion sobre la influencia de otros nutrientes en la dormancia
(Bewley et al., 2013). La accion del nitrato es significativa principalmente para aquellas
semillas fotosensibles como Sisymbrium officinale (Vivian et al., 2008).

b. Temperatura

En algunas especies la baja temperatura induce a la dormancia de las semillas, como es el
caso de la rosa, avena silvestre, trigo y cebada. En un estudio llevado a cabo en semillas de
Arabidopsis que se desarrollan en baja temperatura, presentan dormancia alta y las que se
desarrollan en alta temperatura presentan dormancia baja. En cambio, hay especies que son
inducidas a la dormancia por temperatura alta, por ejemplo, el caso de Syringa vulgaris que
a una temperatura alta durante la maduracion de la semilla hace que el endospermo sea mas
duro imponiendo la dormancia (Bewley et al., 2013). Otro estudio en ecosistemas

mediterraneos menciona que el calor de los incendios forestales rompe la dormancia fisica
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en varias especies, y la temperatura de verano determinan umbrales de calor mas bajos para

garantizar la permanencia del banco de semillas entre incendios (Zomer et al., 2022).

c. Luz

En el caso del género Chenopodium, se ha reportado que cuando las plantas fecundas se
encuentran en dias cortos, generan semillas mas grandes, sin dormancia y con cubiertas mas
delgadas, a diferencia de las plantas fecundas que estan en dias largos, las cuales son mas
pequefas y poseen cubiertas mas gruesas, expresando dormancia. Asimismo, las semillas de
Arabidopsis maduradas en condiciones de dias cortos tienen menos dormancia que las que
maduran en dias largos. Por otro lado, en semillas Arabidopsis maduradas con luz
fluorescente blanca pierden la dormancia después de la cosecha. En cambio, con luz
incandescente (luz roja lejana) la dormancia dura meses, y o mismo sucede en pepino que

con luz roja lejana se inactiva la semilla (Bewley et al., 2013).

2.3. TRATAMIENTOS PREGERMINATIVOS

2.3.1. Giberelina

Las giberelinas (GAs) fueron descubiertas en la década de los 30 por cientificos japoneses,
a través de una enfermedad del arroz denominada Bakanae, que provocaba que las plantas
de arroz crecieran muy altas sin producir semillas. La causa de esta enfermedad se debi6 a
un compuesto gquimico que secretan unos hongos que después lo llamaron Gibberella
fujikuroi. Este compuesto fue apartado por los cientificos y la denominaron giberelina. En
el periodo de 1950 a 1960 los cientificos ingleses indagaron la estructura de este compuesto
y la llamaron &cido giberélico. En la misma época en Tokio a partir de la giberelina inicial
identificaron 3 tipos de giberelina A1, A2 y A3, siendo este ultimo muy parecido al acido
giberélico. Luego se realizaron ensayos con acido giberélico puro con resultados positivos
en el crecimiento en maiz y guisante enano, pero en plantas altas no hubo ningn cambio,
por ello se le conoce como el regulador de altura de tallos (Taiz y Zeiger, 2006). En los afios
siguientes se descubrid que las plantas superiores también tienen giberelina y hasta hoy se
han caracterizado 136 giberelinas (GAs) de vegetales y hongos, siendo el nidmero de
subindice el orden de descubrimiento y no una relacion entre ellas. Las giberelinas son un
grupo de familia donde todas estan basadas en un anillo de ent-giberelano, donde algunos
tienen 19 y otros 20 carbonos (Iglesias y Talon, 2013).
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a. Efectos fisioldgicos

Esta hormona vegetal se forma internamente en las plantas, siendo mas sintetizada en el
proceso de germinacion y desarrollo apical. En ese sentido juega un papel importante, ya
que actta en 2 niveles. A nivel vegetal en el desarrollo y elongacién de tejidos (raices,
hojas), y en la induccion de la floracion. En segundo lugar, a nivel de célula impulsa el
crecimiento embrionario y el alargamiento celular, induciendo la germinacion de semillas
(Alcéntara et al., 2019). De hecho, cuando empieza la germinacién en cereales, el embrién
busca suplir el alimento necesario para lograr el crecimiento celular, por ello, sintetiza el
acido giberélico liberandolo hacia el endospermo. Este tejido esta rodeado por la capa de
aleurona, cuya funcion es sintetizar la enzima hidrolitica a- amilasa, que es la responsable
de degradar el almiddn que se encuentra en el endospermo, para luego ser absorbidas por las
partes en crecimiento. Sin embargo, este proceso no se lograria sin el &cido giberélico, ya
que se ha demostrado que es el activador de las enzimas hidroliticas para que sean liberadas
(Taiz y Zeiger, 2006). Asi también, las giberelinas activan a las B-endomananasas que
degradan parte de la pared celular de tejidos que cubren al embridn, de esta manera ayuda a
la emergencia de la radicula (Herrera et al., 2006; Matilla, 2013). Ademas, factores como el
fotoperiodo influyen en la sintesis de giberelina dependiendo de la especie. Por ejemplo, la
espinaca es una especie de fotoperiodo largo y, bajo estas condiciones tiende a aumentar los
niveles de AGs, pero bajo fotoperiodo corto estos niveles disminuyen. En cambio, en las
especies de dias cortos sucede lo contrario, y otras que no necesitan fotoperiodo
denominadas neutras (Iglesias y Talon, 2013).

Por otro lado, las giberelinas tienen una fitohormona antagonista que es el acido abscisico
(ABA). Segln Alcantara et al. (2019) “el ABA es sintetizada en tejidos jovenes como el
endodermo de plantas madre y en la testa de la semilla” (p.112). Se encarga de promover la
dormancia porque inhibe la germinacion de semillas limitando la disponibilidad de
metabolitos y energia (Matakiadis et al., 2009). Esta fitohormona se establece en la etapa de
maduracion de la semillay se ha investigado que semillas mutantes que no sintetizan el ABA
desarrollan embriones verdes y no toleran la desecacion (Chahtane et al.,2017). Se menciona
que ambas son antagonistas porque el acido giberélico induce a que la capa de aleurona
sintetice enzimas hidroliticas para iniciar la germinacion y el ABA inhibe la formacién de

estas enzimas, ya que es reguladora e inductiva de la dormancia (Taiz y Zeiger, 2006).
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2.3.2. Nitrato de potasio

El nitrato de potasio (KNOs), surge naturalmente de depdsitos de salitre, como los ubicados
en la Pampa del Tamarugal y el desierto de Atacama en Chile. En este lugar se encuentran
millones de toneladas de salitre del cual se derivan muchos productos, por ejemplo, nitrato
sodico, nitrato de potasio, yodo, salitre potasico entre otros (Garces, 2000). Sin embargo, al
paso de los afios la produccion del KNOz ha disminuido y su precio se ha elevado, esto
debido a la competencia de otros productos sintéticos como el nitrato de calcio, la urea'y en
especial el cloruro de potasio (KCI) que esta siendo muy utilizado y tiene un precio mas
economico, por ello el nitrato de potasio (KNO3) estd enfocado para cultivos de alta
rentabilidad. Actualmente el KNOz es empleado en distintas industrias desde la agricultura,
como fertilizante hasta en plantas de concentracion de energia solar (Palomino, 2015). En la
agricultura es muy empleada porque incrementa la calidad y rendimientos de los cultivos,
con la ventaja de ser muy soluble en agua y libre de cloruro (Balam, 2023).

a. Nitrato y la dormancia

De acuerdo, a los estudios realizados en semillas de Arabidopsis el nitrato de potasio se
comporta como un factor ambiental al igual que la temperatura, por lo que su aplicacion
exogena logra bioestimular la germinacion y las plantas madre que tuvieron mayor
disponibilidad de nitrégeno después de la floracion generaron semillas con menor
dormancia, esto se debe a que el nitrato actia como una sefial mejorando la sintesis de acido
giberélico y disminuyendo el ABA durante la imbibicion de las semillas (Alboresi et al.,
2005). En otro estudio Matakiadis et al. (2009) sefialan que esta diminucién de ABA en
semillas de Arabidopsis ocurre cuando se aplica nitrégeno exdgeno a las semillas y también
cuando se suministraba nitrégeno a la planta madre, es decir, nitrdgeno enddgeno, en este
experimento se descubrié el papel fundamental del gen catabdlico ABA CYP707A2, cuya
funcion es degradar al ABA durante la imbibicion de las semillas y esta regulada por el
nitrato exdgeno y quizas endégeno. Ademas, observaron que las semillas tratadas con nitrato

eran mas resistentes al ABA exdgeno que las que solo fueron embebidas con agua.

Por otra parte, Chahtane et al. (2017) indica que la temperatura influye mucho mas en la
dormancia que el nitrato. Segun la investigacion realizada por Toorop, (2015) en semillas de
Sisymbrium officinale (L.) se demostr6 que el nitrato estd involucrado en la dormancia a

través de la ruptura del tegumento (testa) causando una absorcién adicional de agua y el
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alargamiento de la semilla antes de la ruptura del endospermo. The International Seed
Testing Association (ISTA) sugiere el uso del nitrato de potasio como uno de los
tratamientos para romper la dormancia fisiol6gica en una concentracion de 2 gramos por
litro de agua sobre el sustrato donde se colocara las semillas a condiciones de laboratorio
(ISTA, 2022). En este sentido, existen varias investigaciones en semillas con el tratamiento
de nitrato de potasio con resultados positivos sobre la germinacion. Por ejemplo, en semillas
de agraz (Vaccinium meridionale), donde el uso de KNOs3 a concentracién de 0.2-0.5 g/L,

logré el incremento de los porcentajes de germinacion (Ligarreto y Magnitskiy, 2007).

