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RESUMEN

La investigacion se realizé en la Universidad Nacional de San Martin — Tarapoto,
departamento de San Martin, especificamente en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales de la Facultad de Ciencias Agrarias, se trabajo con explante de Phragmipedium
kovachii aisladas del Instituto de Investigacion Bioldgica de las Cordilleras Orientales
(INIBICO) situado en la region San Martin, con la finalidad de determinar la adaptabilidad en
funcién a los medios de cultivo: M&S total, M&S % y Gamborg (B5) y la adicion de 0 g, 10 g,
20 g y 30 g de una fuente de azucar (Manitol) como inhibidor de crecimiento de plantulas de
Phragmipedium kovachii, teniendo solo medio de cultivo como controles. Para el tratamiento
de datos, utilizando un Disefio estadistico Completamente al Azar con ajuste factorial 3 x 4,
donde el Factor A es el tipo de medio de cultivo (M & S total, M & S a mitad concentracién y
solucién Gamborg) y el Factor “B” es la concentracion de Manitol (0; 10; 20y 30 g L-1), en
total fueron 12 tratamientos con 10 repeticiones cada uno, considerando como unidad
experimentala cada repeticion (1 explante de Pragmipedium kovachii), resultando un total de
120 unidades experimentales. Las evaluaciones se realizaron cada 15 Dias Después de la
Siembra (DDS) de las plantulas en el medio de cultivo, hasta completar 165 DDS, en donde se
consideraron los indicadores morfoldgicos: cantidad de hojas, cantidad de tallos, cantidad de
raices, altura de planta, tamafio de raiz y longitud de hojas. Los resultados mostraron que el
mejor medio de cultivo, en el cual hubo mayor indice de adaptabilidad de las plantulas segun
las caracteristicas morfologicas, fue el medio MS, quien present6 0,94 cm de altura de plantulas,
20 hojas en promedio, 1,78 cm de longitud de hojas en promedio por plantula, 1,38 tallos en
promedio, 1,12 raices y 0,86 cm de longitud de raices de plantulas respectivamente. Sin
embargo, la adicion del inhibidor de crecimiento si influyo en los resultados morfoldgicos, ya
gue, a mayor concentracion del inhibidor, se redujo considerablemente los datos obtenidos en

el ensayo.



ABSTRACT

The research was carried out at the National University of San Martin - Tarapoto,
department of San Martin, specifically in the Plant Tissue Culture Laboratory (LCTV)
belonging to the Faculty of Agrarian Sciences (FCA) of said house of studies, we worked with
Phragmipediumkovachii seeds isolated from the Biological Research Institute of the Eastern
Cordilleras (INIBICO) located in the San Martin region, in order to determine the adaptability
according to the culture media: M&S total, M&S Y2 and Gamborg (B5) and the addition of 10
g, 20 g and 30 g of a sugar source (Mannitol) as growth inhibitor of Phragmipedium kovachii
seedlings, having only culture medium as controls. For data treatment, a Completely Random
Design (DCA) with a 3 x 4 factorial arrangement was used, where Factor "A" is the type of
culture medium (M & S total, M & S at medium concentration and solution Gamborg) and
Factor "B"is the concentration of Mannitol (0; 10; 20 and 30 g L-1), in total there were 12
treatments with10 repetitions each, each repetition being an experimental unit (1 P. kovachii
seedling),resulting in a total of 120 experimental units. The evaluations were carried out every
15 Days After Sowing (DDS) of the seedlings in the culture medium, until completing
165 DDS,where the morphological indicators were considered: number of leaves, number of
stems, number of roots, height of the plant, root length and leaf length. The results indicate that
the best culture medium, in which there was a higher adaptability index of the seedlings
according to the morphological characteristics, was the MS medium, which presented 0,94 cm
in height of seedlings, 20 leaves on average, 1,78 cm in length of leaves on average per seedling,
1,38 stems on average, 1,12 roots and 0,86 cm length of seedling roots, respectively.However,
the addition of the growth inhibitor did influence the morphological results, since,at a higher

concentration of the inhibitor, the data obtained in the test was considerably reduced.



l. INTRODUCCION

Las orquideas son un grupo de plantas muy diverso en Per(. Se estima que, en nuestro
pais, alcanza las 2600 y 3000 especies. Esta diversidad de especies, con su variedad de formas,
tamanos y colores, hace de las Orchidaceae una familia con dificultad para catalogar y evaluar.
Sin embargo, esta gran variacion contrasta con su baja abundancia y alta sensibilidad a los
cambios en el medio ambiente, asi como la calidad de su hébitat. Sobre el Gltimo punto, quizas
una de las mayores amenazas es la pérdida del habitat donde prosperan estas especies. Un
problema evidente es la sobre explotacion, que en algunos casos ha resultado en la destruccion
de poblaciones de algunas especies debido al alto impacto de la explotacion comercial de las
orquideas de su habitat. Por esta razon, las orquideas estan comprendidas en los anexos de la
Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (Cites) (Minam, 2015).

