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RESUMEN 

Caesalpinia spinosa conocida informalmente como tara o guarango es una planta de gran 

interés comercial por las propiedades de sus vainas y semillas utilizadas como materia prima para 

la obtención de subproductos de una considerable demanda internacional, principalmente en los 

mercados europeos dedicados al sector de la curtiembre, farmacéutico, cosmética y alimentaria. 

Esta especie también es demandada en programas de reforestación y regeneración de suelos en 

estado de erosión. En el Ecuador, pese a ser uno de los seis países junto a Perú, Colombia, 

Venezuela, Chile y Bolivia, en donde Caesalpinia spinosa crece de manera a endémica, no se ha 

promovido la producción a gran escala tanto a nivel agrícola como de laboratorio de esta planta 

debido al limitado volumen bibliográfico experimental que proponga técnicas de 

micropropagación in vitro de esta especie arbustiva. En la presente investigación experimental 

como primera etapa se evaluaron cuatro tratamientos, siendo uno de control, para la germinación 

de semillas de Caesalpinia spinosa en estadios maduros e inmaduros. Tras la germinación de las 

semillas se evaluó la influencia de biorreguladores auxinas [ANA, y AIA] y giberelinas [AG3] en 

el desarrollo de las plántulas previamente obtenidas, mediante cinco tratamientos, siendo uno de 

control, con diferentes combinaciones de los biorreguladores con un total de tres repeticiones por 

tratamiento. Los datos, producto de los tratamientos, fueron analizados estadísticamente, arrojando 

resultados con los que se comprobó bajo una perspectiva de diferenciación de medias de las 

características morfológicas de las plántulas que existen tratamientos que, en valores no tan altos, 

producen una mejor respuesta en el desarrollo de órganos específicos. 

Palabras clave: Caesalpinia spinosa, micropropagación in vitro, biorreguladores. 
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ABSTRACT 

Caesalpinia spinosa, informally known as tara or guarango, is a plant of great commercial 

interest due to the properties of its pods and seeds used as raw material to obtain by-products of 

considerable international demand, mainly in European markets dedicated to the tannery, 

pharmaceutical, cosmetic and food sectors. This species is also in demand in reforestation and 

regeneration programs for eroding soils. In Ecuador, despite being one of the six countries along 

with Peru, Colombia, Venezuela, Chile and Bolivia, where Caesalpinia spinosa grows 

endemically, large-scale production of this plant has not been promoted at both the agricultural 

and laboratory levels due to the limited volume of experimental literature proposing in vitro 

micropropagation techniques for this shrub species. In the present experimental investigation, as a 

first stage, four treatments were evaluated, one of them being a control, for the germination of 

Caesalpinia spinosa seeds in mature and immature stages. After seed germination, the influence of 

auxin bioregulators [ANA and AIA] and gibberellins [AG3] on the development of the previously 

obtained seedlings was evaluated in five treatments, one of which was a control treatment, with 

different combinations of bioregulators and a total of three replicates per treatment. The data from 

the treatments were analyzed statistically, yielding results that showed, under the perspective of 

differentiation of means of the morphological characteristics of the seedlings, that there are 

treatments that, at lower values, produce a better response in the development of specific parts of 

the plant. 

 

Key words: Caesalpinia spinosa, in vitro micropropagation, bioregulators. 
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUCCIÓN 

Los procedimientos de reproducción in vitro en cualquier especie vegetal que se elija, sea 

esta de tipo frutal [que es el campo más desarrollado en reproducción in vitro] sea para 

mejoramiento de las características genéticas (Kessel Domini, 2012; Zarantes, 2020) o para una 

mayor diversificación en el campo agrícola (Jiménez-Bonilla et al., 2016), se va a necesitar tener 

la pericia necesaria para obtener productos finales de calidad que satisfagan las necesidades de los 

investigadores o del proyecto per sé. 

Con este sistema de cultivos se puede lograr controlar todos los factores que influyen sobre 

el medio, es decir, se puede simular los factores medioambientales óptimos o que el material 

vegetal necesite para que pueda desarrollarse de la mejor manera. Además, una de las ventajas por 

las cuales se ensaya con cultivos in vitro, es el poco espacio que se requiere para lograr 

producciones en masa y los reducidos tiempos que estos requieren versus los tiempos que 

naturalmente se maneja en un cultivo de tipo tradicional (Las Heras et al., 1995).  

 

1.1. Antecedentes 

Mediante bibliografía consultada, se exponen a continuación los antecedentes 

investigativos relacionados al tema expuesto de experimentación. 

1.1.1. Micropropagación de especies arbustivas 

Diversos estudios experimentales han concluido en protocolos exitosos para la propagación 

a nivel in vitro de una gran variedad de especies arbustivas. En la investigación de los autores 

Angulo et al. (2015), lograron exitosamente la micropropagación de Vaccinium spp., a partir de 

segmentos foliares extraídos de explantes uninodales establecidos in vitro y de secciones de hojas 

directamente del campo, los cuales fueron introducidos en medio WPM enriquecido con TDZ y 

zeatina.  

https://www.zotero.org/google-docs/?TesPWh
https://www.zotero.org/google-docs/?eGJ8In
https://www.zotero.org/google-docs/?Cs6TzD
https://www.zotero.org/google-docs/?qBtV5B
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Fernández (1995), obtuvo resultados positivos en la germinación in vitro de semillas 

maduras e inmaduras de tres especies arbustivas, Cytisus scoparius, Cytisus oromediterraneus y 

Genista florida, las cuales lograron superar las fases de iniciación, multiplicación y enraizamiento, 

así mismo se evidenció el desarrollo de callos con la capacidad de regenerar brotes. 

1.1.2. Cultivo in vitro de especies de la familia Fabaceae 

Los esfuerzos realizados a nivel internacional en el campo de la conservación vegetal, en la 

cual incluyen el monitoreo de diferentes especies, en las cuales se incluyen las consideradas 

“raras”, se concibe como el motivo principal para el desarrollo e implementación de técnicas 

modernas en la reproducción y el cultivo de especies vegetales en condiciones ex situ (Erst & 

Nuzhdina, 2020), por lo que la micropropagación es una alternativa usada en actividades de 

propagación masiva conservando las características únicas de las especies de interés. Dentro del 

campo de la familia de las Fabáceas, es imperante su importancia dentro del desarrollo de técnicas 

de cultivos in vitro, debido tanto a su alto valor ecológico para con los sitios en los cuales han sido 

sembradas, como la versatilidad del material vegetal a obtener para realizar los cultivos 

[segmentos nodales, regeneración de yemas axilares, semillas, entre otros] los mismos que son 

utilizados en proyectos de reforestación (Hernández-García et al., 2021; Stambouli et al., 2012). 

1.1.3. Propagación in vitro de especies del género Caesalpinia 

Dentro del género Caesalpinia varias especies cuentan con estudios científicos en los que 

se ha logrado con éxito su propagación a nivel in vitro, como es el caso de Caesalpinia 

pulcherrima L., Caesalpinia echinata, Caesalpinia bonduc y Caesalpinia pyramidalis. Sin 

embargo, hasta la actualidad no existe bibliografía experimental que exponga un protocolo exitoso 

para la propagación in vitro de Caesalpinia spinosa pese a ser una especie con gran valor 

ecológico e industrial (Núñez et al., 2017). 

https://www.zotero.org/google-docs/?xZQ3VN
https://www.zotero.org/google-docs/?PCWOge
https://www.zotero.org/google-docs/?PCWOge
https://www.zotero.org/google-docs/?RdpnSr
https://www.zotero.org/google-docs/?QO23V4
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1.1.4. Cultivo in vitro de Caesalpinia spinosa. 

La propagación de las especies pertenecientes al género de Caesalpinia, utilizando las 

técnicas in vitro, es viable mediante el uso de semillas o con el uso de explantes. La propagación 

de tipo in vitro, es una técnica biotecnológica utilizada donde se explora la totipotencia natural de 

las células vegetales (Da Silva, Imakawa, et al., 2018), las mismas que proveen una reproducción 

superior relacionada con el mantenimiento genético (Da Silva, Bruno, et al., 2018) mediante el uso 

de pequeños fragmentos de tejido vivo llamados explantes, los cuales son aislados de un 

organismo y cultivados en un medio de cultivo nutritivo (Da Silva, Imakawa, et al., 2018; Gatti 

et al., 2016). 

1.2. Problema de investigación  

En las regiones andinas de Ecuador Caesalpinia spinosa habita de manera endémica debido 

a las condiciones geográficas y atmosféricas adecuadas para esta especie vegetal, la cual se 

desarrolla óptimamente entre los 1600 a 2800 msnm (Melo Ferrari et al., 2013), siendo una especie 

de gran relevancia industrial principalmente por las sustancias orgánicas almacenadas en sus 

vainas y semillas de las que por medio de diversos procesos productivos se obtienen productos de 

gran demanda por la industria del curtido de cuero, alimenticia y farmacéutica, razón por la que la 

producción internacional de esta especie puede alcanzar hasta las 100 mil toneladas según datos 

del Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego de Perú (2011). 

A pesar de la gran demanda internacional de Caesalpinia spinosa, que ha aumentado 

progresivamente desde el año 2003, según explican los autores Sangay & Duponnois (2018), la 

cantidad de literatura científica enfocada a plantear protocolos de germinación y micropropagación 

in vitro utilizando biorreguladores de crecimiento para acelerar el desarrollo de esta especie es 

muy limitada, lo que dificulta programas de investigación experimental dirigida a producir de 

manera masiva esta especie vegetal, lo que a su vez resulta en que Ecuador, pese a ser hábitat 

endémico de Caesalpinia spinosa, su volumen de producción sea extremadamente bajo de apenas 

https://www.zotero.org/google-docs/?BwW8B0
https://www.zotero.org/google-docs/?Q9AeHa
https://www.zotero.org/google-docs/?gTWszG
https://www.zotero.org/google-docs/?gTWszG
https://www.zotero.org/google-docs/?u0MN2Z
https://www.zotero.org/google-docs/?d5pRl6
https://www.zotero.org/google-docs/?tmtziG
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30 toneladas, basándonos en los datos reportados por el Plan Binacional de Desarrollo de la 

Región Fronteriza (2022). 

1.3. Pregunta de investigación 

¿Los biorreguladores de crecimiento de los grupos auxinas y giberelinas intervienen de 

manera positiva en el desarrollo de plántulas de Caesalpinia spinosa con mejores características 

morfológicas a nivel in vitro? 

1.4. Objetivos 

1.4.1. Objetivo general 

Evaluar la relación de los reguladores de crecimiento auxinas-giberelinas en el desarrollo in 

vitro de plántulas de Caesalpinia spinosa obteniendo material vegetal con mejores características 

morfológicas. 

1.4.2. Objetivos específicos 

● Determinar el pretratamiento germinativo en dos estadios [inmaduro y maduro] de las 

semillas de Caesalpinia spinosa conociendo el mayor porcentaje de germinación in vitro 

mediante el registro del porcentaje de germinación de semillas. 

