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RESUMEN

Se determiné el efecto de cuatro medios de cultivo en el proceso de
formacion de protocormos in vitro a partir de las semillas de Phragmipedium
kovachii y Phragmipedium besseae, orquideas endémicas de la Region San
Martin y en peligro extincion, la investigacion se desarrollé en los ambientes del
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales (LCTV) en la Universidad Nacional
de San Martin (UNSM). Mediante un Disefio Completamente al Azar, se
evaluaron las cuatro fases de la germinacion hasta la formacién de
protocormos en las dos especies de orquideas y en los cuatro medios de
cultivo: MS (Murashige y Skoog a media concentracion (MS 1/2)), MS+JP (MS
1/2 mas 20% de jugo de pifia, MS+AC (MS 1/2 mas 20% de agua de coco y K
(Knudson). Los resultados para las fases de la germinacion de semillas de
Phragmipedium kovachii, en interaccion con los cuatro medios de -cultivo,
muestran que el medio MS obtuvo mayor porcentaje de formacion protocormos
(16.09%), lo que indica que el medio MS influy6 en la formacion de
protocormos de Phragmipedium kovachii. En cambio, en Phragmipedium
besseae, no se logro observar la formacion de protocormos en los medios de
cultivo evaluados, solamente se observé la imbibicion de las semillas (fase 1) y
la ruptura de testa (fase 2), esto probablemente se debe a que los medios de
cultivo evaluados no sean suficientes para proveer los componentes necesarios
para la formacion de protocormos en esta especie o también puede deberse a

la madurez fisiolégica de las semillas.



ABSTRACT

The effect of four cultivation methods in the formation process of
protocorms, through in vitro, from the seeds of Phragmipedium kovachii and
Phragmipedium besseae orchids, which are endemic to the San Martin region
of Peru, and in danger of extinction, was determined. The research was carried
out in the Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales (LCTV — acronym in
Spanish) at the Universidad Nacional de San Martin (UNSM — acronym in
Spanish). Through the use of a completely randomized design the four phases
of germination, up until the formation of protocorms, were evaluated for two
species of orchids in four growing media: MS (Murashige and Skoog at half
concentration (MS 1/2)), MS+JP (MS 1/2 plus 20% pineapple juice (JP),
MS+AC (MS 1/2 plus 20% of coconut water (AC)), and K (Knudson). The
results for the germination phases of the Phragmipedium kovachii seeds, as
they interacted with the four growing media, revealed that with the MS medium
the greatest percentage of protocorm formation was obtained (16.09%), which
indicates that the MS medium influenced the formation of the Phragmipedium
kovachii protocorms. On the other hand, for Phragmipedium besseae, in the
growing media that were evaluated, the formation of protocorms was not able to
be observed; the only thing that was observed was the imbibition of the seeds
(phase 1) and the rupturing of the testa (phase 2). This is probably due to the
fact that the growing media that were evaluated were not sufficiently able to
provide the necessary components in order for the formation of protocorms in

this species; or it could also be due to the physiological maturity of the seeds.



l. INTRODUCCION

El Pert cuenta con una gran diversidad de especies de orquideas; tal es
asi que, de las 30 000 especies que existen en el mundo, 3 000
aproximadamente se encuentran en Perd (MINAM, 2017). Las orquideas
poseen flores de distintos colores, formas, tamafios y aromas; ademas sus

habitos de crecimiento son muy variados (CAVERO et al., 1991).

Muchas especies de orquideas se encuentran en peligro de extincion y
otras ya no existen, producto de que muchas personas se han interesado en su
investigacion, cultivo y coleccion indiscriminada de estas especies. Ademas,
son altamente vulnerables a los efectos negativos y perjudiciales de las
actividades humanas en su hébitat natural. Phragmipedium kovachii y
Phragmipedium besseae son dos de las especies en peligro de extincion
registradas en la categoria CITES (MINAM, 2017).

La propagacion de las orquideas a partir de semillas, se ve dificultada
porgue producen semillas muy pequefias, que algunos lo llaman semillas de
polvo, estas no contienen reservas alimenticias por lo que, les es imposible
germinar por si solas, la germinacion sucede gracias a la presencia de hongos
micorricicos, quienes proporcionan los nutrientes necesarios hasta que las
plantulas estén en condiciones de abastecerse solas de sus alimentos
(MCKENDRICK, 2000). Con la técnica de micropropagacion in vitro es posible
la propagacién asimbidtica de orquideas a partir de las semillas, utilizando
medios de cultivo con nutrientes necesarios para la germinacion de semillas y
crecimiento de plantulas (AVILA Y SALGADO, 2006). La propagacion in vitro
de orquideas se realiza desde mucho tiempo atras, existen reportes de que, en

1922, se obtuvo la germinacion de orquideas de forma asimbidtica, es decir sin
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la presencia de hongos micorricicos, solamente utilizando medios de cultivo

enriguecidos con sustancias minerales y otros nutrientes (KNUDSON,1922).

Las semillas de orquideas son uUnicas en sus requisitos para ciertos
factores tanto durante la germinacion y su posterior desarrollo, estos requisitos
son dificiles de evaluar debido al gran nUmero de especies y diversos medios
de cultivo empleados (ARDITTI, 1967), también para la germinacion tiene
mucho que ver la madurez de la semilla, reguladores del crecimiento de las
plantas, carbohidratos y sustancias organicas empleadas en los medios de
cultvo (UTAMI y HARIYANTO, 2019), es importante continuar con las
investigaciones sobre los diferentes factores que influyen en el proceso
germinativo in vitro de las semillas de orquideas (PEREZ-MARTINEZ vy
CASTANEDA-GARZON, 2016).

Muchas instituciones en los Ultimos afios han desarrollado y optimizando
protocolos para la micropropagacion de orquideas, sin embargo, aun falta
investigar mas sobre la micropropagacion de otras especies vegetales, tales
como P. kovachii y P. besseae, que son dos especies endémicas del Peru de
gran importancia comercial, y declaradas en peligro de perderse o extinguirse
(MINAN, 2017). Por estas razones, se realiz6 esta investigacion en la
determinacion del efecto de 4 medios de cultivo en la formacion de
protocormos in vitro de P. kovachii y P. besseae que tuvo como objetivos los

siguientes:

Objetivo general:

Determinar el efecto de cuatro medios de cultivo en la formacion de

protocormos in vitro de Phragmipedium kovachii y Phragmipedium besseae.
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Objetivos especificos:

1.

Identificar el mejor medio de cultivo para la formacion de protocormos in
vitro a partir de semillas de Phragmipedium kovachii y Phragmipedium

besseae.

Evaluar los parametros de la formacion de protocormos en ambas

especies de orquideas.

Comparar el proceso de formacion de protocormos in vitro en las dos

especies de orquideas.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Las orquideas origen y distribucion

Las orquideas pertenecen a la familia Orchidaceae que cuenta con gran
diversidad de caracteristicas genéticas y fenotipicas (DRESSLER, 1982). Se
encuentran en todo el planeta a diferentes altitudes (100 a 4 800 msnm),
crecen en diferentes tipos de sustrato (sobre rocas, en los arboles, de manera
subterranea), presentan flores de tamafios variados (2mm a 70 cm) y todas
presentan la misma estructura floral (SANCHEZ y CALDERON, 2010). Segln
investigaciones se cree que las orquideas existen desde hace 120 millones de
afios atras (SANCHEZ Y CALDERON, 2010).

En el Peru probablemente encontramos la mayor diversidad genética de
orquideas a nivel de todo el mundo (3 000 especies). Se han encontrado
especies que se adaptan a nivel del mar, sin embargo, los lugares donde
existen mayor numero de especies son en las zonas de ceja de selva con
altitudes de 500 a 3 000 msnm (RODRIGUEZ, 1999). Como ya se menciono el
Perd, cuentan con una gran diversidad orquideas (2 206 especies y 212
géneros) (MINAM, 2015), aunque (MINAM, 2017) calcula que la cantidad de
especies realmente en el Perlu podria encontrarse entre unas 2 500 a 3 500.
Esta gran diversidad se debe a que Peru en un pais megadiverso en climas,
microclimas, pisos ecoldgicos, que brinda las condiciones adecuadas para el
crecimiento y desarrollo de estas especies, siendo una de las familias de
plantas mas dificiles de ser estudiadas (SERFOR, 2021). Sin embargo,
lamentablemente también en el Perd las orquideas en peligro de extinguirse
porgue son extraidas de forma indiscriminada de su habitat debido a que son
muy requeridas en el mercado nacional e internacional por sus caracteristicas

peculiares de sus flores. Ademas, debido a que el hombre tala y quema el
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habitat de estas especies (GUERRA Y HUAMANI, 1995 y CAVERO, 1991).
Siendo el género Phragmipedium uno con mas demanda, por ejemplo, en los
tltimos afios antes del 2013 la demanda de parte de Asia y Norte América se
incremento en un 50% (MINAM, 2013).

2.2. Generalidades de las orquideas

Las principales caracteristicas de la familia de las orquideas son: los
estambres estan todos en un lado de la flor, en lugar de estar dispuestos
simétricamente. El estambre y el pistilo estan unidos, formando la columna. Las
semillas son pequefias y numerosas en comparacion con la mayoria de las
otras plantas, la flor generalmente tiene un labio o labelo, esta parte es
realmente el pétalo (0 segmento interno del perianto) que esta opuesto al
estambre fértil, es diferente a los otros dos pétalos. El estigma (rostellum) y el

polen gque esta unido en masas llamadas polinias (DRESSLER, 1982).

MINAM (2017) indica que, las caracteristicas generales de las orquideas
son que presentan flores con 3 sépalos, 3 pétalos uno de estos pétalos es
modificado y es mas llamativo que los demas y es llamado labelo o labio. Los
tallos son pseudobulbos o tallos modificados algunos con entrenudos casi
siempre cubiertos por bracteas u hojas modificadas. En cuanto a las hojas, la
mayoria desarrollan venaciéon paralela y otras reticulada, con bordes enteros,
los tipos de hojas son plegadas, conduplicadas, cilindricas o téretes. Los frutos
son llamados capsulas y contienen desde cientos hasta miles de semillas de
tamafio muy pequefio (menor al tamafio de un grano de arena). Las orquideas
presentan las formas de crecimiento monopodial y simpodial. Presentan tres

formas de habitos de crecimiento (epifitas, terrestres vy litofitas).
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2.3. Semillas de las orquideas y germinacion

Las orquideas producen semillas muy pequefias, que algunos lo llaman
semillas de polvo, estas no contienen reservas alimenticias por lo que, les es
imposible germinar por si solas, la germinacion sucede gracias a la presencia
de hongos micorricicos, quienes proporcionan los nutrientes necesarios hasta
gue las plantulas estén en condiciones de abastecerse solas de sus alimentos.
El proceso de la germinacion se da mediante la formacion de protocormos, los
cuales en algunas especies siguen creciendo por tiempos que pueden variar
desde semanas hasta afios, finalmente ocurre la formacion de la plantula con
raices y hojas. Ademas, falta realizar més investigacion sobre la relacion que
existe entre las orquideas tropicales y los hongos (MCKENDRICK, 2000).

SMITH (1967) indica que se ha demostrado que los protocormos no
fotosintéticos de Dactylorchis purpurella utilizan hidratos de carbono
transferidos a ellos por hongos micorricicos asociados.

ARDITTI (1967) indica que es posible que el principal azicar translocado
sea el diacéarido trehaloso, otros azlcares que se encuentran en los hongos
micorricicos son la glucosa y en algunos casos el manitol. En vista de esto, la
capacidad de las orquideas para absorber y utilizar los hidratos de carbono
fangicos trehalosa y manitol, asi como la glucosa, es de interés ya que muchas
especies de orquideas crecen y se desarrollan bien en medios que contienen

glucosa, pero los informes relativos a los otros dos azlcares son pocos.

SMITH (1972) menciona que se estudio la germinacion asimbidtica de dos
especies de orquideas en azlcares encontrados en hongos micorrizicos de
orquideas. Tanto la trehalosa como la glucosa proporcionaron una fuente de
carbono satisfactoria para el crecimiento de los protocormos de orquideas no

fotosintéticas, mientras que el manitol no lo hizo.
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LO et al. (2004) indican que se ha desarrollado un método eficiente de
propagacion via germinacion asimbidtica de semillas en vitro para la
Dendrobium. tosaense de importancia medicinal, el Shi-hu, una de las
medicinas chinas mas importantes. Las semillas de las capsulas de D.
tosaense recolectadas 8-14 semanas después de la polinizacion artificial
germinaron después de ser cultivadas en medio (MS y MS 1/2). La germinacion

de las semillas varié con el tipo de medio y la madurez de las semillas.

2.4. Clasificacion taxondmica del género Phragmipedium

Segun el CLUB PERUANO DE ORQUIDEAS (2010) la clasificacion

taxonémica del género Phragmipedium es el siguiente:

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Liliopsidae

Orden : Asparagales

Familia : Orchidaceae

Sub familia Cypripedioideae

Tribu : Phragmipedieae

Sub tribu : Phragmipediinae
Seccion ; Schluckebieria Braem
Género ) Phragmipedium, Rolfe

2.5. Especies del género Phragmipedium en Peru

Segun Hatton citado por GALVEZ (2005) indica que en el Per( se han
descubierto varias especies del género Phragmipedium, tales como:
Phragmipedium vitatum, Phragmipedium caudatum, Phragmipedium caricinum,
Phragmipedium  boissierianum, Phragmipedium pearcei, Phragmipedium
wallisii, Phragmipedium besseae, Phragmipedium richteri y Phragmipedium

kovachii.
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2.6. Especies de orquideas en estudio: Phragmipedium kovachii vy

Phragmipedium besseae

2.6.1. Phragmipedium kovachii

MINAM (2017) mencionan que, el nombre cientifico de
Phragmipedium kovachii, el nombre comldn aln no esta registrado, esta
especie estd registrada en la categoria CITES (Apéndice 1) y segun la
categorizacion nacional se encuentra registrada como en peligro critico (CR)
con decreto supremo N° 043-2006-AG. P. kovachii es endémica del Peru y fue
registrada en el bosque de proteccién Alto Mayo en el departamento de San
Martin. Se caracteriza porque presenta de 3 a 6 hojas con mas 0 menos 64 cm
de largo, produce de 1 a 2 flores por planta, son de color fucsia que miden de
23 a 25 cm de largo y 11 a 15 cm de ancho, es la especie de orquidea con las
flores mas grandes. Algo que la diferencia de las demas es que presenta un
labelo de color blanco en el interior. Su forma de crecimiento es Monopoidal es
decir la planta tiene un solo eje de crecimiento, de crecimiento indeterminado,
no tienen rizomas, tienen raices adventicias en los tallos, con inflorescencia

axilares.

CRIBB (2005) menciona que, las capsulas de P. kovachii miden

aproximadamente entre 8 a 10.5 cm de largo y unos 0.8 a 0.9 cm de diametro.

Figural.  Foto de cépsula de P. kovachii. Fuente: Géalvez ,2005.

MILLAN et al. (2007) indican que, el habitat P. kovachii se ubica en la

zona del bosque de proteccion Alto Mayo, departamento de San Martin, es un
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tipo de bosque montano con existencia de neblina a una altitud de 1689 a 1850
msnm, en sus alrededores abundan especies forestales tales como el cedro
(Cedrela odorata), moena (Lauraceae), entre otras especies forestales. Las
plantas de P. kovachii, estan ubicadas en areas sin arboles, solamente existe
algunos arbustos y plantas herbaceas, ellas viven en paredes de rocas con
escasa materia organica, ademas también pueden crecer bajo la sombra de

arboles con poca intensidad de luminosa.

Figura 2. Planta y Flor de Phragmipedium kovachii J.T. Atwood, Dalstrom &
Ric. Fernandez. Fuente: INIBICO, 2009.

2.6.2. Phragmipedium besseae Dodson & J.A.Kuhn.

MINAM (2017) indica que, el nombre cientifico de esta orquidea
es Phragmipedium besseae, su nombre comuln es zapatilla, se encuentra
distribuida en los paises de Ecuador, Colombia y Perd; en el Perl se han
encontrado en Cajamarca y San Martin. Sin embargo; lamentablemente
también se encuentra en la Categoria CITES en el Apéndice | y en peligro
critico de extincion, con decreto supremo numero 043-2006 del MINAG. El
habitat de P. besseae es lit6fito o terrestre. La planta es de hojas coridceas de
color verde oscuro, la inflorescencia es ramificada y erguida, mide mas o
menos 70 cm de altura. El color de las flores es de un rojo brillante y tiene
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marcas de color amarillo en la base de cada pétalo, el labelo tiene forma de

zapatilla.

Figura 3. Flor y planta con cépsula de Phragmipedium besseae Dodson &
J.A.Kuhn.. Fuente: INIBICO, 20009.

2.7. El cultivo in vitro de orquideas

Krikorian, citado por VARGAS (2012) menciona que, la propagacion in
vitro consiste en la obtencion de plantulas a partir de diferentes partes de la
planta (desde células hasta plantas completas) libres de contaminacion, la
micropropagacion clonal, consiste en la obtencion de plantas hijas idénticas

genética y fenotipicamente a la planta madre.

Villalobos y Thorpe, citados por VARGAS (2012) indican que, gracias al
cultivo in vitro se puede obtener plantas en forma masiva, libres de
enfermedades, del mismo genotipo, en menos tiempo, en una menor area de
cultivo, invirtiendo menos y estas plantulas propagadas invito pueden ser
transportadas a otros paises sin inconvenientes. Sin embargo, el cultivo in vitro
también cuenta con la desventaja de que se necesita contar con infraestructura

y equipamiento adecuados y caros, los reactivos e insumos para preparar los
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medios de cultivo presentan precios elevados y son dificiles de obtener.
Ademaés, necesariamente se debe contar con servicio eléctrico permanente sin
cortes y con personal especializado para el desarrollo de las actividades in vitro

dentro de un laboratorio.

