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RESUMEN

En el sur del Ecuador, en el cantén Paquisha sector Chinapintza, esta uno de los

yacimientos auriferos mas grandes del pais.

La contaminacion de las fuentes hidricas, causada por Arsénico y Mercurio influye en el
desarrollo normal de la poblacion, El programa de “Disefio de estrategias de biorremediacion
basadas en consorcios planta-microorganismos para la recuperacion de suelos
contaminados por la actividad minera en la provincia Zamora-Chinchipe” tiene como uno sus
objetivos estudiar el potencial bioacumulador de Hg y As en Miconia zamorensis. Para ello
se establecié un disefio de bloques completos al azar, trabajando con reguladores de
crecimiento y sustancias quimicas: kinetina, acido giberélico, peréxido de hidrégeno, y
nitrato de potasio. Con el fin de estudiar métodos para acortar el tiempo de germinacion de
Miconia zamorensis mediante cultivo in vitro y ex vitro. Se aplicé el protocolo estandar in
vitro, teniendo como resultados la produccion de informacion sobre la especie in vitro; y se

obtuvieron plantas del experimento ex vitro (2746).

Palabras clave: Chinapintza, cultivo in vitro, cultivo ex vitro, Kinetina, KNO3, Acido

Giberélico, H,0,, latencia, germinacion de semillas.



ABSTRACT

In the south of Ecuador, at canton Paquisha, in Chinapintza sector, is located one of the

largest gold deposits of Ecuador.

Pollution of water sources, caused by Arsenic and Mercury affects the normal development
of the population. The “Design bioremediation strategies based on plant-microorganisms
consortiums for the recovery of contaminated by mining activities in the province Zamora-
Chinchipe soils”. Program has as one of its objectives to study the potential bioaccumulative
of Hg and As in Miconia zamorensis. A randomized complete blocks design was established,
working with growth regulators and chemicals like kinetin, gibberellic acid, hydrogen peroxide
and potassium nitrate. In order to study methods to shorten the germination time of Miconia
zamorensis through an in vitro and ex vitro cultivation. The in vitro standard protocol was
applied, having as a result the data production of the specie in vitro; and plants were

obtained from the ex vitro experiment (2746).

Keywords: Chinapintza, culture in vitro, culture ex vitro, kinetin, KNOS3, gibberellic acid, H,O,,

dormancy, seed germination.



INTRODUCCION

El presente estudio consiste en evaluar la factibilidad de introducir in vitro Miconia
zamorensis utilizando semillas y fragmentos nodales. Con fines de biorremediacion, ya
gue estudios han determinado que esta especie es acumuladora de metales pesados
(Armijos, 2015). Esta investigacion se efectué en la provincia de Zamora Chinchipe, Cantén

Paquisha, sector Chinapintza.

En Chinapintza se ha desarrollado la mineria artesanal, controlada y no controlada desde
hace varios afios y con ésta la contaminacion de suelos y de fuentes hidricas aledafias. La
poblacion local convive en condiciones deplorables con un gran impacto negativo para su
salud lo cual debe ser revertido con urgencia. Una alternativa adecuada de intervencion
segun las caracteristicas de Chinapintza, en adicién a las que ya se llevan a cabo en la
provincia como parte de la iniciativa SmartLand para la gestion inteligente del territorio
(http://smartland.utpl.edu.ec/) seria la eliminacibn de metales pesados de las fuentes
contaminadas mediante la fitorremediacion. Esta metodologia se sustenta en la capacidad
gue tiene Miconia zamorensis de acumular metales pesados (Hazrat, Khan y Sajad. 2013;
Bhatia y Kumar 2011).

La presente investigacion se desarrolla en 4 capitulos, el primer capitulo titulado Marco
Teorico trata sobre el estado del arte de este tema, en el segundo capitulo se da a conocer
las técnicas y los materiales utilizados para llevar a cabo la investigacion y en el capitulo 3 y
4 se expone y analiza los resultados. Esta investigacién aporta con informacién valedera y
verificable para reforzar ese puesto pionero que nuestra institucién ha logrado en la Regién
Sur del Ecuador y concretamente al proyecto “Introduccion in vitro de Miconia zamorensis.,
utilizando semillas y fragmentos nodales” que se desarrolla en el Departamento de Ciencias
Naturales de la Universidad Técnica de Loja. Con este estudio se hicieron tratamientos
generales, desde lo mas fundamental puesto que la falta de informacion sobre Miconia
zamorensis oblig6 a aplicar un disefio experimental amplio en el que se tomaron en cuenta
4 tratamientos y 2 blancos simultaneamente. De éstos se analiz6 su efecto y se lleg6 a las

conclusiones presentadas.

El objetivo general es Contribuir a la producciéon de Miconia zamorensis para el proyecto de
biorremediacién. Se han alcanzado los objetivos especificos planteados: introduccion in vitro
de semillas y fragmentos nodales de Miconia .zamorensis e igualmente, se las introdujo en

invernadero (in vitro y ex vitro). Se superaron las expectativas de obtencion de plantas, del



programa: “Disefio de estrategias de biorremediacion basadas en consorcios plantas-
microorganismos para la recuperacion de suelos contaminados por la actividad minera en la

provincia Zamora Chinchipe”, necesitaba unas 40 plantas y se obtuvieron 2746 plantas.



CAPITULO | FIN, PROPOSITO Y COMPONENTES DEL PROYECTO



1.1. Fin, proposito y componentes del proyecto.

1.1.1. Fin del proyecto.

Contribuir a la produccién de Miconia zamorensis, para el proyecto de biorremediacién, con
el fin de aumentar el conocimiento sobre el comportamiento de la especie Miconia

zamorensis, durante la manipulacion in vitro.

1.1.2. Propdsito del proyecto.

Propagar la especie mediante semillas y estacas in vitro como ex vitro.

1.1.3. Componentes del proyecto.

e Recoleccién de material vegetal.
e Pruebas de desinfeccion
e Introduccion in vitro y ex vitro

e Evaluacion del material introducido in vitro como ex vitro.



CAPITULO Il MARCO TEORICO



2.1. Antecedentes.

2.1.1. Estado de la mineria en Chinapintza.

Los yacimientos de Chinapintza se encuentran en las faldas de la cordillera de “El Céndor
canton El Pangui, provincia de Zamora Chinchipe”. La reserva minera ha sido concesionada
a la compafiia transnacional Ecuacorriente en la etapa de exploracion y en el 2018 entra a la
explotacion industrial (Samaniego, 2012).