2.3.3. Acido sulfurico

Hace mucho tiempo era denominado aceite de vitriolo o licor de azufre, es un compuesto
quimico corrosivo, toxico y peligroso de color incoloro a marrén. La mayor produccion se
encuentra en el continente europeo y los principales paises productores son Alemania,
Espafa y Francia. Actualmente es usado en diversas industrias desde fertilizantes, textiles,

metalurgia entre otras (Romero, 2008).

a. Acido sulfuricoy la dormancia

Debido a su propiedad corrosiva, el acido sulfurico es uno de los tratamientos mas utilizados
para la liberacion de la dormancia exdgena ya sea fisica o quimica, es decir, a nivel de la
cubierta de la semilla, permitiendo su germinacion (Willan, 1991). A manera de ejemplo, en
semillas de Guaiacum coulteri, una especie del bosque tropical de México que presenta
dormancia fisica, se emple6 2 métodos de pretratamientos, el primero fue con papel lijay el
segundo con 5 a 10 minutos de inmersion en &cido sulfarico. Ambos dieron resultados
positivos en la velocidad y porcentaje de germinacion final, debido a que adelgazaron la
testa de la semilla (Sanchez et al., 2017). En ensayos realizados en semillas de Ochroma
pyramidale se demostrd que las semillas sumergidas en acido sulfurico por 32 minutos
acusan 73 % de germinacion y con agua caliente 68 %, a diferencia del testigo que dié menos
del 24 % de germinacion (Herrero y Ramiro, 1999). Incluso The International Seed Testing
Association (ISTA) sugiere el uso del &cido sulfdrico como tratamiento para romper la
dormancia, a través del remojo de las semillas en un tiempo necesario de acuerdo con cada
especie (ISTA, 2022).
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2.3.4. Ecovida Lactodefense

Es un producto que tiene méas de 12 afios en el mercado nacional. Tiene como ingrediente
activo un consorcio de bacterias lacticas principalmente Lactobacillus sp, contiene
levaduras, acido lactico, acidos organicos, macro y microelementos. En la agricultura tiene
un amplio beneficio, entre ellos, la capacidad de bioestimular la germinacién y el

crecimiento de las plantas (Ecocampo, 2009).

Tabla 2: Resultados de analisis de laboratorio de microbiologia del Ecovida

Anélisis microbiolégico Muestra 1306146
Recuento de Lactobacillus sp. (UFC/g) 52x 1075

Nota. En el recuento de Lactobacillus se encontrd 52x10° Lactobacillus sp por 1000 mL de muestra.
FUENTE: Ecocampo (2009)

a. Bacterias Acido-Lécticas (BAL)

Conjunto de microorganismo gram positivos que no producen esporas, son anaerobios y no
poseen flagelos (no maviles), representados por géneros que por lo general son los cocos y
bacilos (Ramirez et al., 2011). Estas bacterias son utilizadas desde hace mucho tiempo para
la obtencion de alimentos fermentados y por la capacidad que poseen para inhibir
microorganismos perjudiciales, a través de un conjunto de antimicrobianos como las
bacteriocinas, aumentando la vida Gtil de los alimentos (Hernandez et al., 1993). La actividad
principal de las BAL es la descomposicion de los carbohidratos, a traves de la fermentacion
liberando primordialmente un compuesto llamado acido lactico, también degradan proteinas
a través de la protedlisis generando medio de crecimiento para los Lactobacillus y

Lactococos, ademas degradan lipidos y otros compuestos (Hayek e Ibrahim, 2013).

En las Ultimas décadas se ha estudiado su relacion con la agricultura revelando que poseen
una gran capacidad para ser empleadas como bioestimulantes ya que impulsan el crecimiento
de plantas y la germinacion de semillas, también tienen un potencial como biofertilizantes
debido a que acelera la descomposicién de materia organica liberando nutrientes de forma
mas rapida para ser asimilada por las plantas (Lamont et al., 2017). Ademas, son buenos
como agentes de biocontrol porque producen una variedad de compuestos antimicrobianos
y dentro de ellos tenemos los antiflngicos, bacteriocinas antibacterianas y antimicrobianos

generales como acidos organicos, perdxido de hidrogeno, entre otros (Stoyanova et al.,
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2012). Otras investigaciones también indican que las BAL ayudan a que las plantas puedan
responder mejor frente al estrés abidtico como la deshidratacion, niveles de sal y altas

temperaturas, a través de mecanismos que aun faltan ser descifrados (Jaffar et al., 2023).

Respecto al &cido lactico se viene empleando en distintos rubros de la industria con una
demanda de 130000 a 150000 t/afio (Ghaffar et al., 2014). En los ultimos afios las
investigaciones apuntan a la produccion de acido lactico a través de procesos de
biotransformacién de residuos organicos, por ejemplo, en un estudio en México se obtuvo
acido lactico a partir del bagazo y cascara de naranja junto a un hongo denominado Rhizopus
oryzae (Gil et al., 2008). Asimismo, se puede obtener polimeros biodegradables de &acido
lactico a partir de residuos de naranja con la finalidad de reemplazar la tecnologia del

petréleo en un futuro, debido a la contaminacion que esta genera (Torres, 2019).

2.4. GERMINACION

La germinacidn es un proceso complejo donde la semilla debe completar una serie de eventos
celulares para lograr la emergencia de la radicula y el crecimiento de una plantula (Nonogaki
et al., 2010). Por tanto, consiste en reiniciar el crecimiento del embrion que fue detenido
cuando la semilla alcanzé su madurez fisiol6gica (Peretti, 1994). De la Cuadra (1992),
menciona que la germinacion comienza desde el crecimiento del embrion hasta lograr una
plantula normal que puede vivir por si sola. Esto se considera siempre y cuando hablemos
del criterio agrondmico, ya que, segun la germinacion fisioldgica, es decir, en condiciones
de laboratorio, este proceso termina cuando la semilla rompe la cubierta seminal y emerge
la radicula (Pérez y Pita,1998).

2.4.1. Proceso de la germinacion

Fase I, Imbibicién: se refiere a la toma de agua por la semilla durante un tiempo
determinado que va a depender de cada especie, por ejemplo, el apio lo hace en 30 minutos
y otras pueden hacerlo en 3 horas como los guisantes (Pérez y Pita, 1998). Entonces el agua
atraviesa la testa llegando hasta el embridn, para que pueda iniciar los siguientes procesos
(De la Cuadra, 1992). En esta fase se produce la hinchazon de la semilla 'y se da en aquellas
dormantes y no dormantes (Nonogaki et al., 2010). Las semillas viables y no viables también

absorben agua (Ronco et al., 2011).
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Fase 11, Activacion metabdlica: primordialmente es una fase de sintesis de compuestos que
serviran para las siguientes fases, por ello se consume energia (Herrera et al., 2006). Ademas,
muchas enzimas se activan entre ellas las hidroliticas que son las que degradan la reserva
alimenticia (almidon, proteina y lipidos) que es consumido por el embridn para que pueda
desarrollarse (De la Cuadra, 1992; Ronco et al., 2011).

Fase 111, Germinacion visible: en esta fase se da la emergencia de la radicula, para ello
debe atravesar capas como el endospermo y la testa. El debilitamiento de estas capas que
rodean a la radicula, en algunos casos es controlado por el endospermo ya que el mismo
libera enzimas (B-mananasa, galactosidasa y B-manosidasa) que degradan ciertos
polimeros de las paredes del endospermo (Herrera et al., 2006). Esta emergencia indica que
terminé la germinacion y dara paso al desarrollo de la plimula que es el otro extremo del

embrion, para luego convertirse en tallos y hojas (Matilla, 2013; Ronco et al., 2011).

A continuacién, la siguiente figura muestra en resumen las fases de la germinacion en sentido

estricto:
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Fase Il Fase lll

Crecimiento de las pldntulas

Movilizacién de reservas en los
tejidos de almacenamiento

Aparicién de radiculas por expansién celular

Movilizacién inversa (oligosacéridos, ruptura

muy limitada de polimeros en el embrién) inversa Mayor

Transcripcién y traduccién de nuevos mRNAs

il e i il el e i g

Traduccién o degradacién de Divisién celular = s—

Contenido de agua en semillas y plantulas

*
: mRNA almacenados :
i Sintesis del ADN - 2
: Reparacién del ADNE
—— Repiracién, reparacién mitocondrial y multiplicacion s &

i Imbibicién

Figura 2: Fases de la germinacion

Nota. Acontecimientos fisicos y metabdlicos que tienen lugar durante la germinacién (Fases |1 y Il) y el
crecimiento temprano de las plantulas (Fase Ill). El tiempo necesario para que se produzcan estos
acontecimientos varian segun las especies y dependen de las condiciones de germinacion. La curva muestra la
absorcién de agua durante la germinacion. Adaptado de “Germination—Still a mystery” (p. 575), Nonogaki et
al., (2010), Plant Science,179 (6).

2.4.2. Factores externos en la germinacion

Dentro de las condiciones externas se tiene el agua, luz, oxigeno, CO2 y temperatura.

a. Agua: Cuando la semilla absorbe agua desencadena una serie de reacciones
metabolicas, como respiracion, sintesis y translocacion de reservas, resultando asi la
germinacién (Gaston de Iriarte, 2017). La cantidad de agua que requiere la semilla
varia entre especies incluso dentro de la misma especie, por lo que se debe tener en
cuenta la humedad del sustrato (Herrera et al., 2006). Por otro lado, es importante
mencionar que los factores internos también influyen en la absorcion de agua, como

la madurez de la semilla, por ejemplo, en el caso del maiz una semilla inmadura
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absorbe méas agua que una madura. Asi también, las semillas que tienen mayor

cantidad de proteinas y edad absorben méas agua con mayor rapidez (Courtis, 2013).

Luz: Laimportancia de la luz radica en los receptores llamados fitocromos, estas son
proteinas solubles que se encuentran en las semillas y otras partes de la planta. Tienen
como funcion principal captar la sefial luminosa y llevar esta informacion hacia otras
partes de la célula que tendra como consecuencia la germinacién de la semilla. Esto
se logra gracias a que los fitocromos se encuentran de dos formas, la inactiva porque
absorbe luz roja y la activa (Pfr) de mayor energia que absorbe luz roja lejana
(Martinez et al., 2002). Esta tltima forma activa (Pfr) es la encargada de incentivar
la germinacién a través de la luz. A pesar de que, varias especies necesitan de luz
para germinar, también estan aquellas que no, ya sea porque dentro de la semilla ya

esta la forma activa (Pfr) o simplemente no necesita (Herrera et al., 2006).