Abdelnour y Vincent, citados por VARGAS (2012) indican que, puede
obtener una planta completa in vitro mediante los brotes, primordios,
meristemos embriones, que se encuentran en el explante. Otra forma es
mediante los embriones soméaticos que se forman en las especies que
presentan apomixis, utilizando el tejido somatico mediante el proceso de
embriogénesis soméatica y también se obtiene plantas completas a través los
explantes iniciales o puede ser a partir de meristemos que se encuentran en los

callos.

Murashige, citado por VARGAS (2012) reporta que, la propagacion in vitro
de plantas consta de cuatro etapas y son la Etapa I, llamada también etapa de
Iniciacion y establecimiento, en esta etapa se realiza la siembra o introduccién
del cultivo inicial, luego sigue la Etapa Il, conocida también como etapa de
Multiplicacion de brotes o multiplicacion de plantas; en la Etapa Il o etapa de
Enraizamiento, se busca obtener plantas autotréficas capaces de continuar
viviendo después de ser trasplantadas. Existen también dos etapas mas, la
Etapa IV o etapa en donde se transfiere a campo definitivo y la Etapa O o etapa
inicial, en la cual se selecciona la planta progenitora y se tomar las previsiones
necesarias para el buen desarrollo del procedimiento para la propagacion in
vitro (Villalobos y Thorpe, citado por VARGAS, 2012).

MINAM (2013), menciona que, una manera de propagar orquideas es
mediante la reproduccion asexual subdividiendo las plantas. En cambio, Arditti
citado por MINAM (2013) dice que, se puede obtener plantas de orquideas
mediante la propagacioén in vitro a partir de semillas utilizando medios de cultivo
gue brinden a las semillas los nutrientes que en estado natural les brindan los

hongos para su germinacion y formacion de plantas completas.
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Flores-Escobar et al. citados por AGUILAR y LOPEZ (2013) mencionan
que, para la conservacion de las especies es muy Uutil la técnica del cultivo de
tejidos vegetales, mediante las semillas, ya que estas permitiran la
conservacion de los diferentes tipos de genes existentes en una determinada
poblacién. Barrera et al. Avila-Diaz et al. citados por AGUILAR Y LOPEZ (2013)
afirman que, las orquideas producen semillas demasiado pequefias y ho

presentan endospermo.

2.8. Fundamentos de la germinacion in vitro de orquideas.

Arditti, citado por VARGAS (2012) indica que, es posible propagar
orquideas en forma masiva a través de la germinacion in vitro de las semillas
provenientes de frutos o capsulas obtenidas mediante la reproduccion sexual,
las plantulas seran genéticamente diferentes. Este procedimiento consiste en
sembrar las semillas dentro de un frasco que contiene medio de cultivo, con los
nutrientes ideales para que las semillas germinen y se desarrollen. La
germinacion de semillas in vitro se puede desarrollar de manera simbidtica
(sembrando la semilla junto con el hongo del género micorriza, esperando que
se establezca la relacion hongo-orquidea y que el hongo le proporcione
alimento a los protocormos hasta que se conviertan en plantulas y puedan
alimentarse por si solas) y la germinacion de manera asimbittica (sembrando
las semillas sin la adicion de hongo micorricico), es mas compleja y se usan
medios de cultivo con nutrientes ideales y adecuados para la germinacion ya
gue no estara el hongo para alimentar al protocormo.

LALLANA et al. (2016) indican que, la propagacion de orquideas mediante
la germinacion de semillas in vitro, se lleva a cabo en el medio de cultivo MS a
media concentracion, en placas petri de 5 cm de didmetro. Antes de la siembra,
se debe desinfectar las semillas segun los protocolos establecidos,
generalmente se introducen las semillas en una solucién de hipoclorito de sodio
o calcio y luego se lava tres veces con agua. Las placas Petri son rotuladas y

selladas alrededor de la tapa con una cinta adhesiva y en la parte de la base se
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coloca una cuadricula de (1 cm x 1 cm) de acetato para llevar a cabo el
recuento de las semillas que van germinando y se coloca 3 cuadros por placa.
La germinacién se evaluard después de 10 dias de la siembra y por mas o
menos un mes, 2 o 3 veces dependiendo de las especies, las observaciones
de cada placa petri se realiza con una lupa binocular y se debe contar los
diferentes estados de desarrollo, que son los siguientes: En la etapa uno,
ocurre el aumento de tamafo del embrion y la testa de la semilla se rompe, en
la etapa dos se observa la formacién de los protocormos y aparecen los
rizoides, en la etapa tres, el protocormo crece rapidamente y se desarrolla una

yema apical y en la etapa cuatro aparecen las hojas vy las raices.

Arditti et al. citados por MOLINA (2012) mencionan que cuando germinan
las semillas de las orquideas pasan por varios procesos (Figura 4),
primeramente, el embribn aumenta de volumen por la absorcion de agua
mediante la testa, luego ocurre la division de las células y el embrion rompe la
cubierta seminal, en seguida sucede la formacion de una estructura de tipo
protocormo, proveniente del agregado de células y se observa la formacion del
meristemo del vastago y finalmente se empieza observar que los oOrganos
empiezan a diferenciarse, por un lado esta el meristemo del vastago y al lado

contrario esta el rizoide, se da inicio a una etapa de crecimiento rapido.
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Figura 4. Sucesos en la germinacion asimbidtica in vitro de las semillas de
orquideas. Fuente: Seaton y Ramsay citados por MOLINA, 2012,
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Pierik citado por MOLINA (2012) menciona que, cuando los protocormos
son expuestos a la luz, se tornan a una colacion verde y las hojas empiezan a
desarrollar, esto se debe a la presencia de clorofila, la planta ya se convirtié en
autétrofa, llega el momento en que se forman las raices verdaderas, los
protocormos Yy rizoides ya cumplieron con su funcion y dejan de existir.

HERNANDEZ-MUNOZ et al. (2017) indican que, en el proceso
germinativo in vitro de semillas de Laelia autumnalis con rayos gamma, en el
medio MS, evaluaron a los cinco dias y a los 10 dias después que sembraron,
ubicaron tres areas de mas o menos un centimetro cuadrado en cada frasco de
cultivo, con la ayuda de un microscopio estereoscépico se contaron el nUmero
de semillas por etapa de germinacion, la etapa de imbibicion, la etapa de
formacion de protocormos fotosintéticos, la etapa de la diferenciacion de los
protocormos, la etapa del desarrollo de los promeristemos y finalmente se
observa que las hojas y las plantulas se forman. En sus resultados mencionan
que la etapa de imbibicién se observé entre los 5 y 40 dias después de la
siembra, en donde las semillas incrementaron en tamafio mas o menos en un
50%, el embriébn tomo un color amarillo claro, obtuvo una forma globosa,
separandose de la testa para transformarse en una estructura translicida
globular y compacta, la formacion de los promeristemos tuvo lugar entre los 30

a 90 dias después de la siembra (Figura 5).
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Figura 5. Diferentes cambios observados en la germinacion de semillas de la
orquidea Laelia autumnalis. Fuente: HERNANDEZ-MUNOZ et al.,
2017.

2.9. Medios de cultivo para la germinacién de orquideas.

GALVEZ (2005), se evaluaron tres medios en la germinacion,
multiplicacion y enraizamiento de la orquidea P.kovachii. En donde observé
gue las semillas de orquideas en el MS (1/2) ajustado a un pH entre 5.1y 5.4, a
los 30 dias después de la siembra comenzaron a germinar y a los 60 dias
comenzo6 el proceso de rompimiento de testa que cubre el embridon para su

desarrollo y formacion de protocormos, y obtuvo un 25.4% de germinacion.

RUiZ (2021), estableci6 un protocolo de micropropagacion de
Phragmipedium kovachii, con fines de conservacion, evalué la germinacion y el
efecto de auxinas y citoquininas durante las fases de multiplicacion de
protocormos y enraizamiento de plantulas de Phragmipedium kovachii.
Observo que la semilla en el MS (1/2) ajustado a un pH mas o menos 7

presentd un porcentaje de germinacion de 60,48%.

MUNOZ Y JIMENEZ (2007) realizaron investigacion en la formacién de
frutos o capsulas y en la germinacion de semilla in vitro de tres especies del
género Phragmipedium (P. humboldtii, P. longifolium y P. pearcei), indican que
sembraron las semillas en unas placas Petri (90 mm de diametro) utilizando 20
mililitros de medio (Knudson y MS 1/2) con un pH de 5.7. Para evaluar la
germinacion se realiz6 mediante areas de mas o0 menos un centimetro
cuadrado, donde se contaron la cantidad de semillas el dia en que se
sembraron y en cada evaluacién el nimero de semillas que iban germinando,
se utilizaron 3 placas petri por tratamiento. Ellos observaron que en P. pearcei
y P. longifolium y con el medio Knudson se obtuvo mejores resultados en el
desarrollo de los protocormos. Ademas, describieron el crecimiento y estimaron

el tiempo en que maduraron y se abrieron las capsulas de las tres especies en
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estudio, lo cual es importante para saber cual es momento de recolectar
capsulas que todavia no completan su madurez, ya que se pueden desinfectar
mas facilmente. Mediante esta investigacion establecieron un protocolo que
permite que las semillas germinen y también que crezcan las plantas,
conservando una mayor diversidad de genes, que favorece para la
conservacion de especies en comparacion con la variabilidad de genes

existente en la reproduccion asexual.

PEREZ-MARTINEZ y CASTANEDA-GARZON (2016) indica que, en su
investigacion no determinaron si la semilla es viable, pero si confirmaron si la
semilla presentaba buena calidad y si estaba madura, es decir si tenia el
embrion bien formado y que no presentaran agrupamientos, también que se
desprendan facilmente del fruto, esto se hizo mediante observaciones con el
estereomicroscopio. Asimismo, afirman que aparte del medio de cultivo y de la
madurez de la semilla, hay mas factores que influyen en el proceso germinativo
de las orquideas, cuyos factores pueden influir de diferente manera

dependiendo de la especie en el proceso germinativo de la especie.

DALZOTTO et al. (2013) después de haber evaluado el vigor, si la semilla
es viable y si germina en tres especies de orquideas, utilizando capsulas que
se fecundaron en forma natural, para ver si la semilla es viable utilizaron la
prueba de tetrazolio, la desinfeccion de la semilla se realiz6 con hipoclorito de
sodio a una concentracion de 0.5% y con tween 20 al 0.1%, luego se enjuago
por tres veces con agua destilada estéril. Ellos mencionan que existen
investigaciones en las que se reporta que no siempre hay relacion entre el
porcentaje de la viabilidad y el porcentaje de germinacién in vitro de la semilla
debido entre otros factores al procedimiento para desinfectar las semillas, que
puede reducir el numero de semillas que presentan viabilidad. Concluyen
afirmando que los productos utilizados en la desinfeccién disminuyeron en
forma significativa la germinacion de la semilla de las tres orquideas
estudiadas.
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PARDO (2008), con la finalidad de sustituir las sustancias quimicas que
son muy costosas Yy dificiles de adquirirlas, se desarroll6 un procedimiento para
elaborar un tipo de medio de cultivo in vitro con el uso de sustancias naturales
provenientes de algunas frutas y de algunas verduras para micropropagar
orquideas, y se logro propagar tres especies con este medio de cultivo
resultando mas rentable ya que son medios menos complejos preparados a
base de sustancias naturales que sustituyen a los medios con insumos

quimicos.

AGUILAR Y LOPEZ (2013) indican que, en investigaciones en
germinacion de Laelia speciosa, se utilizd semillas provenientes de frutos
maduros e inmaduros, se sembrd la semilla in vitro en los medios MS a
concentracion completa, en MS a media concentracion, Knudson a media
concentracion y Knudson a concentracion completa, adicionando a cada medio
carbdn activado. Los resultados mostraron que las semillas del fruto maduro no
germinaron, mientras que las provenientes del fruto inmaduro si germinaron en

el medio MS a concentracion completa y con el MS a media concentracion.

DAMON et al. (2004) reportd la germinacion in vitro de semillas inmaduras
provenientes de capsulas inmaduras de las orquideas Catleya aurantiaca,
Encyclia chacaoensis y Brassavola nodosa, en donde la orquidea E.

chacaoensis germiné mejor en los medios de cultivo Hunter y Knudson.

CHAVEZ et al. (2014) observaron que, al comparar la germinacion
simbidtica y la germinacion asimbidtica in vitro en la especie Comparettia
falcata. Obtuvieron mejores resultados en la propagacion de manera
asimbidtica en el medio de cultivo Knudson C y en la propagacion simbidtica se
obtuvo mejores resultados con Rhizoctonia solani.

BAKAR et al. (2014) determinaron que, las semillas de la orquidea
Dimoérficos lowii germinaron en los medios de cultivo invitro MS, Knudson C y

Vacin y Went (VW) a los cuales se les afiadio un 10% de agua de coco,
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también homogenizado de papa y el jugo de tomate, bajo condiciones in vitro,
observandose que las semillas provenientes de capsulas cosechadas a 150
dias después de Ila polinizacién, colocadas en el medio VW mas
homogeneizado de papa obtuvieron mayores porcentajes de germinacion.
Observaron la germinacion de las semillas después de los 8 de la siembra,
luego la ruptura de la testa sucediod antes del dia 23 después de la siembray a

los 33 se formaron los protocormos.

AGUILAR-MORALES et al. (2016) observaron en Encyclia adenocaula
gue, al ser sembradas las semillas en el medio de cultivo MS complementado
con carbon vegetal, MS mas 10 % del extracto de platano, MS con el 10% de
agua de coco y ajustado a un pH de mas o menos 5.7, se determind que el
medio MS con carbdon obtuvo mejores resultados (56.9% de semillas
germinadas a los 30 dias después de la siembra), mientras que en el MS mas
agua de coco los resultados fueron menores (31.4% de semillas germinadas a
55.7 dias después de haber realizado la siembra) y en el medio MS con platano
se observé que la germinacion fue mucho mas baja (23% de semillas
germinadas a 55.7 dias después de la siembra de las semillas). Ellos afirman
gue el proceso de la germinacion de semillas empieza con la imbibicion y
termina con la formacion de las hojas primeras. También observaron que la
germinacion de semillas ocurrid asincronicamente, es decir en el mismo
tratamiento bajo las mismas condiciones, a 60 dias después de la siembra se
observé que estaban presentes las distintas fases de la germinacion tales
como la etapa de la imbibicion (embrion aumenta de tamafio y se torna de un
color verde pélido debido al agua absorbida), las semillas se ponen de un color
verde y ocurre el incremento de tamafio del embrion méas o menos a los 15 dias

y finalmente a los 30 dias se observa la ruptura de la testa.

HUH et al. (2016) observaron que al afiadir 100 ml de agua de coco al
medio cultivo para la germinacion de semillas de orquideas de manera
asimbiotica, obtuvieron buenos resultados (70.8 % de semillas germinadas y

74.2% de protocormos formados).
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UTAMI y HARIYANTO (2019) determinaron que, al sembrar in vitro
semilla de Phalaenopsis ambionensis en los medios de cultivo (MS, MS %,
Vacin y Went y VW %), el medio de cultivo VW % obtuvo el mayor porcentaje
de germinacion que fue de 90.7%. El proceso de germinacién empezé con el
incremento de tamafo del embrion, mas o menos a los 21 dias tomaron una
forma redonda, a los 42 dias los embriones se desprendieron de la testa, luego
se convirtieron en protocormos con una forma redonda y de color amarillo. A
continuacion, se observé el apice y al seguir creciendo el protocormo cuando
tuvo mas o menos 3.6 mm, cambio de forma a una alargada y tomo un color
verde, finalmente se form6 el pelo absorbente finalmente las primeras y

segundas hojas.

ADHIKARI y PANT (2019) mencionan que en Dendrobium primulinum
Lindl la germinacion de semillas y el crecimiento de plantulas in vitro se llevé a
cabo tomando una vaina madura de D. Primulinum L. en los medios Murashige
y Skoog (MS), y los medios MS suplementados con una concentracion variada
(0.5, 1.0, 1.5y 2 mg/ L) de 6-bencilaminopurina (BAP), y una concentracion fija
(0.5 mg / L) de acido a naftaleno acético (NAA). La germinacion de la semilla
comenzo después de dos semanas de cultivo en el medio suplementado con
BAP.

VUDALA y RIBAS (2017) mencionan que, investigaron la germinacion
asimbiética de Hadrolaelia grandis, utilizando los medios de cultivo MS,
Knudson, Woody Plant Medium (WPM) y el medio de cultivo VW (Vacin y Went.
Y después de 14 dias de la siembra, se observé que el mayor porcentaje de
semillas con ruptura de testa (51.4%) ocurrié con el medio WPM. A los 28 dias
se observo que el medio MS obtuvo menor porcentaje de germinacion logrando
formar pocas estructuras con los apices y rizoides. Mientras que en los medios
KC y VW se observaron los mayores porcentajes de germinacion después de
mas o menos 42 dias, mientras que durante el mismo periodo los cultivados en
WPM alcanzaron los estadios més avanzados. Luego después de 56 dias, se

aprecio la presencia de hojas en el 45.6% de los protocormos formados WPM.
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Sin embrago, en los medio MS, KC y VW se observaron los menores
porcentajes de presencia de hojas que fueron de 33.2 en MS, 23.6 en KC y 0.4
en VW. Ademas, se indica que los protocormos no se desarrollaron
uniformemente en los medios de cultivo evaluados, se pudo ver en el mismo
periodo la existencia de las distintas etapas y no todas las semillas formaron

rizoides.

GUTIERREZ et al. (2021) indican que, realizaron la siembra in vitro de las
semillas de Erycina hyalinobulbon, en el medio de cultivo Phytamax™ y en el
medio de cultivo MS, a cada uno se les adicion6 leche de coco, puré de pifia y
también puré de platano. Como resultado el medio Phytamax™ con la adicién

de platano obtuvo un 9.3% de germinacion.