En las fuentes hidricas se observa la contaminacién por residuos de la actividad minera
evidenciada en la coloracion del agua que sale de las mismas y se une a la de escorrentia
superficial como se observa en la Fig.1. La construccion de grandes campamentos para los
técnicos y obreros; produce desechos y desperdicios lo que se produce contaminacion
(Soliz et al., 2012; Tapia, 2015).

Figura 1.Evidencia de la contaminacion de las fuentes

hidricas de Chinapintza Zamora Chinchipe.
Fuente: Lucero, H 2015

La contaminacion es alta y la amenaza no es solo a futuro, sino que cualquier visitante
puede observar a simple vista. Detener este fenémeno es imposible porque se encuentra en
ejecucion legal, una concesion minera en etapa de exploracion y se encuentra construyendo
la infraestructura necesaria para la actividad de explotacién a corto tiempo (Tapia, 2015).

La serie de herramientas, suministros y logistica es operada por cientos de obreros
dedicados a la extraccion del oro, los mismos que realizan largas jornadas de sobre

explotacion en el subsuelo a cambio de un pequefio salario. Los trabajadores mineros se



alimentan y los desechos fisiolégicos son evacuados al aire libre, consecuentemente
contaminan todo el ecosistema porque carecen de servicios basicos sanitarios. Improvisan
viviendas rusticas y la promiscuidad causa una serie de trastornos de todo tipo: organico,
emocional y psicolégico por la presibn de sus labores. Asi mismo una serie de

enfermedades (Soliz et al., 2012).

Los residuos de toda la actividad minera contaminan todo el medio, se depositan a cielo
abierto, zanjas por todos los lados, interrupcién al cauce normal de los rios y vertientes que
son desviados para los lavaderos de oro. A esto se suma las sustancias quimicas de
Mercurio, Cianuro de Potasio y otras para purificar el metal codiciado; en entorno al medio
destruido y las consecuencias nefastas por la desaparicion de la flora y fauna. (Sarango,
2013; Tapia, 2009).

2.1.2 Fuente de Recursos Econémicos.

El presupuesto del estado se financia con los rubros de exportaciones diversas: Petrdleo
como uno de los mayores rubros de ingresos; banano, flores, camarén, madera y los
impuestos directos e indirectos entre otros; el impuesto al valor agregado —IVA- es la
segunda fuente de ingresos del Estado. La mineria y su explotacion de los diferentes
minerales, particularmente el oro y plata es otra de las fuentes de recursos econémicos para
el estado a través de impuestos y regalias, que contribuyen las empresas mineras en
particular, que concesiond el gobierno, mientras que la mineria artesanal y los informales

evaden todos los impuestos y son los que mas contaminan (Sandoval, 2001).

2.2. La Biorremediacion.

La biorremediacion es un mecanismo de tratamiento biol6gico, que usa microorganismos;

levaduras, hongos y plantas para regenerar zonas contaminadas. (Ferrara et al., 2006).

2.2.1. Fitorremediacion.

La fitorremediacion es el uso de plantas para remediar sitios contaminados con desechos
organicos e inorganicos. Compafiias mineras toman esta iniciativa como una alternativa de
limpieza de bajo costo y de una mayor aceptacién publica. Si bien las técnicas de
fitorremediacion tienen limitaciones, una operacion de fitorremediacion cuidadosamente

planificada da un rapido crecimiento, de raices profundas y las especies producen alta



biomasa, para remediar sitios contaminados, por ende reduce la exposicion de los
contaminantes hacia los seres humanos y la vida silvestre (Agudelo, Macias y Suarez,
2012).

Clasificaciéon de especies vegetales en funcion de su capacidad remediadora.

a) Fitoextraccion-planta silvestre extrae niveles altos de metales y otros
b) Fitoestabilizacion-plantas que estabilizan sustancias toxicas
c) Fitovolatilizacion-plantas que extraen metales y substancias volatiles y las

eliminan por las hojas (Carpena, 2007).

2.2.1 Mecanismos de fitorremediacion.

FITOEXTRACCION: Radica en la absorcion de contaminantes por las raices, tallos o follaje
usando plantas acumuladoras de elementos toxicos o compuestos organicos para retirarlos
del suelo mediante su absorcién y concentracion en las partes cosechables sin presentar

sintomas de toxicidad. (Volke Velasco y Pérez, 2005).

FITOESTABILIZACION: Las plantas tolerantes a metales, se usan para reducir la movilidad
de los mismos y evitar el pasaje a capas subterrdneas o al aire, este tipo de método es
propuesto para compuestos fendlicos y compuestos clorados asi como en lagunas de

desechos de yacimientos mineros (Ortega, 2007).

FITOVOLATILIZACION: Uso de plantas para eliminar los contaminantes del lugar mediante
su volatilizacién y para eliminar contaminantes del aire, se produce a medida que las platas
en crecimiento absorben agua junto con los contaminantes organicos solubles. Algunos de
los contaminantes pueden llegar hasta las hojas y evaporarse o volatilizarse a la atmosfera
(Bonilla, 2013).

FITODEGRADACION: Las plantas acuéticas y terrestres captan, almacenan y degradan

compuestos organicos para dar subproductos menos téxicos o no téxicos (Phillps, 2014).

2.2.2 Metales pesados.

La mayoria de metales pesados contaminantes comunes son Cd, Cr, Cu, Hg, Pb y Zn. Los
metales son componentes naturales del suelo. Algunos de estos metales son

micronutrientes necesarios para el crecimiento de la planta como: Zn, Cu, Mn, Ni y Co,
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mientras que otros no se conoce su funcién bioldgica, tales como: Cd, Pb y Hg (Gaur y
Adholeya, 2004).

2.2.3.1 Toxicidad del Arsénico y Mercurio.

Segun Ullah (2015) La toxicidad por arsénico en el suelo y el agua es una amenaza cada
vez mayor causando dafios a la salud a las personas que viven en paises en desarrollo y del

tercer mundo, considerando un peligro global.

Muchas especies de plantas han tenido éxito en la absorcion de contaminantes como el
Cadmio, Plomo, Cromo, Arsénico y varios radionucleidos procedentes del suelo, Algunos
metales con funcién bioldgica desconocida como: Cromo, Plomo, Cobalto, Selenio, Mercurio

y Plata también se puede acumular (Evangelou, 2007).