Esta preservacion de orquideas involucra técnicas que permitan una gran diversidad de
genotipos, como el uso de técnicas de preservacion y hacer mejoramiento para disminuir su
pérdida en el tiempo de manera controlada, en un esfuerzo por maximizar la diversidad de
muestras recolectadas de las poblaciones. La esfera sexual o su centro de origen (Sanchez &
Jiménez, 2010; Rivera et al., 2008). Dentro de los bancos de germoplasma in vitro contienen
especies de semillas cortas, poco vigorosas, con especial énfasis en cultivos de propagacion
vegetativa que son altamente heterocigéticos y requieren duplicacion clonal asi mantener su
integridad genética. Este Gltimo ingrediente contiene raices y tubérculos volatiles durante el
acumulamiento, como Solanum tuberosum (papa), Ipomoea batata (camote) y Manihot
esculenta Crantz (yuca) como parte de la diversidad de plantas cultivadas principalmente
para el consumo humano (Bonilla y Caetano, 2013; Garcia, Feria'y Acosta, 2007).

La preservacion de estos recursos incluye métodos que permiten maximizar el aumento
de la variedad genotipica y minimizar su pérdida en el tiempo, utilizando técnicas de
conservacion y posterior mejoramiento de manera controlada que busca maximizar la
diversidad de muestras recolectadas del campo de poblacion o su centro de origen (Sanchez &
Jiménez, 2010; Rivera et al., 2008).

Los bancos de germoplasma in vitro agrupan especies de semillas cortas, pero poco
vigorosas, con especial énfasis en labores de propagacion vegetativa que son enormemente
heterocigoticos y requieren duplicacion clonal para mantener su integridad genética. Este
ultimo ingrediente contiene raices y tubérculos de corta vida durante el proceso de
almacenamiento, como S. tuberosum (papa), I. batata (camote) y M. esculenta (yuca), que

forman parte de la variedad de plantas cultivadas importante para el consumo humano (Caetano,



2013; Garcia, Feria y Acosta, 2007). Por su enorme diversidad genética, también son de gran
importancia econémica comercial, siendo muy valoradas y queridas a nivel mundial por su
variedad en tamafio, forma, color, aroma, y por lo tanto sufren de extraccion descontrolada,
incluidas las orquideas, Phragmipedium kovachii.

El Banco de germoplasma para la conservacion de orquideas peruanas, desde hace
varios afos, la Organizacion Alemana de CooperacionTécnica (méas conocida por las siglas
GTZ) ha apoyado a paises en desarrollo, esta vez con el pueblo indigena Avajun en la selva
peruana, y este apoyo incluyo la creacion de un banco de semillas de orquideas, las orquideas
se cultivan en Alto Mayo (provincia de San Martin) y estas orquideas son muy cotizadas en el
mercado internacional y también son muy traficadas, enviadas por delincuentes a Ecuador y
Estados Unidos. Esta lucha por proteger estas especies unicas llevara a los bancos de
germoplasma. En nuestro pais estan registradas unas 3500 especies, pero cada cierto tiempo se
descubren nuevas especies. Ulrico Rotgers aseguré que el banco sera parte del plan de
desarrollo rural sostenible de la provincia de San Martin. Actualmente, el comercio de
orquideas es rentable para los contrabandistas. Ejemplares de orquideas que llevan el nombre
de Kovacs (Phragmipedium kovachii) alcanzan hasta $ 30000 en los mercados americano y
europeo por su extraordinaria belleza (EI Comercio Peru, 2006).

El presente trabajo de investigacion consistio en realizar la optimizacion de un medio
de cultivo para la preservacion in vitro y el establecimiento de un banco de germoplasma la
orquidea P. kovachii mediante la técnica de preservacion in vitro utilizando medios de cultivo
de MS, MS % y Gamborg (B5), y fuente de azlcar (Manitol o Sorbitol), de esa manera la
conservacion de plantas es importante para mantener por varios afios y servird como fuente de
investigacion para trabajos futuros. Por tanto, el presente trabajo de investigacion tiene los
siguientes objetivos:

Objetivo general

Optimizar un medio de cultivo para la conservacion in vitro y el establecimiento de un banco
de germoplasma de P. kovachii.

Objetivos especificos

1. Comparar tres medios de cultivo para la conservacion in vitro de Phragmipedium kovachii.
2. Evaluar diferentes concentraciones de manitol para retrasar el crecimiento de explante.

3. Evaluar los diferentes parametros de crecimiento en las vitro plantulas de

Phragmipedium kovachii.