RODRIGUEZ et al. (2001) reporta que es posible la germinacion de

semillas de orquideas en medios de cultivo con la adicién del carbon activado.

RUIZ et al. (2008) El uso de capsulas verde y verde amarillenta (de 195 a
210 dias) de Encyclia adenocaula permitid obtener los mayores porcentajes de

germinacion.

2.10. Agua de coco y jugo de pifa.

SALAZAR (2012) mencionan que, se desarroll6 la germinacion de forma
asimbidtica de las semillas de Cattleya mendelii, y se determin6 que los medios
de cultivo MS mas el 20 % de agua de coco y MS més el 20 % de jugo de pifia
con un pH de mas o menos 6.0, dieron buenos resultados para germinar
asimbidticamente y para el crecimiento de plantulas de orquideas in vitro. Ellos
aseguran que con estos medios se puede propagar en forma masiva, plantas
gue estan en peligro de extinguirse y devolverlas a su habita natural. Ademas,
recomiendan realizar mas investigaciones sobre la multiplicacion 'y

endurecimiento de especies de orquideas que estan en peligro de desaparecer,
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para de esa manera poder contribuir en conservarlas o comercializarlas y
también recomiendan investigar mas elementos organicos en la propagacion
de mas especies de orquideas y ver si son efectivos. Ademas, cita a Kitsaki et
al. (2004) que reporta que ellos determinaron que el medio de cultivo
suplementado con agua de coco es mas eficaz en las primeras fases de la
germinacién, mientras el medio de cultivo con jugo de pifia mostro mejores

resultados en las Ultimas fases de la germinacion.

SALAZAR et al. (2013) indican que, lograron determinar un medio de
cultivo para que las semillas de una especie del género Phalaenopsis germinen
en forma adecuada, antes de la siembra se evalud la viabilidad de la semilla
con Tetrazolio, para ver si estas tendran buena capacidad para germinar. En
sus resultados observaron que el medio de cultivo que mejores resultados
obtuvo para germinar las semillas y para formar plantas en esta especie de
orquidea fue el MS con adicion de agua de coco y el MS con adicion de pifia.
Ellos concluyen que adicionando componentes de naturaleza orgénica en
medios de cultivo para la micropropagacion in vitro es muy importante, porque
permite la propagacion de plantas en grandes cantidades, ademas asi se
contribuye a usar mas sustancias organicas de bajo costo y faciles de adquirir

para reemplazar a las sustancias sintéticas.

CHACON — CAMPANA et al. (2021) mencionan que, para la germinacion
in vitro sin la presencia de hogos micorricicos en las semillas de las orquideas
Epidendrum secundum, Rodriguezia longifolia, Bletia catenulata y en
Epidendrum spilatum, se utiliz6 el medio MS agregando componentes
organicos como el agua de coco, la pulpa de pifia y la pulpa de platano.
Mostrando los mejores resultados el MS mas pifia en las especies Rodriguezia
longifolia, Bletia catenulata y Epidendrum spilatum, en cambio el MS con
platano obtuvo el mayor porcentaje de germinacion en la orquidea Epidendrum
secundum y finalmente el medio que mostros menores resultados es el MS
mas coco. La especie Epidendrum secundum germin6 mas o menos a los 14

dias, mientras que Bletia catenulata a los 56 dias, la especie Epidendrum
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spilatum germinG a los 77 dias y la orquidea Rodriguezia longifolia fue la que
germin6 después (84 dias). En esta investigacion se concluye que se obtienen
mejores resultados en la germinacion asimbiética de las semillas de orquideas
cuando se adicionan sustancias organicas a los medios de cultivo.

BERTOLINI et al. (2014) mencionan que cuando adicionaron quelato de
hierro y el componente organico agua de coco al medio de cultivo Dalla Rosa y
Laneri (1977) (DR) en la germinacion asimbidtica de las semillas de la orquidea
Rossioglossum grande, observaron que la regeneracion de los protocormos fue

mayor que en el medio Knudson.

CHACON et al. (2018) mencionan que, es muy importante realizar
investigacion detallada sobre la madurez de los frutos o capsulas de orquideas,
también sobre la viabilidad, los requerimientos de nutricion, sobre la adicién de
suplementos de naturaleza organica o también sobre fitohormonas. Se afirma
gue cuando se adiciona carbdon activado més agua de coco a un MS,
potencializa la germinacion de las orquideas terrestres y de las orquideas
epifitas, asimismo indican que el estado de madurez que tienen las capsulas y
las caracteristicas genéticas de las orquideas tienen mucho que ver con
variacion existente en la germinacion de las semillas de las diferentes especies,
hablando del estado de madurez de las capsulas de orquideas es importante
saber determinar el momento adecuado para sembrar la semilla, lo cual puede
variar, y se ha demostrado en algunas investigaciones que se sembraron

semillas inmaduras y se han obtenido buenos resultados en la germinacion.

RAMIREZ y DE DELAHAYE (2011) afirman que, en pulpa de fruta de pifia
encontramos las siguientes caracteristicas quimicas: altos niveles de agua
(84,63 a 87,20%), en 100 g de pulpa encontraron (77.19 g de azucares totales,
37.52 g de azucares reductores, 6.27 g de proteina, 0.10 g de grasa, 1.14 g de
cenizas, 57 mg de potasio, 6.95 mg de calcio, 4.2 mg de hierro) y tiene un pH
acido de 3,5. Contiene compuestos antioxidantes como los polifenoles totales
(8.91 mg/100g), carotenoides (0.13 mg/100g) y Vitamina C (89.13 mg/100g).
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YONG et al. (2009) asegura que, el agua de coco o endospermo liquido de
coco, es utlizado en el cultivo de tejidos vegetales o micropropagacion por su
composicion quimica Unica de azucares, vitaminas, minerales, aminoacidos y
fitohormonas. Algunas de las fitohormonas como la auxina (acido indol-3-
acético), giberelinas y varias citoquininas (apoyan la division celular
promoviendo el crecimiento rapido, se utilizan para la propagacion de
protocormos). Mencionan también que una de las ventajas de utilizar agua de
coco para la propagacion in vitro es que promueve la proliferacion de células

vegetales sin aumentar el nUmero de mutaciones indeseables.



Il MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién de lainvestigacion

La presente investigacion fue desarrollada en el laboratorio de cultivo de
Tejidos Vegetales (LCTV) de la Facultad de Ciencias Agrarias en la
Universidad Nacional de San Martin (UNSM) en la regién San Martin, en donde
se esta realizando investigacion en micropropagacion in vitro de orquideas y
otras especies vegetales por mas 25 afios con el fin de contribuir a la

conservacion de la biodiversidad.

3.1.1. Ubicacién politica

o Regién : San Martin

o Provincia : San Martin

o Distrito : Morales

o Lugar : Ciudad Universitaria (UNSM-T)

3.1.2. Ubicacion geogréfica

e Altitud : 283 m.s.n.m.
e Latitud Sur . 6°28 45” del Ecuador
e Longitud Oeste . 76° 24’ 09” del Meridiano de Greenwich

3.2. Componentes en estudio
3.2.1. Medios de cultivo
Medio de cultivo Murashige y Skoog a media concentracion (MS)
Medio de cultivo MS %2 con 20% de jugo de pifia (MS+JP)
Medio de cultivo MS %2 con 20% de agua de coco (MS +AC)

Medio de cultivo de Knudson (K)

a o T o
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3.2.2. Especies de orquideas
a. Phragmipedium kovachii

b. Phragmipedium besseae

3.2.3. Fases de formacion de protocormos

Imbibicion (embrién incrementa volumen) (fase 1)
Ruptura de testa (fase 2)

Pérdida de testa (fase 3)

a o T p

Formacion de protocormo (fase 4)

3.3. Parametros evaluados

3.3.1. Semillas en la Fase 1 (%)
3.3.2. Semillas en la Fase 2 (%)
3.3.3. Semillas en la Fase 3 (%)

3.3.4. Semillas en la Fase 4 (%)

3.4. Técnicas para procesar y analizar datos

3.4.1. Interaccion entre fases y medios de cultivo.

Se utilizé el Disefio Completamente al Azar (DCA) con un arreglo
factorial 2 X 4, siendo el factor A (2 especies) y el factor B (4 medios de

cultivo), teniendo 8 tratamientos y 10 repeticiones (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos en estudio para el porcentaje de
semillas de Phragmipedium spp., en los cuatro medios de cultivo,

mostrando las cuatro fases por tratamiento.

Especie Medios de cultivo  Tratamientos Fases
Phragmipedium kovachii MS T1 F1, F2, F3, F4
Phragmipedium kovachii MS +JP T2 F1, F2, F3, F4
Phragmipedium kovachii MS +AC T3 F1, F2, F3, F4
Phragmipedium kovachii KC T4 F1, F2, F3, F4
Phragmipedium besseae MS T5 F1, F2, F3, F4
Phragmipedium besseae (MS +JP) T6 F1, F2, F3, F4
Phragmipedium besseae MS +AC T7 F1, F2, F3, F4
Phragmipedium besseae KC T8 F1, F2, F3, F4

MS: Murashige y Skoog; JP: Jugo de pifia; AC: Agua de coco; KC: Knudson;
F1: Fase 1; F2: Fase 2; F3: Fase 3; F4: Fase 4.

Los datos se registraron en Excel, luego se procesaron y analizaron mediante
un analisis de varianza (ANVA), y una prueba de comparacion de medias
(Tukey, P<0.01). Para realizar este analisis se utilizd el paquete estadistico
InfoStat (version 2012e; Coérdoba, Argentina). Los datos se registraron cada 7

dias a partir de los 7 dias después de la siembra (DDS), hasta los 105 DDS.

3.4.2. Fases en los cuatro medios por dias de evaluacion.

A partir de los 7 DDS, con la ayuda de un estereomicroscopio
Carls Zeis modelo Stemi 508 (7X) y con la toma de imégenes en formato TIF
en una computadora y usando el software de libre acceso imageJ
(https://fiji.sc/), se observd y contd el total de semillas en cada uno de los tres
cuadrantes de cada placa y en cada fase (F1 (imbibicién), F2 (con ruptura de


https://fiji.sc/
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testa), F3 (sin testa) y F4 (formacion de embrion). Las evaluaciones se
realizaron cada 7 dias, hasta los 105 DDS. Todos los datos se registraron en

una base digital de Excel.

3.4.3. Fenologia de laformacion de protocormos.

Para diferenciar el proceso de formacién de protocormos, en los
cuatro medios de cultivo, en las dos especies y durante el tiempo de
evaluacién, cada 7 dias se registré la cantidad de semillas por fase, luego se
calculé el porcentaje y se realizo la grafica de la fenologia de la formacion de
protocormos a partir de la semilla de ambas especies en base a lo realizado
por (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2017) que se observa en la Figura 4. Todos

los datos se registraron en una base digital de Excel.

3.5. Procedimiento para la formacion de protocormos in vitro.

3.5.1. Material vegetal (Semillas)

La Semilla de las orquideas Phragmipedium kovachii y
Phragmipedium besseae (material vegetal), se obtuvo del Instituto de
Investigacion Biolégica de las Cordilleras Orientales (INIBICO), quien produce
semillas de orquideas. En Phragmipedium kovachii la cosecha de la capsula o
fruto se realiz6 méas o menos a los 3 meses después de la polinizaciéon, cuando
la capsula estuvo madura (abierta), una capsula madura de P. kovachii,
contiene aproximadamente 115 000 semillas y cada semilla mide mas o menos
0.003193 cm de didmetro y 0.011868 cm de longitud. En Phragmipedium
besseae, la capsula fue cosechada mas o menos a 1 mes después de la

polinizacion, cuando estuvo madura (abierta) Figura 6.
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Figura 6.  Semillas de Phragmipedium kovachii y Phragmipedium besseae.

3.5.2. Presencia del embrién en semillas

Se tomaron 20 muestras al azar de las semillas de ambas especies
y se observO si presentaban embridon o no, utilizando un estereomicroscopio
Carls Zeis modelo Stemi 508 (7X). Las imagenes fueron tomadas en formato
TIF y trabajadas en una computadora estacionaria de alta gama usando el
software de libre acceso imageJ (https:/fiji.sc/), posteriormente se obtuvo el
porcentaje de presencia de embrion en las semillas de cada especie en
estudio, en la Figura 7 se observan las partes de una semilla.

Figura 7.  Semilla viable de Phragmipedium besseae y sus partes.


https://fiji.sc/
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3.5.3. Preparacion de medios de cultivo

Se prepararon 4 tipos de medios de cultivo y son los siguientes: El
medio de cultivo basal Murashige y Skoog a media concentracion (MSY2) y se
agregbé sacarosa la cantidad de 30 000 mg /I, agar 700 mg/l, miyo-inositol
100mg/l, el medio (MS) suplementado con jugo de pifia (20%) (MS+JP), el
medio MS suplementado con agua de coco (20%) (MS +AC) y el medio de
cultivo de Knudson C (K) empleado por Mufioz y Jiménez (2007) y los cuatro

medios fueron ajustados a un pH de 6.0.

Luego se realizd la esterilizacion, los 4 medios de cultivo fueron
autolavados a una temperatura de 120°C, a 15 atmosferas de presion por 15
minutos, luego se dispenso con la ayuda de una jeringa esterilizada de 25 ml,
se cogié 20 ml de medio de cultivo y se coloc6 en cada placa petri esterilizada
de 100 mm x 15 mm (Figura 8), se esperd que los medios de cultivos se enfrien
y solidifiguen en las placas petri, finalmente se llevaron a refrigeracion hasta
realizar la siembra in vitro, en la Figura 9 se observa parte del procedimiento de

la preparacion de medios de cultivo y del dispensado.

Figura 8. Esterilizacion de placas Petri (PP); A) PP listas para esterilizar, B)

esterilizacion de PPy C) PP listas para ser utilizadas
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Figura 9. Preparacion de medios de cultivo; A) midiendo el agua de coco, B)
extrayendo el jugo de la pifia, C) reactivos listos para preparar
medios de cultivo, D) los 4 medios de cultivo preparados, E)
dispensando medios de cultivo en las placas esterilizadas.

3.5.4. Procedimiento para desinfectar las semillas

La desinfeccion de las semillas se realiz6 mediante el método de
la jeringa, Figura 10, utilizado por GALVEZ (2005) siguiendo los siguientes

pasos:

a. Se coloco algoddn en el interior de la jeringa de 20 ml y se presiond
bien, hasta que el algodén qued6é completamente compacto.

b. Se colocaron las semillas, dentro de la jeringa, sobre el algoddn
compactado.

c. Se prepard una solucién de hipoclorito de sodio al 0.5%.
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d. Se sumergi6 la jeringa con las semillas en la solucién de hipoclorito de
sodio al 0.5% por 15 minutos, luego se absorbié la solucion con la
jeringa con las semillas dentro, agitando por unos minutos y se expulso
la solucién y se enjuagd con agua destilada estéril, se repitid por tres
veces y por un tiempo total aproximado de 15 minutos

e. Se expulsdé toda la parte liquida y se extrajo las semillas, para su

posterior siembra.

Figura 10. Proceso de desinfeccion de las semillas de Phragmipedium
kovachii y Phragmipedium besseae; A) semillas de especies en
estudio, B) jeringas con algodén compactado y semillas, C)
enjuague de semillas, D) eliminacion de la parte liquida y E)
semillas desinfectadas extraidas de la jeringa listas para ser

sembradas in vitro.
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3.5.5. Siembra de semillas

Las semillas desinfectadas, fueron colocadas en una placa petri
estéril, en la camara de flujo laminar para evitar su contaminacion y para
empezar con la siembra in vitro. La siembra se realiz6 tomando las semillas e
introduciéndolas en las placas petri que contenian medios de cultivo, esto se
hizo con la ayuda de una pequefia espatula desinfectada y estéril, luego se
procedieron a sellar las placas con cinta cling wrap (film transparente)
alrededor de los bordes y a etiquetar colocando la fecha y tratamiento al que
correspondia. Estas placas petri sembradas se colocaron en bolsas y fueron
colocadas en el area de incubacion del laboratorio a 22 °C de temperatura, a
65% de humedad relativa (HR) y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas
de oscuridad y esperar unos dias que inicie el proceso de formaciéon de
protocormos in vitro a partir de las semillas de Phragmipedium kovachii y
Phragmipedium besseae. En la Figura 11 se puede observar parte de este

proceso.

Figura 11. Proceso de siembra de semillas de Phragmipedium kovachii y
Phragmipedium besseae; A) siembra de semillas, B) y C)
sellado de placas petri, D) Placa petri con medio de cultivo y

semillas sembradas.
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3.6. Evaluacion de parametros

Para poder evaluar cada una de las variables, se tuvo que dibujar 3
cuadrantes de 0.5 cm x 0.5 cm, en la parte externa de cada placa petri que
contenia al medio de cultivo con las semillas sembradas Figura 12 y luego se
realizaron las observaciones por cuadrante utilizando un estereomicroscopio
Carls Zeis modelo Stemi 508 (7X). Las imagenes fueron tomadas en formato
TIF y trabajadas en una computadora usando el software de libre acceso
imageJ (https://fiji.sc/). Se tuvo un total de 30 unidades de evaluacion por
tratamiento (30 cuadrantes) ya que cada tratamiento conté con 10 repeticiones
(1 placa petri = 1 repeticion).

Figura 12. Establecimiento de cuadrantes de 0.5 cm x 0.5 cm para la

evaluacion de variables; A) dibujo de 3 cuadrantes en las
placas petri, B) vista a 40x de un cuadrante y de las semillas

dentro.


https://fiji.sc/

V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Interaccion entre fases y medios de cultivo en P. kovachii.

En el Cuadro 2 y la Figura 13 muestran el ANVA y la evaluacion de Tukey
(p<0,01), para las fases del proceso formacion de protocormos in vitro a partir
de semillas de Phragmipedium kovachii, con cuatro medios de -cultivo,
evaluados a 105 dias después de la siembra (DDS) en condiciones de

laboratorio.