Temperatura y oxigeno: La importancia de la temperatura radica en las enzimas,
ya que cada accidn que éstas realizan requiere un rango de temperatura maxima y
minima, para poder regular la velocidad de las reacciones bioquimicas después de la
absorcion de agua (Gaston de Iriarte, 2017). Entonces las especies de origen tropical
requieren altas temperaturas para salir del estado de reposo, mientras que las de clima
templado necesitan un periodo mas largo de baja temperatura para germinar (Herrera
et al., 2006). Ademas, la temperatura interviene en la solubilidad del O en el agua,
debido que a mayor temperatura la solubilidad disminuye. Esto afecta porque para
que se logre la germinacion es necesario que el oxigeno ingrese hasta el embridn. Sin
embargo, la mayoria de las especies germinan con 21 % de O y otros casos solo con
8 % (Gaston de Iriarte, 2017). Segin Vega (2013), “la temperatura optima para la
germinacion de semillas de esparrago es de 24 °C a 30 °C, con muy baja temperatura
no germinan y con muy alta temperatura se deshidratan, por eso la siembra se debe

realizar en verano y primavera”. (p. 9)

O2y CO2: La mayoria de las especies necesitan 0.03 % de CO2 y 21 % de O para
que puedan germinar, pero también hay especies que germinan con menos de dicha
concentracion de O, (Gaston de Iriarte, 2017). Las semillas durante la germinacion

requieren baja concentracion de Oz (2.5 % a 5 %). Sin embargo, la cantidad de CO>
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no puede ser mayor a la del O, porque inhibe la germinacion (Herrera et al., 2006).
Por ejemplo, en condiciones in vitro en café y Clematis la semilla llega a germinar
con concentraciones de 2.5 % y 5 % de CO. y 21 % de O, pero con 10 % COzse

produce malformaciones y se inhibe la germinacion de semillas (Barbon et al., 2017).

2.4.3. Germinacion hipbgea

El esparrago tiene este tipo de germinacion hipogea, el hipocétilo no se desarrolla y los
cotiledones quedan bajo tierra encargandose de llevar reservas hacia las demas partes, en
algunos casos cubiertas por la testa, y el epicétilo se alarga dando lugar a las primeras hojas

que solo almacenan nutrientes (Vasquez et al., 1997).

2.5. ESTRUCTURAS ESENCIALES DE LAS PLANTULAS DEL ESPARRAGO
Segun la ISTA (2009), el esparrago pertenece al grupo de plantulas tipo C, que a diferencia
de otras especies del mismo género su raiz primaria es mas delgada y sus raices secundarias

no suelen desarrollarse durante la prueba y presenta las siguientes estructuras esenciales:

— Laraiz primaria
— El sistema de lanzamiento (hipocotilo y la parte basal del cotiledon)

— El brote terminal
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Figura 3: Partes de una plantula de esparrago
Nota. Raiz primaria delgada con pequefias raices secundarias, un
hipocétilo muy corto, seguido de la parte basal del cotiledén y el

epicétilo alargado dando lugar a la yema terminal.

2.6. PLANTULAS NORMALES
De acuerdo con la ISTA (2022) estas plantulas tienen el potencial de desarrollarse generando
plantas provechosas, bajo buenas condiciones. Dentro de este grupo se tiene las siguientes

categorias:

— Plantulas intactas: tienen la estructura completa y bien desarrollada.

— Plantulas con defectos leves: estas tienen defectos ligeros en las estructuras
esenciales, pero estan balanceados y permiten que se desarrollen con normalidad.

— Plantulas con infeccion secundaria: aquellas afectadas por hongos o bacterias

que vienen de distintas fuentes, pero no es de la propia semilla.
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2.7. PLANTULAS ANORMALES

De acuerdo con la ISTA (2022), son aquellas que no tienen el potencial para desarrollarse

como una planta normal bajo condiciones adecuadas segun la especie. Dentro de este grupo

se tiene las siguientes categorias:

Dafadas: tienen alguna de sus estructuras esenciales ausentes o muy dafiada
generando un desarrollo desbalanceado.

Deformadas o desbalanceadas: presentan desarrollo débil o estructuras esenciales
deformadas o con alteraciones fisioldgicas.

Podridas: aquellas que presentan estructuras esenciales enfermas o podridas por
una infeccion propia de la semilla, es decir, primaria que no permitira un

desarrollo normal.

2.8. SEMILLAS NO GERMINADAS

Dentro de este grupo se encuentra la siguiente clasificacion (ISTA, 2022):

Semillas frescas: son aquellas semillas que logran absorber agua y no germinan
debido a la dormancia que posee. Ademas, tienen el potencial de desarrollar una
plantula normal.

Semillas duras: aquellas que no llegan absorber agua al final de la evaluacion.
Esta dureza es una manera de dormancia.

Semillas muertas: aquellas semillas que absorben agua, pero no tienen ningun
signo de desarrollar plantulas, y en la mayoria son mohosas, a veces blandas o

descoloridas.

2.9. VIABILIDAD

De acuerdo con Dorian (2010), la viabilidad “es el periodo mientras la semilla conserva su

capacidad de germinacion. Este periodo es muy variable puesto que depende de cada especie

y como se encuentren almacenadas”. La viabilidad de una semilla depende de condiciones

externas (temperatura) y condiciones internas de la semilla como su genética, contenido de

humedad entre otros.
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Para conocer la viabilidad de las semillas se realiza una prueba con cloruro o bromuro de
2,3,5-trifeniltetrazolio, esta es una solucion incolora, que al ponerse en contacto con una
semilla viable se reduce formando trifenilformazan, que es de color rojo fuerte y estable, lo
cual hace posible distinguir parte viva de la semilla pintdndola de rojo y el tejido no vivo se
mantiene decolorado. Sin embargo, existe casos donde los tejidos se tifien de forma parcial,
es por ello, que los patrones de evaluacion dependen de cada especie (ISTA, 2022; Pérez y
Pita, 1999Db).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION DEL EXPERIMENTO

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio Nacional de Investigacion en

Semillas del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) en setiembre del 2022, ubicado

geograficamente con una longitud de 76° 56° 43, latitud de 12° 04’ 36’ y a una altitud de

240 m.s.n.m. en el distrito de La Molina, provincia de Lima, Perd.

3.2. MATERIALES Y EQUIPOS

a. Materiales

Agua destilada

Acido sulfarico

Acido giberélico

Cloruro 2,3,5 trifeniltetrazolio

Ecovida Lactodefense (consorcio de bacterias lacticas).
Nitrato de potasio al 0.2 %

Papel toalla

Semillas de esparrago

Etiquetas

b. Equipos

Cabina de germinacion Seedburo
Céamara de celular Galaxy A32
Beakers

Picetas



3.3. MUESTRA DE TRABAJO

Se utilizaron semillas de esparrago del cultivar UC-157 F2 Hyb, compradas de la empresa
Sierra Seed, dedicada a la venta de semillas. Las semillas fueron envasadas en 2021. Se
utilizaron 2000 semillas en la primera parte del experimento divididas en 5 tratamientos. La

segunda parte del experimento fue el ensayo de viabilidad, donde se utilizaron 400 semillas.

3.4. VARIABLES ESTUDIADAS

3.4.1. Porcentaje de germinacion fisioldgica (PG)

Es el nimero de semillas que lograron la emergencia de la radicula, también denominada
germinacién visible en relaciéon con ndmero total de semillas en la repeticion por cien
(Herrera et al.,2006; Pérez y Pita, 1998).

PGF =[Gn/Nn] x 100
Donde: Gn = NUmero de semillas germinadas
Nn = Numero de total de semillas por repeticion

3.4.2. Porcentaje de plantulas normales (PPN)
El nimero de plantulas consideradas con capacidad de lograr un desarrollo 6ptimo, con
relacion al nimero total de semillas utilizadas en la repeticion por cien. La evaluacion fue

de acuerdo con las normas ISTA (2022).

PPN = Pn/N x 100
Donde:
Pn = NUmero de plantulas normales

N = Numero de total de semillas por repeticion

3.4.3. Porcentaje de plantulas anormales (PPA)

El nimero de plantulas que no tienen la capacidad de un desarrollo normal con relacién al
numero de semillas utilizadas en la repeticion por cien. La evaluacion fue de acuerdo con
las normas ISTA (2022).
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PPN = Pn/N x 100
Donde:
Pn = NUmero de plantulas anormales

N = Ndmero de total de semillas por repeticion

3.4.4. Porcentaje de semillas no germinadas (SNG)
El nimero de semillas frescas, muertas y duras por cada repeticion por cien. La evaluacion

fue de acuerdo con las normas ISTA (2022).

SNG = Ng/N x 100
Donde:
Ng = Numero de semillas no germinadas (frescas, duras y muertas)

N = Namero de total de semillas por repeticion

3.5. TRATAMIENTOS EVALUADOS

Se evaluaron cinco tratamientos: cuatro productos para superar la dormancia y un testigo en
blanco (Tabla 3). Las dosis o concentraciones y formas de aplicacidn del acido giberélico y
nitrato de potasio estan de acuerdo con la ISTA (2022). En cuanto al acido sulfdrico la
concentracion y tiempo de remojo se aplicaron en base a criterio propio, ya que la ISTA
(2022) solo menciona la forma de aplicacion. La dosis y aplicacion del Ecovida estan de

acuerdo con las especificaciones del mismo producto.

Tabla 3: Especificaciones de los tratamientos aplicados en semillas de esparrago

Tratamientos Dosis Tiempo de remojo Aplicacion
Acido sulfdrico 75 % 10 segundos semillas
Acido giberélico 0.1% sustrato
Nitrato de potasio 0.2% sustrato
Ecovida (bacterias acido-lacticas) 5 mL/L 40 minutos semillas
Testigo e - sustrato

Nota. El &cido giberélico y el nitrato se aplicaron al sustrato (papel toalla) donde luego fueron

colocadas las semillas y el acido sulfurico y el Ecovida se aplicaron directamente a la semilla.
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3.6. METODOLOGIA

3.6.1. Procedimientos de los tratamientos
En la prueba de germinacion se realizaron distintos tratamientos que fueron aplicados de la

siguiente forma:

e Escarificacién quimica con acido sulfarico al 75 %
Las 400 semillas fueron sumergidas y cubiertas totalmente por acido sulfurico al 75
% de concentracion durante 10 segundos. Inmediatamente después fueron lavadas
con agua de grifo por 2 minutos y luego colocadas en el sustrato previamente
humedecido con agua de grifo (ISTA, 2022; Peretti, 1994).

e Escarificacion quimica con nitrato de potasio al 0.2 %
La solucion se prepar6 disolviendo 2 gramos de KNOs en 1 litro de agua destilada.
El papel toalla fue humedecido con esta solucion a capacidad de campo, luego se
colocaron las semillas (ISTA,2022).

e Tratamientos con &cido giberélico al 0.1 %
La solucién se prepard disolviendo 1 gramo de acido giberélico en 1 litro de agua
destilada. El papel toalla fue humedecido con esta solucion a capacidad de campo,
luego se colocaron las semillas (ISTA,2022).

e Tratamiento con consorcio de bacterias lacticas
La solucion se preparé en un recipiente de plastico con 5 mL de consorcio de
bacterias lacticas en un litro de agua destilada. Luego las semillas se sumergieron en
dicha solucion durante 40 minutos para luego ser colocadas en el papel toalla

humedecida con agua de grifo (Ecocampo, 2009).

e Testigo
Las semillas no recibieron un previo tratamiento, fueron colocadas directamente en

papel humedecido con agua de grifo.
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3.6.2.