El Mercurio como cualquier otro metal se encuentra en el suelo de diversas formas, se
disuelve como ion o soluble libre y no es absorbido especificamente uniéndose
principalmente a las fuerzas electrostaticas, quelatos y se precipita como sulfuro, carbonato,
hidroxido y fosfato, existe tres formas solubles de Hg en el ambiente del suelo, el mas
reducido es Hg, con otras dos formas de ser idnica de iones de Mercurio Hg, » y Mercurio
Hg?* ion, en condiciones oxidantes, especialmente a pH bajo. 16n Hg* no es estable en

condiciones ambientales (Tangahu et al., 2011; Ullah et al., 2015; Jia-when et al., 2013).

La contaminacion ambiental debida al Mercurio es causada por varias industrias, productos
petroquimicos, minas y también por fuentes agricolas como fertilizantes y fungicidas
(Tangahu et al., 2011).

El mercurio y sus componentes son toxicos acumulativos en pequefias cantidades son
peligrosos para la salud humana, el mayor efecto de la intoxicaciébn por Mercurio se
manifiesta como trastornos neuroldgicos y renales, ya que pueden pasar facilmente la
barrera hematoencefalica y tiene efectos en el cerebro, ademas el mercurio es un
contaminante persistente en el ambiente con capacidad de bioacumulacion en los peces,

animales y los seres humanos (Tangahu et al., 2011).
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2.3. La especie en estudio: Miconia zamorensis.

Miconia es la tribu mas grande de la Melastomataceae con mas de 1.850 especies. Los
miembros de Miconieae muestran una amplia gama de diversidad morfologica, y la

morfologia de semillas no es una excepcion (Majure, 2015).

El género Miconia ademas es uno de los mas representativos de la familia de la
Melastomataceae, y algunas especies son comunmente usadas en la medicina popular

Brazileiia como agente anti-inflamatorios (Mohd et al., 2011; Rodrigues et al., 2016).

Los miembros de Miconia muestran una amplia gama de diversidad morfolégica y sus
semillas no son la excepcién. Estudios previos han encontrado que la diversidad morfologica
de semillas no es congruente con las clasificaciones tradicionales, y sugieren que puede

reflejar relaciones evolutivas dentro de la Miconieae (Ocampo et al., 2012).

La morfologia de la semilla ha sido considerada como una importante fuente de informacion
de caracteres con fines taxonémicos y se ha propuesto como una caracteristica que refleja
la historia evolutiva de las plantas (Ocampo et al., 2012). El tamafio de la semilla, forma y
superficie epidérmica han ocupado un lugar destacado en la caracterizaciéon de la diversidad

morfoldgica de semillas (Ocampo et al., 2012).

Estos estudios sugieren que la delimitacion de algunas tribus y géneros se debe
reconsiderar, el uso de la morfologia de semillas basados en el supuesto que la morfologia
de las semillas produce informacién sobre la historia evolutiva de los grupos de estudio
(Ocampo et al., 2012).

La latencia de la semilla se refiere a un estado en el cual las semillas viables fallan en
germinar cuando no les proporciona las condiciones favorables para su desarrollo como es
la humedad adecuada, un régimen apropiado de temperatura, un ambiente normal y en

algunos casos la luz ( Schmidt, 2000).

La latencia ha evolucionado como una estrategia para evitar la germinacion bajo
condiciones, en la que es probable que sea baja la supervivencia de las plantulas (Schmidt,
2000).
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Por otra parte hay varios grados de latencia que varian desde muy leve a muy fuerte, el
propdsito de pre-tratamiento es garantizar que las semillas germinen y la germinacién sera
rapida y uniforme (Schmidt, 2000; Baskin y J.M. Baskin, 2014).

De acuerdo a Schmidt (2000), la latencia la clasifica de tres formas; 1. Innata cuando la
latencia de la semilla esta lista para la dispersion., 2. Inducida en que la latencia se
desarrolla como respuesta a factores ambientales externos., 3 Aplicada en que la
germinacion se ve limitada debido a las condicione externas, este Ultima clasificacion se la
determina que si las semillas no germinan a causa de condiciones eternas se denomina
como reposo. En cambio para otros autores, Baskin y J.M. Baskin, (2014).Hay cinco clases
de latencia (fisiolégica, morfolégica, morfo fisiolégica, fisica y combinatoria)

2.4. Cultivos vegetales in vitro.

Se conoce como cultivos vegetales in vitro a las técnicas de manejo y control de la asepsia
con el fin de producir plantas en condiciones de laboratorio; usando minerales, reguladores
de crecimiento y agar. Las plantas pueden ser propagadas a través de sus dos ciclos de
vida de desarrollo; Sexual y Asexual. En el ciclo sexual surgen nuevas plantas después de
la fusion de gametos parentales, y se desarrollan a partir embriones cig6tico contenida
dentro de semillas o frutos. Por lo contrario en la vegetativa Asexual con ciclo de
caracteristicas Unicas de cualquier individuo, es una planta seleccionada para la
propagacion suelen ser perpetuadas porque, durante la division celular normal (mitosis), sus
genes normalmente se copian exactamente en cada uno, denominado clone tiene su ventaja
selectiva apropiada de acuerdo a la etapa de la evolucion de los diferentes tipos de plantas
(George et al., 2007).

Dentro de los componentes primordiales para el desarrollo de la planta encontramos
macronutrientes y micronutrientes; nutrientes necesarios para su crecimiento, el éxito en
cultivos de tejidos vegetales es el suministro de cantidades relativamente grandes de
algunos elementos inorganicos como son; el Nitrégeno, Potasio, Calcio, Fosforo, Magnesio y
Azufre. Y en pequefias cantidades otros elementos indispensables el crecimiento de la
planta como; Hierro, Niquel, Cloro, Manganeso, Zinc, Boro, Cobre y Molibdeno (George et
al., 2007).
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En lo que respecta a semillas tienen varias ventajas como medio de propagacion, a menudo
se producen en grandes cantidades de modo que las plantas regeneradas a partir de ellas
son individualmente més diversas genéticamente hablando. Muchas de ellas generalmente
pueden ser almacenadas por largos periodos de tiempo, sin pérdida de viabilidad; se
distribuyen con facilidad, sin embargo las semillas de muchas especies vegetales que han
sido manipuladas genéticamente es imposible obtener semillas que den una descendencia

uniforme (George et al., 2007).

La temperatura es un requisito esencial para la germinacion de las semillas permeables, las
semillas germinan en un amplio intervalo de temperaturas, pero las temperaturas maximas y
minimas varian con la especie, las bajas temperaturas inhiben la germinacion de las
semillas (Klekailo, 2012; Schmidt, 2000). Los rangos éptimos son entre 20° a 24° C (George
et al., 2007).