Cuadro 2. ANVA para la formacion de protocormos in vitro a partir de semillas
de Phragmipedium kovachii, en las cuatro fases en interaccién con

cuatro medios de cultivo.

F.V. SC gl CM F p-valor
Medios de cultivo 418,6 3 139,53 1,92 0,1287 NS
Fases 2059,89 3 686,63 9,45 <0,0001As
Medios de cultivo X 4385 g3 9 487,31 6,71  <0,00014S
Fases
Error 10457,47 144 76,62
Total 17321,79 159
NS= No Significativo AS = Altamente Significativo

R2= 80% C.V=8,69% X=7,47%
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Figura 13. Evaluacion de Tukey (p<0,01) para el proceso de formacién de
protocormos in vitro a partir de semillas de Phragmipedium
kovachii, en las cuatro fases en interaccion con cuatro medios de

cultivo.

El ANVA (Cuadro 2), hace ver que existen diferencias altamente
significativas (AS) en el factor (fases) y en la interaccion (medios de cultivo por
fases), pero no existe diferencias (NS) en el factor (medios de cultivo), ademas,
muestra una media de 7.47%, un coeficiente de variabilidad de 8.69% y el
coeficiente de determinacién (R2) es de 80%, los resultados indican un alto
grado de confiabilidad de toma de datos y afinidad de la variable respuesta con
los tratamientos estudiados, sobre todo en la interaccion, ademas, se
encuentran dentro del rango de dispersién permitido, para trabajos de
investigacion a nivel de laboratorio (CALZADA, 1982).

La prueba de comparacion de medias de Tukey (p<0.01) (Figura 13) para
la formacion de protocormos in vitro a partir de semillas de Phragmipedium
kovachii, durante las cuatro fases y en interaccion con los cuatro medios de

cultivo, muestra que el medio MS (1/2) durante la fase 4 (formacién de
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protocormo), obtuvo el mayor porcentaje de formacion de protocormos in vitro
(16.09%), seguido por el medio de cultivo MS+ AC y las demas interacciones.
Estos resultados demuestran que, los medios utilizados influyeron en la
formacién de protocormos in vitro a partir de semillas en P. kovachii, a los 105
DDS. EI MS (1/2) logro los mejores resultados en P. kovachii, formando
protocormos (F4) a los 105 DDS, estos resultados concuerdan con los
resultados obtenidos por GALVEZ (2005) y RUIZ (2021) quienes también
obtuvieron la formacion de protocormos en las semillas de P. kovachii con el
MS (1/2), sin embargo, en cuanto al porcentaje de formacion de protocormos,
existe discrepancias con los resultados reportados por GALVEZ (2005) y RUIizZ
(2021) quienes indican que en P. kovachii y con el MS (1/2), obtuvieron 25.4%
y 60.48 % mientras que en la presente investigacion fue de 19.09 %, este bajo
porcentaje puede que se deba a lo que mencionan CHACON et al. (2018) que,
se puede deber al estado de madurez de la capsula o fruto de la orquidea, ya
gque en algunas investigaciones se sembraron semillas de maduracion
intermedia y se logré buena germinacion. También la falta de carbén pudo
haber influido negativamente en el proceso de germinacién sobre todo en P.
besseae, ya que en la presente investigacion no se agregé carbén activado al
MS (1/2). Sin embargo, CHACON et al. (2018) y RODRIGUEZ et al. (2001)
evidenciaron que la adiciébn del carbon activado permiti6 obtener buenos

resultados en germinacion de semillas de orquideas.

Ademas, otra posible razén por la que surgid esta variacion y es la
diferencia en el pH del medio de cultivo, mientras que GALVEZ (2005) trabajo
con un pH entre 5.1 y 5.4, RUIZ (2021) trabajo con un pH de mas o menos 7'y
en esta investigacion el medio fue ajustado a un pH de mas o menos 6. Ya que
PEREZ-MARTINEZ y CASTANEDA-GARZON (2016) indican que aparte del
medio de cultivo y de la madurez de semilla, intervienen otros factores en la
germinacién asimbidtica in vitro de orquideas y por eso es muy urgente

desarrollar estudios que permitan determinar los aspectos de nutricion y
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factores ambientales (combinaciones de sustancias organicas y requerimientos

de luz, entre otros), que influyen en los procesos in vitro.

El segundo medio que mejores resultados presenté es el MS méas agua
de coco, seguido por el medio MS con jugo de pifia y también Knudson, esto
concuerda con SALAZAR (2012) y SALAZAR et al. (2013), quienes
determinaron que los medios de cultivo MS con agua de coco y MS con jugo de
pifia con un pH de 6.0, dieron buenos resultados en la germinacién crecimiento
de plantulas de orquideas in vitro; ademéas, CHACON et al. (2018) dice que, la
adicion de agua de coco al medio de cultivo potencializa la geminacion de
semillas de orquideas, esto se debe a lo que menciona YONG et al. (2009)
qgue, el agua de coco o endospermo liquido de coco es rico en azucares,
vitaminas, minerales, aminoacidos y fitohormonas. Algunas de las fitohormonas
gue contienen son la auxina (acido indol-3- acético), giberelinas y las
citoquininas (apoyan la division celular promoviendo el crecimiento rapido y se
utilizan para propagar de protocormos in vitro). Mientras tanto, CHACON —
CAMPANA et al. (2021) mencionan que en algunas especies de orquideas ha
dado buenos resultados en la germinacion de semillas el MS maés pifia, esto
debido a que la pifia también posee en su composicion quimica azucares,
proteinas, potasio, calcio, hierro y otros compuestos antioxidantes segun loque
indican RAMIREZ y DE DELAHAYE (2011)

4.2. Interaccién entre fases y medios de cultivo en P. besseae.

El Cuadro 3 y la Figura 14 muestran el ANVA y la prueba de Tukey
(p<0.01), para el porcentaje de formacion de protocormos in vitro a partir de
semillas de Phragmipedium besseae, durante las cuatro fases con los cuatro
medios, después de 105 dias después de la siembra (DDS) bajo condiciones

de laboratorio.
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Cuadro 3. ANVA para la formacion de protocormos in vitro a partir de semillas
de Phragmipedium besseae, por fases en interaccion con los

medios de cultivo.

F.V. SC al CM F p-valor
Medios de cultivo 59,47 3 19,82 0,9 0,4449 Ns
Fases 127927,82 3 42642,61 1927,66 <0,0001 As
Medios de cultivo X445 7 9 11,75 653  0,0015 AS
Fases
Error 3185,48 144 22,12
Total 131278,51 159
NS= No Significativo AS= Altamente Significativo
R2=98% CV=77% X= 20,66%
100 -
%0 - 1 a a a
© 80 - = _ -
= 70 4
£ 60 -
© 50 4
HES
£ 20 -
91l o b b b b b b b b b b b
o] 0 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1
a T5 T6 T7 T8
F1|F2|F3|F4 F1|F2|F3|F4 F1 |F2|F3|F4 F1|F2|F3|F4
MS MS+JP MS + AC K

Tratamientos

Figura 14. Test de Tukey (p<0.01) para la formacion de protocormos in vitro
a partir de semillas de Phragmipedium besseae, en las cuatro

fases y en interaccion con los cuatro medios de cultivo.

El andlisis de varianza (Cuadro 3), indica que existen diferencias
altamente significativas (AS) en el factor (fases) y en la interaccion (medios de
cultivo por fases), pero no existe diferencias (NS) en el factor (medios de

cultivo), ademas, muestra una media de 20.66%, un coeficiente de variabilidad
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de 7.7% y 98 % de coeficiente de determinacion (R2) de 98%, estos resultados
indican un alto grado de confiabilidad de toma de datos y afinidad de la variable
respuesta con los tratamientos estudiados, sobre todo en la interaccion,
ademas, estan dentro del rango de dispersion permitido, para los trabajos
investigacion en un laboratorio (CALZADA,1982).

Este andlisis comparativo de medias de Tukey (p<0.01) (Figura 14) para
el porcentaje de semillas de Phragmipedium besseae, durante las cuatro fases
en interaccion con los cuatro medios de cultivo, en donde los 4 medios (MS,
MS mas JP, MS mas AC y K) obtuvieron los mayores porcentajes de semillas
durante la Fase 1, con 84.67%; 81.27%; 79.76% y 82.13% respectivamente, lo
gue demuestra que, los medios utilizados no influyeron en el proceso formacion
de protocormos in vitro a partir de las semillas, ya que, a los 105 DDS, estas no
lograron llegar a formar protocormos (Fase 4). Asimismo, se observd que los
cuatro medios de cultivo no obtuvieron ningun porcentaje de formacion de
protocormos in vitro en la Fase 2, en la Fase 3 cuyo porcentaje fue (0%). Estos
resultados indican que, los medios de cultivo utlizados no lograron los
resultados esperados en semillas de Phragmipedium besseae, ya que, se

esperaba que formaran protocormos (F4) a los 105 DDS.

Los resultados obtenidos, muestran que en ninguno de los cuatro medios
de cultivo evaluados sucedi6é formacion de protocormos in vitro a partir de la
semilla de Phragmipedium besseae, esto puede deberse a la madurez de la
semilla tal por ejemplo CHACON et al. (2018) afirman que, el tiempo de
maduracion de las capsulas, y el momento adecuado para la siembra de
semillas pueden variar; ya que en algunas investigaciones se sembraron
semillas inmaduras y la germinacion ha sido adecuada y este también es el
caso de RUIZ et al. (2008) quienes encontraron en su investigacion que el uso
de céapsulas verde y verde amarillenta (de 195 a 210 dias) de Encyclia

adenocaula permiti6 obtener los mayores porcentajes de germinacion. Ademas,
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MURNOZ Y JIMENEZ (2007) investigaron el proceso germinativo de in vitro de
tres especies de Phragmipedium, ellos afirman que para la germinacion de

estas tres especies es mejor usar capsulas verdes.

Lo anterior hace ver que es urgente continuar investigando sobre los
factores que pueden influr en la germinacion, justamente UTAMI vy
HARIYANTO (2019) afirman que, para tener éxito en el proceso germinativo
de semillas se debe tener en cuenta que este proceso esta influenciado por
varios factores, incluido el tipo de medio de cultivo, la madurez de la semilla,
entre otros y PEREZ-MARTINEZ y CASTANEDA-GARZON (2016) sugieren
desarrollar més estudios que permitan determinar aspectos de nutricion y
aspectos ambientales, que influyen en la germinacion de la semilla de las

orquideas.

4.3. Fases por medios por dias evaluados en las dos especies.

4.3.1. F1 (imbibicién del embridn)

La Figura 15 muestra el proceso de formacién de protocormos in
vitro a partir de semillas de Phragmipedium kovachii y Phragmipedium
besseae, sembradas en cuatro medios de cultivo, en la Fase 1 (imbibicion o
incremento del volumen del embrion), evaluados cada 7 dias y durante 105

DDS en condiciones de laboratorio.
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Figura 15. Porcentaje de semillas en la Fase 1 de P. kovachii y P. besseae,
evaluadas cada 7 dias y durante 105 DDS.

Los resultados de la Figura 15, muestran que, P. besseae tuvo mayor
porcentaje de semilla en la F1(imbibiciobn del embrion) en los cuatro medios de
cultivo, siendo su incremento homogéneo con el transcurso del tiempo,
llegando a estabilizarse a partir de los 63 DDS hasta los 105 DDS. En
comparacion con P. kovachii, quien no tuvo un incremento homogéneo, durante
el tiempo de evaluacion, siendo el pico mas alto porcentaje de semillas en la F1
entre los 35y 70 DDS en los cuatro medios de cultivo evaluados, lo que indica
gue, en este tiempo, las semillas pasaron a la siguiente fase, ya que después,
las curvas del porcentaje de semillas decayeron en los cuatro medios de
cultivo, ademas, cabe recalcar que, las curvas PK + MS y PK + MS y JP,
tuvieron los picos mas altos entre los 35y 70 DDS.
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4.3.2. F2 (ruptura de testa)

La Figura 16 muestra el proceso de formacion de protocormos in
vitro a partir de semillas de Phragmipedium kovachii y Phragmipedium
besseae, sembradas en cuatro medios de cultivo, en la Fase 2 (ruptura y

perdida de testa), evaluadas cada 7 dias y durante 105 DDS en condiciones de

laboratorio.
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Figura 16. Porcentaje de semillas en la fase 2 de P. kovachii y P. besseae,

evaluadas cada 7 dias y durante 105 DDS.

Los resultados de la Figura 16, muestran que, las curvas de los cuatro
medios en P. besseae empezaron a decaer (en comparacion con la fase 1),
siendo menores al 5%, ademas surgieron a partir del dia 49, llegando a ser
estables hasta los 105 DDS. En comparacion con P. kovachii, quienes no
tuvieron un incremento homogéneo, durante el tiempo de evaluacion, siendo el
pico mas alto, entre los 14 y 28 DDS en los cuatro medios de cultivo evaluados,
lo que indica que, las semillas tuvieron un corto periodo vegetativo en la Fase 2

de evaluacién (comparado con la Fase 1), y quizds en este tiempo, algunas
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semillas pasaban a la siguiente fase, ya que después, las curvas empezaron a
decaer en los cuatro medios de cultivo, a excepcion de la curva PK + K, quien
mantuvo su pico por mas tiempo (14 — 42 DDS), ademas fue la curva con
mayor indice al final de los 105 DDS (9,67%).

4.3.3. F3 (pérdida de testa)

La Figura 17 muestra el proceso de formacion de protocormos in
vitro a partir de semillas de Phragmipedium kovachii y Phragmipedium
besseae, sembradas en cuatro medios de cultivo, en la Fase 3 (pérdida de
testa o sin testa), evaluadas cada 7 dias y durante 105 DDS en condiciones de

laboratorio.
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Figura 17. Porcentaje de semillas en la Fase 3 de P. kovachii y P. besseae,
evaluadas cada 7 dias y durante 105 DDS.

Los resultados de la Figura 17, muestran que, las curvas de los cuatro

medios de cultivo en P. besseae tuvieron 0% de semillas en la Fase 3, lo que
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indica que, ningun medio fue eficiente en el proceso de formacion de
protocormos in vitro en esta especie. En comparacion con las curvas de P.
kovachii, quienes no tuvieron un incremento homogéneo, durante el tiempo de
evaluacion, siendo el pico mas alto entre los 49 y 70 DDS en los cuatro medios
de cultivo evaluados, lo que indica que, las semillas tuvieron un proceso de
formacién de protocormos in vitro de 21 dias en la Fase 3, y quizas en este
tiempo, algunas semillas pasaron a la siguiente fase, ya que después, las
curvas empezaron a decaer en los cuatro medios de cultivo, siendo la curva PK
+ MS la que tuvo un cambio mas brusco, hasta llegar a estabilizarse a partir de

los 84 dias hasta los 105 DDS (en los cuatro medios de cultivo).

4.3.4. F4 (formacion del protocormo)

La Figura 18 muestra el proceso de formaciéon de protocormos in
vitro a partir de semillas de Phragmipedium kovachii y Phragmipedium
besseae, sembradas en los cuatro medios de cultivo, en la Fase 4 (formacién

del protocormo), evaluadas cada 7 dias y durante 105 DDS en condiciones de
laboratorio.
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Figura 18. Porcentaje de semillas en la Fase 4 de P. kovachii y P. besseae,

evaluadas cada 7 dias y durante 105 DDS.
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En los resultados de la Figura 18, se observa que, las curvas de los
cuatro medios de cultivo en P. besseae tuvieron 0% semillas en Fase 4, lo que
indica que, ningun medio fue eficiente en el proceso de formacion de
protocormos in vitro a partir la semilla de esta especie. En comparacion con las
curvas de P. kovachii, quienes no tuvieron un incremento homogéneo, durante
el tiempo de evaluacion, siendo el pico mas alto entre los 84 y 105 DDS en los
cuatro medios de cultivo evaluados, lo que indica que, las semillas tuvieron 21
dias en la Fase 4, tiempo en el cual el desarrollo germinativo se estabilizo,
ademas, las condiciones del lugar de crecimiento exigian un cambio de
ambiente y de medios de cultivo, lo que imposibilitd la continuacién de mas
tiempos de evaluacion, cabe recalcar que, la curva en P. kovachii con el medio
MS fue la que obtuvo una gran diferencia a comparacion de las demas, a los
105 DDS (16,09 %), lo que indica que, posiblemente sea el mejor medio de
cultivo entre los cuatro medios testados en las dos especies de orquideas

evaluadas.

Las figuras 15; 16; 17 y 18, muestran la tendencia del proceso de
formacion de protocormos in vitro a partir de semillas de P. kovachii y P.
besseae, durante 105 DDS (evaluados cada 7 dias), siendo especialmente
para P. kovachii, cada fase de desarrollo, un periodo fenolégico muy variado
entre si, lo que podria estar fluctuando en 10 dias de transicion entre una fase
y otra aproximadamente, esto conlleva a tener semillas atravesando dos o mas
fases al mismo tiempo de evaluacion lo cual concuerda con lo mencionado por
AGUILAR-MORALES et al. (2016) quienes afirman que las semillas de

orquidea presentan una germinacion asincrona.

El hecho de que no hubo formacion de protocormos en P. besseae,
mientras que en P. kovachii si, puede deberse a que los requerimientos y
exigencias de las orquideas varian tal y como afirman (Arditti; 1967 y 1982) y
(Arditti y Ernest; 1993) citados por CHAVEZ et al. (2015) o también a la
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madurez fisiolégica de la semilla tal como dicen RUIZ et al. (2008) y MUNOZ Y
JIMENEZ (2007) quienes investigaron que para la germinacion de otras
especies de orquideas es mejor usar semillas provenientes de capsulas verdes

o inmaduras.