Ensayo de germinacién

De acuerdo con las normas ISTA (2022), el ensayo de germinacion de semillas de Asparagus

officinalis se desarrollé de la siguiente manera:

Se tomo una muestra de 2000 semillas al azar

La muestra fue dividida en 5 grupos para obtener 4 repeticiones de 100 semillas cada
uno.

Las 100 semillas de cada repeticion fueron colocadas en un rollo de papel toalla para
la germinacion.

Las semillas se colocaron con una adecuada separacion sobre el papel toalla
totalmente himedo con agua de grifo (Figura 4).

Por ultimo, cada papel toalla himeda con las semillas fue enrollado y las 4
repeticiones por tratamiento se colocaron en tapers medianos con tapa, y estas a su

vez se pusieron dentro de una camara de germinacion (Figura 5).

Figura 4: Distribucion de semillas sobre el sustrato

Nota. Las 100 semillas tratadas previamente con acido sulfdrico fueron colocadas
sobre el papel previamente humedecido en una distribucién de 10x10.
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Figura 5: Los cinco tratamientos con cuatro repeticiones

Nota. Semillas enrolladas en papel toalla de acuerdo con el tratamiento: a)
Semillas embebidas en acido sulfarico; b) Semillas en sustrato tratado con
bacterias lacticas; c) Semillas en sustrato tratado con acido giberélico; d) semillas

embebidas en nitrato de potasio; e) Semillas sin ningln tratamiento (testigo).

El papel toalla se mantuvo himedo durante los 28 dias que duré el ensayo. La temperatura
dentro de la camara de germinacion fue alterna, 20°C durante 18 horas y 30°C durante 6
horas. También se regulé automaticamente la iluminacion artificial dentro de la camara las
24 horas.

La instalacion de la experimentacion durd solo un dia, el ensayo fue previsto para 28 dias.
La primera evaluacion de la emergencia de radicula se realizé al séptimo dia, la segunda
evaluacion de plantulas normales reducidas se realizé al decimo dia. La ultima evaluacién
se realizo al dia 28 donde se contabilizaron plantulas normales, anormales, semillas muertas,

frescas y duras.

3.6.3. Ensayo de viabilidad

Los requerimientos para este ensayo se realizaron de acuerdo con las normas ISTA (2022).
— Se tomaron al azar 400 semillas y se dividié en 4 grupos de 100 semillas cada uno.
— Luego se sumergieron las semillas en agua destilada y se colocd en una camara a

temperatura constante de 20° C durante 24 horas (Valdivia, 2015).
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— Después del tiempo transcurrido se procedié hacer la prueba del tetrazolio (ISTA,
2003). Para esto se practicd un corte de manera longitudinal en cada semilla,
exponiendo el embridn de cada semilla, para que el tetrazolio pueda penetrar.

— Finalmente se prosiguié con la inmersion de las semillas en el cloruro de tetrazolio
al 1.0 % durante 18 horas en una camara a temperatura constante de 30 °C (ISTA,
2003). Cabe sefalar que el tetrazolio es sensible a la luz, por ello previamente se
forré los frascos y éstos a su vez fueron colocados dentro de una caja, que luego fue

llevada a la camara (Figura 6).

a)

Figura 6: Prueba de viabilidad

Nota. a) Se muestran las semillas sumergidas en tetrazolio en beakers de 250 ml
forrados con papel Kraft. b) Los beakers fueron colocados dentro de una caja para
evitar que el tetrazolio se exponga a la luz, y esta a su vez fue colocada dentro de

la camara.

Las evaluaciones de las semillas para determinar la viabilidad se realizaron segun el patron
de tincién recomendado por Valdivia (2015) y las pautas de la ISTA de Tetrazolium Testing

(2003), tomando en cuenta la uniformidad del embrion.

3.6.4. Disefio experimental

Se empled un disefio experimental completamente al azar (DCA) con 5 tratamientos con 2
fechas de evaluacion: En el séptimo dia se evaluaron 5 tratamientos y 4 repeticiones,
haciendo un total de 20 unidades experimentales. En el dia 28 se evaluaron 4 tratamientos y
4 repeticiones haciendo un total de 16 unidades experimentales, debido a que el tratamiento

con acido sulfurico se retird de la prueba en el dia 10 por la presencia de hongos.
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Se realiz6 el anéalisis de varianza y la prueba de comparacion mdltiple Dunnet con 0.05 de
significancia para la evaluacion de los tratamientos frente a un testigo. Teniendo en cuenta
que la prueba Dunnet tiene como fin tomar un tratamiento como testigo y asi compararlo
con el resto para asi evaluar los efectos de los tratamientos sobre el objetivo. Finalmente, se
utilizo la técnica Tukey con 0.05 de significancia para comparar los promedios de todos los

tratamientos utilizados.

3.6.5. Modelo estadistico

El modelo matematico tiene la siguiente estructura:

Yij = ,u-l— T; + Sij
Donde:

e Porcentaje de germinacion fisioldgica:
Yij: Es el porcentaje de germinacidn fisioldgica obtenidas en la j — ésima repeticion
(muestra de semillas de esparrago) con el i - ésimo tratamiento (testigo — &cido
giberélico — nitrato de potasio — bacterias lacticas — acido sulfurico).
. Es el efecto del promedio del porcentaje germinacion fisioldgica.
Ti: Es el efecto del i — ésimo tratamiento (testigo— &cido giberélico — nitrato de potasio
— bacterias lacticas — acido sulfurico).
&ij: ES el efecto del error experimental obtenido en la j — ésima repeticion (muestra de
semillas de esparrago) con el i — ésimo tratamiento (testigo — acido giberélico —
nitrato de potasio — bacterias lacticas — acido sulfurico).

e Plantulas normales:
Yij . Es el porcentaje de plantulas normales obtenidas en la j — ésima repeticion
(muestra de semillas de esparrago) con el i - ésimo tratamiento (testigo — &cido
giberélico — nitrato de potasio — bacterias lacticas).
H: Es el efecto del promedio del porcentaje de plantulas normales.
Ti: Es el efecto del i —ésimo tratamiento (testigo — acido giberélico — nitrato de potasio
— bacterias lacticas).

&ij: Es el efecto del error experimental obtenido en la j — ésima repeticion (muestra de
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semillas de esparrago) con el i — ésimo tratamiento (testigo — acido giberélico —

nitrato de potasio — bacterias lacticas).

e Plantulas anormales:
Yij: Es el porcentaje de plantulas anormales obtenidas en la j — ésima repeticion
(muestra de semillas de esparrago) con el i - ésimo tratamiento (testigo — &cido
giberélico — nitrato de potasio — bacterias lacticas).
u: Es el efecto del promedio del porcentaje de plantulas anormales
1i: Es el efecto del i —ésimo tratamiento (testigo — acido giberélico — nitrato de potasio
— bacterias l4cticas).
&ij: ES el efecto del error experimental obtenido en la j — ésima repeticion (muestra de
semillas de esparrago) con el i — ésimo tratamiento (testigo — acido giberélico —

nitrato de potasio — bacterias lacticas).

e Semillas no germinadas:
Yij: Es el porcentaje de semillas no germinadas obtenidas en la j — ésima repeticion
(muestra de semillas de esparrago) con el i - ésimo tratamiento (testigo — acido
giberélico — nitrato de potasio — bacterias lacticas).
u: Es el efecto del promedio del porcentaje de semillas no germinadas
Ti: ES el efecto del i — ésimo tratamiento (testigo —acido giberélico — nitrato de potasio
— bacterias lacticas).
&ij: ES el efecto del error experimental obtenido en la j — ésima repeticion (muestra de
semillas de esparrago) con el i — ésimo tratamiento (testigo — acido giberélico —

nitrato de potasio — bacterias lacticas).

a. Hipdtesis Estadistica

Hipdtesis Nula (Ho):

El efecto del tratamiento i aplicado sobre las semillas de esparrago no difieren
significativamente sobre el numero de plantulas normales / plantulas anormales / semillas
no germinadas obtenidas en el experimento.

Hoti=to=13=14=1%=0

Hipétesis Alterna (H1):

El efecto del tratamiento i aplicado sobre las semillas de esparrago difiere significativamente
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sobre el numero de plantulas normales / plantulas anormales / semillas no germinadas
obtenidas en el experimento
Hi: ti # 0, para al menos un T;

Para los errores del presente estudio se validaron los supuestos de normalidad y de varianza
constante.

3.6.6. Analisis de varianza (ANVA)

El esquema del analisis de varianza de este ensayo es explicado en la siguiente tabla:

Tabla 4: Esquema del andlisis de varianza

Fuentes de variacion Grados de libertad

Tratamientos t-1 4
Error Experimental t(r-1) 12
Total tr-1 11

3.6.7. Prueba de significacion

Se utilizé un nivel de significacion del 0.05, tanto en el disefio experimental como en las
pruebas de comparacion entre tratamientos. Se realiz6 el analisis de comparacién multiple
Ilamado Dunnet para la evaluacién de los tratamientos frente a un testigo. Y finalmente, se

utilizo la técnica Tukey para comparar todos los tratamientos utilizados.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PORCENTAJE DE GERMINACION FISIOLOGICA

En el septimo dia de evaluacion, utilizando un nivel de significancia de 0.05, se encontrd
evidencias estadisticas suficientes para afirmar que en al menos uno de los tratamientos hubo
un efecto diferenciado sobre el porcentaje de germinacién fisioldgica. Esto nos indica que
uno o mas tratamientos son efectivos para lograr mayor porcentaje de germinacion visible
en semillas de esparrago. Este variable tuvo un coeficiente de variabilidad de 3.57 % (Tabla
5).