● Evaluar la combinación de diferentes concentraciones de auxinas [ANA, AIA] y 

giberelinas [AG3] en cultivos in vitro de Caesalpinia spinosa para la obtención de plántulas 

con mejores características morfogénicas. 

● Analizar los datos obtenidos referentes a germinación y obtención de plantas mediante el 

uso de técnicas estadísticas para la determinación de las diferencias significativas entre los 

tratamientos. 

https://www.zotero.org/google-docs/?SDZKzp
https://www.zotero.org/google-docs/?SDZKzp
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1.5. Hipótesis 

1.5.1. Hipótesis alternativa 

Los biorreguladores auxinas y giberelinas poseen efecto en el desarrollo de plántulas de 

Caesalpinia spinosa a nivel in vitro 

1.5.2. Hipótesis nula 

Los biorreguladores auxinas y giberelinas no poseen efecto en el desarrollo de plántulas de 

Caesalpinia spinosa a nivel in vitro. 

1.6. Justificación 

En el proceso de propagación in vitro es necesario contar con una cantidad considerable de 

explantes o segmentos nodales en el menor tiempo posible, para el caso de Caesalpinia spinosa la 

germinación y desarrollo de la nueva plántula en condiciones in vitro es un proceso con relativa 

lentitud, para afrontar esta situación se hace necesario la aplicación de reguladores de crecimiento 

que permitan un desarrollo mayor de la nueva plántula y esta, a su vez, sea donadora de material 

para continuar el proceso de micropropagación. 

1.7. Limitaciones 

Disponibilidad de semillas en ambos estadios [maduras e inmaduras] durante la 

recolección. Tiempo de respuesta de las semillas para su germinación.  
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CAPÍTULO 2 

2. FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

2.1. Género Caesalpinia 

Dentro de la familia de las leguminosas se integra el género Caesalpinia, el cual 

comprende alrededor de 70 a 165 especies con una diversidad numerosa de árboles y arbustos 

tropicales dispersados a nivel mundial  (M. García, 2011). 

 

Figura 1. Presencia a nivel mundial del género Caesalpinia.  

Fuente: (García, 2011) 

2.2. Caesalpinia spinosa 

Para tener una visión más generalizada con respecto a la especie vegetal escogida 

para esta investigación se exponen a continuación los criterios que comprenden: 

taxonomía, generalidades, distribución geográfica y botánica. 

  

https://www.zotero.org/google-docs/?kQSNPk
https://www.zotero.org/google-docs/?VCwm49
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2.2.1. Taxonomía 

Reino: Vegetal 

División: Espermatofita 

Clase: Angiosperma 

Orden: Fabales 

Familia: Caesalpinacea 

Género: Caesalpinia 

Especie: Caesalpinia spinosa Kuntze 

2.2.2. Generalidades  

El largo tiempo de vida de Caesalpinia spinosa la caracteriza como una planta longeva y a 

su vez sus requerimientos agrícolas son bajos, por lo que es considerada como una potencial 

especie en programas de reforestación (Villanueva, 2007). 

En Ecuador la especie Caesalpinia spinosa es conocida comúnmente como guarango, tara 

o dividivi.  Su presencia es endémica de las regiones de los Andes de Sudamérica, siendo el centro 

de Perú considerado potencialmente como su lugar de origen (Charco, 2015). 

Perú es el país predominante en realizar masivamente el cultivo de Caesalpinia spinosa 

debido a su beneficio ecológico, de mejorar la disponibilidad del agua en zonas áridas y a su valor 

económico debido a la concentración de taninos presentes en las vainas de este árbol (Cordero 

et al., 2017). La gran presencia de cultivos de Caesalpinia spinosa le otorga a Perú el primer 

puesto como exportador de harina de tara rica en taninos (Núñez et al., 2017). 

https://www.zotero.org/google-docs/?M8JnMh
https://www.zotero.org/google-docs/?lRIcHs
https://www.zotero.org/google-docs/?TGBnRx
https://www.zotero.org/google-docs/?TGBnRx
https://www.zotero.org/google-docs/?fQfAP4


26 

La presencia de la tara en Ecuador es endémica de las regiones andinas y considerada con 

un alto volumen de disposición debido a las diversas zonas geográficas que cuentan con las 

características ambientales necesarias para el desarrollo de este árbol. Se encuentra principalmente 

en Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Cañar, Azuay y Loja, sobre todo en 

altitudes que oscilan entre los 1500 a 3000 msnm (Narvaez-Trujillo, Calvo, y Troya, 2010). 

2.2.3. Distribución geográfica 

Se distribuye principalmente en zonas de elevada altura sobre el nivel del mar, siendo más 

fácil localizarla en las regiones andinas de Ecuador, Perú, Colombia, Bolivia y Venezuela, con 

mayor presencia entre los 4° y 32° S (Lapa, 2004). 

2.2.4. Descripción botánica 

Las generalidades expuestas en líneas posteriores hacen referencia a una breve descripción 

botánica de las diferentes partes de la especie elegida. 

2.2.4.1. Árbol 

En estado adulto el árbol de Caesalpinia spinosa es de tamaño pequeño, oscilando entre los 

dos a tres metros de altura, su tronco presenta una coloración gris opaca caracterizada por espinas 

que pueden alcanzar hasta los 4 milímetros, se cree que debido a estas estructuras le fue dado su 

nombre. Puede alcanzar como máximo 40 centímetros de diámetro. La forma de su copa es 

irregular, conformada por un volumen espeso de hojas compuestas, bipinnada, de coloración 

verduzca. Su fruto característico son vainas oblongas que almacenan entre 5 a 7 semillas (Cabello 

Liu, 2010). 

2.2.4.2. Tronco 

En estado adulto, Caesalpinia spinosa puede alcanzar hasta los 3 metros de altura, por lo 

que es una especie relativamente de longitud baja, por ende, su tronco, con características rugosas, 

tiende a desarrollar un crecimiento corto que generalmente presenta ramificaciones desde su base. 

https://www.zotero.org/google-docs/?0GISKq
https://www.zotero.org/google-docs/?aLwRoG
https://www.zotero.org/google-docs/?uBlBb4
https://www.zotero.org/google-docs/?uBlBb4


27 

La característica que lo diferencia de las otras especies dentro de su género es la presencia de 

espinas o aguijones tanto en su tronco como en las ramas (Dostert et al., 2009). 

2.2.4.3. Hojas 

Las ramas de Caesalpinia spinosa presentan hojas compuestas con una forma ovoide de 

máximo 4 centímetros de longitud. Su coloración es verde, cuya tonalidad varía dependiendo del 

estadio del árbol, siendo un verde brillante y vivo en su etapa joven, mientras que en estado adulto 

su intensidad y brillantez decaen hasta tomar una coloración verde oscura  (Loján, 1992). 

2.2.4.4. Flores 

La forma de las flores es irregulares y de coloración rojiza brillante, con una longitud que 

oscila entre los 8 centímetros, alcanzando como máximo 15 cm, las cuales se encuentran repartidas 

en racimos (Nieto e Hidrobo, 2011). 

2.2.4.5. Frutos 

Los frutos son vainas de forma ligeramente curvada que oscilan entre los 6 a 8 cm de largo 

y entre 1.5 a 2.5 cm de ancho, su coloración puede ser verde claro, verde-amarillento, rojo opaco o 

marrón, dependiendo del estado de madurez (Villanueva, 2007). 

Las vainas presentan una depresión ocasionada por el contenido de las semillas. El color de 

los frutos suele ser de tonalidad verde amarillento o verde claro en estado inmaduro y rojo opaco o 

marrón en estado maduro. Cada vaina puede contener entre cuatro a seis semillas  (Villena, 

Seminario, y Valderrama, 2019). 

2.2.4.6. Semillas 

Presentan una forma ovoide y pueden llegar a ser mínimamente aplanadas, aunque esta 

última no es una característica presente en todas las semillas, incluso puede ser señal de viabilidad 

para la germinación. Su coloración depende de la madurez, siendo que semillas inmaduras son de 

color verde claro, mientras que las maduras son marrones (Nieto e Hidrobo, 2011) 

https://www.zotero.org/google-docs/?gixnwD
https://www.zotero.org/google-docs/?6eStgQ
https://www.zotero.org/google-docs/?Tq73Oy
https://www.zotero.org/google-docs/?iSJTr8
https://www.zotero.org/google-docs/?ETXvQR
https://www.zotero.org/google-docs/?ETXvQR
https://www.zotero.org/google-docs/?9tYIaI
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El ancho de las semillas oscila entre los 6 hasta los 9 mm de diámetro, y su hilo se puede 

encontrar en el centro superior o recorrido mínimamente hacia un lateral de la semilla (Villena 

et al., 2019). 

2.2.5. Usos de Caesalpinia spinosa 

A continuación, se enumeran los usos más representativos que se le dan esta especie, como 

son de tipo económico, ancestral, uso agrícola, así como, sus productos derivados y aplicaciones 

en medicina ancestral e industrial. 

2.2.5.1. Relevancia económica 

Caesalpinia spinosa posee una rica fuente de taninos contenidos en sus vainas, los cuales 

sirven como materia prima para la elaboración de gomas, también es una fuente de galactómanos e 

hidrocoloides muy demandados comercialmente, lo que la convierte en una especie de gran uso y 

valor comercial (Terán-Hilares et al., 2018). 

El uso y la importancia económica de Caesalpinia spinosa es de tal magnitud que Perú, ha 

destinado gran parte del sector agrícola al cultivo masivo de esta especie, lo que la convierte en el 

primer exportador de tara a nivel mundial (Rigano et al., 2019) 

Pese a que Perú es el líder mundial de exportación de Caesalpinia spinosa [tara] 

dominando un 80% del mercado, gracias a la región Cajamarca, que produce un 40% de su 

producción total, no cubre por completo la demanda internacional, la cual es de 100 mil toneladas 

siendo así que apenas exporta 5 mil toneladas, lo que abre las puertas para que países en donde 

esta especie es endémica compita en su exportación. La gran demanda de Caesalpinia spinosa es 

debido a los productos que pueden obtenerse de sus frutos, los cuales son muy demandados por los 

mercados químicos, farmacéuticos, cosméticos y alimenticios (MINAGRI, 2019; Ministerio de 

Desarrollo Agrario y Riego de Perú, 2011). 

https://www.zotero.org/google-docs/?Qyqlah
https://www.zotero.org/google-docs/?Qyqlah
https://www.zotero.org/google-docs/?g6kwBG
https://www.zotero.org/google-docs/?m4FvaY
https://www.zotero.org/google-docs/?Oq9G6B
https://www.zotero.org/google-docs/?Oq9G6B
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2.2.5.2. Uso ancestral 

El uso más antiguo documentado de la tara es para curtir cueros y como tinte para teñir 

lana y algodón (Molina, 1810).  

La aplicación ancestral o tradicional más relevante de la tara es del uso de sus vainas para 

el tratamiento de cuero e incluso para la fabricación de cerámica por medio de moler las semillas 

hasta obtener polvo, por otro lado, también se ha documentado su uso medicinal gracias a sus 

propiedades astringentes (De la Torre, 2018). 