4.3.5. Formacion de protocormos en P. kovachii.

La Figura 19 muestra las cuatro fases del proceso de formaciéon de
protocormos in vitro a partir de las semillas de Phragmipedium kovachii,
sembradas en los cuatro medios de cultivo, evaluadas cada 7 dias y durante

105 DDS en condiciones de laboratorio.

Figura 19. Fases de la germinaciéon hasta la formacion de protocormos in vitro
en Phragmipedium kovachii, A) fase de imbibicién del embrion, B)
fase de ruptura de testa, C) fase de perdida de testa, D) y E)

formacion de protocormo.
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En las tomas fotograficas que se observan en la figura 19, se nota que,
si es posible la formacién de protocormos in vitro a partir de la semilla de
Phragmipedium kovachii, en los cuatro medios de cultivo en estudio, ya que
se logré observar y diferenciar claramente cada una de las cuatro fases hasta
la formacion de protocormos en los cuatro medios de cultivo, ademas se
aprecio que en cada fase hubo presencia de semillas que se encontraban en
otras fases, eso es lo que sucede en la parte C y D de la Figura 19, mientras
gue hay semillas en la F4 (formaciéon de protocormos), todavia se observa la
presencia de semillas en la F1 (imbibiciébn del embrion) y esto se repetia en
cada tratamiento, este hecho indica que las semillas de Phragmipedium
kovachii no todas forman protocormos al mismo tiempo, aunque pertenezcan
al mismo fruto y esto concuerda con lo mencionado por AGUILAR-MORALES
et al. (2016) quienes afirman que las semillas de orquidea presentan una
germinacién asincrona.

4.4. Fenologia de laformacion de protocormos

La Figura 20 muestra la fenologia de formacion de protocormos in vitro
durante las evaluaciones realizadas por 105 dias después de la siembra (DDS);
en la especie Phragmipedium kovachii, se observo que a los 7 DDS, empez0 la
fase de la imbibicion del embrion (F1) en todos los medios de cultivo
(Murashige y Skoog a media concentracion (MS (1/2)), MS (1/2) mas jugo de
pifia (MS (1/2) +JP (20%)) , MS (1/2) mas agua de coco (MS (1/2) +AC (20%))
y medio de cultivo Knudson (KC)), a los 14 DDS, ocurri6 la ruptura de la testa
(F2) en todos los medios de cultivo menos en MS (1/2) que empez6 a los 7
DDS, la fase de la pérdida de la testa (F3) empez6 a los 35 DDS, menos en
Knudson que empezé a los 42 DDS y la formacién del protocormo (F4) empezé
a los 77 DDS. Mientras que en la especie Phragmipedium besseae, solamente
se logré observar la F1(imbibicion de las semillas) a los 7DDS y la F2 (ruptura
de testa); a excepcion del medio knudson, en los otros medios el proceso se

prolongd mas o no ocurrié en comparacion con Phragmipedium kovachii.
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Figura 20. Fenologia de la formacién de protocormos in vitro a partir de la
semilla de P. kovachii y P. besseae.; F1) imbibicion del
embrion, F2) ruptura de testa, F3) pérdida de testa, F4)
formacion de protocormos, MS) medio de cultivo MS a media
concentracion (1/2), MS+JP) MS (1/2) mas jugo de pifia,
MS+AC) MS (1/2) mas agua de coco, K) medio de cultivo
Knudson, Pk) Phragmipedium kovachii y Pb) Phragmipedium

besseae.

En los resultados que se observan en la Figura 20, se nota la diferencia
del proceso de formacion de protocormos in vitro a partir de semillas en las dos
especies de orquideas estudiadas, estos resultados concuerdan con lo
mencionado por VARGAS (2012) quien indica que, el proceso de germinacion
dependiendo de la especie de orquidea puede variar desde semanas hasta
afos. Si embargo, tal y como menciona Arditti, citado por MINAM (2013), el
hecho de que se hayan logrado observar las fases de germinacién es un
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indicador que los medios de cultivo evaluados, si permiten la propagacion in

vitro de Phragmipedium kovachii.

Sin embargo, en Phragmipedium besseae, solamente se pudo ver que se
desarroll6 hasta la Fase 2 (ruptura de testa), esto probablemente se debe a
gue los medios de cultivo evaluados no sean suficientes para proveer los
componentes necesarios para la germinacion de esta especie y esto tiene que
ver también con lo que mencionan Arditti; 1967 y 982 y Arditti y Ernest; 1993,
citados por CHAVEZ et al. (2015) que, cada especie tiene sus propios

requerimientos en cada fase, de su ciclo de vida.

45. Presencia del embrién en semillas

En el cuadro 4 y 5, muestran el porcentaje de la presencia Optica del

embrién de las semillas.

Cuadro 4. Presencia del embrion en las semillas de Phragmipedium kovachii

N° de Presenciadel
Muestra embrion (%)
1 50
2 47
3 43
4 42
5 35
6 63
7 70
8 63
9 63
10 55
11 63
12 54
13 67
14 76
15 72
16 67
17 57
18 55
19 50
20 53

Promedio 57
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Cuadro 5. Presencia del embrion en las semillas de Phragmipedium besseae

N°de Presencia
Muestra del embrion (%)

1 93
2 82

3 59
4 88
5 90
6 79
7 89
8 69
9 88
10 75
11 73
12 84
13 67
14 94
15 68
16 78
17 59
18 75
19 73
20 63

Promedio 77

Los resultados de los Cuadros 4 y 5, se observa que la presencia optica
del embribn en las semillas en ambas especies es mayor al 50%,
observandose que para Phragmipedium kovachii (cosechada mas o menos a
los 3 meses después de la polinizacién), presenta un 57%, mientras que
Phragmipedium besseae (cosechada mas o menos a 1 mes después de la
polinizacion) presenta un mayor porcentaje de presencia éptica del embrion en
las semillas (77 %). Esto demuestra que la semilla si presento una buena
calidad optica en ambas especies mas que todo en Phragmipedium besseae,

gue presenta el mas alto porcentaje de presencia de embrion.

En el presente estudio se creyd conveniente realizar la observacion éptica
de la presencia del embrion, para asegurarse que la semilla presente una
buena calidad y este madura con el embrion bien formado, segun la
metodologia de GALVEZ (2005) quien afirma que de esta manera también se

observa si la semilla es viable o no es viable lo cual concuerda con lo realizado
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por PEREZ-MARTINEZ y CASTANEDA-GARZON (2016) quienes realizaron
observacion directa al estereomicroscopio de semillas de orquideas para
verificar la presencia de embrion en ellas. Sin embargo, existen otros métodos
para determinar la calidad de la semilla y ver si son viables, por ejemplo,
AGUILAR-MORALES et al. (2016) realizaron la prueba de Tetrazolio (TDZ),
SALAZAR et al. (2013) también utilizd esta prueba y asegura que le permitié

predecir la capacidad de germinacién de la semilla.

La diferencia que existe entre la presencia del embrién y la formacion de
protocormos in vitro en las dos especies de Phregmipedium en estudio, puede
deberse a lo que mencionan DALZOTTO et al. (2013) que, la germinacion se
puede afectar en el tiempo por la accion de los productos desinfectantes que se

utilizaron.



V. CONCLUSIONES

El medio de cultivo (MS 1/2), es el que mostré mejores resultados de
forma numeérica mas no estadistica en la formacion de protocormos in
vitro a partir de semillas de Phragmipedium kovachii, con un 16.09% a los
105 DDS. Mientras que para Phragmipedium besseae, ningin medio de

cultivo obtuvo la formacion de protocormos.

Los parametros de formacion de protocormos, en P. besseae muestran
gue ningun medio obtuvo formacién de protocormos, solo llego hasta la
segunda fase (ruptura de testa). Mientras que en P. kovachii, los cuatro
medios desarrollaron el proceso de formacion de protocormos, siendo el

MS el que mas porcentaje obtuvo, seguido por el MS mas agua de coco.

Al comparar el proceso formacion de protocormos en las dos especies, se
observd que en P. kovachii, a los 7 DDS empez6 la Fase 1, a los 14 DDS
la Fase 2 en MS+AC, MS+JP y en K, en MS empez6 alos 7 DDS, la Fase
3 empez6b a los 35 DDS, en K empezé a los 42 DDS y la Fase 4 empez6 a
los 77 DDS. En la especie P. besseae, solo se observé la Fase 1 a los 7
DDS, y la Fase 2 en el medio K a los 14 DDS, la Fase 3y la Fase 4 no

ocurrieron.



VI. RECOMENDACIONES

Para la formacion de protocormos in vitro a partir de semillas de
Phragmipedium kovachii se recomienda utilizar el medio de cultivo
Murashige y Skoog a media concentracion (MS (1/2), ya que es el medio

gue mejores resultados mostro en el presente trabajo de investigacion.

Realizar trabajos de investigacion en la propagacion de Phragmipedium
kovachii, a nivel in vitro en etapas posteriores a la germinacion
(multiplicacion, pre aclimatacion, aclimatacion y vivero) con el objetivo de

contribuir a que esta especie no se extinga.

Continuar con trabajos de investigacion en germinacion asimbidtica de
Phragmipedium besseae, probando fitohormonas y otro tipo de
componentes en los medios para lograr la germinacion, multiplicacion y su

conservacion.

Para posteriores trabajos de germinacién de semillas en orquideas es
importante determinar la viabilidad de la semilla mediante otros métodos

como la prueba de tetrazolio (TDZ) y otros.

Realizar investigacion sobre la situacion actual del habitat de ambas
especies de orquideas ya que son endémicas de nuestro pais. Para poder

tomar decisiones con el objetivo de conservarlas.

Se sugiere estudios sobre la posible inhibicibn de las fases de
germinacion por el agua de coco o jugo de pifia, con un experimento
control solo con agar, usando diferentes dosis de estos compuestos
organicos y comparar con acido giberélico u otras fitohormonas sintéticas

en P. besseae y P. kovachii.
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Figura 21. Semilla de P. kovachii y P. Figura 22: Desinfeccion de la semilla de

besseae listas para ser P. kovachii y P. besseae

desinfectada. mediante el método de Ila

jeringa.

Figura 23: Lavado y esterilizacion de las placas Figura 24: Cortando la pifia
Petri.



Figura 25. Autoclavando medios

Figura 26. Medio Autoclavado
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Figura 27: Instalacion de trabajo de investigacion en el LCTV/UNSM-T

n gabinete del trabajo de investigacion de parte

del presidente de jurado de Tesis Ing. M.Sc. Fausto Silva

Céardenas
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Figura 29.

Revision del trabajo de investigacion en el area de incubacion del
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales (LCTV) de la UNSM-T,
de parte del presidente de jurado de Tesis Ing. M.Sc. Fausto Silva

Céardenas.
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Figura 30.Tabla de Excel de la primera evaluacion de la formacion de
protocormos de P. kovachii, hasta repeticion 5.; T1, T2, T3, T4,
Tratamientos, Rep.) repeticiones, Area) areas evaluadas, Total) total
de semillas, Fase) fases, N°) Semillas por fase, %) porcentaje de

semillas.



81

HEEEEK 1] 1] 125 1] =] 03 1] 0] oo

z | o] oo z | o] oo z | o] oo z | o] o0

2| 25T o oo | F =T o oo 2 P¥ ST o oo 2357 o oo
3] 0] oo + | o] oo 4| 0] oo 4| o] oo

1] o] o I ] 11 1] =1 1] 0] 154

z | 0] oo z | o] oo z | o] oo z | o] o0

ElE == o ool 8| | ™= o ool ®|°|® =T o ool 5|° %= o oo
3+ ] 0] oo +| 0] oo 1| 0] oo 1| o] oo
I NG HEE G 1] 2| 4=

Z ] 0] oo Zz| o] oo Z | o] oo Z ]| o] o0

| ¥[=T o oo el B - Y B = | =T o oo | *¥ =T o oo
3] o] oo 1| o] oo 1| o] oo 1| o] oo

11 = o] 1| 2| =00 N EEEEE 1| & 2r=

Z | 0] oo z | o] oo z | o] oo z | o] o0
#1257 o oo ST R oo 2 ¥ ST o[ oo 2257 o oo
3] 0] oo + | o] oo 4| 0] oo 4| o] oo
HEEEE 11 2| 1] 1] &| e0.0 1] = 54

Z ] 0] oo Z| o] oo Z | 2| =00 Z | o] o0
TIE==T o ool || ™= o ool P |™[=T o ool *|°|*[=] o oo
1] 0] oo 3+ | o] oo 1| o] oo 1| o] oo

1] o] o0 HE G 1] &| 140 1] = &7

Z ]| 0] oo Z| o] oo Z | o] oo Z ]| o] o0

| =T o oo o B - ) T S I e T T o I - Y T
3| o] oo + | o] oo 4| o] oo 4| o] o

1] 1] =00 1] 1| &= 1| 4| 128 1] 3| %&

Z | 0] oo z | o] oo z | o] oo z | o] o0

2| %S o oo | PrET ol oo 2 ¥ ST o[ oo 2| *® 3T o oo
3] 0] oo + | o] oo 4| 0] oo 4| o] oo

1] 1] 4.3 1] = oo 1] 5| =50 HEREEE

Z ] 0] oo Z| 0] oo Z | o] oo Z | o] oo

BIb T =T o oo B O |3 =T o ool B0 |2 =T o ool B|° | =T o oo
1] 0] oo 4| o] oo 1| o] oo 1] o] oo
HEEEE 1| =| 250 1] = 50 HEEE

Z | o] oo z | o] oo z | o] oo z | o] o0

1z 1z #0 38

© 3 0.0 ° Z | 0] o0 © 32| 0] oo © 7| 0] o0
31| o] oo 4| o] oo 4| o] oo 4| o] o

1] o] o 1] o] oo N EE G 1] 3| =214

z | 0] oo z | o] oo z | o] oo z | o] o0

25 ST o oo 2 ®* I o oo 2| o oo 2| MIST o oo
O ] T I ] T 1| 0] oo £ o] oo

1] 1] o 1] = 95 1] = =0 1| 4] =67

Z ] 0] oo Z| o] oo z | o] oo Z ]| o] o0

o |blopr—t——de b |22 e | b s e | b |15t o
1] 0] oo 4| o] oo 1| o] oo 1] o] oo

1| 2| &50 1T 1] 43 T = i 1] 5| 200

Z | o] oo z | o] oo z | o] oo z | o] o0

8 = o 5

© =] 0] oo ° Z | 0] o0 © 32| 0] oo © 7| 0] o0
3] 0] oo + | o] oo 4| o] oo 4| o] oo

1] =] 154 1] o] oo 1| =] 400 1| 7| =50

I I - ) Y I S - I Y o I - I Y O (PSS I ] Y
3| o] oo 2| o] oo 3| o] oo 3| o] oo

4| o] oo 4| o] oo 4| o] oo 4| o] oo

1] 4] 190 1] 1| =& 1] 1| .7 1| 1| =55

w| b |z 0 00 b [ 2 Y O g g 2] O] 00y p | 2] O] 04
3| o] oo 3| o] oo 3| o] oo 3| o] oo

4| o] oo 4| o] oo 4| o] oo 4| o] oo

1| & eos 1] 1] zE 1] =] ad 1| = =zwd

o | ag 2 o] oo o | el 2 o] oo S P - Y Y S P I ] Y
5| o] oo 3| o] oo 3| o] oo 3| o] oo

3| o] oo + | o] oo 4| 0] oo 4| o] oo

Figura 31. Tabla de Excel de la primera evaluacion de la formacion de
protocormos de P. kovachii, hasta repeticion 10.; T1, T2, T3, T4,)
Tratamientos, Rep.) repeticiones, Area) areas evaluadas, Total)
Total de semillas, Fase) fases, N°) Semillas por fase, %)

porcentaje de semillas.
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Figura 34. Tabla de Excel primera evaluacibn de la formacion de

protocormos de P. besseae, hasta repeticion 5.; T5, T6, T7, T8,)
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Tabla de Excel ultima evaluacion de la formacion de protocormos

de P.

Figura 37.