El cultivo in vitro permite el crecimiento y desarrollo de material vegetal en recipientes que lo
separan del ambiente exterior y lo mantienen en condiciones controladas y asépticas. Entre
las diversas técnicas de cultivo in vitro, la micropropagacién consiste en la produccion clonal
de vegetales a partir, generalmente, de apices o explantos nodales de una planta madre. La
gran produccion de nuevas plantas se ve favorecida gracias al rapido crecimiento del
material vegetal in vitro y a la proliferacién de tallos durante los subcultivos (George et al.,
2008; Murashige, 1962).

El objetivo de la propagacion de la planta a través de los tejidos denominada
Micropropagacién, es propagar la planta, es decir como un clon, las plantas obtenidas de
cultivo de tejidos se denominan como microplantas. Que pueden ser derivadas de cultivos
de tejidos de tres maneras; a partir de yemas de brotes que se les induce a crecer y
proliferar, seguido de morfogénesis cuando los nuevos brotes son inducidos a formar en los
tejidos no organizados o directamente sobre tejidos de explantos de la planta madre, a
través de la formacion de embriones somaticos. Para la obtencién de plantas por los dos
primeros métodos, es necesario tratar los brotes de un tamafio adecuado para inducirlo a
producir raices. Las células vegetales diferenciadas pueden expresar totipotencia, es decir
cada una de ellas retiene una capacidad latente para producir una planta entera, La
totipotencia es una caracteristica especial de células en los tejidos jovenes y meristemas
(George, F. 2007).
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El uso de la micropropagacién permite introducir rapidamente productos nuevos con una
serie de ventajas tales como la propagacion de material limpio, lo que hace que esta técnica
presente grandes posibilidades de su uso en diferentes areas valiosas para el desarrollo y
regeneracion del medio ambiente mediante Miconia zamorensis biocumuladora de metales
pesados (Villalobos, 1991).

En el presente proyecto se pretende la introduccién in vitro de Miconia zamorensis,
utilizando semillas y fragmentos nodales, con el fin de estudiar el potencial bioacumulador
de Miconia zamorensis en la zona de estudio, para reducir la presencia de Hg y As.
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3.1. Areade estudio.

El presente trabajo de investigacion se realiz6 desde el Departamento de Ciencias
Naturales de la Universidad Técnica Particular de Loja, en la Seccién Departamental de
Biologia Bésica y Aplicada, en el laboratorio de Fisiologia Vegetal in vitro. Las muestras se
recogieron en el Centro Minero “La Herradura—Chinapintza, parroquia Chinapintza cantén el
Pangui provincia de Zamora Chinchipe. Ubicado en las coordenadas 3° 46’ 4” S; 78° 39’
19” O. En la parroquia Nuevo Quito, a una distancia de 134 Km desde la ciudad de Loja y 35

Km desde la ciudad de Zamora. (ver Figura 2).

Onnto

Awat
Ecuador

Figura 2.Ubicacion geografica de la zona minera de
Chinapintza

Fuente: Navas, S 2014.

3.2. Fases de Investigacion.

Se ha propuesto el siguiente disefio experimental tanto para semillas como para fragmentos
nodales, a continuacion se muestra en las tablas 1 y 2 los datos correspondientes al disefio

experimental propuesto.
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Tabla 1. Disefio experimental propuesto para el tratamiento de semillas.

Tiempo

Siembra MS +2-4D+Kin
horas

Tratamientos | Semillas

6| MS +2-4D+Kin

Sin luz 10 por frasco 12 | MS +2-4D+Kin

24| MS +2-4D+Kin

6| MS +2-4D+Kin

Con luz 10 por frasco 12 | MS +2-4D+Kin

24| MS +2-4D+Kin

6| MS +2-4D+Kin

NOzK 10 por frasco 12| MS +2-4D+Kin

24 | MS +2-4D+Kin

6| MS +2-4D+Kin

Kin 10 por frasco 12 | MS +2-4D+Kin

24| MS +2-4D+Kin

6| MS +2-4D+Kin

H,0, 10 por frasco 12 | MS +2-4D+Kin

24 | MS +2-4D+Kin

6| MS +2-4D+Kin

GAS3 10 por frasco 12 | MS +2-4D+Kin

24| MS +2-4D+Kin

Fuente: Yauri, R 2015.

Tabla 2. Disefio experimental propuesto para el tratamientos de semillas y estacas

Tiempo

Siembra MS +2-4D+Kin
horas

Semillas Estacas

6| MS +2-4D+Kin

10 por frasco |1 por frasco 12 | MS +2-4D+Kin

24 | MS +2-4D+Kin

6| MS +2-4D+Kin

10 por frasco |1 por frasco 12 | MS +2-4D+Kin

24 | MS +2-4D+Kin

6| MS +2-4D+Kin

10 por frasco |1 por frasco 12| MS +2-4D+Kin

24 | MS +2-4D+Kin

6| MS +2-4D+Kin

10 por frasco |1 por frasco 12| MS +2-4D+Kin

24 | MS +2-4D+Kin

6| MS +2-4D+Kin

10 por frasco |1 por frasco 12| MS +2-4D+Kin

24 | MS +2-4D+Kin

6| MS +2-4D+Kin

10 por frasco |1 por frasco 12| MS +2-4D+Kin

24 | MS +2-4D+Kin

Fuente: Yauri, R 2015.
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A continuacién se detallan cada una de las fases del Protocolo de investigacion en el
desarrollo del proyecto, cuya metodologia se obtuvo de. (George, et al.,, 2007 y Schmidt,

2000) y se desarroll6 de la siguiente manera:

Recoleccidén de material vegetal

Pruebas de desinfeccion

YV V V

Introduccidn in vitro y ex vitro

> Evaluacion del material introducido in vitro como ex vitro.

Recoleccién de material vegetal de la Especie Miconia zamorensis

El inicio de fragmentos nodales y frutos se obtuvo de la planta “Miconia zamorensis”
proveniente del cantdn Paquisha, sector Chinapintza (Zamora —Chinchipe). (ver Figura 3 y
4).

Figura 3.ldentificacion de Miconia zamorensis

Foto: Yauri, R 2015.
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Figura 4.Acondicionamiento y: transporte de Miconia zamorensis

Fuente: Yauri, R 2015.