La medicina ancestral emplea la tara para el tratamiento de malestares de garganta y de 

estómago, diarreas, evitar infecciones en heridas crónicas y resfriados (Lapa, 2004). 

El tronco de la tara en estado adulto es utilizado para la obtención de madera destinada para 

servir como vigas para la construcción de viviendas, herramientas, leña y como carbón vegetal 

(Seinfeld et al., 1998). 

2.2.5.3. Protección de suelos 

Es una especie utilizada también para la regeneración y cuidado de suelos que se 

encuentran en estado de erosión debido a la falta de agua, ya que es una planta capaz de soportar 

condiciones adversas (Camp y Daugherty, 1999). 

2.2.5.4. Asociación en cultivos 

Caesalpinia spinosa es una planta con gran captación y fijación de nitrógeno, por lo que es 

cultivada en conjunto con otras especies de interés comercial con la finalidad de obtener mejores 

cultivos, como es el caso del maíz, papa y habas (Lapa, 2004). 

2.2.6. Productos de Caesalpinia spinosa 

A continuación, se expone una breve descripción de los productos que se pueden obtener 

gracias a esta especie vegetal, siendo estos de interés económico reconocido en el territorio 

peruano, despertando el interés por el estudio de las bondades de esta fabácea. 

https://www.zotero.org/google-docs/?nmOGp3
https://www.zotero.org/google-docs/?3gX92y
https://www.zotero.org/google-docs/?36Hd3f
https://www.zotero.org/google-docs/?wgKKZx
https://www.zotero.org/google-docs/?oUmqo7
https://www.zotero.org/google-docs/?CZQmUM
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2.2.6.1. Productos derivados de la vaina 

La vaina de la tara, sin contar las semillas, es una rica fuente de taninos vegetales, siendo 

así que es la parte que almacena la mayor cantidad de dicha sustancia orgánica (Figueroa, Jimenez, 

y Oblitas, 2014).  

Las semillas son retiradas para usar únicamente las vainas, las cuales son sometidas a un 

proceso de molienda para obtener el polvo de tara que consiste en un producto utilizado como 

materia prima para la obtención de ácido tánico (Avilés et al., 2010). 

El ácido tánico es un compuesto muy demandado en la industria del tratamiento de cueros, 

ya que aumenta la calidad del producto mejorando su resistencia, además actúa como bactericida 

(Santaella y Ureña, 2017). 

A partir de las vainas de Caesalpinia spinosa también se puede extraer ácido gálico, un 

producto codiciado dentro de la industria farmacéutica gracias a sus propiedades cicatrizantes y 

como agente para combatir o tratar afecciones estomacales (Melo Ferrari, Glorio Paulet, y 

Tarazona Reyes 2013; Nobre et al., 2019). 

2.2.6.2. Productos derivados de la semilla 

A partir del endosperma de las semillas de Caesalpinia spinosa es posible obtener una 

sustancia gomosa con propiedades gelificantes y espesantes, por lo que es muy demandada en 

varios campos industriales como la cosmética, alimentaria y farmacéutica (Pavón-Vargas y 

Valencia-Chamorro, 2016). 

2.3. Biorreguladores 

Los biorreguladores o también llamados bioestimulantes son sustancias que al ser 

absorbidas por material vegetal como lo pueden ser semillas, explantes o bien la planta completa, 

son capaces de potenciar o inhibir el desarrollo fisiológico (León, 2011). 

Los biorreguladores son capaces de intervenir en el desarrollo de diferentes tejidos 

https://www.zotero.org/google-docs/?EVpf1f
https://www.zotero.org/google-docs/?EVpf1f
https://www.zotero.org/google-docs/?tQngBE
https://www.zotero.org/google-docs/?n30Tbm
https://www.zotero.org/google-docs/?14pNzw
https://www.zotero.org/google-docs/?14pNzw
https://www.zotero.org/google-docs/?NgCybF
https://www.zotero.org/google-docs/?NgCybF
https://www.zotero.org/google-docs/?p2JSAy
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vegetales debido a cuentan en su composición química con fitohormonas, las cuales son moléculas 

producidas por las plantas, por lo que su mecanismo de acción es a nivel celular, regulando las 

etapas de crecimiento de los tejidos (Cortes et al., 2019). Estos compuestos son efectivos a bajas 

concentraciones en procesos de desarrollo de plántulas a nivel in vitro (Hernández y Diosdado, 

2010). 

Las fitohormonas son moléculas reguladoras de funciones celulares que desencadenan en el 

desarrollo correcto de la planta, ya que cuentan con funciones estrictamente establecidas que 

participan en procesos específicos como por ejemplo el proceso de germinación, desarrollo 

radicular, captación de luz, elongación de tallo, formación de hojas, etc. (Checa, 1996). 

La importancia de los biorreguladores de crecimiento recae en que mediante su aplicación 

es posible acelerar procesos de germinación de semillas que de manera natural tardarían largos 

periodos de tiempo en lograrlo, de igual manera es posible el desarrollo de eventos fisiológicos 

como la elongación de raíces o tallos, floración y aparición de hojas verdaderas, lo que supone en 

un mejor aprovechamiento del tiempo, especialmente en investigaciones a nivel in vitro o en el 

sector agrícola para fines comerciales (Diaz, 2017). Así lo comprobó Constantino et al. (2010), en 

su investigación experimental en la que mediante la aplicación de biorreguladores de crecimiento 

logró incrementar el volumen de germinación de semillas de Carica papaya en un lapso menor de 

tiempo en comparación a los de tratamiento de control en el que no se aplicó ningún 

bioestimulante. 

2.3.1. Clasificación de los biorreguladores 

Según el trabajo realizado por Diaz (2017), sostiene que se han establecido cinco grupos en 

los que se clasifican los biorreguladores, dependiendo del efecto que cumplen en las plantas, 

siendo estos: 

● Auxinas 

● Giberelinas 

https://www.zotero.org/google-docs/?IVX3q0
https://www.zotero.org/google-docs/?2f192F
https://www.zotero.org/google-docs/?2f192F
https://www.zotero.org/google-docs/?K991PT
https://www.zotero.org/google-docs/?gayaRk
https://www.zotero.org/google-docs/?3xYsuT
https://www.zotero.org/google-docs/?DgW8P9
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● Citocininas 

● Etileno 

● Ácido abscísico 

Los autores Azcón y Talón, (2013) indican que los cinco grandes grupos de 

biorreguladores se subdividen en dos subgrupos dependiendo de su función promotora o 

inhibidora en el desarrollo de la planta, la cual se detalla en la tabla 1.  

https://www.zotero.org/google-docs/?2bgwOS
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Tabla 1 Clasificación de los biorreguladores dependiendo de su acción promotora e inhibidora. 

Biorreguladores 

Promotores de crecimiento Inhibidores de crecimiento 

Auxinas 

Giberelinas 

Citocininas 

Ácido abscísico 

Etileno 

  

Fuente: Tomada de (Azcón y Talón, 2013). 

2.3.2. Auxinas 

Las auxinas estimulan la aparición y elongación de tallos y la formación de raíces 

adventicias, esto ocurre mediante la estimulación a nivel celular en donde promueven la división, 

diferenciación y elongación de las células, además de aumentar la síntesis proteica. En esta 

clasificación los grupos más relevantes son: Ácido Indol-acético [AIA], Ácido Naftalenacético 

[ANA] y Ácido Indol-butírico [IBA] (Cortés et al., 2019). 

Este biorregulador también es fuertemente relacionado con el fototropismo de la planta, es 

decir, la inclinación en el crecimiento del tallo dependiendo de la dirección de donde provenga la 

luz, ya que las auxinas, por su afinidad a la luz, al distribuirse por los tejidos provoca que las zonas 

expuestas a la luz se elonguen de mayor manera en comparación a las zonas que permanecen en 

oscuridad (Azcón y Talón, 2013) 

2.3.3. Giberelinas 

Las giberelinas son esenciales en el desarrollo de plántulas desde su germinación, ya que 

las semillas cuentan con una reserva de giberelinas de gran importancia para poder llevar a cabo la 

ruptura de la semilla y la formación de la raíz, de igual manera está fuertemente vinculado con el 

alargamiento de la altura del tallo (Jordán, 2006). 

El desarrollo y crecimiento de los tejidos de manera constante está proporcionalmente 

ligado a la reserva de giberelinas que posea la planta o en los medios de cultivo en donde se haya 

cultivado el material vegetal, así mismo el alargamiento de los segmentos nodales se encuentra 

https://www.zotero.org/google-docs/?eZShpK
https://www.zotero.org/google-docs/?v94Zj6
https://www.zotero.org/google-docs/?q1SstD
https://www.zotero.org/google-docs/?gEr9iA
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ligado al proceso de desarrollo y las etapas tempranas de la floración pueden ser potenciadas con 

este biorregulador. Destacan en este grupo: AG3, AG2, AG1 (Cortés et al., 2019).  

https://www.zotero.org/google-docs/?Rkv0ZQ
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CAPÍTULO  3 

MARCO METODOLÓGICO 

3.1 Nivel de investigación 

El planteamiento del nivel de investigación está relacionado directamente basándose en el 

alcance del objetivo general y de los objetivos específicos. El alcance exploratorio se relaciona con 

el objetivo cuya principal finalidad es analizar una problemática con antecedentes experimentales 

limitados. El alcance descriptivo tiene como objetivo especificar características e información 

relevante de personas, grupos, procesos, objetos o cualquier fenómeno que sea posible someter a 

un análisis. El alcance explicativo está centrado en explicar la razón de que ocurra un fenómeno en 

conjunto con las condiciones que se requieren para que suceda el evento, siendo estas variables a 

relacionar (Hernández Sampieri, 2014). 

La presente propuesta de experimentación abarca los tres niveles de alcance de 

investigación previamente explicados, siendo estos de carácter exploratorio, descriptivo y 

explicativo, debido a que es un tema con bajo volumen de antecedentes experimentales 

bibliográficos en cuyos procesos se implementarán variables relevantes para analizar datos 

concluyentes.  

3.2 Diseño de experimentación 

El diseño de investigación de la presente propuesta es de carácter experimental, llevado a 

cabo en condiciones controladas por los investigadores, en el que se considerarán una o más 

variables independientes destinadas a la manipulación intencional para analizar las respuestas 

ocasionadas sobre una o más variables dependientes, basándonos en un diseño experimental de 

bloques completamente al azar.  

Los objetivos específicos cuentan con variables independientes como lo son: tratamientos 

pre germinativos en los que se incluyen tiempo de remojo [H], corte en la cutícula, tiempo en 

https://www.zotero.org/google-docs/?OlboY0
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ebullición [min], así como la concentración de reguladores de crecimiento [ppm] para el desarrollo 

de plántulas con mejores características morfogénicas. Siendo así que las variables dependientes a 

evaluar son: porcentaje de germinación [%], longitud de la raíz [cm], longitud del tallo [cm], 

diámetro de los cotiledones [cm], número de folíolos. 