10.; T5, T6, T7, T8)

7

repeticion

hasta

besseae,

Tratamientos, Rep.) repeticiones, Area) areas evaluadas, Total)

total de semillas, Fase) fases, N°) numero de semillas por fase,

%) porcentaje de semillas
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Evaluacion 1(26/09/19) | Evaluacién 2 (3110/19) | Evaluacién 3 (10/10/19) | Evaluacién 4 (17/10118) | Evaluacién 5 (25110/19)
@Q’ T T T T T
Total [Fase| N° | % |Total|Fase| N° | % |Total|Fase| N° | % |Total|Fase] N° | % |Tofal|Fase| N° | %
1 [ 10 182 1 | 3 |56 1T 1 41 [ 200 1 | 14 [ 255 T 18 |37
7170 (00 55 [ 145 58 [ 145 713 | 236 779 164
TS 3710700 ® a1 0100 ¥ s 1000 Y 5T o100 %375 009
T T0 700 7T 000 7000 7T 000 T T 000
Suma 182 200 35 291 50.0
T 7 127 T 7 (127 T 147 300 T 147 1300 T T 37 1400
7170 100 57 [ 36 512 [ 36 73 | 55 74 [ 73
20 g o ST o T Y s T ool ¥ s o100 B3T3
T 70700 T T 000 T 000 7T 000 T T 000
Suma 127 %4 345 %4 391
T 7 915 T 1 7 |66 T2 (197 T 70 [ 164 T T 77 1180
7170 [ 00 5 4 [ 66 79 [ 148 713 [ 213 7 T2 (197
R e T e R A R A
TT0 700 T 1000 T 000 7T 000 T T 000
Suma 115 131 344 377 393
T T2 774 T T2 174 T 15 1179 T 19 321 T T2 1420
7170 (00 510 [ 00 51 [ 36 510 [ 00 75 (179
B a1 o T B s ool B3 T o o0l B3 T o000 23T 000
TT0 700 T 1000 T 000 7T 000 T T 000
Suma 7 7 214 321 50.7
T 15 50 T 15 1707 T T2 214 T 175 [ 286 T T 75 [ %658
7170 100 52 [ 36 515 [ 69 57 (125 76 (107
O I e I T s o e T o e T 2
T 170 700 T 1000 T 1000 77000 T T 000
Suma X 143 304 K] K
T T3 44 T T 7356 T 112 167 T 176 (222 T 779 [ 264
7170 100 7 [ 4 57 [ 97 50 [ 139 78 [ 114
6 18 3T 9700 P30 00| 30 ]00] 43000 2“3 342
7170 00 T 000 71000 70 00 717000
Suma Y ) %4 %1 7
T T3 56 T T 71790 T 16 11 T 113 [ 241 T T4 250
7 T0 700 75 [ 748 75 [ 148 T4 [ 250 T T [ 50
T 1o 00| X370 o0 ¥ a0 00 #3000 ¥ [ 3000
7170 00 T 000 71000 70 00 7T 0 00
Suma 58 %7 %53 50.0 519
T T3 125 T3 1125 T 19 1375 T 170 (417 T T 13 (542
770 700 R 75 (125 T4 [167 T4 (167
Sl 7o o0 | A3 T o0 oo #3000 #3000 #3000
710 100 77000 710 00 70 00 770 00
Suma 125 208 50.0 53 708
T T3 125 T T 7 167 T T 7 167 T 7 1292 T T 12 1500
770 100 710 [ 00 73 (125 75 [ 208 75 (208
S d 3T o o0 | A3 T o oo a0 o0 #3000 A3 112
710 100 77000 77000 70 [ 00 770 00
Suma 125 %7 292 50.0 75.0
T T 14 792 T 10 (123 T T2 (164 T 177 233 T T 12 (164
7170 100 T3 (178 715 [ 205 57 [ 23 714 [ 192
Wi B —=ToT1o0l P31 o o0 P30 00] P30 00| 23796
710 100 77000 77000 70 [ 00 7T 0 00
Suma 192 30,1 370 65 452
Figura 38. Tabla de Excel de la evaluacién 1-5 del Tratamiento uno (T1);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicion del embrion, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacién de protocormo), N°)

namero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase
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Evaluacion 6 (31110/19) | Evaluacién 7 (07/11119) | Evaluacion 8 (14111/19) | Evaluacion 8 (21/11/19) | Evaluacion 10 (28/11/18) | Evaluacién 11 (05/12019)
T T Ti Ti T T
Total| Fase| W' | % |Toual|Fase| N° | % |Toual|Fase| N° | % |Total|Fase| N' | % |Toual|Fase| N' | % |Toul|Fase] N' | %
T % 477 T 477 T 173 T 1773 T % 173 T % 173
776 10 777 36 773 355 77355 770 00 770 00
YT Y AT Es Y I T B P [T B P [T Ar] P [T A
77000 77000 77000 77000 77000 77000
782 754 782 782 764 764
T 100 T M0 T M0 T 100 T2 (100 T 79 {35
713 |55 713 |55 777 36 777 36 777 36 770 [ 00
O 7 s O s O e e X3 6 (00 X[ 36 (00 X[ 3173
T 000 T 000 T 000 T 000 T 000 T 7135
1 55 55 55 55 5
T 0 R T %2 R R T 764
AEREE 75 82 77000 77000 77000 77000
ST YT m YT e Y T e Y T Y T T T4
770700 77000 77000 T 000 T 7000 T30
508 57 5 5 5 i3
T 29 RN REREX REREX T [ %7 T [ %7
71 3 777 136 777 36 777 36 777 36 771 36
BTt AT s o B s o B s B a s s BT o
T 000 T 000 T 000 T 000 T 000 T 000
507 57 5N 5N 5N N
T T 975 T %6 T %6 T (%6 T {26 R
712 136 771 18 770 00 777 [ 18 777 18 70 (00
R R R R N R
77000 T 000 T 000 T 000 T 000 R
58 7y 7y %4 %4 T
T W6 T %50 T %0 T %0 T8 [0 T [0
77 78 EEREE HEREE 70 00 7000 70 00
O O 2 R I R M e T A e N A I
T 000 T 000 T 000 T 000 T 000 R
53 3 03 %4 %4 %9
T 278 T2 22 T2 22 T[22 T[22 17 156
76 11 770 00 770 00 770 00 770 00 70 (00
SRR R R R A R R A R R N A B B
77000 77000 77000 77000 77000 T 1[50
G &1 &1 &1 &1 75
T RS T RS T RS MBS MRS T 7500
77 83 70 00 70 00 7000 7000 70 00
R N R N A N N AR N N N AR N B
TT 000 T 000 T 000 TT 000 T 000 T T %7
792 792 792 792 792 W7
REREY REREY REREY BEREY T3 542 T 7 %2
73 125 770 100 770 100 770 (00 770 (00 70 (00
AT AT AT a e Ao A a3 0w
77000 77000 77000 T 7000 T 000 T T %7
B3 T08 703 703 703 I3
T T T ) T 53 T3 T 753 T 17
77 727 7000 7000 7T 000 T 000 7000
BTt PO PO s P e P P
77000 TT 000 TT 000 TT 000 T 000 MFREE
548 548 5.4 5.2 5.2 479

Figura 39. Tabla de Excel de la evaluacion 6-11 del Tratamiento uno (T1);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrién, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacion de protocormo), N°)

namero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase
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Tabla de Excel de la evaluacion 12-15 del Tratamiento uno (T1);

Figura 40.

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

Ruptura de

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrién, 2

de protocormo), N°)

Formacion

Perdida de testa y 4=

testa, 3

de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase

s

numero
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Tabla de Excel de la evaluacion 1-4 del Tratamiento 2 (T2); Rep.)

Figura 41.

repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase) fases de

Ruptura de testa,

la germinacién (1=imbibicion del embrién, 2

3

de

-

umero

de protocormo), N°) n

=Formacion

Perdida de testa y 4

semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase
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Tabla de Excel de la evaluacion 5-9 del Tratamiento 2 (T2); Rep.)

Figura 42.

repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase) fases de

Ruptura de testa,

la germinacién (1=imbibicion del embrion, 2

3

umero de

de protocormo), N°) nd

=Formacion

Perdida de testa 'y 4

semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase



93

Evaluacion 10 (28/1119) | Evaluacion 11 (0512119) | Evaluacion 12 (12112119) | Evaluacién 13 (19112119) | Evaluacion 14 (26112119) | Evaluacién 15 (03/01/20)
T2 T2 T2 T2 T2 T2
Total |Fase |N° % |Total |Fase |N° % |Total |Fase |N° % |Total |Fase |N° % |Total |Fase [N° % |Total |Fase [N° %
T 1 7] 33 1 3 750 1 KR 1 KR 1 7 56 1 1
7 83 7 o 56 7 &6 7 &6 7 2 &6 7 83
¥ 3 5 7a B [3 5 67 0 [ 3 5 67 [ 3 5 67 [ 3 5 67 [ 3 G IR
T 100 T 128 T 28 1 28 1 28 1 28
555 500 83 83 06 T
T 21 153 T 7 302 1 594 1 100 1 100 1 100
7 15 7 738 7 7 38 7 i 75 7 357 7 357
8 3 g 70 2 3 g 51 23 A 357 23 75 9 [3 75
T 100 T 738 T 738 1 738 1 738 1 738
598 528 2 70 70 70
T T 375 1 IR 1 [iiE] 1 7713 1 [ 125 1 5 T8
7 100 7 100 7 00 7 00 7 100 7 00
2 5 188 £ [ 3 5 188 £ [ 3 5 s 2 [ 3 5 s 2 [ 3 5 T8 2 [ 3 5 T8
T 100 T T T T 1 T 1 T 1 T
%23 500 N3 N3 3 75
T 21 51 T 71 23 1 I 1 1123 1 I 1 5105
? 1 18 ? 1 18 ? {1 7 00 7 00 7 00
5 3 T3 ¥ [ 3 5 s ¥ [3 5 W5 ¥ [3 70 7 [3 5 83 VO[3 583
I 100 I 118 I I i 735 i o35 i o35
B %8 73 73 yiki 728
T 71 350 1 3 150 1 I 1 I 1 350 1 750
7 117 7 1 17 7 17 7 17 7 17 7 17
80— B g 3 T 0 O[3 T %0 O[3 T %0 O[3 7 %0 [ 3 T %50
I 100 I 350 I 350 i 350 i 350 i 350
57 7 %7 %7 7 7
T 71 @2 T 71 @2 T 7] @2 T 71 @2 1 3 25 1 FEK
7 100 7 100 7 100 7 100 7 100 7 12
%3 1 %7 % [3 1 %7 % [3 %7 # [3 %7 # [3 £ A FEK
I 100 I 1 12 I 12 i 12 i 42 i 12
T8 750 750 750 752 750
T 21 %25 T 71 %25 T 71 %25 T 71 %25 1 100 1 100
? 750 ? 750 ? 7 50 7 7 50 7 100 7 100
03 g 00 Y3 g 00 Y3 g g Y3 g g Y3 3 a Y3 3 700
I 100 I 100 I 100 1 100 1 100 1 100
75 75 5 5 70 70
N T T 294 1 3 76 1 3 76 1 593 1 N
? 139 ? 120 ? 20 7 20 7 20 7 20
53 359 3 78 ¥ [3 78 ¥ [3 593 o[ 3 593 O[3 593
I 100 I 100 I 1 00 1 00 1 00 1 00
519 2 75 754 716 195
T 7 306 T 72 45 T 72 Hs T T 204 T 502 T 761
? 100 ? 100 ? 100 7 100 7 100 7 100
83 00 ¥ [3 00 ¥ [3 o o0 ¥ [3 o o0 ¥ [3 o o0 ¥ [3 900
I 100 I 100 I 100 1 100 1 100 1 100
06 745 745 704 102 5.1
T T3 20 T T3 20 T T3 20 T T 3 20 T 725 T 775
? 5 62 ? 5 62 ? 5 62 7 5 62 7 37 7 37
83 399 ¥ [ 3 399 ¥ [ 3 599 [ 3 599 [ 3 99 ¥ [ 3 839
1 100 1 100 1 00 1 00 1 00 1 00
5.0 5.0 5.0 5.0 6.0 6.0
Figura 43. Tabla de Excel de la evaluacion 10 -15 del Tratamiento 2 (T2);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrién, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacién de protocormo), N°)

semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase



94

=] =] =] =] =1 = = Lol Wl e ] =] Ll ] = ] [ S S W] =] =1 ] =] =] = ] = ] ] = W) Wl =T = =
— = wa] ol ] eli=] ol eyl el ]l el ol el ] b Ta] Ja] o] 3] =] =1 3] =] = 2] gl ] ] le] o] ] o] o] (=] W] Nl o] o1
o = — ] =] el ¥ o —— ==t —p— bl &) o] L0 — L]
= =
=
- | I EENEESEEN E S EE N E 5= — || == E R E E N E
—_ | — — Al il — | | — | |
= |
[ | =
=g
=]

‘O ﬂulﬁ/_qj_ = sl sl e ] i ] Ak ] [P o il s A

]

F e

o (=

E ] = [Ty} ] =2} o =2} o =] = —

b =] o =+ =t =t =+ oW o =] oW [
[

(d=) ==] =] Lm) gl = ] (o) oo oo o ] Y] gl el b o] ] i i = H ]S 3] = of el el == mll= =] apl wal el an] =]l N a] a o]
= ] ] =1 Tl =] =11 il il =1 =1 0) g Tel ] (=] g o f ] =] ] =1 =] =] gl =] = = ] T=] =] ] ] Ty} oll) W] ] o ==}
o b— f— b— — O o o - — 5] —f— e 3]s - [— — 67 f— h— o
=
[=]

- A= o T =1 =1 B = = = =T S Gl =1 = B G B = =] on o |= = == ] G E E R E

= | — | | — | —

= e

o len [

=~y

=]

'‘a M‘I_.):.J a1 B ] el e O a1 ol B ] 2] 3 3] A Pt | e

=

-

o |=

= ] = [Ty o =] o =] o =) =] —

L =] ==} =t =+ =+ =t o0 fu's] [r=} oo [
=

kool =] =] =] = =] W o = = R e e e ] W) =T = 3 =] loko= Y = =1=1 0 =] N =] =1 = =] =16
- o] =] ] el ] el o3 fu] e =]T=] S} ol ] m] (=] ap] o] =] (] Ll =1 oo =t 1= gl =] =] Y =] Fo] o] o] ] (o tiond S ] (=}
o — = 3] Ll — — — | = — Ll
= |
=
m [t Sl EIE R R EE N A G EE R EEE N =1=] EENE — Mo |[=Holole| |welole
uJ3|,. T T A T v
HE
HER 1
| =2
e o
M =] MAIH/_QJ ol w5 Y =it ke = (ol 3% as] = = e e e
| =
13 |
| & (=
o | = I~ 15} o =) o =) o =] =} —
£ =} oo -+ =+ -+ -+ w0 fus] =] ow [

: =
] i =]=] =] =T = = ] e e e e e e S S S = = = = =1=1 =] S === =] =T =] = =T ] = =
HiE o= wa] i) ] =] fo] o] =] le] To] ] =] =] =] ie] = ] =] =] o= ] =] =l Y ] ] ] ] ] (= o] ] ] =]
o = — — — — — Ll = —
EI =
HES == ElIEEEN G EEEN G EEE R EEE e =1=] L i) | N EEFEIN G EEEREEE
wa A s A
ey o
3= [ =
.MTE
w.m M.I_../:.J L] e B il ] ] e O L ol B ) i &) 2} = il Y] 3T W B a1 3] oo o B L o] 2]
i
o LL
H =]
"= =
= =]
E = [ Vo] ] =] ] =] ] =] o= =
b [} =} oo =+ =+ =+ =+ ] fu'e] 1] w0 =+
i =
QG_@‘ — o ] <+ s} w P o o =

Tabla de Excel de la evaluacion 1 - 4 del Tratamiento 3 (T3);

Figura 44.

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

Ruptura de

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrién, 2

de protocormo), N°)

Formacion

Perdida de testa y 4=

testa, 3

de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase

s

numero
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Tabla de Excel de la evaluacion 10 - 15 del Tratamiento 3 (T3);

Figura 45.

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

Ruptura de

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrién, 2

de protocormo), N°)

Formacion

Perdida de testa y 4=

testa, 3

de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase

s

numero
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Tabla de Excel de la evaluacion 10 - 15 del Tratamiento 3 (T3);

Figura 46.

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

Ruptura de

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrién, 2

de protocormo), N°)

Formacion

Perdida de testa y 4=

testa, 3

de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase

-

numero
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Evaluacion 1 {26 /09/19) Evaluacion 2 {3110/19) Evaluacion 3 {(10/110119) Evaluacion 4 {(171019)
& T4 T4 T4 T4
& |[Total |Fase |N° % Total |Fase |N° % Total |Fase |N° % Total [Fase |N° %
1 5 94 1 9] 141 1 [ 156 1 T6| 250
7 o 00 7 T 16 7 5 78 7 5 78
1| 81— o oo| ® [3 o ool ¥ 3 o oo| ® [3 o 00
q o o0 ] 0| 00 q o o0 q 0| 00
Suma 97 1546 FEN] 318
1 T3] 138 1 8| 220 1 T6| 195 1 5[ 185
7 o o0 7 o 00 7 TI| 134 7 5[ 185
2| % o 00| 2 [3 o oo ¥ 3 o oo 2 [3 o 00
g o o0 ] 0| 00 g o 00 q 0| 00
Suma EX] 20 329 365
1 3 106 1 T3] 153 1 [ 271 1 78| 329
7 o 00 7 T 12 7 5 50 7 T3] 153
I8 3 o oo B [3 o ool ¥ 3 o 00| ¥ [3 o[ 00
q o o0 ] 0| 00 q o o0 q 0| 00
Suma 105 165 329 8.2
1 TI| 129 1 T 176 1 5[ 176 1 Tl 271
7 o o0 7 5 35 7 [ 118 7 | 294
LB o 00| 2 [3 o ool ¥ 3 o 00| ¥ [3 o 00
g o o0 ] 0| 00 g o 00 q 0| 00
Suma 123 W] LN 565
1 [ 130 1 TI| 151 1 TI[ 151 1 76| 356
7 o 00 7 0] 00 7 o 00 7 5 68
ST 3 o 00| " [ 3 o ool ° [ 3 o oo " [ 3 o 00
] o o0 ] 0 00 q o o0 q 0 00
Suma FEN] 151 151 115
1 77| 158 1 51| 223 1 7| 151 1 [ 151
7 o o0 7 1 07 7 8| 128 7 8| 129
8| 138 o 00| 1 [3 o ool 1?3 o oo| 2 3 o[ 00
g o o0 ] 0| 00 g o 00 q 0| 00
Suma 58 FEN] FER] 781
1 T3 98 1 TI| 98 1 T3 98 i 3| 187
7 o 00 7 T 08 7 3 73 7 2| 98
T 1B o 00| & 3 o ool 12 3 o 00| 2B 3 ] )
] o] o0 ] 0| 00 q 0] 00 q 0| 00
Suma LK} 106 7.1 5
1 Te| 152 1 | 200 1 | 258 1 35| 355
7 o o0 7 0| 00 7 [ 95 7 3| 124
8| 105 1 o 00| % 3 o ) D o 00| 15 3 o 00
l g o o0 ] 0| 00 g o 00 q 0| 00
Suma 152 200 33 157
1 T3] 222 1 T3] 241 1 0] 185 i T6| 296
7 o 00 7 0] 00 7 B 111 7 B 148
N o 00| ¢ [ 3 o ool * [ 3 o 00| ** [ 3 o[ 00
] o] o0 ] 0| 00 q 0] 00 q 0| 00
Suma 2.1 11 05 3
Figura 47. Tabla de Excel de la evaluacion 1 - 4 del Tratamiento 4 (T4);
Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)
fases de la germinacion (1=imbibicion del embrion, 2=Ruptura de
testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacién de protocormo), N°)