Tabla 5: Andlisis de varianza para el porcentaje de germinacion fisioldgica

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados

Variacion Libertad Cuadrados Medios Feal Pr>F
Tratamientos 4 10939.00 2734.75 539.7532895 <0.0001
Error 15 76.00 5.07
Total 19 11015.00 579.74
Ccv 3.57

Para complementar estos resultados, se realiz6 un analisis de comparacion multiple de
Dunnet con 5 % de significancia, observando que todos los tratamientos tienen un efecto
distinto al testigo y el tratamiento con nitrato de potasio y el Ecovida tiene mejor rendimiento
(Tabla 6). Esto significa que estos tratamientos resultan ser eficaces para lograr la

germinacion.

Tabla 6: Prueba de Dunnet (0.05) para germinacion fisioldgica

Tratamiento Promedio

TESTIGO 73.25

Ecovida (bacterias lacticas) 81.75 A

Nitrato de Potasio 81.25 B

Acido Giberélico 60 C

Acido Sulfarico 19 D




En la tabla 7, se observa que entre los tratamientos existen diferencias significativas, siendo
los mejores resultados, el nitrato de potasio y el Ecovida (bacterias acido-lacticas). El
tratamiento con Ecovida (bacterias &cido-lacticas) coincide con el estudio realizado por Soto
et al. (2017), quienes indican que las bacterias acido-lacticas (BAL) provenientes de tres
tipos de fermentaciones con papaya, calabaza y banano, al ser inoculadas en bandejas con
suelo fértil en el momento de la siembra de semillas de moringa, se obtuvo mayor porcentaje
de emergencia en todos los tratamientos respecto al testigo que no recibié ninguna

inoculacion.

Limanska et al. (2013) encontraron una estimulacion en la germinacion de semillas de
tomate, cuando estas fueron remojadas con Lactobacillus plantarum. Apoyando lo
mencionado, en un estudio realizado con semillas de trigo inoculadas con 10 cepas diferentes
de Lactobacillus, se encontr6 que todas alcanzaron mayor germinacion respecto al control,
pero una de las cepas denominada Lactobacillus plantarum 5, logré mayor germinacion (93
%). Ademas, se observd que esta cepa tiene la capacidad de sintetizar mayor acido giberélico
y &cido indol-3-acético (AlA) que las demas cepas, encontrandose en ella el AGs y AG7 que
son las giberelinas mas activas, aungque se encontraron en menor concentraciéon (Turaeva et
al., 2021). Este descubrimiento explica porque las BAL tienen la capacidad de bioestimular
la germinacion, puesto que el &cido giberélico no solo estimula el crecimiento y el desarrollo

en plantas, sino también la germinacion de semillas (Gupta y Chakrabarty, 2013).

Sin embargo, el tratamiento con suspensiones de otra bacteria perteneciente al grupo de
microorganismos eficientes en estimular la germinacion como Rhodobacter sphaeroides
(bacteria fotosintética), en plantulas de pepino, generd6 mayor crecimiento de la planta,
aumento significativo de giberelina y disminucion de acido abscisico (ABA), que cuando

fueron inoculadas por Lactobacillus plantarum (Kang et al., 2015).

Por otro lado, se debe tomar en cuenta que el Ecovida (bacterias acido-lacticas), ademas de
las bacterias lacticas contiene microelementos que favorecen la germinacion. Lo anterior
indicado se corrobora con el estudio realizado por Myazin et al. (2021), que, al tratar semillas
de trigo con microelementos, antes de la siembra logré el aumento de la germinacion en
campo. Asimismo, el pretratamiento de semillas de arroz de diferentes variedades con

microelementos contribuyd al crecimiento radicular y en una de las variedades estudiadas el
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Zn favorecid la germinacion en los primeros dias (Rodriguez y Buitrago, 2019). De igual
modo, un estudio realizado en invernadero con semillas de zanahoria y cebolla, a las que se
les aplicd microorganismos beneficiosos a través de la técnica del cebado, dio como
resultado mayor emergencia en menor tiempo, pero en campo los resultados fueron variables

para ambos cultivos (Bennett et al., 2009).

En cuanto al tratamiento con nitrato de potasio (KNOs3), se puede decir que también mostro
un alto porcentaje de germinacion fisioldgica. Esto lo corrobora Muhammad et al. (2020),
quienes sefialan que el remojo de semilla de dos cultivares de tomate con nitrato de potasio,
a una concentracion de 0.75 %, ocasiond alta tasa de emergencia para ambos cultivares, tanto
en la camara de crecimiento como en el invernadero. Asimismo, el remojo de semillas de
esparrago de la variedad Atlas F1 en una solucién con KNO3 al 0.1 %, dio resultados

positivos en el porcentaje de emergencia (Gomez, 2020).

Por otro lado, un estudio en 3 genotipos de semillas de sorgo (Sorghum bicolor L.), que
fueron remojadas en una solucion con KNOs al 1 %, dio como resultado una aceleracion de
emergencia y crecimiento de plantulas (Shehzad et al., 2012). Estos resultados se deben al
incremento metabolico y la disponibilidad de nitrégeno y el potasio en la semilla, ademas
del aumento de las a-amilasas que hidrolizan el almidon y proveen de azlcares para
desarrollar el embrion (Shafiei y Ghobadi, 2012). Es importante tener en cuenta que los
estudios mencionados con resultados positivos tratan sobre el remojo de semillas con KNO3
en un determinado tiempo, a diferencia del presente estudio que estuvo todo el tiempo en el
sustrato, lo cual puede generar otros efectos adversos o positivos sobre el desarrollo de

plantulas que sera explicado méas adelante.

En el caso del tratamiento con acido sulfirico, se debe resaltar que con éste se obtuvo la
menor media entre todos los tratamientos en estudio (Tabla 7), y la mayoria de las semillas
tratadas con acido sulfarico presentaron hongos a su alrededor. Este resultado se debi6 a la
capacidad que tiene este acido para adelgazar la cubierta de la semilla para mejorar el
intercambio de gases con el embridon (Sanchez et al., 2017); sin embargo, cuando la
concentracion y el tiempo de remojo no son adecuados como aparentemente ocurrio en este
caso, el &cido destruye la testa permitiendo la entrada de patdgenos ocasionando la muerte

de las semillas.
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Al respecto Gomez (2020), sefiala que la aplicacién de acido sulfurico al 25 % durante 30
minutos, en semillas de esparrago de la variedad Atlas F1, generd la germinacion de las
semillas, pero provocé la muerte en varias de ellas. En el presente estudio la concentracion
del &cido sulfurico fue de 75 %, la duracién del remojo fue de apenas 10 segundos y la
variedad de esparrago UC-157 F2 Hyb. Asi también, en semillas de coralillo asiatico, regaliz
americano o rosario de guisantes (Abrus precatorius L.), cuya dormancia es elevada, al
aplicarles acido sulfdrico como tratamiento a una concentracion de 80 % durante 5 minutos,
promovid que siete tipos de hongos infectaran las semillas (Nikhade, 2017). Chikumba et al.
(2006), mencionan que este tratamiento suele tener efectos negativos como la muerte de

cariopsides.

Otros estudios reportan que en semillas que tienen elevada dormancia como Atraphaxis
spinosa y semillas de espino de cristo (Euphorbia milii), especies arbustivas africanas, el
acido sulfurico resulta la mejor opcién como tratamiento de pregerminacion (Temel et al.,
2023; Tilki y Kebesoglu, 2009). De manera similar, Zambrano (2018) sefial6 que la
inmersion con acido sulfarico al 98 % logré romper la dormancia impuesta por la testa en
semillas de kudzu, obteniendo mayor porcentaje de germinacion fisioldgica y plantulas
normales. Asi pues, un estudio en el Congo revel6 que el acido sulfdrico es el mejor
tratamiento cuando se trata de dormancia tegumentaria como sucede en semillas de un arbol
forestal (Erythrophleum suaveolens) (Douh et al., 2022). Por otra parte, Merola y Saulo
(2012) sefialan que el &cido sulfarico es buen tratamiento para romper la dormancia en
especies forrajeras tropicales obteniendo altos porcentajes de germinacion.

Tabla 7: Germinacion fisioldgica de semillas (%0)

Tratamiento Promedio

Ecovida (Bacteria lactica) 81.75 A

Nitrato de potasio 81.25 A

Testigo 73.25 B

Acido giberélico 60.00 C

Acido sulfurico 19.00 D
CV (%) 3.57

DMS 4,92

R? 0.99

Nota. Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes por la prueba Tuckey (p=0.05)
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4.2. PORCENTAJE DE PLANTULAS NORMALES DE TAMANO REDUCIDO

De acuerdo con el conteo realizado al décimo dia, los mayores promedios de plantulas
normales de tamario reducido fueron alcanzados por el testigo y el tratamiento con Ecovida
(bacterias acido-lacticas), pero este Gltimo presentd mayor promedio (Figura 7), cuyas
plantulas se mostraron mas uniformes y desarrolladas que las del testigo u otros tratamientos
(Figura 8). EI tratamiento con acido sulfurico fue retirado del estudio, ya que no genero

ninguna plantula normal, por el contrario, las semillas murieron por la presencia de hongos.

Se resalta que, en el décimo dia del estudio, los porcentajes de plantulas normales de tamafio
reducido empiezan a disminuir en todos los tratamientos. Sin embargo, en el caso del acido

giberélico y nitrato de potasio presentan los menores porcentajes.

80
71.25

70 64.75

53.75
50.75

0

Ecovida Testigo Nitrato de  Acido giberélico Acido sulfurico
(bacterias acido - Potasio
lacticas)

Figura 7: Porcentaje promedio de plantulas normales con tamafio reducido
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Figura 8: Plantulas normales de tamafio reducido

Nota. a) Plantula normal del tratamiento con Ecovida; b) Plantulas normales

del testigo; y ¢) Plantula normal del tratamiento con nitrato de potasio.

4.3. PLANTULAS NORMALES
En el dia 28 de evaluacion, segun el andlisis de varianza a un nivel de significancia del 0.05
se evidencid que existen diferencias significativas en al menos uno de los tratamientos sobre

el nimero de plantulas normales, con un coeficiente de variabilidad de 6.26 % (Tabla 8).