3.3 Ubicación 

La fase experimental del presente proyecto de investigación se llevará a cabo en los Laboratorios 

de Ciencias de la Vida, pertenecientes a la Universidad Politécnica Salesiana. Las muestras 

botánicas recolectadas [semillas] se lo hizo en la Comunidad Carmen de Zhipta, perteneciente al 

cantón Jima, provincia del Azuay en las coordenadas -3.193029, -78.950226 [ver el Anexo 1]. 

3.4 Población y muestra 

3.4.1 Población 

En cuanto a la población, la zona destinada a la recogida del material botánico será en la 

Comunidad Carmen de Zhipta, perteneciente a la provincia del Azuay, esta zona presenta una 

climatología fría, propicia para el crecimiento y el desarrollo de las especies de Caesalpinia. En 

este espacio se encuentran dos especímenes elegidos para la recolección de las semillas. 

3.4.2 Muestra 

Para la elección de la muestra dentro de la presente investigación, se aplicará un muestreo 

aleatorio simple, y se asignará a cada grupo de semillas una identificación como “maduras” e 

“inmaduras”, según el estadio en el cual se encuentren las muestras obtenidas.  

Se determina que el número de individuos por cada unidad muestral corresponde a un 

número de 10.  

3.5 Variables 

3.5.1 Variables Independientes 

● Tratamiento pre germinativo. 

● Concentración [ppm] de los reguladores de crecimiento. 
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3.5.2 Variables Dependientes 

● Porcentaje de germinación [%] 

● Longitud de la raíz [cm] 

● Longitud del tallo [cm] 

● Diámetro de los cotiledones [cm] 

● Número de folíolos. 

3.5.3 Variables controladas 

Temperatura, pH, concentración de reguladores de crecimiento, periodos de luz [12 horas 

de fotoperíodo]. 

3.6 Técnicas e instrumentos de recolección de datos 

La recolección de muestras vegetales con respecto a campo se realizará mediante técnica 

de observación, mientras que en cuanto al laboratorio se emplearán tanto técnica de 

experimentación como de observación. 

Los datos recolectados se dividirán en dos grupos con base en el lugar de su recolección. 

En campo: número de semillas; en laboratorio: longitud de explantes [cm], tasa de contaminación 

[%], tasa de desarrollo [%], número de brotes por explante, tiempo de respuesta a reguladores de 

crecimiento [días], número de semillas germinadas. Tanto los datos recolectados en campo como 

en laboratorio son cuantitativos y serán registrados en listas de control. 

3.7 Técnicas de procesamiento y análisis de datos 

Todos los datos obtenidos se analizarán con el software estadístico libre R y el software 

Minitab, versión 2018. Los resultados de la variable dependiente se presentarán como medias ± 

desviación estándar. Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas se evaluarán con 

la prueba de Shapiro-Wilk y prueba de Levene, respectivamente. Las diferencias entre los 

tratamientos se evaluarán con el modelo ANOVA de una vía, con un nivel de significancia de 
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0,05. Se realizarán comparaciones múltiples por parejas por la prueba de Diferencia Significativa 

Honesta de Tukey y los resultados se expresarán como intervalos de confianza al 95%. 

3.8 Equipos, reactivos y materiales 

Se muestran a continuación los equipos, materiales y reactivos utilizados en el presente 

trabajo de investigación. 

Tabla 2 Listado de reactivos, materiales y equipos utilizados. 

Reactivos Materiales Equipos 

Ácido Indol Ácetico 

[AIA] 
Frascos 

Medidor de pH 

Mettler Toledo 

Ácido Giberélico 

[AG3] 

Matraz 

Erlenmeyer 
Autoclave Biobase 

Ácido Naftalenacético 

[ANA] 
Espátula 

Balanza analítica 

Mettler Toledo 

Medio de cultivo 

Murashige Skoog 
Parafilm 

Cámara de flujo 

laminar Faithful 

Polivinilpirrolidona 

[PVP] Lobachemie 
Balones de aforo  

Agar Culture Plant SRL Micropipeta  

Agua destilada   

Azúcar   

 Fuente: Elaborada por los autores. 

3.9 Procedimiento 

El procedimiento expuesto a continuación se lo realizó en cuatro fases que se detallan a 

continuación: 

3.9.1 Fase 1: Obtención de las semillas  

Las semillas de Caesalpinia spinosa, fueron obtenidas de los dos ejemplares antes 

mencionados, los mismos que se encuentran ubicados en la Comunidad Carmen de Zhipta, Jima.  
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Figura 2: Selección de las vainas de Caesalpinia spinosa.  

Fuente: Autores. 

Se seleccionan las vainas de Caesalpinia spinosa, con mejores características morfológicas 

[ver Anexo 3], tomando en cuenta que el estado de estas se halle dentro de los parámetros 

requeridos de madurez e inmadurez. Se evita recoger las vainas que estén caídas en el piso.  

Se separan las semillas tanto en maduras como en inmaduras [figura 3 y Anexo 3]. A 

continuación, se procede a delimitar una muestra entre 40 - 60 semillas para cada uno de los tres 

pretratamientos germinativos y el grupo control.  
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Figura 3: Selección de las semillas de Caesalpinia spinosa.  

Fuente: Autores. 

3.9.2 Fase 2: Tratamientos pre germinativos de las semillas de Caesalpinia spinosa 

En esta segunda fase, las semillas se sometieron a cuatro pretratamientos germinativos, 

como se detalla en la tabla 3.   
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Tabla 3 Tratamientos pregerminativos propuestos para las semillas de Caesalpinia spinosa 

Tratamiento Repetición 
Semillas/Re

petición 

Semillas/Trata

miento 
Referencias 

T1: corte en 

polo opuesto al 

embrión 

3 40 120 Autores. 

T2: corte 

transversal de 

la semilla 

3 40 120 Autores. 

T3: remojo en 

agua [48h] + 

retiro de la testa 

3 40 120 

(Scalon et al., 

2012; Viveros-

Viveros et al., 

2018) 

Control 3 40 120  

Total semillas 480  

Fuente: Elaborada por los autores. 

Los pretratamientos germinativos T1 y T2, fueron propuestas de los autores. El tratamiento 

T3, se fue desarrollando siguiendo las indicaciones de Scalon et al. (2012); Viveros-Viveros et al., 

(2018), en el caso del control, fue ensayado con el medio basal MS (Krikorian, 1993). 

3.9.3 Fase 3: Diseño de los medios de cultivo 

La parte experimental se la realizó en el Laboratorio de Biotecnología, perteneciente a los 

Laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana, sede Cuenca. 

El medio basal que se utilizó para el proceso de establecimiento in vitro, fue basado en los 

estudios de Fermino Junior & Scherwinski-Pereira (2012) corresponde a medio de cultivo MS 

(Murashige & Skoog, 1962), suplementado con azúcar de mesa [30 g/L], agar for plant tissue 

culture SRL [8% p/v], antioxidante polivinilpirrolidona [PVP] Lobachemie [500 ppm], el pH fue 

ajustado utilizando KOH 2N y HCl 1N respectivamente. 

La mezcla de los componentes del medio se lo realiza en un matraz Erlenmeyer [de 

capacidad variable, según lo que se requiera], los mismos que serán disueltos en agua destilada o, 

por el contrario, se puede utilizar agua mili-Q. Los componentes: [i] MS, [ii] azúcar, [iii] PVP, son 

https://www.zotero.org/google-docs/?FietWc
https://www.zotero.org/google-docs/?FietWc
https://www.zotero.org/google-docs/?FietWc
https://www.zotero.org/google-docs/?FietWc
https://www.zotero.org/google-docs/?dJEMS8
https://www.zotero.org/google-docs/?dJEMS8
https://www.zotero.org/google-docs/?dJEMS8
https://www.zotero.org/google-docs/?xtsVBQ
https://www.zotero.org/google-docs/?OZOXHf
https://www.zotero.org/google-docs/?vImbbY
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agitados con la ayuda de un magneto que se lo coloca en el interior del matraz, y este sobre una 

placa de agitación, que en este trabajo se usó una placa marca Velp Scientifica, la misma que nos 

servirá para calentarlo en pasos posteriores [figura 5].  

Para la realización de cultivos in vitro, como paso previo es imperioso el comprobar que el 

pH esté en un rango entre 5,8 [sin el uso de hormonas] a 6 [con el uso de hormonas] (Corredor 

Lara et al., 2022). En este trabajo de titulación se utilizó un equipo de medición marca Mettler-

Toledo [figura 4].  

 

Figura 4: Equipo de medición de pH marca Mettler Toledo usado para la medición de la acidez o 

basicidad de los medios de cultivo a realizar. 

Fuente: Autores  

Como siguiente paso se coloca el medio en la placa calefactora con agitación [figura 5] 

hasta alcanzar el punto de ebullición, consiguiendo de esta manera que el agar se integre al medio 

https://www.zotero.org/google-docs/?s1O4HB
https://www.zotero.org/google-docs/?s1O4HB
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antes de ingresar el autoclave [se obtuvo buenos resultados en relación tiempo-homogeneizado, al 

calentar en la placa a 400 °C y 2-4 rpm de velocidad]. 

 

Figura 5: Preparación del medio de cultivo MS. 

Fuente: Autores  

A continuación, se coloca dentro del autoclave [el equipo utilizado es de marca Biobase] el 

medio de cultivo, junto con el material de vidrio [frascos] o botes de plástico autoclavables. El 

ciclo utilizado fue: 121 °C, durante 10 minutos a una atmósfera de presión [1 atm].  

Las hormonas utilizadas para inducir el desarrollo de la radícula, cotiledones, hojas y 

crecimiento del tallo de las plántulas obtenidas después de diez días de germinación fueron: ácido 

indolacético [AIA] [0.02 ppm] (Silveira et al., 2022), ácido naftalenacético [ANA] Lobachemie 

https://www.zotero.org/google-docs/?zF0tuk
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[0.025 ppm] (Cardoso & Teixeira da Silva, 2013; Pramanik & Datta, 1986) y ácido giberélico 

[AG3] [0.025 ppm] (Gupta & Chakrabarty, 2013), los mismos que se colocaron dentro del medio 

de cultivo después del ciclo de autoclavado [figura 6]. 

 

Figura 6: Adición de hormonas vegetales al medio de cultivo.  

Fuente: Autores. 