3.3. Obtencidn de fragmentos nodales y Semillas.

Para la obtencion de plantulas de Miconia zamorensis, en un inicio se partié de fragmentos
nodales de la especie recolectada diferenciando fragmentos nodales gruesos y delgados
(ver Figura 5), los cuales fueron cultivada en (Murashige and skoog, 1962) al 100% de la

concentracion de sales y sin reguladores de crecimiento en un Primer ensayo.

Figura 5.0btencion de fragmentos nodales
Fuente: Yauri, R 2015.

Para la obtencién de semillas de Miconia zamorensis (ver Figura 6), se procedidé con la

extraccion de los frutos desecados en contacto con gel de silice por 24h en un tubo “Falcon”
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de 50 ml. (ver Figura 7), luego se les aplico el protocolo de desinfeccién estandar y se las
sembré en medio (Murashige and skoog, 1962) al 100% de la concentracion de sales con

reguladores de crecimiento en una relacién auxina, Citoquina (3:1) para evaluarlas.

Figura 6.0btencion de la semilla Miconia zamorensis
a partir del fruto

Fuente: Yauri, R 2015.

Figura 7.Extraccion de semillas en contacto con gel de silice
Fuente: Yauri, R 2015.

Otro lote de semillas sin desinfeccion fue usados para ser sembrados, en macetas en
sustrato compuesto con turba y arena (1:1), luego la maceta es colocada en una funda

plastica: “sun bag”, con la finalidad de mantener una temperatura y humedad estables.
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3.4. Pruebas de Desinfeccion.

3.4.1. Procedimiento de desinfeccion en fragmentos nodales que se utilizé
para Miconia zamorensis.
Inicialmente se colocé los fragmentos nodales en una probeta de 1000 ml mas alcohol al
70% (ver Figura 8), y se agitd por 2 min., luego se enjuago con agua destilada hasta eliminar
el alcohol. En un segundo paso se colocé el 20% de hipoclorito de sodio con unas gotas de
jabén y se agité por 10 min., se enjuagd con agua estéril (ver Figura 9), hasta eliminar el
cloro, Tercero se colocd H,O, en una concentracion de 10 volimenes y se agitdé por 10 min.,
se enjuago con agua estéril hasta eliminar el H,O,, y finalmente se hizo una inmersion de los

fragmentos nodales mismas en una solucion de 2g/L de Benomil, sin enjuagarlas.

oMl

Figura 8. Desinfeccidn de fragmentos nodales en una probeta de 1000
ml mas alcohol al 70%

Fuente: Yauri, R 2015.
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Figura 9. Enjuague con agua estéril hasta eliminar el cloro

Fuente: Yauri, R 2015.

Una vez desinfectados los fragmentos nodales, se sumergié en una solucién con Benomil
por 10 min. Se filtr6 el Benomil y se procedié a sembrar en el medio (Murashige and skoog,
1962), un fragmento nodal por frasco. Se peso 4,3g/L de medio (Murashige and Skoog,
1962), 7g/L de Plate count Agar, 0,001g/L de 2-4-D Auxina y 0,005¢g/L de Kinetina, todo este
grupo de elementos, fueron disueltos en 1L de agua destilada con la ayuda de un agitador
magnético, ajustando un Ph de 5.8. Finalmente se dispensé el medio dentro de la cabina de
flujo laminar. Finalmente los frascos fueron rotulados y colocados en el cuarto de

crecimiento para esperar una respuesta.

3.4.2. Procedimiento de desinfeccidén en Semillas in vitro para Miconia
zamorensis.
Primero se colocé las semillas en tubo “Falcon” de 50 ml, mas alcohol al 70% y se agité por
2 min (ver Figura 10), luego se enjuagd con agua destilada hasta eliminar el alcohol,
segundo se colocé el 20% de hipoclorito de sodio con unas gotas de jabdn y se agité por 5
min., se enjuag6 con agua estéril hasta eliminar el cloro, tercero se colocé una solucion al
10% de H,0O, (10 vol.) y se agité por 5 min., se enjuagd con agua estéril hasta eliminar el
H,O,, y finalmente se colocé una solucion de 100 ppm al 100% de reguladores de

crecimiento sin enjuagarla (ver Fig.11).
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Figura 10. Desinfeccion de semillas en tubo “Falcon” de 50 ml,
mas alcohol al 70%

Fuente: Yauri, R 2015.

Figura 11.Soluciéon de 100 ppm de concentracion al 100% de
reguladores de crecimiento con semillas Miconia zamorensis

Fuente: Yauri, R 2015.

Una vez desinfectadas las semillas, se las sumergié en una solucién de 100 ppm al 100%
de H,0,, GA;, KNO; y KIN respectivamente y se procedi6 a sembrar en el medio
(Murashige and skoog, 1962) en un promedio de 10 semillas por frasco con la ayuda de una
micropipeta de 500 ul, con puntas estériles (ver Figura 12). Siendo esta de ayuda para
recoger las semillas del fondo del tubo Falcon de 50ml (ver Figura 13). Para finalizar los
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frascos fueron rotulados y colocados en el cuarto de crecimiento para esperar una

respuesta.

Figura 12. Siembra en el medio (MS) mediante el uso de una micro pipeta
de 500 ul con punta estéril

Fuente: Yauri, R 2015.

Figura 13.Extraccion de semillas del fondo del tubo Falcon de 50ml.

Fuente: Yauri, R 2015.
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3.5. Disefio experimental.

3.5.1. Bloques completos al azar, 4 tratamientos con 6 repeticiones y dos
blancos.

3.5.1.1. Desarrollo del disefio experimental.

En esta investigacion se ejecutaron 4 experimentos independientes durante el mismo ciclo

de siembra empleando, Miconia zamorensis en fragmentos nodales y semillas.

3.5.1.1.1. Experimento con Fragmentos nodales in vitro.

El experimento fue llevado a cabo en frascos de cultivo, el tamafio del recipiente 5,5 cm de
base, 10 cm de altura, que contiene un medio (Murashige y Skoog, 1962), al 100% de la
concentracién de sales con reguladores de crecimiento, se realiz6 un procedimiento de
desinfeccion (George et al., 2007). En fragmentos nodales y finalmente se sembré para

evaluar su respuesta.

3.5.1.1.2. Experimento en macetas con fragmentos nodales ex vitro.

El experimento fue llevado a cabo en macetas, de 8 cm de base, 15 cm altura, y 10 cm en la
parte superior, que contiene 176.5 g de sustrato (ver Figura 14), compuesto con turba y
arena, (1:1). Las macetas fueron puestas dentro de fundas “sun bag”. Durante el periodo de
cultivo, se reg6 con una solucion correspondiente a 1,5 mg/L de Nitrofoska foliar, El riego se

hizo con una regadera cada 8 dias (ver Figura 15).