Tabla 8: Andlisis de varianza para el porcentaje de plantulas normales

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados

Variacion Libertad Cuadrados  Medios Feal Pr>F
Tratamientos 3 7962.00 2654.00 219.6413793 < 0.0001
Error 12 145.00 12.08
Total 15 8107.00 540.47
cVv 6.26

Para completar el estudio se realiz6 una prueba de comparacion multiple de Dunnet a un
nivel de significancia del 0.05, en el cual se tomo al testigo para compararlo con los demas
tratamientos y se evidencio que no existe diferencia significativa entre el testigo y el
tratamiento de Ecovida (bacterias &cido-lacticas) (Tabla 9). Esto significa que ambos tienen

igual rendimiento respecto al nimero de plantulas normales.
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Tabla 9: Prueba de Dunnet del porcentaje de plantulas normales a los 28 dias

Tratamiento Promedio

Testigo 75.50 A

Ecovida (bacterias acido-lacticas) 80.00 A

Nitrato de potasio 33.25 B

Acido giberélico 33.25 C
Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes por la prueba de Dunnet
(p=0.05)

En la Tabla 10 se puede observar que no existen diferencias significativas entre el testigo y
el Ecovida (bacterias acido-lacticas), pues ambos presentaron los mayores promedios de
plantulas normales con un buen desarrollo de sus partes esenciales (Figura 9). Sin embargo,
la mayor media se obtuvo con el tratamiento de Ecovida (bacterias &cido-lacticas) y presentd
maés uniformidad de crecimiento en todas las etapas de evaluacion a diferencia de los demas
tratamientos. Este resultado es compatible con los observados por Soto (2015), quien sefiala
que al aplicar varios fertilizantes biologicos (Ecovida, Forteprotec, Agrobiol, Aminovigor)
en el momento de la siembra en campo de semillas de arveja (Pisum sativum L..), el Ecovida
(bacterias acido-lacticas) dio mayor porcentaje de germinacién que los demas tratamientos

y mejoro el rendimiento del cultivo.

De forma similar Lutz et al. (2012), informan que al inocular semillas de tomate con
bacterias acido-lacticas (BAL) alcanzan una tasa de germinacion de 57 %, a diferencia de
las no inoculadas que solo germinaron en 34 %; y un segundo estudio en semillas de pepino
que fueron inoculadas con Pythium (hongo dafiino) y BAL, la planta aumenté su peso fresco
a diferencia de las no tratadas con BAL, demostrando que estas bacterias tienen la capacidad
de inhibir este patdégeno. Esto explica por qué la cantidad de plantulas normales con
infeccion secundaria que se obtuvo con Ecovida (bacterias acido-lacticas) en el presente
estudio, fueron casi nulas, ya que las BAL producen acido lactico que tiene la propiedad de
eliminar y controlar la difusion de microorganismos como el Fusarium, tal como sefiala la
Organizacion de Investigacion EM Japén (EMRO) (1994).

Un estudio de tratamiento de semillas de tomate con cepas de BAL, no solo logro suprimir

al patdgeno de marchitamiento (Ralstonia solanacerum) sino también, mejoro la calidad de
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germinacién y el vigor de plantulas (Murthy et al., 2012). Asimismo, otras investigaciones
sobre tratamientos de semillas de tomate con las BAL revelaron que pueden inhibir hongos
fitopatdgenos (Fusarium oxysporum y Ralstonia solanacearum) y lograr mayor desarrollo
en la planta (Abdel et al., 2014; Vargas, 2020). Esta estimulacion de crecimiento vegetal se
debe a que varias especies de BAL tienen la capacidad de producir acido indol-3-acético
(IAA) (Mohammad et al., 2022). Esta fitohormona esté relacionada con el alargamiento y

division celular e interviene en la formacion de la raiz y el xilema (Vega et al., 2016).

Por otra parte, semillas de papaya que fueron tratadas con un bioformulado que previamente
fue inoculado con bacterias (Pseudomona protegens y Pseudomona putida), dieron como
resultado un aumento de pelos radiculares y un porcentaje de germinacion de 80 % (Macias-
Holguin et al., 2023). Asi también, semillas de maiz que fueron embebidas en una
suspension de bacterias enddfitas (Mixta theicola) durante 1 hora, mostraron un efecto
positivo estadisticamente significativo en el porcentaje de germinacion, elongacion de las

raices, vigor de las plantulas y biomasa fresca y seca (Hagaggi y Mohamed, 2020).

Por el contrario, semillas de maiz que fueron remojadas con bacterias del géenero Bacillus
spp no tuvieron diferencia significativa en el porcentaje de germinacion con las no
inoculadas, pero si las semillas tratadas presentaron mayor crecimiento de plantas y
acumulacion de biomasa (Lwin et al., 2012). Otra técnica de inoculacion es el recubrimiento
de semillas realizado por Srivastava et al. (2010) en semillas de tomate, estas fueron
recubiertas por 2 bioagentes (Trichoderma harzianum y Pseudomonas fluorescens),
resultando mayor germinacion y disminucion de la incidencia de Fusarium en campo a
diferencia de las no inoculadas. Cabe sefialar que la ISTA no menciona tratamientos con
microorganismos en semillas, por ello, la interaccion de las bacterias acido-lacticas en

relacion con la dormancia es objeto de investigacion.

Las semillas testigo (aquellas que no recibieron tratamiento alguno), al igual que las tratadas
con Ecovida (bacterias acido-lacticas), también tuvieron buen desarrollo de las plantulas con
muy pocas infecciones secundarias. Esta condicion se debe, a que al ser semillas importadas
fueron previamente tratadas con un fungicida de contacto, ya que esto es un requisito para
que pueda ingresar al pais (Sierra seed, 2023). Por otra parte, no se mostré diferencias

significativas entre el porcentaje de germinacion del testigo (75.5 %) y el Ecovida (80.0 %)
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(Tabla 10). Esto fue observado por Nguyen y Tram (2021), quienes indican que al remojar
semillas de mani en un caldo de cultivo de col con 3 cepas del género Lactobacillus logro
mayor bioestimulacién de germinacion, crecimiento de las plantulas y mayor rendimiento
de frutos en comparacion con las semillas tratadas con un fungicida quimico y con las no
tratadas. Pues bien, esto refleja que los productos a base de microorganismos en un futuro

pueden reemplazar a los fungicidas quimicos.

Tabla 10: Plantulas normales

Tratamiento Promedio

Ecovida (bacterias lacticas) 80.00 A

Testigo 75.50 A

Acido giberélico 33.25 B
Nitrato de potasio 33.25 B
CV (%) 6,26

DMS 7.29

R2 0.98

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes por la prueba Tuckey (p=0.05)

En cuanto al nitrato de potasio (KNOs3) se puede indicar que, al pasar los dias, causé dafio
en el desarrollo, tamafio de las plantulas (Figura 10) y aumento el nimero de raices atrofiadas
(Figura 11b), esto tuvo como consecuencia menor cantidad de plantulas normales (Tabla
10). Este resultado concuerda con las observaciones de Marin et al. (2007) quienes
reportaron que la aplicacion de KNOs inhibio la germinacion en semillas de cebolla, dando
un porcentaje de germinacion menor que el testigo y mayor porcentaje de plantulas

anormales.

Goudey et al. (1988), afirmaron que al aplicar concentraciones de 0.3 y 4.4 nmol de nitrato
en semillas de mostaza silvestre (Sinapsis arvensis), se obtuvo mayor germinacion, pero al
aumentar hasta 5 nmol de nitrato, ésta se inhibio. Asimismo, semillas de dos cultivares de
trigo que fueron tratadas con KNO3, demostraron que a una concentracion del 1 % se obtiene
mayor porcentaje de germinacion, pero al incrementar esta concentracion este porcentaje
disminuyd para ambos cultivares (Shafiei y Ghobadi, 2012). De manera similar, la inmersion
de semillas de kudzu en KNOs al 0.2 % dio un porcentaje de plantulas normales menor que

el testigo (Zambrano, 2018). Incluso la inmersion de diferentes cultivares de semillas de
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cebolla en KNOs (50.50 mg/L) afectd negativamente el vigor de las plantulas de todos los
cultivares (Herrera et al., 2011). Ademas, en arroz, Ruttanaruangboworn et al. (2012)
descubrieron que al incrementar la concentracion de KNO3 se retarda la imbibicion de las

semillas.

Entonces cuando la concentracion de KNOs se excede en una especie genera efectos
negativos como se ha visto en el presente estudio y en otros casos el retraso de la
germinacion. Sin embargo, la aplicacion excesiva de KNOs en semillas de Delphinium
denudatum, planta medicinal de Asia, resulta efectiva para su germinacion (Prakash et al.,
2023). Asi también, el tratamiento de semillas de esparrago de la variedad Atlas F1 con
KNO:3s en distintas concentraciones (0.1, 0.2 y 0.4 %) no generd ningun efecto negativo en
las plantulas (Gomez, 2020). Esto sucede debido a que entre cultivares y variedades de la
misma especie el nitrato de potasio no siempre responde de la misma forma, asi pues, la
aplicacion de 0.2 % de KNOs resulta efectiva para la germinacion de 3 cultivares de aji, sin
embargo, uno de ellos tuvo mayor porcentaje de germinacion que los otros cultivares
(Andrade y Laurentin, 2015).

Por otra parte, el nitrato de potasio contribuye a mitigar la dormancia y el incremento de
porcentaje de germinacion en varias especies, por ejemplo, Gandini (2018) recomienda el
uso de nitrato de potasio a una concentracién de 25 milimol (mM) como tratamiento de
pregerminacion en semillas de tomate. Choudhury y Bordolui (2022) reportaron buenos
resultados con el uso del KNO3z e, semillas de garbanzo a una concentracion de 100 ppm
durante 8 horas. Sin embargo, Tapfumaneyi et al. (2023), sefialaron que en semillas de
Amaranto y Cleome gynandra, que tienen dormancia fisica y fisioldgica, el nitrato de potasio
a distintas concentraciones (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 %), no dio resultados positivos para

romper dicha dormancia.

Queda en evidencia que este tratamiento no siempre sera efectivo para todas las especies y
en otros casos no sera necesario, ya que va a depender de la procedencia de los lotes de
semilla, tal como sefiala el estudio realizado por Derkx y Karssen (1993), quienes revelaron
que las semillas de Arabidopsis que fueron cosechadas en un periodo de baja sensibilidad a
la luz tienen menos nitrogeno enddgeno que las semillas cosechadas en el periodo de alta

sensibilidad a la luz. Afios més tarde se revel6 que la acumulacién de nitrogeno en la semilla
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durante su formacion disminuye la dormancia y también se relaciona con menor necesidad

de &cido giberélico para lograr la germinacion (Alboresi et al., 2005).