3.9.4 Fase 4: Protocolo de desinfección de las semillas  

Para la cuarta fase, el protocolo de desinfección se lo realizó al interior de una cámara de 

flujo laminar de marca Faithful siguiendo los lineamientos de literatura consultada (Gammoudi 

et al., 2022; Ishibashi et al., 2017; Silva et al., 2016; Silveira et al., 2022), dichos protocolos han 

sido adaptados para el procedimiento de desinfección de semillas para cultivos in vitro de 

Caesalpinia spinosa. El protocolo de desinfección realizado en el presente trabajo se detalla a 

continuación: Tween 20 [20 μL por 1L], durante 10 minutos; etanol 70%, durante 1 minuto; y por 

último NaOCl 1.5% v/v, durante 10 minutos. Después de cada fase de desinfección, fueron 

https://www.zotero.org/google-docs/?awZtFW
https://www.zotero.org/google-docs/?KZQ1GZ
https://www.zotero.org/google-docs/?Ys4wuf
https://www.zotero.org/google-docs/?Ys4wuf
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enjuagadas las semillas con agua estéril, repitiendo el proceso por tres veces por cada fase durante 

un aproximado de 30 segundos para retirar el exceso de los productos de desinfección utilizados 

[figura 7].  

 

Figura 7: Protocolo de desinfección para las semillas de Caesalpinia spinosa.  

Fuente: Autores. 

El material utilizado para la desinfección consta de: frascos de vidrio [para formulación de 

las soluciones de Tween 20, etanol, NaOCl, lavado de semillas y descarte], pinzas de varios 

tamaños [figura 9], el mismo que fue autoclavado previamente, a una temperatura de 120 °C, 

durante un tiempo de 15 minutos, con una posterior exposición de UV durante 15 minutos dentro 

de la cámara de flujo laminar de marca Faithful para garantizar la esterilidad en el material –ver 

anexo 3–. Así mismo, dentro de la cámara de flujo, antes de cada procedimiento se realiza un 

flameo del material de vidrio destinado para el lavado del material vegetal, y las pinzas fueron 

sumergidas en alcohol al 96%, acto seguido, flamear y asegurar de esta forma la esterilidad del 

material, como se detalla en el diagrama a continuación [figura 8]: 
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Figura 8: Procedimiento de esterilización del material utilizado.  

Fuente: Autores.  
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Figura 9: Materiales utilizados en el protocolo de desinfección de las semillas de Caesalpinia 

spinosa.  

Fuente: Autores. 

3.9.5 Establecimiento in vitro de las semillas de Caesalpinia spinosa 

Una vez que se ha realizado el protocolo de desinfección y los diferentes pretratamientos 

germinativos, se procede a la realización del establecimiento in vitro de las semillas de 

Caesalpinia spinosa. 

Cada uno de los grupos de semillas, siguiendo los pretratamientos planteados 

anteriormente [ver tabla 3], fueron distribuidas en un número de 10 semillas [figura 10], en los 

distintos frascos con el medio basal MS [figura 11].   
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Figura 10: Esquema de la distribución de las semillas de Caesalpinia spinosa, en los diferentes 

frascos contenedores. 

Fuente: Autores 

 

 

Figura 11: Esquema de la distribución de las semillas de Caesalpinia spinosa, dentro del medio 

basal MS. 

Fuente: Autores  
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En fases preliminares, para los cultivos de semillas, se utilizaron frascos de vidrio de 80 

mL con tapa twist-off [figura 12].  

 

Figura 12: Ensayos preliminares en frascos de vidrio de 80 mL con tapa twist-off. 

Fuente: Autores  

Para ensayos posteriores, se utilizaron botes de plástico autoclavables de 200 mL [figura 

13], los mismos que permitieron optimizar el uso de material [frascos] y la disposición de las 

semillas se la realizó de una mejor manera, evitando la superposición de las semillas en el medio y 

posibles contaminaciones entre el material vegetal [consultar el apartado de RESULTADOS y 

ANEXOS].  
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Figura 13: Utilización de botes de plástico autoclavables de 200 mL, consiguiendo una mejor 

distribución de las semillas y optimización de medio basal. 

Fuente: Autores  

3.9.5.1 Desarrollo y germinación de las semillas de Caesalpinia spinosa. 

Una vez que han sido colocadas las semillas dentro del medio basal MS [figura 14], se 

procede a cerrar el frasco o bote contenedor, teniendo en cuenta que se encuentra en un medio 

hermético, se debe controlar que  exista una transferencia de oxígeno óptima en el medio o que el 

micro medioambiente sea el óptimo para el material vegetal en crecimiento (Casierra-Posada, 

2008), puesto que, si ocurre lo contrario provocaría una acumulación de CO₂ en el interior y por 

ende, se produciría estrés a nivel vegetal (Cañal et al., 2001) lo que induciría a un daño en los 

tejidos. 

https://www.zotero.org/google-docs/?frcZlt
https://www.zotero.org/google-docs/?frcZlt
https://www.zotero.org/google-docs/?XlAqxX
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Figura 14: Distribución de las semillas de Caesalpinia spinosa, dentro del medio basal MS.  

Fuente: Autores. 

 Al final, se dispone a llevar los frascos con el material vegetal a la Cámara de crecimiento 

en el Laboratorio de Biotecnología [figura 15], la temperatura y niveles de humedad fueron 

controlados con un higrómetro de marca Boeco Germany [ver Anexo 4].  
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Figura 15: Disposición del material vegetal dentro de la cámara de crecimiento  

Fuente: Autores. 

3.9.5.2 Cambio de medio basal MS a medios con hormonas de crecimiento 

Pasados diez días desde el establecimiento in vitro de las semillas de Caesalpinia spinosa, 

en los medios MS, previa verificación que haya brotado el eje principal de la plántula, se realiza el 

cambio a un nuevo medio de cultivo que contiene las hormonas destinadas como factores que van 

a influir en el desarrollo de las plántulas: ANA, AIA y AG3. 

Dentro de la cámara de flujo laminar, con el uso de pinzas autoclavadas, se toma una a una 

las plántulas germinadas previamente en el medio basal MS [figura 16], las cuales serán 

distribuidas en los diferentes frascos con los tratamientos con hormonas de crecimiento como se 

indica en la tabla 4:  
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Tabla 4.  Combinaciones de hormonas propuestas para las semillas de Caesalpinia spinosa 

Tratamiento Hormonas de crecimiento 

T1 ANA + AIA 

T2 AG3 + ANA 

T3 ANA + AIA + AG3 

T4 AIA + AG3 

 Control 

 

Fuente: Autores 

 

 

Figura 16: Cambio de medio del material vegetal germinado a medios MS con hormonas. 

Fuente: Autores. 

Con el fin de garantizar la esterilidad del medio interno que contiene el medio y el material 

vegetal. Se cubre la boca del frasco con plástico tipo parafilm, procurando templar el plástico para 
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que garantice el hermetismo del medio y evite la formación de superficies irregulares que puedan 

afectar a la entrada de luz. 

Como último paso, las plántulas son llevadas a la cámara de crecimiento [ver anexo 4] por 

un lapso de 15 días, tiempo en el cual se procede a tomar los datos de la longitud de raíz, tamaño 

del tallo, diámetro de los cotiledones y número de hojas, que son reportados en el apartado de 

Resultados.  
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CAPÍTULO  4 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Determinación del pretratamiento germinativo en dos estadios [inmaduro y 

maduro] de las semillas de Caesalpinia spinosa. 

El porcentaje de efectividad de los pretratamientos germinativos aplicados a las semillas de 

Caesalpinia spinosa, fue obtenido aplicando la fórmula [1]: 

𝑃𝐺 =  
𝑁𝑜.𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑚𝑖𝑙𝑙𝑎𝑠 𝑔𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑁𝑜.𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑚𝑖𝑙𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠
 𝑥 100%   [1] 

*PG= porcentaje de germinación  

Los cálculos y las representaciones gráficas para el porcentaje de germinación se realizaron 

utilizando el software Microsoft Excel 365 y Minitab. 

En las tablas y figuras que se visualizan a continuación, se reflejan los datos obtenidos de 

manera porcentual, donde se expresan los resultados referentes a germinación, según los diferentes 

tratamientos.  

Considerando que en cada prueba se utilizaron un n=40 semillas, por cada tratamiento, al 

final contó con un número total de n=480 semillas [tabla 3]. 

Para la repetición 1, cuyos datos se encuentran detallados en la tabla 5 y figura 17, los 

datos recabados arrojaron como resultado una mejor efectividad en el tratamiento T3: remojo en 

agua [48 h] + retiro de la testa, con un 100% en los valores de germinación y para el experimento 

de Control, se observa una efectividad del 90% refiriéndonos exclusivamente al grupo de semillas 

inmaduras.  
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Tabla 5.  Resultados de los pretratamientos germinativos de la repetición 1, propuestos para las 

semillas de Caesalpinia spinosa. 

Repetición 1 

Tratamiento Maduras Inmaduras 

T1 0% 10% 

T2 0% 1.88% 

T3 0% 100% 

Control 5% 90% 

 

Fuente: Autores 

 

 
Figura 17: Comportamiento de los datos obtenidos con base en el porcentaje de germinación de 

las semillas con la aplicación de los diferentes tratamientos en la repetición 1. 

Fuente: Autores. 

Para la repetición 2, como se observa en la tabla 6 y en la figura 18, los tratamientos que 

tuvieron una mejor incidencia al momento de inducir la germinación de las semillas, corresponden 

al tratamiento T3: remojo en agua [48h] + retiro de la testa, con un 100% de efectividad, y el 

Control, con el 82,50% de efectividad.  
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Tabla 6. Resultados de los pretratamientos germinativos de la repetición 2, propuestos para las 

semillas de Caesalpinia spinosa. 

 

Repetición 2 

Tratamiento Maduras Inmaduras 

T1 0 0,5 

T2 0 0 

T3 0 100 

Control 0 80 

 

Fuente: Autores 

 

 

Figura 18: Comportamiento de los datos obtenidos con base en el porcentaje de germinación de 

las semillas con la aplicación de los diferentes tratamientos en la repetición 2. 

Fuente: Autores. 

Por último, los resultados que se detallan en la tabla 7 y figura 19, reflejan los datos de la 

tercera repetición, muestran un comportamiento similar a la repetición 2, cuyos datos reflejan que 

los mejores pretratamientos fueron el tratamiento T3 y el Control. 
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Tabla 7. Resultados de los pretratamientos germinativos de la repetición 2, propuestos para las 

semillas de Caesalpinia spinosa.  

 

Repetición 3 

Tratamiento Maduras Inmaduras 

T1 0 12,5 

T2 0 0 

T3 0 100 

Control 0 82,5 

 

Fuente: Autores 

 

 

Figura 19: Comportamiento de los datos obtenidos con base en el porcentaje de germinación de 

las semillas con la aplicación de los diferentes tratamientos en la repetición 3. 

Fuente: Autores. 

Como se puede observar en los datos anteriores, el tratamiento T3, el mismo que 

corresponde a la inmersión en agua de las semillas de Caesalpinia spinosa durante 48 horas, es el 

que mejor respuesta brindó con respecto al nivel de germinación necesario para continuar con los 

ensayos posteriores requeridos.  

De la misma forma, considerando el estado de madurez de las semillas de Caesalpinia 

spinosa utilizadas, se contrapone los resultados aquí expuestos con los que existe en la literatura 
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consultada, puesto que, Moreno et al. (2018), reporta germinación en semillas tanto maduras como 

inmaduras.  