nuamero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase.
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Evaluacion 5 (2510119) |Evaluacion 6 (31110119) Evaluacién 7 (07111119) | Evaluacion 8 (1411119} | Evaluacion 8 (2111119)
Ta N i N i
Total |Fase |N° % |Total |Fase |N° % |Total |Fase |N* % |Total |Fase |N° % |Total [Fase |N° %
1 T 234 1 o[ 237 1 P 1 o 237 1 T8 281
2 o[ 172 2 [ 265 2 0] 156 2 13 188 2 3 125
¥ 3 o o0 * 3 o oo ¥ [3 1 16 * [3 1 16 ® [3 5 a4
z 30D 7 o 00 7 300 7 000 7 300
05 53 500 500 500
1 & 220 1 0] 244 1 7] 280 1 T 732 1 o] 752
7 B[ 280 7 B[ 280 7 & 720 7 T 207 7 T 195
8 o o0 2 [ 3 o o0 ¥ [3 o o0 2 [3 561 2 [3 HIEE
Z o 00 7 o[ 00 3 o 00 7 o 00 3 o 00
500 534 500 500 574
1 VL] LS 1 2] JELS) 1 NS T T 175 1 T 176
2 1] 165 7 1] 165 2 T 188 2 18 212 2 7] 200
B3 o o0 ¥ 3 o o0 ¥ 3 o o0 ¥ 3 735 ¥ 3 571
z 30D 7 o 00 7 300 7 00 7 300
506 506 B4 4 rrNj
1 [ 306 1 i EE 1 77318 T B 71 1 B3I
3 [ 753 7 Ti[ 247 3 7200 3 T8 712 3 8 712
B o o0 2 [ 3 71 B3 335 D [3 a7 ¥ [3 571
3 30D 7 o 00 7 300 7 00 7 500
%5 S 553 579 553
1 [ 384 1 7 384 1 [ 384 1 78 384 1 HRESS
2 71 95 7 L 2 5 68 2 5 68 2 3 55
B3 o o0 2 3 o o0 3 o o0 2 3 o oo 3 27
3 00D 7 o[ 00 7 000 7 000 7 300
k] 79 52 B2 FEE]
1 7 709 1 [ 203 1 7703 1 7 203 1 0716
3 158 7 [ 151 3 T 115 3 i 101 3 I 85
= I e 14 3 7 29 P 3 5 43| 7 [ 3 6] 115
z o oD 7 o 00 7 300 7 o 00 7 300
7 773 753 T3 77
1 7 179 1 B[ 203 1 T 703 1 5 203 1 T 203
7 B 146 7 T8 146 3 757 7 73 3 265
153 1= ) R 1 o8 &3 24 B3 T 08 &3 G
Z o 00 7 o[ 00 3 o 00 7 0 00 3 o 00
375 T3 75 73 317
1 Vi ER] 1 T 757 1 T 757 1 o 181 1 0190
2 0] 285 2 W[ 776 2 [ 114 2 11 105 2 0 95
65— I T 10| % [3 ] 114 B3 5[ 123 B3 B 719
z 00D 7 o 00 7 o 00 7 00 7 300
513 53 LT3 YR 505
1 7] 389 1 71 389 1 W 370 1 71 389 1 7 426
7 L) 7 o[ 370 7 356 3 593 7 5111
¥ o o0 * [3 o o0 * [3 13| * [3 37 3 2 148
Z o 00 3 o[ 00 3 o 00 3 o 00 3 o 00
TA1 753 Ty 518 55
1 YA 1 7 A 1 a2 1 iy WY 1 iYW
2 18] 281 7 o] 297 2 T 734 2 5| 234 2 5[ 734
B 3 o o0 * 3 63 ¥ 3 578 * 3 578 3 578
7 00D 7 o 00 7 300 7 000 7 300
3 734 734 734 734
Figura 48. Tabla de Excel de la evaluacién 5 - 9 del Tratamiento 4 (T4);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrién, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacion de protocormo), N°)

namero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase.
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Evaluacion 11 {05M219) | Evaluacion 12 (12112119} | Evaluacion 13 (19/1219) | Evaluacion 14 (26112119) | Evaluacion 15 {03/01/20)
T T8 Ta T Ta

Total |Fase [N° % |Total |Fase |N° % |Total |Fase |N° % |Total |Fase |N° % |Total |Fase |N° %

T T 203 1 578 1 347 1 47 1 a7

7 7103 7 I 63 7 I 63 7 I 63 7 31

& 5 o4 3 53 ¥ [ 3 a7 3 47| % 3 [ a7

7 T 16 7 578 I AR 7 7103 7 3121

I ®1 50 33 6

T T 32 1 [ 195 T & 171 T 1 134 1 Tl 126

7 W 171 7 B 171 7 [ 1 122 7 W 122 7 5[ 110

82— [ 134 2 [3 ol 154 2 3 [ 15| 2 3 T 195 2 [3 T 207

I 000 I o 00 7 o 00 I o 00 I o 00

537 500 73 Bl %3

1 553 1 3335 1 A 1 14 1 |

T T 188 7 [ 188 T W[ 165 T T 165 7 T 165

& 3 g0z ¥ [3 I 3 108| P [3 7 10g| © [3 9106

1 i 00 7 o 00 7 o 00 1 o000 7 o 00

X} 78 x| 04 4

T . 22 1 I 128 T [ 11 120 T 1 129 1 I 128

T T 138 7 5[ 188 T 16 188 T T 138 7 ol 128

& 3 o2 B 3 o121 B 3 a1 B 3 o121 B 3 T 165

7 000 7 o 00 7 o 00 7 000 7 o 00

51 ) 53 59 74

T Z 329 1 Bl 178 T [ 0 178 T 0 178 1 Bl 178

7 ) 7 563 7 562 7 568 7 563

B3 T 14 P [3 7 B3 127 B3 27 B3 a1

I 00 7 o 00 7 o 00 I 00 7 00

s 74 78 73 B3

T [ & 180 1 B[ 180 T [ 2 158 T 2 158 1 o 122

2 | 7 o 72 T 72 2 | 7 965

B =T mm s o] 122] ¥ 3 I R g 58 3 R

I 00 7 58 T 72 )| B T 1 36

B3 B2 %0 %0 Bl

T T 106 1 B[ 106 1 373 1 73 1 o 81

7 G 7 523 7 324 7 14 7 521

15— g 65| B3 B 65| B3 o 73 B3 73 B3 o 81

I 00 7 o 00 7 o 00 I 00 7 00

720 70 71 71 03

T T 171 1 B 171 T T 171 T T 143 1 B[ 123

7| 11 105 7 [ 105 7 [ 17 162 7| .| 124 7 & 124

105 3 | S| e B v | Rl 5] S Dl 2 228 B 3 7 WYL

I 000 7 00 7 o 00 I 00 7 00

65 W5 53 s W5

T B &6 1 E BV T B 46 1 T 13 1 13

7 I 7 593 7 HEE 7 o 00 7 o 00

¥ 3 T 167 [ 3 167 > 3 167 > [3 74 3 37

I 000 7 o 00 7 o 00 I B 143 I [ 10| 185

w85 %85 w5 iT%} 71

T o 322 1 7| BEY¥] T o a2 T o &2 1 7| BEYW

7| G| 34 2 G| 234 7 [ T| 234 7| G| 34 2 G| 234

& 578 O[3 578 3 A 578 3 578

I i 00 7 o 00 7 o 00 I o0 00 7 o 00

734 VX VX 734 VX

Figura 49. Tabla de Excel de la evaluacién 10 - 15 del Tratamiento 4 (T4);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicion del embrion, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacioén de protocormo), N°)

namero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase.
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Tabla de Excel de la evaluacion 1 - 4 del Tratamiento 5 (T5);

Figura 50.

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

Ruptura de

, 2
de protocormo), N°)

on

on del embri

imbibici

fases de la germinacion (1

Formacion

Perdida de testa y 4=

testa, 3

de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase.

s

numero
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Evaluacion 5 (25/10/19) |Evaluacién 6 (31110/19) Evaluacion 7 (07/11119) | Evaluacion 8 {1411119) | Evaluacién 9 {21/11/19)
T5 T5 T5 T5 T5

Total |Fase [N° % |Total |Fase |N° % |Total |[Fase |N° % |Total |Fase [N° % |Total |Fase |N° %

T 1] 733 T 3] 867 T 2] 800 T T3] 867 T ] 933

6 2 000 . [2 000 . [2 1133 . [2 2133 L [2 0 00

3 0 00 3 0 00 3 i 00 3 0 00 g 0 00

1 0 00 1 0 00 1 i 00 1 0 00 7 o 00

733 86.7 933 1000 933

T 14| 824 T 14| 8724 T T 574 T 11| 574 T T 574

7 0 00 7 0 00 7 i 00 7 0 00 7 0 00

7 ) A o A o 00 7 [3 ) 0 00

1 0 00 1 0 00 1 i 00 1 0 00 7 0 00

824 824 524 824 824

T 71 815 T 71 875 T 7 875 T 71 875 T 71 975

. 2 000 . [2 000 . [2Z 000 . [2 000 . [Z 0 00

3 0 00 3 0 00 3 i 00 3 0 00 g 0 00

1 0 00 | 0 00 1 i 00 1 0 00 7 0 00

87.5 875 875 875 87.5

T 15[ 759 T 15[ 789 T 15[ 759 T 15[ 789 T 15[ 759

g 2 000 4 [2 000 ,, [2 000 4 [2 000 ,, [2 0 00

3 0 00 3 0 00 3 0 00 3 0 00 ] 0 00

1 0 00 1 0 00 1 0 00 1 0| 00 7 0 00

789 789 789 789 789

T 75 906 T 0] 938 T 30| 938 T 0] 938 T ] 938

7 0 00 7 0 00 7 0 00 7 0 00 7 0 00

2 000 2 73 000 2 3 00 2 3 000 2 7 100

1 0 00 1 0 00 1 i 00 1 0 00 7 0 00

906 933 938 938 93.8

T 07000 T 107000 T 3 000 T 5] 900 T T0[700.0

0 2 000, [2 000, [2 100, [2 100 ,, [2 0 00

3 0 00 3 0 00 3 i 00 3 0 00 ] o 00

1 0 00 1 0 00 1 1 00 1 0 00 7 0 00

1000 100.0 1000 100.0 1000

T 19 905 T 19 905 T 19 905 T 19 905 T 7] 957

7 0 00 7 0 00 7 1 48 7 1 43 7 0 00

2 00 &3 00 &3 o0 &3 00 &3 100

1 0 00 1 0 00 1 i 00 1 0 00 7 0 00

905 905 9.2 952 952

T 18] 600 T 20| G6.7 T 19 633 T 18] 600 T 18] 500

7 0 00 7 0 00 7 1T 33 7 7 67 7 R

U 000 ¥ 3 o o o0 ¥ 3 o0 ¥ 3 100

1 0 00 1 0 00 1 1 00 1 0 00 7 0 00

50.0 56.7 5.7 56.7 56.7

T 0] 833 T 0] 833 T 9 750 T 0] 833 T 0] 833

7 0 00 7 0 00 7 1 83 7 0 00 7 0 00

12— 00 23 000 23 00 23 000 23 0 00

1 0 00 1 0 00 1 i 00 1 0 00 7 0 00

833 83.3 83.3 833 83.3

T 77 750 T 7] 750 T %] 127 T %] 727 T %] 727

7 0 00 7 0 00 7 1T 78 7 1 78 7 1 78

¥ 3 I I o0 ¥ 3 700 € 7 700

1 0 00 1 0 00 1 1 00 1 0 00 7 0 00

750 750 750 750 750

Figura 51. Tabla de Excel de la evaluacion 5 - 9 del Tratamiento 5 (T5);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrién, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacién de protocormo), N°)

namero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase.
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Tabla de Excel de la evaluacién 10 - 15 del Tratamiento 5 (T5);

Figura 52.

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

Ruptura de

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrién, 2

de protocormo), N°)

Formacion

Perdida de testa y 4=

testa, 3

de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase.

-

numero
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Tabla de Excel de la evaluacion 1- 4 del Tratamiento 6 (T6); Rep.)

Figura 53.

repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase) fases de

Ruptura de testa,

la germinacién (1=imbibicion del embrion, 2

3

de

-

umero

de protocormo), N°) n

=Formacion

Perdida de testa 'y 4

semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase.
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Evaluacién 5 (25/10119) | Evaluacién 6 (31/10119) | Evaluacién 7 (07/11119) | Evaluacién 8 (14/11/18) | Evaluacién 9 (21/11/19)
TS TS 6 i3 T

Total |Fase |N° % |Total [Fase |N° % |Total [Fase |N° % |Total [Fase |N° % |Total [Fase |N° %

1 18] 8138 1 7773 1 19 %4 1 18] 8138 1 207 907

7 o[ 00 7 0 00 7 o[ 00 7 o[ 00 7 1 45

2 o 00 2 [3 o 00 2 [73 o 00| 2 [3 o 00| % 3 o 00

7 o[ 00 7 o[ 00 T o[ 00 7 o] 00 7 o] 00

318 73 %4 318 555

I i 1 73 53 i 73 953 i 5371000

7 o 00 7 o[ 00 7 o[ 00 7 0] 00 7 o 00

24 o 00| 2 [ 3 o 00| & [ 3 o 00| 3 ol 00 2 [3 o 00

7 o[ 00 Z o[ 00 7 o[ 00 7 0] 00 7 0 00

558 5528 558 %53 100.0

T 24 857 T 21 %57 1 5 857 i A 857 i 5 857

7 o[ 00 7 o[ 00 7 o[ 00 7 o] 00 7 o[ 00

2% 3 o 00 2 3 o 00 2 3 o 00 2 3 ol 00 2 3 000

7 o[ 00 i o[ 00 7 o[ 00 7 o[ 00 7 0 00

85.7 85.7 85.7 85.7 85.7

T 25 731 T 25 781 1 55 T8 1 i 55 781 i 25 781

7 o[ 00 7 o[ 00 7 o[ 00 7 o[ 00 7 0 00

2 o 00 2 [3 o000 2 3 o 00 2 [3 o 00 % 3 o 00

7 o[ 00 7 o[ 00 T o[ 00 7 o] 00 7 o] 00

781 781 784 781 781

T T 3] 735 T T %] 735 1 3 594 i [ 594 i 7 594

7 o 00 7 o[ 00 7 o 41 7 541 7 541

49 o R o 00| ¥ 3 o 00| ¥ 3 ol 00 ¥ [ o 00

7 o[ 00 Z o[ 00 7 o[ 00 7 0] 00 7 0 00

735 735 735 735 735

i 7 807 T 20 714 1 10 670 i 1o 570 i 10 670

7 o[ 00 7 o[ 00 7 1736 7 1736 7 1736

2% 3 o 00 2 3 o 00 2 3 00 2 3 ol 00 2 3 o 00

7 o[ 00 Z o[ 00 7 o[ 00 7 o[ 00 7 0 00

80. 71.4 7.4 71.4 71.4

i 18] 731 1 20] 769 1 1] 731 i 1] 731 i 20 769

7 o 00 7 o[ 00 7 138 7 138 7 000

% 3 o 00 2 [3 o 00 2 [3 o 00 28 [3 o 00 % 3 0 00

7 o[ 00 7 o[ 00 T o[ 00 7 o] 00 7 o] 00

734 76.9 769 769 76.9

T T 22 759 T T 23] 793 1 7 750 i 2 759 i 72 T59

7 o[ 00 7 o[ 00 7 134 7 134 7 1 34

2 3 I R o 00| 2 [3 o 00| @[3 ol 00 2 [ 3 o 00

7 o[ 00 Z o[ 00 7 o[ 00 7 0] 00 7 0 00

755 793 793 793 793

i 7 85 i T8 047 1 17 905 i 17 895 i 177 805

7 o[ 00 7 o[ 00 7 53 7 53 7 53

19 3 ) R ) O i I o o 00

7 o[ 00 7 o[ 00 7 o[ 00 7 o] 00 7 o 00

89.5 94.7 94.7 94.7 94.7

i 18] 750 T 27 875 1 57 875 i 57 875 i 57 875

7 o 00 7 o 00 7 o[ 00 7 o[ 00 7 o 00

24 o 00 24 3 o 00 % 3 o 00 % [3 ol 00 24 3 0 00

] o[ 00 Z o[ 00 7 o[ 00 ] o] 00 ] o 00

75.0 575 575 375 575

Figura 54. Tabla de Excel de la evaluacion 5 - 9 del Tratamiento 6 (T6);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicion del embrion, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacion de protocormo), N°)

nuamero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase
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Evaluacion 10 (28/11/19) | Evaluacién 11 (05/12/18) | Evaluacién 12 (12/12/19) | Evaluacién 13 (19/12119) | Evaluacion 14 (26/12/19) Evaluaci6n15(03m1f20]|
T6 T6 T6 T6 T6 T6

Total [Fase |N° % |Total |Fase |N° % |Total |Fase |N° % |Total |Fase |N° % |(Total |Fase [N° |% |Total Fase [N° %B_‘

T 78 918 T 78| 918 T 18] B18 T 18] B18 T 78] 578 T 18 87,

7T o 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00

2 o7 o0 2 3 o0 2 3 o 00 2 3 o000 2 3 o0 2 3 o0

T 00 T 0 0 7T 0 00 T 0 00 3 T 0 00

81.8 81.8 81.8 81.8 81.8 313

T 747000 T 2[00 T [0 T T 27000 T 247000 T T 207000

7T o 7T o 00 7T o 00 70 00 710 00 70 00

o T 0 1t ) A 1

T o T 0 0 T 0 00 N I 0 00 0 00

1000 1000 100.0 100.0 1000 1000

T 7 %7 T 7 %7 T 7] %57 T 73 557 T 74 857 T 74 %7

7T o 00 7T 0 00 T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 70 00

% o o0 2 3 o o0 2 3 o o0 23 o o0 23 o0 23 o0

T 0 T 0 0 7T 0 00 T 0 00 3 U 0 00

85.7 85.7 85.7 85.7 B85.7 85.7

T 7 781 T 7 T8 T 75 781 T 75 781 T 75 781 T T 75 781

7T o 00 7T 0 00 7T 0 00 70 00 70 00 70 00

e T 1 1 L

T o T 0 0 T 0 00 N I 0 00 0 00

78.1 78.1 78.1 78.1 78.1 78.1

T T3 504 T3 504 T3] 704 T3 704 T3 794 T3 04

7T om0 7T 0 00 7T o[ 00 70 00 7T 0 00 70 00

91 o0 X3 o0 X3 o o0 Y3 o o0 Y3 o0 Y3 L

T o T o 0 T 0 00 T 0 00 I 0 00 I 0 00

69.4 69.4 89.4 89.4 89.4 69.4

T 79 79 I T 79[ B79 T 19] B79 T 79 B79 T 19 579

7T 3% 7T 36 7 T35 v I v 7 3%

T 0 1 1 A ) A 1

T 0 T 0 0 T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00

714 714 714 714 714 714

T T 20 760 T 70 760 T 70 759 T 70, 769 T 70, 759 T 70 750

7T o 7T 0 00 7T 0 00 70 00 7T 0 00 70 00

e T K o 1 o e R o e I L

T o T o 0 T 0 00 T 0 00 I 0 00 I 0 00

768 768 768 763 763 763

T T 2 750 T 750 T [ 750 T 2 750 T T 22 750 T T 722 759

7T o 0 7T o 00 7T 0 00 70 00 70 00 70 00

X o o0 2 3 o o0 2 3 o o0 2 3 o o0 2 3 o0 2 3 00

T 00 T 0 0 7T 0 00 T 0 00 3 T 0 00

75.9 75.9 75.9 75.9 75.9 75.39|

T T 77 895 T 7 895 T 17 595 T 17 595 T 77 595 T T 177 895

7T 53 7T 53 7 53 7 53 T 53 T 53

L ) ) ) 1 s e ) R A 1.