El tratamiento con &cido giberélico (AGs), a lo largo de los dias, también presentd efectos
negativos sobre la germinacién con un porcentaje inferior de plantulas normales en
comparacion con el testigo (Tabla 10). Si bien este acido juega un papel importante en la
aceleracion y mejora de la germinacion de semillas, la concentracion de este acido tiene un
limite y si se excede presenta efectos negativos sobre el rejuvenecimiento de la semilla
(Vafadust et al., 2022). Esto fue observado por Campos et al. (2014) quienes al realizar
tratamientos de semillas de quina (Cinchona pubescens) con 0.1 %, 0.2 %y 0.3 % de &cido
giberélico obtuvieron 33.34 %, 0 % y 0 %, respectivamente, de germinacion; resultados por
debajo del testigo, por ello, recomiendan mejor el tratamiento con nitrato de potasio para
este género. Asi también, para superar la dormancia en semillas de Andropogon gayanus, se
empleo varias dosis de &cido giberélico demostrando que la mas adecuada es 225 mg/L de
giberelina, ya que impulsé la maxima germinacién, sin embargo, cuando se incremento esta

dosis a 300 mg/L la emergencia de plantulas disminuyo (Feitosa et al., 2015).

Segun lo anterior, la concentracion empleada de AGs, bajo las condiciones de este estudio,
no fue la mas adecuada para las semillas de esparrago. Esto es explicado por Astocondor
(2020) quien indica que la aplicacion de AGscon diferentes dosis (0, 5, 7 ppm), en presencia
de luz, sobre semillas de mufia mostré diferencias significativas en el porcentaje de plantulas
normales, siendo el mayor porcentaje a O ppm. Mientras que, en oscuridad, cuando se
aumentd la dosis de AGz a 7 ppm, el porcentaje de germinacién también se incrementd. Por
tanto, las giberelinas estan moduladas por factores externos como la luz a través de los
fitocromos, por ejemplo, en las arvejas se ha demostrado que la luz azul incrementa la
giberelina inactiva afectando su crecimiento y en otras especies la luz roja incrementa la

sintesis de giberelina dando como resultado la germinacion (Iglesias y Talon, 2013).

Apoyando lo anterior un estudio en semillas de Minthostachys mollis demostré que
diferentes dosis de acido giberélico no tienen efecto sobre la germinacion, pero la luz roja
dio resultados positivos (Suéarez et al., 2011). Ademas, en muchas semillas las giberelinas
reemplazan los requerimientos de luz o frio que necesitan para germinar, por ello, no siempre

es necesario su aplicacion (lIglesias y Talon, 2013). Incluso, dentro de la misma especie, la
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dosis de giberelina puede variar, tal como sefiala el estudio realizado en cinco genotipos de
semillas de okra, que al ser remojadas con giberelina al 0.02 %, uno de los genotipos

denominado Clemson mostr6 mayor germinacién que los demas (Mekuria, 2023).

Figura 9: Plantulas normales de esparrago a los 28 dias
después de la siembra

Nota. a) Plantula normal completamente sana, b) Plantula normal con
infeccion secundaria que no impide su desarrollo, ¢) Plantula normal con una

pequefia mancha necrotica producida por algun patogeno.

Figura 10: Plantulas normales tratadas con nitrato de potasio

Nota. Se observa un reducido tamafio de las plantulas normales.
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4.4. PLANTULAS ANORMALES
De acuerdo con el andlisis de varianza a un nivel de significancia del 0.05 se evidenci6 que
existe diferencias significativas en al menos uno de los tratamientos en el nimero de

plantulas anormales, con un coeficiente de variabilidad de 6.17 % (Tabla 11).

Tabla 11: Andlisis de varianza para el porcentaje de plantulas

anormales a los 28 después de la siembra

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados

Variacion Libertad Cuadrados Medios Feal Pr>F
Tratamientos 3 8095.00 2698.33 530.8196721 < 0.0001
Error 12 61.00 5.08
Total 15 8156.00 543.73
Ccv 6.17

En la Tabla 12 se puede observar que no hay diferencia significativa entre el testigo y el
tratamiento con Ecovida (bacterias acido-lacticas), siendo el Ecovida quien presenté menor
porcentaje de plantulas anormales. Este resultado se debe a los efectos positivos del Ecovida
sobre las plantulas, explicados anteriormente. En cambio, los tratamientos con &acido
giberélico y nitrato de potasio presentaron mayores medias de plantulas anormales, sin
diferencia significativa entre ambos, debido a los efectos negativos que provoco la
concentracion para las semillas de esparrago explicada anteriormente. Las anormalidades
que se encontraron en las plantulas del tratamiento con Ecovida y el testigo son doble raiz,
raices atrofiadas y mazuda, entre otras, como se muestran en la Figura 12. En cuanto a las
anormalidades de los tratamientos con acido giberélico y nitrato de potasio, la mayoria
presentaron raices atrofiadas, constrefiidas y decaidas como resultado de una infeccion

primaria entre otras anormalidades (Figura 11).

Tabla 12: Comparacion de medias de plantulas anormales

Tratamiento Promedio
Ecovida (bacterias acido- lcticas) 12.8 A
Testigo 155 A
Acido giberélico 60.8 B
Nitrato de potasio 57.2 B
CV (%) 6,.17
DMS 4.74
R2 0.99
Nota. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes por la prueba Tuckey

(p=0.05)
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Figura 11: Plantulas anormales de los tratamientos &cido

giberélico y nitrato de potasio

Nota. Plantulas anormales: a) Plantula anormal con geotropismo negativo. b)

Presenta raices primarias atrofiadas y podridas. c) Plantula anormal con doble raiz

y atrofiadas.

Figura 12: Plantulas anormales del testigo y del tratamiento con
Ecovida (bacterias acido-lacticas)

Nota. Plantulas anormales: a) Plantula anormal con doble raiz; b) Plantula anormal
con raiz atrofiada y mazuda; c) Plantula anormal con raiz formando lazo.

4.5. SEMILLAS NO GERMINADAS

De acuerdo con el anlisis de varianza a un nivel de significancia del 0.05 se evidencié que

no existen diferencias significativas entre los tratamientos, en porcentaje de semillas no

germinadas, con un coeficiente de variabilidad de 32.48 % (Tabla 13).
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En este estudio, las semillas no germinadas se dividen en tres tipos: semillas frescas, semillas

duras y semillas muertas.

Tabla 13: Anaélisis de varianza para el porcentaje de semillas no germinadas

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados

Variacion Libertad Cuadrados Medios Feal Pr>F
Tratamientos 3 31.19 10.40 1.564388715 0.249
Error 12 79.75 6.65
Total 15 110.94 7.40
cv 32.48

En la Tabla 14 se puede observar que, para las semillas frescas no se encontré diferencias
significativas entre todos los tratamientos, y los porcentajes fueron menores a 5 %. Seguln la
ISTA (2022), cuando este porcentaje supera el 5 % significa que estd relacionado con
dormancia fisiolégica y para ello es necesario hacer la prueba de viabilidad, ya que, si se
demuestra que no son viables, pertenecen a la categoria de semillas muertas. En este caso,
no se evidencia dormancia fisioldgica. Sin embargo, estos resultados contrastan con las
observaciones de Valdivia (2015), quien tuvo como resultado 17 % de semillas frescas de

esparrago del cultivar UC-157 F1.

En cuanto a semillas duras no se encontro diferencias significativas entre tratamientos, pero
el testigo presentd mayor porcentaje (Tabla 14). Esto podria deberse a que los tratamientos
de alguna forma ayudaron a ablandar la testa permitiendo la entrada del agua y el intercambio
de gases, a diferencia del testigo. Cabe sefialar que la dureza de la semilla esta relacionada
con la dormancia fisica, esto hace que la testa no permita el ingreso de agua hasta el embrion

permitiendo su germinacion, tal como sefiala (Matilla, 2013).

En el presente estudio los porcentajes de semillas duras son bajos para todos los tratamientos;
sin embargo, el testigo present6 un porcentaje ligeramente mayor a los demas tratamientos,
por lo que se considera que podria existir una ligera dormancia fisica en las semillas de
esparrago estudiadas. Complementado la idea anterior el esparrago pertenece al orden
Asparagales, que se caracterizan por tener en la cubierta seminal la presencia de
fitomelanina, esta es una sustancia que le confiere la coloracion negra y la dureza de la testa

(Campbell et al., 2016), lo cual podria estar relacionada con la dormancia. Por otra parte, la
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ISTA (2022) indica que generalmente la dureza de las semillas sucede en Fabaceas y no
menciona a partir de quée porcentaje se debe considerar hacer la prueba de viabilidad para

esta categoria de semillas no germinadas.

Tabla 14: Analisis de semillas no germinadas

Tratamiento Semillas Frescas Semillas Duras Semillas Muertas
Ecovida (bacterias lacticas) 250 A 475 A 0.00 A
Testigo 3.25 A 57 A 0.00 A
Acido giberélico 150 A 400 A 050 A
Nitrato de potasio 3.50 A 37 A 2.25 A
CV (%) 71.05 35.93 166.64
DMS 4.01 3.44 2.41
R2 -0.02 0.04 0.33

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes por la prueba Tuckey (p=0.05)

4.6. ENSAYO DE VIABILIDAD

Los resultados del presente ensayo estan basados en la evaluacion del patron de tincion a
nivel de endospermo en cada semilla, segun el protocolo de anélisis de vigor usando sales
de tetrazolio (ISTA, 2003; Valdivia, 2015). Por tanto, se consideré como semillas viables
aquellas cuyo embridn y endospermo se tifieron de color rojo, de forma uniforme o con muy
pocas zonas sin tefir (Figura 13). Por consiguiente, las semillas no viables son aquellas que
presentan embriones tefiidos y endospermo sin tefiir o viceversa. También se consideran
semillas no viables a aquellas cuyo embridn presenta un color rosado tenue y aquellas que

no sufrieron el efecto de la tincién (Figura 1).