Figura 14.Macetas, de 8 cm de base, 15 cm altura, y 10 cm en la parte
superior.

Fuente: Yauri, R 2015.
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Figura 15.Riego con Nitrofoska foliar.

Fuente: Yauri, R 2015.

3.5.1.1.3. Experimento en maceta con semillas en Invernadero (ex-vitro).

El suelo usado en este experimento fue constituido de una mezcla de turba y arena (1:1)
(ver Figura 16). Que fueron mantenidas en fundas “sun bag”, tomando 4 frutos se
dispersaron sus semillas en cada maceta. El riego fue cada 8 dias con una soluciéon de

Nitrofoska foliar (1,5 mg/L).

Figura 16.Mezcla de turba y arena (1:1)

Fuente: Yauri, R 2015.

3.5.1.1.4. Experimento con semillas in-vitro.

El experimento fue llevado a cabo en frascos de cultivo, el tamafio del recipiente 5,5 cm de
base, 10 cm de altura. Se utiliz6 medio (Murashige y Skoog, 1962) al 100% de la
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concentracion de sales con reguladores de crecimiento en una concentracion 2-4 D, y
kinetina de (0,001g/l; 0,005g/1).

3.5.2. Andlisis de datos.

Fragmento nodales: Tanto in vitro como ex vitro. De los fragmentos nodales no hubo

respuesta y no se hicieron andlisis.

Semillas in vitro: Para el analisis de datos de semillas in vitro se ejecutd el programa
GraphPadPrism, version 5.00 se realiz6 una prueba con ANOVA para la comparacion de
medias con una prueba de TUKEY (P<0,005), se calcularon los valores de media y

desviacion estandar de 6 réplicas.

Las semillas ex vitro se analizan mediante una inferencia partiendo de los resultados:
Sacamos una media e inferimos el % de germinacién. Sabiendo que en cada maceta hay 5
frutos. Estos tienen una media de 40 semillas cada uno lo que resulta en un total de 200
semillas / maceta. Y dividimos este dato para el total de plantulas obtenidas. Tenemos asi el

% de germinacion.
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CAPITULO IV RESULTADOS
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4.1.  Fragmentos nodales in vitro.

No se observaron respuestas de ninguno de los fragmentos nodales, ya que sufrieron un
necrosamiento y oxidacion del medio sin hongos ni bacterias (ver Figura 17).

Figura 17. Necrosis de la estaca causa por el H,O, a 10vol. de
concentracién y oxidacion de medio debido a los exudados desprendidos
por la estaca.

Fuente: Yauri, R 2015.

En las siguientes manipulaciones se observd colonizacion de hongos, necrosamiento de
fragmentos nodales y oxidacion del medio (Ms), se llegé a la conclusibn que en este
diametro bajo estas condiciones no se obtuvo una brotacién de yemas (Ver Figura 18,

Figuras 19).

30



Figura 18.Colonizacion de hongos en fragmento nodal y proliferacion en
medio (Ms).

Fuente: Yauri, R 2015.

Figura 19.Necrosis del fragmento nodal causa por el H,O, y colonizacién de hongo en estaca.

Fuente: Yauri, R 2015.
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4.2, Fragmentos nodales ex vitro (Invernadero).

La brotacién fue menor al 1% debido a las condiciones no controlables, por lo cual no se
obtuvo respuesta (ver Figura 20, Figura 21).

Figura 20. Ausencia de respuesta

Fuente: Yauri, R 2015.

Figura 21. Brote de fragmento nodal

Fuente: Yauri, R 2015.
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4.2.1. Semillas ex vitro (invernadero).

Los resultados obtenidos (2746 plantas) en el invernadero (ver Figura 24) mediante la
siembra de semillas, fue con una minima de O (ver Figura 22) y una maxima de 187 (ver
Figura 23) por maceta; un promedio de 200 semillas por maceta, logramos inferir 6.7% de

germinacion por maceta en el lote total de semillas.

Figura 22.Semillas en proceso de germinacion

Fuente: Yauri, R 2015

Figura 23.Germinacién de semillas en invernadero

Fuente: Yauri, R 2015
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Figura 24.Germinacién de semillas en invernadero

Fuente: Yauri, R 2015
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4.3.

Semillas in vitro.
Miconia zamorensis
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Figura 25.Germinacién con tratamientos de semillas Miconia zamorensis in vitro.

Fuente: Yauri, R 2015

Como se puede observar en la Figura 25. Podemos considerar el comportamiento de los
diferentes tratamientos aplicados para la germinacion, existe diferencia significativa
(P<0.005) entre los tratamientos con KIN con un mayor porcentaje del 38% de germinacion
vs tratamiento 1 (Sin luz) con un menor porcentaje del 10% de germinacion, por cual se
determina que el mejor resultado fue KIN ( ver Figura 26), con respecto a los otros
tratamientos incluidos el  &cido giberélico, que visualmente pareceria tuviera una
importancia significativa, estadisticamente nos dice que no es significativa frente a los

demas tratamientos analizados y sus controles;
Tratamiento 1 Sin luz; Afecto significativamente el porcentaje de germinacion.

Tratamiento 2 Con luz; En este estudio la luz muestra, el importante papel para la

germinacion de semillas Miconia zamorensis.
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Tratamiento 3 NO3K; No tiene importancia significativa en cuantos a los demas

tratamientos.

Tratamiento 4 KIN; Tiene un efecto significativo, la germinacién aumento rapidamente con el

tiempo (ver Figura 26).

Figura 26.Germinacién de semillas de Miconia zamorensis.

Fuente: Yauri, R 2015.

Tratamiento 5 H,0,; Frente a los demas tratamientos no es significativo, en cuanto a

germinacion.

Tratamiento 6 GAj;; A pesar que visualmente pareciera que tuviera una importancia
significativa, estadisticamente nos dice que no es representativa frente a los demas

tratamientos analizados.

A continuacion se presentan en las tablas 3 y 4 la sintesis de resultados obtenidos en los
tratamientos de fragmentos nodales y semillas.

Tabla 3. Sintesis de resultados de tratamientos de fragmentos nodales.

Tratamiento H,O, 10 vol. Manipulaciones
10 vol. 4
110 vol. 4

Fragmentos nodales in vitro | Contaminacion
Necrosis

Tratamiento 2-4D

Fragmentos nodales ex vitro | <1% brotes iniciales

Fuente: Yauri, R 2015.
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Tabla 4. Sintesis de resultados de tratamientos de semillas.