T o T o 0 T 0 00 o I 0 00 0 00

547 57 547 547 547 547

T 2 9% I T 2 W75 T 20 875 T 20 875 T 2 975

7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 70 00

% o o0 23 o o0 2 3 o o0 X 3 o o0 X3 o0 X 3 o0

T 00 T 0 0 7T 0 00 T 0 00 3 T 0 00

875 875 87.5 87.5 87.5 87.5

Figura 55. Tabla de Excel de la evaluacién 10 - 15 del Tratamiento 6 (T6);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicion del embrion, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacién de protocormo), N°)

nuamero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase
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Tabla de Excel de la evaluacién 1 - 4 del Tratamiento 7 (T7);

Figura 56.

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

Ruptura de

, 2
de protocormo), N°)

on

del embri

on

imbibici

fases de la germinacion (1

Formacion

Perdida de testa y 4=

testa, 3

de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase

s

numero



107

Evaluacion § (25/10/18) Evaluacion 6 (31/10118) Evaluacion 7 (07111118) Evaluacion 8 (14/11118) Evaluacion 9 (2111118)
T6 6 T6 T6 T6
Total [Fase |[N° % |Total [Fase |N° % |Total |[Fase [N° % |Total [Fase |N° % |Total |[Fase [N° %
T 23] 806 T 1 20 506 T 29] 806 T 1 20 506 T 29] 806
7 ) 7 000 7 000 7 000 7 000
% 13 o 00 3 o 00| [ 3 o 00 *® 3 o 00| [ 3 0 00
7 000 Z 000 7 000 Z 000 7 000
506 508 506 508 505
T 23] 557 T 723 657 T 724] 556 T 20 56 T 724] B85
7 000 7 000 7 000 7 000 7 000
¥ 00 P37 000 P [3 000 P37 000 P [3 000
i 000 i 000 i 000 i 000 i 000
8.7 857 586 586 588
T 27 750 T 27 750 T 27 750 T 27 750 T 27 750
7 000 7 000 7 ) 7 000 7 )
2% i 00 @[3 0 00 2 [ 3 o 00 & [3 0 00 2 [3 )
7 00 4 000 7 000 4 000 7 000
75.0 75.0 75.0 75.0 75.0
T 78] 800 T 28 800 T 28] 800 T 28 800 T 28] 800
) 000 7 000 ) ) 7 000 7 000
¥ 13 o 00 ¥ 3 o 00| P [ 3 o 00 P 3 o 00| P [3 000
7 ) Z 000 7 ) Z 000 7 000
50.0 500 50.0 500 50.0
T 23] 793 T 25 793 T 23] 793 T 25 793 T 23] 793
7 100 7 000 7 000 7 000 7 000
29 13 o 00 2 3 o 00| 2 [ 3 o 00 2 3 o 00| & [ 3 0 00
7 000 Z 000 7 000 Z 000 7 000
793 793 793 793 793
T T 73] B85 T 723 585 T 73] B85 T 723 585 T 73] B85
7 000 7 000 7 000 7 000 7 000
% — a0 % 3 000 % [3 o 00 % [3 000 % [3 000
i 000 i 000 i 000 i 000 i 000
885 835 885 835 85
T 23[ 1000 T 251045 T 78] 578 T 78 518 T 77 773
7 0 00 7 0 00 7 000 7 000 7 )
2 000 2 [3 000 2 [3 000 2 [3 000 2 [3 )
7 00 4 000 7 000 4 000 7 000
100.0 104.5 B1.8 81.8 77.3
T 77 794 T 27 794 T T 77 794 T 27 794 T T 77 794
) 00 7 000 ) T 79 7 A 7 T 79
M o 00 ¥ 3 o 00| ¢ [3 o 00 ¥ 3 o 00| ¢ [ 3 000
7 ) Z 000 7 ) Z 000 7 000
794 794 824 524 824
T 37 5356 T 31 536 I T 31 536 T 3] 974
7 00 7 000 7 T 79 7 170 7 000
B3 0 00 P [3 o 00| P [3 o 00 P [3 o 00| [3 0 00
7 000 Z 000 7 000 Z 000 7 000
G %8 314 514 314
T 21 700 T 725 833 T 28] 567 T 27 900 T 726 567
7 ) 7 000 7 000 7 000 7 000
0 o0 3 o 00 P [3 o o0 L [3 o 00 P [3 000
7 000 Z 000 7 000 Z 000 7 000
700 53 8.7 500 5.7
Figura 57. Tabla de Excel de la evaluacion 5 - 9 del Tratamiento 7 (T7);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrién, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacion de protocormo), N°)

namero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase
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Evaluacién 10 (28/11/19) | Evaluacién 11 (05112/18) | Evaluacién 12 (1211218) | Evaluacien 13 (18/1211) | Evaluacién 14 (26/12119) | Evaluacién 15 (03/01/20) |
T T6 T T T6 T

Total |Fase |N° % |Total |Fase [N° % |[Total [Fase |N° % |Total |Fase [N° % |Total[Fase [N° [% |Tofal |[Fase |N° %

T 20 WF T 20 %05 T 20 306 T 20 W06 T 20 %5 T 2 906

7T 0 W ] 7T 0 00 7T 0 W 7T 0 W 7T 0 00

O 1 T ) o ) R

T 0 00 T o 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00

806 80.6 306 806 80.6 306

T 71 96 I T 20| 86 T 71 96 T 21 796 T 24 86

7T 0 M 7T W 7T 0 00 7T 0 W 7T 0 W 7T 0 00

S o o ) e o o 1

T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00

68.6 8.6 68.6 686 8.6 68.6

T 7 T50 T 21 750 T 21 T50 T 71 50 T 21 750 T 21 50

TT 0 W0 7T W 7T 0 00 TT 0 W0 7T 0 W 7T 0 00

T I R s ) T e o o 1 R I

TT 0 T 9 W 7T 0 0 TT 0 T 0 W TT 0 0

75.0 75.0 75.0 75.0 75.0 75.0

T 28 00 T 2 %00 T 2 %00 T 28 %00 T 28 %00 T 2 %00

T O M Y] 7T 0 00 T O M0 I ] 7T 0 00

C o ) s ) o e e o o 1 R I

TT 0 W T 9 W 7T 0 0 TT 0 W T 0 W TT 0 0

80.0 80.0 80.0 80.0 80.0 80.0

T 23 793 T 23 792 T 23 193 T 23 793 T 23 792 T 23 193

7T O M Y] 7T 0 00 7T M I ] 7T 0 00

T T ) 0 T ) o 1 R I

TT 0 W T 3 W T 0 0 TT 0 W I T 0 W TT 0 0

793 793 793 793 793 793

T 23] %5 T 23] %5 T 73 %5 T 23] %5 T 23 %5 T 73 %5

T 0 00 7T 0 0 7T 0 00 T 0 00 7T 0 00 7T 0 00

e ) ) O o ) o o 1 O

TT 0 W T 9 W T 0 0 TT 0 W T 0 W TT 0 0

%5 75 75 %5 55 75

T 21 %5 T 77 773 T 75 682 T 75 87 T 75 7 T 75 87

T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 T 0 00 7T 0 00 7T 0 00

T )2 ) ) o o 1 2 I A

T 0 W I T 0 W 7T 0 0 T 0 W T 0 W T 0 0

%5 773 52 52 582 52

T 7] 794 T 27 794 T 27 94 T 277 794 T 27 794 T 27 794

L 7T A 20 T 1 79 R L I A 7T 1 70

o ) s 1 T A ) ) ) o

) T 0 W 7T 0 0 ) T 0 MW T T 0 0

524 724 524 524 724 524

i I T 3 74 R R T 3 74

70 00 7T o 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 70 00

S o ] ) o o e

) T 0 MW 7T 0 0 ) T 0 MW T T 0 0

34 54 514 514 54 514

T 25 W7 T 5 B7 T % %7 T 25 W7 T 55 &7 T % %7

7T 0 W0 7T 0 W 7T 0 00 7T 0 W 7T 0 W 7T 0 00

O T T ) T o ) 1 A R )

O I ) T o 0 T 0 10 O I ) T 0 M T 0 00

%7 ] %7 %7 %7 %7

Figura 58. Tabla de Excel de la evaluacién 10 - 15 del Tratamiento 7 (T7);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicion del embrion, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacién de protocormo), N°)

namero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase
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Tabla de Excel de la evaluacion 1 - 4 del Tratamiento 8 (T8);

Figura 59.

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

Ruptura de

, 2
de protocormo), N°)

on

del embri

on

imbibici

fases de la germinacion (1

Formacion

Perdida de testa y 4=

testa, 3

de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase

s

numero
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Evaluacion 5 (25/10118) Evaluacion 6 (31/10/18) Evaluacion 7 (07/11118) Evaluacion 8 (14/11118) Evaluacion 9 (21111118)
T8 TS T8 B0 TS

Total |Fase |N° % |Total |Fase |N° % |Total Fase |N° % |Total |[Fase |N° % |Total |Fase |N° %

T 52 945 T 52 945 T | 45| 818 T 1 45 818 T 1 46 836

7 000 7 000 7 118 7 18 7 0 00

%3 000 P [ 3 o 00| P 3 o 00| P [ 3 o 00 P [ 3 0 00

7 0 00 4 o 00 Z o 00 7 o[ 00 4 o 00

94,5 94,5 83.6 83.6 8l.6

T 25 878 T a7, 855 T 28 873 T 48 873 T 78 873

7 000 7 000 7 000 7 000 7 000

% 000 2 [3 o 000 2 [3 e 00

7 0 00 4 o 00 7 o 00 ] o 00 4 o 00

318 855 873 373 873

T 30] 9009 T 3] 939 T 3] 939 T 30 909 T 30 900

i 0 00 7 o 00 7 o 00 7 30 7 130

B3 o 00 P [3 o 00| P 3 o 00| P [3 00 P [3 o 00

7 0 00 1 o[ 00 7 o 00 1 o 00 1 o 00

30.9 3.0 539 339 3.

T 25 %62 T 25 867 T 2] 759 T 22 759 T 22 759

7 0 00 7 o[ 00 7 o 00 7 T34 7 1 34

2 13 o 00 2 [ 3 ol 00| 2 3 o 00| 2 [ 3 o 00 2 [3 0 00

7 0 00 7 o 00 7 0 00 7 0 00 7 0 00

86.2 86.2 75.9 79.3 79.3

T 20| 879 T 20/ 879 T 76| 758 T 27 518 T 27 818

7 000 7 o[ 00 7 0 00 7 000 7 000

B 000 P [ 3 o 00| P 3 o 00| P [3 O R 0 00

7 000 7 o 00 7 0 00 7 0 00 7 0 00

87.9 87.9 78.8 81.8 81.8

T 21 124 T 21 774 T 21 724 T 21 774 T 21 774

7 000 7 o 00 7 000 7 000 7 000

2 3 o 00 2 [ 3 o 00| 2 3 o 00| 2 [ 3 o 00 2 [ 3 o 00

7 0 00 4 o 00 Z o 00 7 o[ 00 4 o 00

124 724 724 72. 724

T 79| 826 T 73] 876 I S T 20 870 T 78 T8,

7 000 7 o 00 7 000 7 000 7 000

2 000 2 3 o 00 2 3 000 2 [3 000 2 3 00

7 0 00 4 o 00 7 o 00 ] o 00 4 o 00

826 826 826 370 78,

T 54 844 T 1 54 844 T 1 54 844 T 1 54 844 T 54 844

i o 00 7 o[ 00 7 o 00 7 o 00 7 o 00

4 13 o 00 3 o 00| ¥ 3 o 00| ¢ [3 I e o 00

7 0 00 1 o[ 00 7 o 00 1 o 00 1 o 00

344 544 544 344 544

T 25 135 T 1 28] 824 T 1 28] 624 T 1 28] 824 T 1 28 824

7 0 00 7 o[ 00 7 0 00 7 o 00 7 0 00

M o 00 * [ 3 o 00| ¥ 3 o 00| * [ 3 o 00 * [ 3 0 00

7 0 00 7 o 00 7 0 00 7 0 00 7 0 00

73.5 82.4 824 824 824

T 37| 822 T 37 87 T 37| 822 T 37 827 T 38 844

7 22 7 177 7 172 7 27 7 0 00

% o000 ¥ [ 3 o 00| 4 3 o 00 ¥ [3 o000 ¥ [ 3 0 00

7 000 7 o 00 7 0 00 7 0 00 7 0 00

84.4 84.4 84.4 84.4 84.4

Figura 60. Tabla de Excel de la evaluacién 5 - 9 del Tratamiento 8 (T8);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicién del embrion, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacién de protocormo), N°)

namero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase
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Evaluacion 10 (28/11/19) | Evaluacion 11 (05112/18) | Evaluacion 12 (12112/19) | Evaluacién 13 (19/12119) | Evaluacion 14 (26/12/19) | Evaluacion 15 (03/01/20)
T8 T8 T8 T8 T8 T8

Total |Fase |N° % |Total |Fase [N° % |Total [Fase |N° % |Total [Fase [N° % |Total [Fase [N° |% |Total |Fase |N° %

T 1 516 T % 516 T 16 B8 T 76 B35 T 16 B35 T 7 518

7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 770 00

O e o o o o o o < T A 1

T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 77 0 00

316 83.6 836 8l.6 836 Bl6

T 3 873 T 1 873 T 38 873 T 15[ 873 T [ 873 T 7 873

L 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00

i e o o o 1 o ) ) 1

T 0 00 I 0 00 T 0 00 T 0 00 I 0 00 T 0 00

873 87.3 873 87.3 873 873

T 5 00 T30 009 T 3 000 T3] 09 T T 3 00

7T 1 30 71 30 7T 1 30 7T 30 T 1 30 7T 1 30

o A o ) 0 A A )

T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 10 I 0 00 7T 0 10

919 939 939 918 939 [EE]

T T 2 750 T 2 750 T 2 750 T 2 750 T [ T30 T T 2 750

71 34 71 34 T 1 34 7T 1 34 71 34 7T 34

O T 1 ) 0 ) A )

T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 10 T 0 10 T 0 00

793 793 793 793 793 793

R T 27 F18 T 77 518 T 27 718 T 77 518 IR

L 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 00 770 00

S 1 A R 1) A s A < A 1.

T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 7T 0 00

318 81.8 818 81.8 818 81.8

T 77 774 T 27 773 T 77 772 T 27 773 i T 77 774

L 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 770 00

e 1 1) s 1 < A I L

T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 77 0 00

724 724 724 724 724 724

T 78 783 T 78] 783 T 78 783 T 78] 783 T 18] 783 T 78 783

7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 770 00

O e 1 A e ) 1) A ) ) A 1

T 0 00 I T 0 00 T 0 00 T 0 00 I 0 00 T 0 00

78.3 78.3 783 78.3 783 78.3

T 52 544 R T 5 844 R T 5 B4 T 52 544

L 7T 0 00 7T 0 00 7T 0 00 I L 7T 0 00

e A o ) B A )

T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 10 I 0 00 7T 0 10

844 Bd.4 844 Bd.4 844 Bd.4

T 2% 84 T 28] 24 T 28 824 T 28] 24 T 28 B4 T 2 84

L 70 00 7T 0 00 70 00 70 00 7T 0 00

1 o ) A )

T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 10 T 0 10 T 0 00

524 124 524 124 54 524

T % 844 T % %4 T % 844 T %[ %44 T %[ B4 T % 844

L) 70 00 7T 0 00 70 00 70 00 7T 0 00

o 1 o e e ) e 1 R < A 1.

T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 T 0 00 7T 0 00

844 84.4 844 84.4 844 844

Figura 61. Tabla de Excel de la evaluacion 10 - 15 del Tratamiento 8 (T8);

Rep.) repeticiones, Total) total de semillas por repeticion, Fase)

fases de la germinacion (1=imbibicion del embrion, 2=Ruptura de

testa, 3=Perdida de testa y 4=Formacién de protocormo), N°)

namero de semillas por fase, %) porcentaje de semillas por fase
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