Se analizó la distribución normal de los datos recolectados de los tratamientos, en la figura 

20 se aprecia que no cumple con el supuesto de normalidad debido a la abrupta diferencia de los 

resultados de germinación entre las semillas maduras e inmaduras. Por ende, se procedió a realizar 

la prueba paramétrica Kruskal-Wallis cuyos resultados se muestran en la tabla 8, en la cual 

podemos observar que el valor p supera el nivel de significancia 0.05 por lo que deducimos que no 

existe diferencia significativa entre los tratamientos realizados.  

 

 

Figura 20: Análisis cuantil-cuantil para la distribución normal de semillas germinadas. Se muestra 

la distribución de los datos recolectados de la germinación, los cuales no expresan una 

tendencia establecida concluyendo que no existe distribución normal.  

https://www.zotero.org/google-docs/?rmKNaT
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Fuente: autores.  

 

 

 

 

Tabla 8. Prueba Kruskal-Wallis de los tratamientos pregerminativos. Se expone el valor p con un 

producto superior al valor de significancia 0.05, lo que supone nula diferencia de varianzas entre 

los tratamientos. 

 
Fuente: autores.  

 

Se procedió a realizar la prueba de comparación múltiple de Tukey cuyos productos se 

exponen en la tabla 9, en donde se pueden apreciar que los tratamientos muestran igualdad de 

medias, por lo que se puede deducir que en cuestión de eficacia son similares. Sin embargo, cabe 

recalcar que estadísticamente pueden considerarse idénticos, ya que se ha considerado como factor 

de bloqueo la madurez de las semillas, por ende, es un parámetro no considerado dentro de la tabla 

expuesta, lo que resulta en que tratamientos que sí mostraron mayor tasa de germinación de 

semillas inmaduras como lo fue expuesto previamente en las tablas 5, 6 y 7 no sean considerados 

significativamente diferentes desde un punto de vista estadístico. Esto es debido a que no remarcar 

la madurez de las semillas como factor determinante evita que el análisis estadístico haga una 

diferenciación entre las simientes inmaduras germinadas y las maduras no germinadas, por lo que 

los datos para germinación nula influyen en los de germinación positiva. 

Tabla 9. Análisis de significancia entre los pretratamientos utilizados para la germinación de 

semillas utilizando la prueba de Tukey. Grupos que comparten letras iguales demuestran que no 

existe diferencia significativa entre sus medias, lo que equivale a un valor p inferior al nivel  de 

significancia 0.05. 
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Fuente: autores. 

 

4.2 Análisis de los resultados obtenidos con respecto a los procedimientos de 

germinación de semillas [maduras e inmaduras] de Caesalpinia spinosa. 

Un punto a considerar son los datos expuestos por Godínez-Álvarez & Flores-Martínez, 

(1999); Moreno et al., (2018); Sánchez-Paz & Ramírez-Villalobos, (2006); Sánchez-Soto et al., 

(2016), donde se demuestra que uno de los métodos más óptimos para lograr una germinación con 

altos porcentajes de efectividad (resultados obtenidos a partir de semillas maduras), es la 

escarificación mecánica [lijado], contraponiéndose a los experimentos realizados en el presente 

trabajo de titulación [tabla 10], por lo que se modificó los pretratamientos hasta llegar al 

tratamiento T1 y tratamiento T2 ensayados. Sin embargo, Caballero-Salas et al. (2021), reporta en 

sus ensayos con semillas de Caesalpinia pulcherrina, una germinación del 67.37% utilizando un 

tratamiento de corte transversal+remojo por 12 horas y 63.42% de eficacia con un tratamiento de 

remojo en agua hervida [100 °C] durante 12 horas [tratamiento realizado en semillas maduras e 

inmaduras].  

Tabla 10. Datos recolectados de la germinación de semillas maduras con respecto a los 

tratamientos T1 y T2. 

 

Germinación semillas maduras 

Tratamiento % Maduras %Total 

T1 0,00 0,00 

T2 0,00 0,00 

Fuente: Autores. 

Por otro lado, el tratamiento T3, cuyo procedimiento fue retirar la testa en su totalidad de 

las semillas inmaduras, para dejar expuesto el embrión por completo al medio de cultivo, y a su 

vez fue eliminada la fuente primaria de contaminación [testa], con lo que se obtuvo un resultado 

satisfactorio del 100% de germinación [tabla 11].  

https://www.zotero.org/google-docs/?gxE9k4
https://www.zotero.org/google-docs/?gxE9k4
https://www.zotero.org/google-docs/?gxE9k4
https://www.zotero.org/google-docs/?A9PMox
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Tabla 11. Ensayo del tratamiento T3, con semillas inmaduras para evaluación de porcentaje de 

germinación y contaminación. 

 

Ensayos T3 - semillas inmaduras 

 MS %Total 

Germinación [No. 

de semillas] 
40 100,0 

Contaminación 

[No. de semillas] 
0 0,0 

Fuente: Autores. 

Por lo que, tomando en consideración la información de Ortega Baes et al. (2001), cuyos 

ensayos se realizaron con semillas de Caesalpinia paraguariensis, y se aplicó un tratamiento de 

destrucción de la testa, demostrando un 44.67% de germinación, reforzando los datos obtenidos 

con respecto al porcentaje de efectividad del tratamiento T3 [retiro de la testa]. 

El control, destinado a control en el caso de las semillas maduras, fue ensayado en dos 

versiones para determinar cuál es el más efectivo, siendo en una primera versión el uso de medio 

MS (Krikorian, 1993), y posteriormente, se utilizó algodón hidratado con agua destilada [tabla 12]. 

Se optó por el cambio de sustrato para la germinación de las semillas debido a que, como lo 

demuestran los datos anteriores, el porcentaje de germinación estaba siendo muy bajo, puesto que, 

al conservar, todavía la testa y al ser colocadas en medio MS estaban induciendo a contaminación 

[ver anexo 5].  

https://www.zotero.org/google-docs/?kYbqNx
https://www.zotero.org/google-docs/?Fa4dI4
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Tabla 12. Ensayo del Control con semillas maduras en MS. 

 

 Ensayos Control semillas 

maduras n=80 

 Sustrato 
%Total  MS 

Germinación [No. de 

semillas] 
40 50,0 

Contaminación (No. de 

semillas) 
80 100 

 

Fuente: Autores. 

Es preciso aclarar que a pesar de que el porcentaje de contaminación en los dos casos es del 

100%, tanto en MS como en algodón, no se considera una desventaja lo obtenido en el segundo 

sustrato, debido a que previo a la realización del cambio de medio, se retiró la testa contaminada, y 

se aplicó un protocolo auxiliar de desinfección [tween 20, 10 min + etanol 70%, 1 min + NaOCl 

1.5%, 30 s], con lo que dio resultados favorables en relación de descontaminación del material 

vegetal. 

El cambio de sustrato antes mencionado en el tratamiento de control, fue realizado en 

función de que no existió una respuesta favorable por parte del material vegetal, y, por otro lado, 

se encontró contaminación de levaduras [ver anexo 5] conocidas como contaminantes 

“vitropatógenos” (Hernández & González, 2010) en los cultivos realizados, lo que llevó a formular 

la hipótesis basada en observaciones in situ [ver anexo 5] una correlación entre la contaminación y 

la falta de germinación de las semillas. Adicional a este factor, se consideró también el tiempo de 

dormancia de las semillas, el cual superaba los 21 días, frente a un tiempo promedio de 4 a 7 días 

(Caballero-Salas et al., 2021), lo que resultó en una germinación tardía y la presencia de semillas 

germinadas, pero en un estado oxidativo avanzado, lo que hizo que no sea viable el uso de este 

material vegetal. 

https://www.zotero.org/google-docs/?7JJBpu
https://www.zotero.org/google-docs/?qa2O0Q
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4.3 Evaluación de la combinación de diferentes concentraciones de auxinas [ANA, 

AIA] y giberelinas [AG3]. 

 Para el procesamiento de datos y análisis estadístico de la influencia de las combinaciones 

de biorreguladores de crecimiento [ANA, AIA y AG3] se utilizó el software libre Rstudio. Para 

garantizar la validez estadística de los resultados obtenidos se realizaron pruebas por triplicado.  

Los biorreguladores y sus combinaciones fueron tomados según la literatura consultada 

(Fermino Junior & Scherwinski-Pereira, 2012; Pereira Almeida, 2018; Stefanel et al., 2021), cuyas 

combinaciones y sus respectivas concentraciones se resumen en la siguiente tabla: 

 

Tabla 13.  Combinaciones y sus concentraciones de biorreguladores utilizados en los ensayos de 

cultivos in vitro de Caesalpinia spinosa 

 Biorreguladores  

Hormonas ANA AIA AG3   

Concentración 
0.025 ppm 0.02 ppm 0.025 ppm   

Combinación 
ANA+AIA AG3 + ANA ANA + AIA + AG3 AIA + AG3 CONTROL 

 

Fuente: autores. 

 

4.3.1 Efectos de las combinaciones de biorreguladores en la raíz 

Las combinaciones de biorreguladores expresadas en la tabla 10, fueron ensayadas en una 

población de 10 muestras por tratamiento.  

Para garantizar la validez de los resultados obtenidos previo a realizar la respectiva prueba 

del Análisis de Varianza [ANOVA], se evaluaron los supuestos de normalidad mediante la prueba 

de Shapiro Wilk [figura 21] y de homogeneidad de varianzas [figura 22] con la prueba de Levene. 

https://www.zotero.org/google-docs/?ckvYKF


65 

En ambos análisis los valores p son superiores al nivel de significancia de 0.05, lo que garantiza 

que se cumplen los supuestos del análisis de varianza. 

 

 

 

Figura 21: Gráfico cuantil-cuantil de normalidad. Se expresa la distribución de los datos 

recolectados de la longitud de las raíces sometidas a tratamientos, se evidencia que los 

valores siguen una tendencia normal. 

 Fuente: Autores. 

 

 

Figura 22: Prueba de Levene para las medias de la longitud de las raíces. El valor p 0.2172 supera 

el valor de significancia 0.05 evidenciando que no existe diferencia significativa entre los 
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tratamientos 

Fuente: Autores. 

En la tabla 14 y figura 23 se muestran respectivamente los resultados obtenidos a partir de 

la prueba de Tukey para comparaciones múltiples y la gráfica de comparación de medias de los 

grupos, reafirmando la conclusión del análisis de varianza realizado que expone que no existe 

diferencia estadística significativa entre la longitud de las raíces producto de los tratamientos.  Sin 

embargo, se realizaron diagramas de cajas [figura 24] y de barras [figura 25] en donde se aprecian 

desemejanzas entre las medias de la longitud de las raíces de las plàntulas por tratamiento, por lo 

que se concluye en que no existe diferencia estadística significativa, pero al centrarnos 

exclusivamente en el análisis de los promedios deducimos que el tratamiento ANA+AIA+AG3 

presenta la mayor media de longitud de raíz, con un producto de 5.85 cm, seguido se posiciona el 

tratamiento AIA+AG3 con promedio de raíces de 5.47 cm. Estos valores nos conducen a deducir 

que dichos tratamientos, presentan resultados con niveles ligeramente más eficientes. 