. . dias hasta % de
Semillas Tratamientos . o, . .
germinacion Germinacion
Substancias.
P 60
Quimicas
in vitro
Regulad.or.es. 60 | Kinetina 40%
De crecimiento
ex vitro Nitrofoska foliar 60 | 16,04%

Fuente: Yauri, R 2015.
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CAPITULO V DISCUSION
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5.1. Semillas in vitro.

Los agentes de desinfeccion tales como: etanol al 70%, hipoclorito de sodio al 20%, y el
peroxido de hidrégeno, al 10 vol. (Amaya y Eliecer, 2014) no fueron eficaces para controlar
los contaminantes, haciendo mas dificil las condiciones para introducir in-vitro Miconia
zamorensis. Por ello buscamos cambiar las concentraciones y el tiempo de contacto de los

desinfectantes.

Desde el punto de vista la latencia en la semilla presenta algunos inconvenientes que
impiden que esta germine en presencia de factores que normalmente se consideran
suficientes para la germinacion: temperatura adecuada, humedad y medio ambiente
adecuado. Una semilla viable es la que puede germinar en condiciones favorables, siempre
que en su caso se elimine la latencia que pueda estar presente (Baskin y J.M. Baskin,
2014).

Nosotros definimos que el mejor tratamiento fue con Kinetina comparado con los H,0,,
KNOs, Acido Giberélico. En cuanto a la variacion de los tiempos y concentraciones de los
desinfectantes, el tiempo de aplicacion del tratamiento las semillas se las sometié a un
periodo de 24, 48,72, horas en contacto con KNOs, se concluye que el mejor fue 24 horas
con KNOa.

En lo que respecta a la latencia en semillas es controlada por factores exégenos como (Luz,
temperatura y humedad), y factores endégenos principalmente hormonas, como la Benzil-
Adenina, (BA), pero también incluyen pequefias moléculas como el cianuro de hidrégeno
(CNH), 6xido nitrico (NO) y alcohol (Yang ling, Wang Jian-an y Shen Hai-long 2012). Para

superar esta dormancia se han evaluado los tratamientos propuestos en el experimento.

Como resultado se obtuvo un porcentaje del 38% germinacion en 60 dias, existiendo
diferencias en los porcentajes de germinacion de las semillas entre los tratamientos (ver
Fig.25). El porcentaje mas alto fue 38% en semillas sembradas en medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) con luz (fotoperiodo 12/12) y con tratamiento de 100 ppm de reguladores de
crecimiento. Teniendo en cuenta que la luz es el factor determinante en cuanto a las
diferencias de porcentajes de germinacion, el 2% de diferencia entre los promedio de
germinacion con tratamiento luz y obscuridad no son significativos, ya que tienen dos por
ciento de diferencia, lo cual concuerda que determinadas especies requieren de luz para

germinar, y que implicaria la activacion de genes inducidos por el fitocromo. La luz por otra
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parte, es un estimulador ambiental que puede romper la latencia, pero también puede
inhibir la germinacion. El fitocoromo A; B; y E inducen directamente la germinacion (Schmidt,
2000).

Estudios realizados en Miconia. pepericarpa y Miconia. ligustroides contienen embriones
viabiables que no germinan bajo condiciones favorables, ambas especies a pesar de contar
con las mejores condiciones no germinan por lo que son consideradas latentes (Silveira,
2013). Estas respuestas indican que las semillas de ambas especies son fisiolégicamente
inactivas. Es decir posiblemente poseen “Latencia Fisiolégica”, (Baskin y Baskin, 2005). |La

cual incluye la familia Melastomatéaceae (Silveira, 2013).

En cuanto a la fisiologia de metales pesados, la acumulacion de los mismos en plantas es
selectiva dependiendo de la variedad y especie, siendo de gran importancia conocer el
grado de acumulacion de metales pesados en sus semillas, la clave en la acumulacion de
metales actlia como una trampa natural de barrido para su translocacion hacia las semillas

retrasando la germinacién. (Singh et al. 2004; Betancur, 2005).

Teniendo como referencia este estudio, hipotetizamos que la acumulacion de metales
pesados en la manipulacion con semillas Miconia zamorensis tuvo influencia en cuando al

lapso de tiempo para su germinacion.

5.2. Semillas ex vitro.

La calidad de las semillas (semillas frescas recolectadas); seguimiento con fertirrigacion.
Excediendo las expectativas de “producciéon de plantulas”. Esto constituye una ventaja ya
que estas plantas no necesitan la fase de adaptacion que las vitroplantas exigen
posiblemente, el tiempo de germinacion prolongado se deba a la influencia de los metales

pesados en el medio natural (Singh et al. 2004).

En lo que se concierne al fertilizante agricola “Nitrofoska” se ha concluido que es esencial
para una buena germinacion a partir de los 60 dias, la elongacion representa un vital paso
en la planta, un alto porcentaje de elongacion como resultado de riego cada 8 dias con

Nitrofoska foliar, hubo un crecimiento de 0,5 cm por mes.

El aumento de germinacion se asocid positivamente al estimulo con la luz (Schmidt, 2000).
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5.3. Fragmentos nodales in vitro.

Discusion de los resultados de las manipulaciones; H,O,; tratamientos--> ElI H,O, en

estacas in vitro

Previos estudios han demostrado que el H,O, como tratamiento es efectivo en la
desinfeccion y mejorar los porcentajes de germinacion (Amaya, 2014). Sin embargo el H,0,
es mas efectivo que otros agentes de desinfeccién para tejidos de plantas (Garmendia,
2006 ), Aunque se ha encontrado que el H,O, es el mejor método para la desinfeccion y
tiene un bajo nivel de contaminacién y un alto porcentaje de germinacién en semillas,
debemos inferir que el H,O,, utilizada en este estudio con estacas de Miconia zamorensis a
110 vol. de concentracion obtuvimos una necrotisamiento total en el tejido vegetal , que duré
la observacién 60 dias, sin tener contaminacion, pero no se pudo observar brotes, esto nos
permitid disminuir las concentraciones de H,O, ,sin embargo no se obtuvo una buena

respuestas en estacas Miconia zamorensis

H,O,: las concentraciones comerciales de este producto se encuentran en 10 vol. En
nuestro caso, luego de acabado el stock de este producto en el laboratorio, se recibié una
nueva remesa del Departamento de Quimica. Para nuestras manipulaciones partiamos de la
concentracion inicial anunciada mas arriba. Lastimosamente, la concentracion de la nueva
remesa fue muy superior a la usada de manera tradicional (110 Vol), cuya concentracién es
usada en analisis quimico. Lo que tuvo un efecto necrosante sobre los tejidos de las estacas