En la Tabla 15 se observa que el porcentaje promedio de viabilidad de las semillas de
esparrago, mediante la prueba del Tetrazolio, es de 79.0 %. Comparando este resultado con
el 75.5 % de germinacidn del testigo, obtenido en el ensayo de germinacion (Tabla 10), se
puede deducir que no existirian evidencias que demuestran que haya estrictamente una
dormancia. Esto también se ajusta al bajo porcentaje de semillas frescas que se mostré
anteriormente. No obstante, en el estudio realizado por Valdivia (2015) en semillas de
esparrago del cultivar UC-157 F1, el porcentaje de germinacion (45 %) fue mucho menor

que el de viabilidad (60 %), evidenciando que existe algun tipo de dormancia.
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De manera similar, Gémez (2020) sefial6 que en la variedad Atlas F1 de esparrago existe
dormancia fisica, ya que los tratamientos a bajas concentraciones con KNOsz y AGs dieron
porcentajes de germinacion significativamente mayores que el testigo. Estas diferencias se
deben a que la capacidad germinativa de la semilla depende de los factores a los que estuvo
expuesta durante su formacion, siendo la temperatura la que predomina sobre la germinacion
de la semillay la luz sobre los rasgos de la planta (He et al., 2014). Por ejemplo, las semillas
de lechuga del cv 'Tango' dieron mayor germinacion cuando la planta madre estuvo expuesta

a alta temperatura, que cuando estuvo a baja temperatura (Contreras et al., 2009).

Asi también, Huang et al. (2014) sefial6 que las plantas madre de 2 ecotipos de Arabidopsis
que estuvieron expuestas a ambientes calidos, sus semillas presentaron mayor porcentaje de
germinacion que cuando fueron sometidas a bajas temperaturas; y, cuando los 2 ecotipos
fueron sometidos a un mismo ambiente y luego a diferente ambiente, ambos casos presentan
distinto grado de dormancia en sus semillas. De hecho, el fotoperiodo al que esta expuesto
la planta madre también influye en la dormancia de sus semillas y el otro factor es el suelo

que influye en la disponibilidad de nutrientes para la planta madre (Bewley et al., 2013).

Por otra parte, cuando las semillas estan fuera de la planta madre, a medida que pasa el
tiempo pierden viabilidad, por ello un factor clave es un almacenamiento adecuado, ya que
si esto se hace de forma incorrecta causa problemas en el crecimiento de la semilla y en otros
casos su muerte (Lizama 2012). Afiadiendo a todo lo anterior es muy probable que la semilla
utilizada en el presente estudio haya ido perdiendo su viabilidad durante el almacenamiento
(la semilla fue envasada en 2021 y el estudio se realiz6 en 2022).

Por tanto, queda en evidencia que el porcentaje de germinacion de una semilla depende del
manejo que haya recibido la planta madre y el cuidado después de su cosecha, ademas el
grado de la dormancia que pueda presentar esta sujeto a varios factores por lo que es muy
variable dentro de una misma especie y mucho mas entre especies. En el presente estudio, a
pesar de que no se mostro estrictamente una dormancia, se ha comprobado que el testigo no
logro superar el 80 % y esto podria ser debido al genotipo de la semilla, ya que al pertenecer
a la segunda generacion (F2) de un hibrido cabe la posibilidad de un incremento en la
variabilidad genética, obteniendo semillas de menor calidad y mas susceptibles a

enfermedades, por ello no siempre es la mejor opcion usar F2 (Suarez, 2010).
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Esto fue observado por Nifio (2009) en semillas de trigo donde el promedio de germinacion
de varias cruzas de hibridos de la F2 fue de 88 % y del F1 fue de 93.8 %. Asi también, en
semillas de maiz amarillo duro el rendimiento del F1 fue superior al F2 (Torres, 2017) y en
semillas de Sorghum bicolor Herndndez y Moreno (2014) no recomiendan la generacion F2
porque la relacién beneficio/costo es negativo. Por otra parte, segun el Reglamento General
de Semillas indica que el 80 % de germinacion del esparrago es el minimo para su
comercializacion (SENASA, 2008).

a)

endospermo

Figura 13: Semillas viables

Nota. a) Semilla con embrién y endospermo intensamente tefiidos de color

rojo. b) Se observa el embridn totalmente tefiido de color rojo.

- embrién

Figura 14: Semillas no viables

Nota. a) Endospermo no tefiido y el embrion presenta color rosado tenue; b) Endospermo tefiido con el
embrién color rosado tenue; ¢) Embrién de consistencia flacida y color rosado tenue; el endospermo no
se encuentra tefiido.
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Tabla 15: Porcentaje de semillas viables y no viables mediante la

prueba de Tetrazolio

Repeticiones Semillas Viables Semillas No viables
R1 77 23
R2 81 19
R3 79 21
R4 79 21
Promedio 79 21

Nota. Cada repeticion const6 de 100 semillas.



V. CONCLUSIONES

La influencia de los tratamientos propuestos para superar la dormicion en semillas
de esparrago no fue determinante debido a que no mostro alta diferencia significativa

el porcentaje de germinacion del Ecovida frente al testigo.

El tratamiento con Ecovida (bacterias acido-lacticas) favorecié una mayor tasa y
uniformidad en la germinacion de las semillas en todas las etapas de evaluacion sin
ningun efecto negativo para las semillas de esparrago. El tratamiento con acido
sulfurico no fue adecuado para estimular la germinacién, ya que provocoé la muerte
de las semillas. Por otro lado, al pasar los dias, la concentracion y forma de aplicacién
(sobre el sustrato) del acido giberélico y nitrato de potasio generaron efectos

negativos sobre el desarrollo de las plantulas en este cultivar.

Los valores similares de porcentaje de viabilidad y germinacién de semillas del
tratamiento testigo, indican que la presencia de semillas duras puede ser un indicador
de una leve dormancia fisica por la presencia de fitomelanina en la testa de las

semillas de esparrago.



VI. RECOMENDACIONES

Continuar las investigaciones sobre los efectos positivos en la germinacion de
semillas de esparrago con el Ecovida (bacterias acido-lacticas) en condiciones de

vivero y campo.

No se recomienda utilizar el acido sulfrico como tratamiento para estimular la

germinacion en semillas de esparrago.

Investigar otras concentraciones y formas de aplicacion de &cido giberélico y nitrato
de potasio, con la finalidad de lograr una dosis éptima para estimular la germinacion

en semillas de esparrago de cv UC-157 F2 Hyb.

Continuar investigando sobre el grado y tipo de dormancia que puedan tener los
diferentes cultivares y variedades de semillas de esparrago, ya que los estudios no

son concluyentes.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: Analisis Tukey para porcentaje de germinacion fisioldgica

Study: anva ~ "Tratamientos"

HSD Test for PN

Mean Square Error: 5.083

Tratamientos, means

PN stdr seMinMax Q25 Q50 Q75

T173.252.21741.127 71 76 71.7573.0 74.50
T2 60.002.000 4 1.127 57 61 60.00 61.0 61.00
T381.252.2174 1.127 78 83 81.00 82.0 82.25
T4 19.002.708 4 1.127 15 21 18.75 20.0 20.25
T581.752.062 4 1.127 80 84 80.00 81.5 83.25

Alpha: 0.05 ; DF Error: 15
Critical Value of Studentized Range: 4.367

Minimun Significant Difference: 4.923

Treatments with the same letter are not significantly different.

PN groups

T581.75 a
T381.25 a
T17325 Db
T260.00 c

o

T4 19.00



Anexo 2: Analisis Tuckey para el porcentaje de plantulas normales
Study: anva ~ "Tratamientos"

HSD Test for PN

Mean Square Error: 12.04

Tratamientos, means

PN stdr se MinMax Q25 Q50 Q75

T175.505.8023 4 1.735 70 81 70.75 75.5 80.25

T233.252.0616 4 1.735 31 36 32.50 33.0 33.75

T333.253.0957 4 1.735 29 36 32.00 34.0 35.25

T4 80.00 0.81654 1.735 79 81 79.75 80.0 80.25

Alpha: 0.05 ; DF Error: 12
Critical Value of Studentized Range: 4.199

Minimun Significant Difference: 7.285

Treatments with the same letter are not significantly different.

PN groups

T480.00 a
T17550 a
T23325 b
T33325 b
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Anexo 3: Analisis Tuckey para el porcentaje de plantulas anormales
Study: anva ~ "TRATAMIENTOS"
HSD Test for PA
Mean Square Error: 5.104
TRATAMIENTOS, means
PA stdr se Min Max Q25 Q50 Q75
T115.503.1094 1.13 13 2013.75 14.516.25
T260.751.258 4 1.13 59 62 60.50 61.0 61.25
T357.252.5004 1.13 54 60 56.25 57.5 58.50

T412.751.708 4 1.13 11 1511.7512.513.50

Alpha: 0.05; DF Error: 12
Critical Value of Studentized Range: 4.199

Minimun Significant Difference: 4.743

Treatments with the same letter are not significantly different.

PA groups
T260.75 a
T35725 a
T11550 b
T41275 Db
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Anexo 4: Analisis Tuckey para el porcentaje de semillas no germinadas
Study: anva ~ "TRATAMIENTOS"
HSD Test for SN
Mean Square Error: 6.646
TRATAMIENTOS, means
SN stdr se Min Max Q25 Q50 Q75
T19.004.24341.289 6 156.007.510.50
T26.001.41441.289 5 85.005.5 6.50
T39.501.29141.289 8 118.759.510.25

T47.25221741.289 4 97.008.0 8.25

Alpha: 0.05 ; DF Error: 12
Critical Value of Studentized Range: 4.199

Minimun Significant Difference: 5.412
Treatments with the same letter are not significantly different.

SN groups
T3950 a
T19.00 a
T4725 a
T26.00 a
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Anexo 5: Analisis ANVA para el porcentaje de Semillas Frescas

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados

Variacion Libertad Cuadrados Medios Feal PreF
Tratamientos 3 9.69 3.23 0.885942857 0.476
Error 12 43.75 3.65
Total 15 53.44 3.56
cv 71.05

Anexo 6: Analisis ANVA para el porcentaje de semillas duras

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados

Variacion Libertad Cuadrados Medios Feal Pr>F
Tratamientos 3 9.69 3.23 1.201860465 0.351
Error 12 32.25 2.69
Total 15 41.94 2.80
cv 35.93

Anexo 7: Analisis ANVA para el porcentaje de semillas muertas

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados

Variacion Libertad Cuadrados Medios Feal PreF
Tratamientos 3 13.69 4.56 3.476825397 0.0505
Error 12 15.75 1.31
Total 15 29.44 1.96
Ccv 166.64
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