 

Tabla 14. Prueba de Tukey de comparación múltiple.  

 

Fuente: Autores. 
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Figura 23: Gráfico de comparación de medias de longitud de las raíces de los grupos de 

tratamientos. Valores que contienen 0 son considerados estadísticamente iguales. 

Fuente: Autores. 

Se realizó la prueba ANOVA para determinar si existe diferencia de varianzas entre los 

cinco tratamientos realizados, cuyos resultados se exponen en la tabla 15. El valor p refleja un 

producto de 0.216 el cual supera el valor de significancia planteado (0.05) lo que concluye en que 

no existe diferencia estadística significativa en los métodos efectuados. 

Tabla 15. Resultado del análisis de varianza [ANOVA]. 

 

Fuente: autores 
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Figura 24: Diagrama de cajas para longitud de raíz. Se exponen las medias de los efectos de los 

tratamientos con combinaciones de biorreguladores. 

Fuente: Autores. 
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Figura 25: Diagrama de barras de las medias de los efectos de los tratamientos con combinaciones 

de biorreguladores en la raíz. Se exponen las medias de los resultados ± DS. Grupos con 

letras iguales representan que el valor p supera al valor de significancia 0.05 por lo que no 

existe diferencia estadística significativa. 

Fuente: Autores. 

 

4.3.2 Efectos de las combinaciones de biorreguladores en el tallo 

La tabla 16 refleja los resultados obtenidos de la prueba ANOVA para la comparación de 

las medias de longitud de tallo por cada tratamiento. Al obtener un valor p de 0.685, el cual es 
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superior al nivel de significancia de 0.05, deducimos que no existe diferencia significativa entre la 

eficiencia de los tratamientos. Las figuras 26 y 27 muestran la gráfica y los resultados de la 

normalidad y homogeneidad de varianzas respectivamente, realizados mediante prueba de Shapiro 

Wilk y Levene, cumpliendo correctamente con ambos supuestos. 

 

Tabla 16. Prueba ANOVA de longitud de tallo. Se expone el resultado del valor p 0.685, el cual 

supera al nivel de significancia 0.05, concluyendo en que no existe diferencia estadística 

significativa entre los tratamientos. 

 

Fuente: Autores 

 

 

Figura 26: Gráfico cuantil-cuantil de normalidad para longitud de tallo. Los datos recolectados 

siguen una tendencia normal, cumpliendo con el supuesto de normalidad. 
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Fuente: Autores 

 

Tabla 17: Prueba de Levene para longitud de tallo. El valor p de 0.7508 supera al valor de 

significancia 0.05, por lo que se cumple con el supuesto de homogeneidad. 

 

Fuente: Autores 

Se realizó la prueba de comparación múltiple de Tukey, cuyos resultados se exponen en la 

figura 28, en los que se puede apreciar que no existe diferencia estadística significativa entre los 

productos obtenidos por los tratamientos. Analizando los resultados desde una perspectiva basada 

en los promedios, la diferencia aun así es mínima, ya que comparando el mejor tratamiento AG3 + 

ANA, con una media de 3.55, con el peor el tratamiento siendo el de control, con un promedio de 

2.96, la diferencia es de apenas 0.59 décimas. Esta mínima diferencia entre las medias de cada 

tratamiento se aprecia mejor en las figuras 29, 30 y 31. 

 

Tabla 18. Prueba de Tukey de comparación múltiple para longitud de tallo. Grupos que comparten 

misma letra no muestran un valor p mayor al nivel de significancia 0.05, por lo que no se pueden 

considerar estadísticamente diferentes. 

  

Fuente: Autores 
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Figura 27: Diagrama de cajas de las medias de longitud de tallo. Se expresa la variación de medias 

entre los diferentes tratamientos. 

Fuente: Autores 
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Figura 28: Diagrama de barras de las medias de longitud de tallo. Se expresan las medias de la 

longitud de los tallos ± DS. Grupos con letras iguales representan que el valor p no supera 

el nivel de significancia, por lo que se evidencia la igualdad de medias entre los 

tratamientos. 

Fuente: Autores. 
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Figura 29: Gráfico de comparación de medias por grupos de tratamientos para la longitud de 

tallos. Valores que contienen 0 son considerados con igualdad de medias. 

Fuente: Autores  
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4.3.3 Efectos de las combinaciones de biorreguladores en el número de hojas 

Los resultados de la prueba ANOVA para la comparación de medias del número de hojas 

por tratamiento son expuestos en la figura 31, con la que podemos deducir por medio del valor p 

de 0.057 que por muy poca diferencia no existe variación significativa estadística entre los 

tratamientos. En las figuras 32 y 33 podemos comprobar que se cumplen con los supuestos de 

normalidad y homogeneidad de varianzas por medio de la prueba de Shapiro Wilk y de Levene 

respectivamente. 

Tabla 19: Prueba ANOVA de número de hojas. Se evidencia el valor p ligeramente superior al 

valor de significancia 0.05 evidenciando igualdad de varianzas entre los tratamientos. 

 

Fuente: Autores. 

 

  

Figura 30: Gráfico cuantil-cuantil de normalidad para número de hojas. La tendencia muestra una 

distribución normal de los datos recolectados, por lo que se concluye en que el valor p 

supera el nivel de significancia 0.05. 



76 

Fuente: Autores. 

 

Tabla 20: Prueba de Levene para número de hojas. Se evidencia el valor p superior al nivel de 

significancia 0.4225 lo que evidencia el cumplimiento del supuesto de homogeneidad de 

varianzas. 

 

Fuente: Autores. 

Los resultados obtenidos al analizar la comparación de medias por medio de la prueba de 

Tukey se muestran la tabla 21, en la misma se puede apreciar que de manera estadística por muy 

poca diferencia no se considera una varianza significativa entre los tratamientos tal como los 

resultados de la prueba ANOVA lo expusieron en la tabla 19. Sin embargo, acudiendo a una 

comparación de promedios, notamos que si existe una diferencia notable entre la media de 

cantidad de hojas producidas por cada método. Así confirmamos que los tratamientos AIA+AG3 y 

ANA+AIA, muestran las mejores respuestas con medias de hojas de 6.7 y 6.3 respectivamente. En 

las figuras 31, 32 se puede apreciar gráficamente la diferencia entre los resultados y en la figura 33 

se exponen la comparación de las medias por paridad entre los métodos aplicados. 

 

Tabla 21: Prueba de Tukey de comparación múltiple para número de hojas. Grupos que muestran  

letras iguales significan un valor p mayor al nivel de significancia 0.05 lo que evidencia que no 

existe diferencia significativa entre los tratamientos. 

 

Fuente: Autores 



77 

 

 

 

 

 

Figura 31: Diagrama de cajas de las medias de número de hojas. Se muestran las medias del 

número de hojas por tratamiento. 

Fuente: Autores 
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Figura 32: Diagrama de barras de las medias de número de hojas. Los resultados expresan las 

medias del número de hojas por tratamiento. Grupos con letras iguales evidencian que no 

existe diferencia estadística entre los tratamientos. 

Fuente: Autores 
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Figura 33: Comparación de medias por grupos de tratamientos para el número de hojas. Los 

valores que contienen 0 representan grupos significativamente iguales. 

Fuente: Autores 

 

4.3.4 Efectos de las combinaciones de biorreguladores en los cotiledones 

La prueba ANOVA realizada con base en el diámetro de los cotiledones se expone en la 

tabla 22, en la cual basándonos en el valor p podemos refutar la hipótesis nula correspondiente a 

que al menos un tratamiento aplicado presenta una varianza estadísticamente significativa. Los 

supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas se muestran en la figura 34 y tabla 23. 
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Tabla 22: Prueba ANOVA de diámetro de cotiledones. Se expresa el valor p mayor al nivel de 

significancia 0.05 lo que evidencia que no existe diferencia significativa entre las varianzas de los 

tratamientos. 

 

Fuente: Autores. 

 

 

Figura 34: Gráfico cuantil-cuantil de normalidad para diámetro de cotiledones. Se evidencia que 

los datos recolectados siguen con una tendencia normal cumpliendo el supuesto de 

normalidad. 

Fuente: Autores.  
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Tabla 23: Prueba de Levene para diámetro de cotiledones. Se evidencia el valor p mayor al nivel 

de significancia 0.05, por lo que se cumple el supuesto de homogeneidad de varianzas. 

  

Fuente: Autores. 

Se realizó la comparación de medias mediante el método de Tukey (Tabla 24), en los 

resultados arrojados indican que no existe diferencia estadística significativa, la misma que se 

puede apreciar gráficamente en la figura 35. Al realizar un diagrama de cajas (figura 36) y 

diagrama de barras (figura 37) se puede apreciar desde una perspectiva de promedios que si existe 

diferencia entre los tratamientos, considerando a AG3 + ANA como el método con mejor 

respuesta, puesto que su media de diámetro de cotiledones es de 19.76 cm, y siendo el de peor 

resultado el control con apenas 9.9 cm de superficie.  

Tabla 24: Prueba de Tukey de comparación múltiple para diámetro de cotiledones. Grupos 

con letras iguales evidencian que el valor p no supera el nivel de significancia  0.05 lo que 

concluye en que no existe diferencia estadística significativa entre los tratamientos. 

 

Fuente: Autores 
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Figura 35: Comparación de medias por grupos de tratamientos para el diámetro de cotiledones. 

Valores que contienen 0 son considerados como grupos sin diferencia estadística 

significativa. 

Fuente: Autores 
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Figura 36: Diagrama de cajas de las medias del diámetro de cotiledones. Se muestran la diferencia 

de medias entre los tratamientos. 

Fuente: Autores 
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Figura 37: Comparación de medias por grupos de tratamientos para el diámetro de cotiledones. 

Los resultados representan las medias de diámetros de los cotiledones ± DS. Grupos con 

letras iguales representan que no existe diferencia significativa entre los tratamientos. 