del experimento in vitro.
5.4. Fragmentos nodales ex vitro

Las estacas colocadas en las macetas en el invernadero, todas tenian las condiciones
necesarias para iniciar el brote de yemas axilares. Todas entre 2 y 3 yemas por estaca. El
tratamiento recomendado para estos casos es el uso de una auxina. En nuestro caso
usamos una de las auxinas mas fuertes, el 2-4-D. A pesar de ello, la respuesta de las
estacas o fragmentos nodales, fue menor al 1%. (ver Figura 20 y 21) Posiblemente otro
factor que tuvo influencia en esta respuesta fue la edad de las estacas. Al carecer de
muchos individuos donantes de estacas, se tuvo que traer lo que habia a disposicién y todo
ese material fue de la misma edad: individuos jévenes. Posiblemente se debera probar con

individuos mas maduros.
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CONCLUSIONES

La introduccién in vitro de Miconia. zamorensis ha dado resultados interesantes que
abre nuevos temas de investigacion para futuros proyectos con esta especie;
mostrando la factibillidad de siembra de semillas in vitro y al mismo tiempo, la
fragilidad del tejido vegetal al ser sometido a los desinfectantes estandar usados en
el experimento.
Las semillas in vitro tienen un tiempo de germinacién de alrededor de 60 dias y en el
invernadero un tiempo igual. Esto nos indica que posiblemente los argumentos sobre
el efecto del Hg y demas metales pesados influyeron en este proceso, retrasando su
germinacion.
La produccion de plantas, para el 2do afio del proyecto, ha sido cumplida con un
namero alto de plantulas. (2746 individuos).
Este trabajo ha ayudado a conocer un poco mas sobre la biologia reproductiva de
esta especie, tanto in vitro como ex vitro. Lo cual constituye por si en un aporte
importante para el futuro de las intervenciones en fitoremediacion en la zona de
estudio.
La evaluacién general arroja que el método in vitro exige mayor tiempo hasta
producir un numero requerido de individuos;
a. Lacomparacion entre los métodos en in vitro y ex vitro, nos demuestra que es
necesario un mayor cuidado en el manejo de los productos que intervienen
en el proceso: caso del H,0,;
b. Las concentraciones de productos quimicos y reguladores de crecimiento
también es un tema que se debe afinar, en funcién de cada especie en

estudio.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda partir de una concentracion de 100 ppm de Kinetina, luego efectuar un
concentraciéon de 200ppm de concentracion de Kinetin y una disolucion 50 ppm de
concentracion, para ver cual de estas concentraciones nos brinda una germinacion en

menor tiempo.

Igualmete hacer tratamientos con luz para determinar si tiene efecto en la germinacion. Luz

sin reguladores de crecimiento y obscuridad, sin reguladores de crecimiento.

Realizar estudios en cuanto muerte decendiente (ver Figura 27).

Figura 27.Muerte Descendiente

Fuente: Yauri, R 2015.

Investigar otras formas alternativas de trataminetos fisicos, quimicos y biolégicos que nos

permitan la obtencién de un mayor nimero de germinaciéon en Miconia zamorensis.

Habr& que tener en cuenta que a partir de los 30 dias de germinacion, se debe realizar el
cambié de medio alternativo con reguladores de creciemiento, ya que se pudo observar en
este estudio existe una deficiencia de algun oligoelemento bien puede ser el hierro o cobalto
(Albareda et al., 1952).

Que el laboratorio de fisiologia vegetal: debe ser exclusivo para esta actividad, el ingreso de
otros proyectos o actividades tiene un efecto negativo sobre el control de la asepsia que se

intenta mantener.

Mantener un registro gréfico lo mas completo posible de todo el proceso de investigacion.
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CONTROL 1 CL | CONTROL 2 SL NOzK KIN H,0O, GA;
112 17 12 37 1 18
2 110 4 1 14 4 0
3|0 3 9 18 4 1
4 10 4 3 27 14 11
5|1 11 4 33 8 50
6 |10 18 3 3 3 25

Anexo 1: Namero de manipulaciones y nimero de germinaciones por cada tratamiento in
vitro, Miconia zamorensis.

Residual (random) 2368 25 9471
Total 4825 35
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.057 Summary 95% CI of diff
CONTROL1 vs CONTROL2 2833 0.7132 No s -20.16 10 14.49
CONTROL1 vs NO3K -1.500 03776 No ns -188310 1583
CONTROL1 vs KIN -18.17 4573 Yes * -35.49 to -0.8399
CONTROL1 vs H202 1833 0.4615 No ns -19.16 10 15.49
CONTROL1vs GA3 1367 3.440 No s 30,99 10 3.660
CONTROL2 vs NO3K 1333 03336 No ns -18.99 10 18.66
CONTROL2 vs KIN -15.33 3859 No 1s 326610 1993
CONTROLZ vs H202 1.000 02517 No ns -16.33 10 18.33
CONTROL2 vs GA3 1083 2727 No ” 2816 10 6.453
NOSK vs KN 16.67 1195 No " 33,99 10 0.6601
L 2 I\ L 23
ﬁg%é f giosz -03333 0.08390 No ns -17.66 10 16.99
KIN vs H202 -1 !ﬂ]“' 3.062 ?\ED ns -29 4? to 5.‘]160
KIN vs GA3 16.33 4111 No ns -0.9934 to 33.66
H202vs GA3 4,500 1133 No 1s -128310 2183
11.83 2978 No ns 2291610 5.493

Anexo 2: Andlisis estadistico de Germinacion en semillas Miconia zamorensis con
tratamientos, in vitro.

TOTAL DE % MIN DE % MAXDE PROMEDIO | INFERENCIA
SEMILLAS GERMINACION | GERMINACION

GERMINADA

EXVITRO

2746 0 187 30.1758242 | 16.04

Anexo 3. Germinacion de semillas Miconia zamorensis ex vitro.se analizan mediante una
inferencia partiendo de los resultados: Sacamos una media e inferimos el % de germinacion.

Sabiendo que en cada maceta hay 5 frutos. Estos tienen una media de 40 semillas cada uno
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lo que resulta en un total de 200 semillas / maceta. Y dividimos este dato para el total de

plantulas obtenidas. Tenemos asi el % de germinacion.

49