Fuente: Autores 

4.3.5 Análisis de los tratamientos para la determinación de la mejor combinación de 

biorreguladores para cada variable  

Los resultados obtenidos con respecto al efecto de las combinaciones de hormonas en los 

diferentes tratamientos [tabla 4], se pueden observar consolidados en la figura 38, en donde se 

demuestra que la presencia de hormonas auxinas y giberelinas, sí estimulan el desarrollo de las 

estructuras vegetales cultivadas de manera in vitro. Autores como Castrillón et al. (2008); Fermino 

Junior & Scherwinski-Pereira (2012); Stefanel et al. (2021), han obtenido buenos resultados en la 

https://www.zotero.org/google-docs/?cjPgxf
https://www.zotero.org/google-docs/?cjPgxf
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aplicación de biorreguladores [ANA, AIA, AG3] en experimentaciones de cultivos in vitro. Por 

citar el caso de Stefanel et al. (2021), en su estudio denominado “Antioxidante e giberelina no 

cultivo in vitro de Eugenia involucrata DC”, reporta una media general de crecimiento en los 

brotes de un 73% con el uso de ácido giberélico [AG3]. Para el caso de la presente investigación 

se puede determinar que los mejores tratamientos corresponden a las combinaciones de 

ANA+AIA+AG3 para la raíz, con un promedio de 6 cm; AG3+ANA y ANA+AIA+AG3 para el 

tallo, con una longitud promedio de 3.5 cm; con respecto al desarrollo foliar las mejores 

combinaciones son AIA+AG3 y ANA+AIA, promedio de 6 hojas por plántula. Por último, en el 

desarrollo de la superficie de los cotiledones con un promedio de 20 cm², se destacan AG3+ANA, 

ANA+AIA+AG3 y AIA+AG3.  

https://www.zotero.org/google-docs/?YmNrUg
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Figura 38. Efectos de los diferentes tratamientos con biorreguladores en función del desarrollo de 

las plántulas. Se muestran las medias superiores entre los tratamientos realizados para cada 

una de las variables. 

 Fuente: Autores  
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4.5 Discusión científica 

La principal consideración a tomar en cuenta cuando se realizan cultivos in vitro es la 

capacidad de germinación de las semillas, puesto que, algunas especies, al tener una testa muy 

dura o poco permeable, es necesaria la aplicación de tratamientos externos para lograr una 

permeabilidad en la misma y así acceder al embrión (Moreno et al., 2018; Muñoz & Sánchez, 

2004), siendo este el caso de las semillas de Caesalpinia spinosa, las cuales fueron sometidas a 

pretratamientos germinativos T1, T2, T3 y Control], logrando un resultado favorable con el 

tratamiento T3 y el control. Por su parte, el tratamiento T3 demuestra una viabilidad completa de 

germinación debido a que al mantenerse expuesto el embrión y los cotiledones directamente al 

medio, el desarrollo fisiológico aumenta al existir un mayor contacto con el medio y por ende por 

los nutrientes, agua, y gases necesarios que se encuentran disueltos que son aprovechados por la 

semilla para romper la dormancia fisiológica natural de las fabáceas, la misma que se ve afectada 

por su contextura dura y poco permeable de su testa (Moreno et al., 2018; Muñoz & Sánchez, 

2004).  

Al momento de analizar los resultados posteriores al desarrollo de las plántulas de 

Caesalpinia spinosa, debemos hacer énfasis en los datos obtenidos con respecto a los tratamientos 

con biorreguladores [hormonas de crecimiento], puesto que consultando en diferentes fuentes 

bibliográficas se considera un tiempo estimado entre 60 a 90 días observación óptima para obtener 

resultados que sean acordes con las técnicas de cultivos in vitro (Moreno et al., 2018; Poma-

Angamarca et al., 2014), siendo este una variable a considerar, que nos ayuda a refutar los 

resultados de la presente investigación, debido a que la toma de datos fue realizada en un periodo 

promedio de 15 días por cada toma de datos debido al factor tiempo, y con esto se puede 

corroborar la falta de diferencia estadísticamente significativa en nuestros análisis. 

Sin embargo, a nivel fisiológico, las respuestas de las combinaciones de biorreguladores 

caen dentro de lo estipulado en estudios preliminares con el uso de auxinas y giberelinas para 

https://www.zotero.org/google-docs/?ZprUQy
https://www.zotero.org/google-docs/?ZprUQy
https://www.zotero.org/google-docs/?7iA50p
https://www.zotero.org/google-docs/?7iA50p
https://www.zotero.org/google-docs/?IUqkvB
https://www.zotero.org/google-docs/?IUqkvB
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cultivos in vitro de fabáceas, en los cuales se consideró el crecimiento radicular, foliar, y el nivel 

de supervivencia del material vegetal utilizado en anteriores investigaciones (Castrillón et al., 

2008; A. H. García et al., 2007; Gratieri-Sossella et al., 2008). 

  

https://www.zotero.org/google-docs/?Bqc2yh
https://www.zotero.org/google-docs/?Bqc2yh
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CAPÍTULO 5 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1 Conclusiones 

En el presente estudio se evaluó la relación existente entre los biorreguladores auxinas-

giberelinas en la producción de plántulas a nivel in vitro de Caesalpinia spinosa. Las pautas 

seleccionadas para este estudio fueron entre ellas el estado de madurez de las semillas, siendo 

clasificadas en maduras e inmaduras.  

Los resultados obtenidos con respecto a los índices de germinación, se determinó 

porcentualmente que el mejor tratamiento observado en este trabajo de investigación corresponde 

al tratamiento T3, referente al retiro completo de la testa con un 82.5% de efectividad.  

A pesar de haber obtenido los resultados en tiempos muchos más cortos que lo 

recomendado en la literatura, se llegó a determinar que las combinaciones de hormonas 

[ANA+AG3, AIA+AG3 y ANA+AIA+AG3], con sus respectivas concentraciones [0.02 AIA; 

0.025 ANA, 0.025 AG3], sí poseen un efecto en las diferentes estructuras vegetales de las 

plántulas de Caesalpinia spinosa, tanto a nivel radicular se obtuvo un promedio de 6 cm de 

longitud, como en estructuras foliares, con datos promediados de 6 hojas por espécimen y el tallo 

con una longitud promedio de 3.5 cm.   
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5.2 Recomendaciones 

Se recomienda seguir con el estudio de las bondades de esta especie, realizando 

experimentación, que haga énfasis en la multiplicación de brotes con técnicas de escalamiento con 

biorreactores, para optimizar la producción vegetal y no depender únicamente de semillas.  

Se sugiere realizar estudios referentes a los protocolos de desinfección para encontrar una 

vía óptima y evitar una contaminación generalizada, como se reportó en este trabajo. 

Realizar una desinfección generalizada del espacio de trabajo, tanto cámara de flujo 

laminar, como sectores aledaños. Así mismo, se exhorta en el mantenimiento periódico de los 

equipos utilizados para que no existan efectos adversos en los resultados obtenidos por cuestiones 

técnicas.  

Utilizar generadores de ozono cerca del lugar de trabajo, para limitar el efecto de las 

fuentes de contaminación aérea, y al terminar el trabajo, dejar toda la noche el generador 

encendido para garantizar esterilidad en el laboratorio. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Ubicación por Google Maps de la Comunidad Carmen de Zhipta 

 

 
Figura 39: Ubicación del punto de recolección en la Comunidad Carmen de Zhipta. 

Fuente: Google Maps, 2023. 
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Anexo 2. Resultados obtenidos de los datos de germinación y desarrollo de las 

plántulas de Caesalpinia spinoza 

Tabla 25.  Resultados de los pretratamientos germinativos propuestos de la repetición 1, para las 

semillas de Caesalpinia spinosa 

Germinación Semillas Repetición 1 

Estadio Tratamiento % de Germinación 

Maduro 

T1: corte en 

polo opuesto 

al embrión 

0% 

Inmaduro 

T1: corte en 

polo opuesto 

al embrión 

10% 

Maduro 

T2: corte 

transversal de 

la semilla 

0% 

Inmaduro 

T2: corte 

transversal de 

la semilla 

1,88% 

Maduro 

T3: remojo en 

agua (48h) + 

retiro de la 

testa 

0% 

Inmaduro 

T3: remojo en 

agua (48h) + 

retiro de la 

testa 

100% 

Maduro Control 5% 

Inmaduro Control 90% 

Fuente: Autores.  
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Tabla 26.  Resultados de los pretratamientos germinativos propuestos de la repetición 2, para las 

semillas de Caesalpinia spinosa 

 

Germinación Semillas Repetición 2 

Estadio Tratamiento % de Germinación 

Maduro 

T1: corte en 

polo opuesto 

al embrión 

0% 

Inmaduro 

T1: corte en 

polo opuesto 

al embrión 

0% 

Maduro 

T2: corte 

transversal de 

la semilla 

0% 

Inmaduro 

T2: corte 

transversal de 

la semilla 

5% 

Maduro 

T3: remojo en 

agua (48h) + 

retiro de la 

testa 

0% 

Inmaduro 

T3: remojo en 

agua (48h) + 

retiro de la 

testa 

100% 

Maduro Control 0% 

Inmaduro Control 80% 

Fuente: Autores.  
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Tabla 27.  Resultados de los pretratamientos germinativos propuestos de la repetición 3, para las 

semillas de Caesalpinia spinosa 

Germinación Semillas Repetición 3 

Estadio Tratamiento % de Germinación 

Maduro 

T1: corte en 

polo opuesto 

al embrión 

0% 

Inmaduro 

T1: corte en 

polo opuesto 

al embrión 

12,50% 

Maduro 

T2: corte 

transversal de 

la semilla 

0% 

Inmaduro 

T2: corte 

transversal de 

la semilla 

0,00% 

Maduro 

T3: remojo en 

agua (48h) + 

retiro de la 

testa 

0% 

Inmaduro 

T3: remojo en 

agua (48h) + 

retiro de la 

testa 

100% 

Maduro Control 0% 

Inmaduro Control 82,50% 

Fuente: Autores. 
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Anexo 3. Recolección y selección del material vegetal  

 

Figura 40: Recolección de las semillas de Caesalpinia spinosa. 

Fuente: Autores.  
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Figura 41: Selección y separación de las semillas de Caesalpinia spinosa en maduras e 

inmaduras. 

Fuente: Autores.  
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Anexo 4. Trabajo de laboratorio en la Universidad Politécnica Salesiana 

 

 

Figura 42: Ingreso de los medios y material para cultivos in vitro al autoclave. 

Fuente: Autores. 

 

Figura 43: Observación de estructuras de Caesalpinia spinosa con la ayuda del 

estereomicroscopio. 

Fuente: Autores. 
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Figura 44: Ilustración científica de las estructuras de Caesalpinia spinosa. Realizada por 

Juan José Solórzano, tesista. 

Fuente: Autores. 
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Figura 45: Proceso de esterilización en cámara de flujo laminar con la aplicación de UV. 

Fuente: Autores.  
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Figura 46: Plántulas en proceso de desarrollo dentro de la cámara de crecimiento de la 

Universidad Politécnica Salesiana. 

Fuente: Autores. 

 

Figura 47: Plántulas en proceso de desarrollo dentro de la cámara de crecimiento de la 

Universidad Politécnica Salesiana. 

Fuente: Autores.
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Figura 48: Ejemplar desarrollado in vitro de Caesalpinia spinosa. 

Fuente: Autores. 
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Figura 49: Producción de material vegetal realizado por los tesistas de la cátedra de 

Biotecnología Vegetal. 

Fuente: Autores.  
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Anexo 5. Ensayos contaminados  

 
Figuras 50-51: Pruebas de contaminación por agentes fúngicos presentes en los laboratorios de 

Ciencias de la Vida. 

Fuente: Autores. 

 

Figura 52: Plántula contaminada por levadura. 

Fuente: Autores. 
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Figura 53: Plántula contaminada por agentes externos. 

Fuente: Autores. 
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