1. REVISION DE LITERATURA
2.1.  Antecedentes

Bello-Bello et al. (2015) menciona que evaluaron el efecto de dos agentes
osmoticos a cuatro concentraciones (0, 10, 20 y 30 g “): manitol y polietilenglicol (PEG) y
cuatro concentraciones (0, 1, 2 y 3 mg “?1). Evaluaron dos retardantes vegetales sobre el
desarrollo, &cido abscisico (ABA) y paclobutrazol (PAC) sobre la duracion y desarrollo de
plantas de V. planifolia in vitro. Todos los tratamientos se utilizaron brotes de 0,5cm de altura
regenerados in vitro. Estos brotes se cultivaron en medio (MS). Después de 180 dias de
cultivo, se evalud supervivencia, longitud de planta, nimero de hojas, nimero de raices y
longitud. Las siembras in vitro manifestaron valores minimos en las variables de crecimiento
evaluadas cuando se incremento la concentracion de agentes osmaticos e inhibidores en el
medio. El tratamiento con PAC mantuvo el 100 % de duracién de los brotes. Pero el compuesto
caus6 anomalias en la parte superior y las raices de las plantas in vitro. En cambio, para ABA,
los brotes presentaron valores mas bajos en todas las variables evaluadas y una supervivencia
del 90 % cuando se aplicd 3 mg . Los resultados consistieron establecer una técnica de
proteccién in vitro a corto plazo para V. planifolia al extender el periodo entre subcultivos
cada 180 dias sin afectar la viabilidad y el fenotipo de la planta.

Villanueva et al. (2013) explica que las especies de orquideas son una de las
familias de plantas mas buscadas de las plantas ornamentales. Su explotacion sin escrupulos,
sumada a las exigencias ambientales para la reproduccién y el desarrollo natural, ha llevado a
gue muchas especies estén amenazadas y en peligro de extincién. EI Centro delnvestigacion en
Biotecnologia (CIB) de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo en Lambojeca, Perd, realiza
investigaciones sobre domesticacion, micropropagacion y conservacion de especies de
orquideas en la Provincia de San Martin, en la Region nororiental del Perd. Las especies
Cattleya simbodium, Cattleya rex y Cattleya maxima fueron colectadas de sus habitats
naturales. Los ejemplares fueron aclimatados en vivero con sus semillas en medio a base de
Murashige & Skoog (macro y micronutrientes) y vitaminas (inositol 100 mg, clorhidrato de
piridoxina 0,5mg, niacina 0,5 mg, ac, pantotenato de calcio 2 mg y tiamina 0,1 mg), agua de
coco 100 ml, aztcar 20 g, agar 5,6 g, carbon activado 2 mg/L, pH 5,5 y &cido giberélico,

BAP, ANA como reguladores del crecimiento segun la etapa de
micropropagacion. Se mantienen y eclosionanen condiciones ambientales y doradas tipicas de
la region costera nororiental de la provincia de Lambayeque C. maxima y C. rex son especies
adaptadas a climas costeros, han demostrado viabilidad para micropropagacion y conservacion

a nivel de laboratorio, y son aptas para propagacion y comercializacion.



Borges Garcia et al. (2011), nos indica que trabajar con material vegetal para
la propagacién in vitro es fundamental. Es por ello por lo que optimizd el entorno de
micropropagacion del fiame chino, para ello evalu6 diferentes antioxidantes como carbon
vegetal, cisteina y sales de Murashige y Skoog (MS) con bencilaminopurina en el entorno de
dispersion éptimo obtenido antes del experimento.

Cernaetal. (2014), sefialaron que las actividades humanas ocasionan un peligro
para el ecosistema de las orquideas, es por ello por lo que se propone la existencia de bancos
de germoplasma, lo cual preserva las especies amenazadas de este taxon. El estudio realizado
se dividio en dos fases: in situ y ex situ. Se realizé en Ecuador, se obtuvieron semillas a partir
de capsulas de 50 tipos diferentes de orquideas, se almacenaron 12 semillas de especies de
orquideas en un tubo vacio. Las orquideas con mayor viabilidad independientemente del
tratamiento fueron: Sobralia rosea (90 %), Sievekingia marsupialis (90 %), Maxillaria
rufescens y Epidendrum spl (75 %).

2.2.  Clasificacion boténica de Phragmipedium kovachii

Segun el Club peruano de orquideas (2010), la clasificacion botanica es la

siguiente:
Reino : Plantae
Clase - Liliopsida
Orden : Asparagales
Familia . Orchidaceae

Sub familia  : Cypripedioideae

Género : Phragmipedium, Rolfe
Especie : P. kovachii

Numero cromosdmico 2n.: 32
2.3. Banco de germoplasma

Segun Andalucia (1994) es necesario contar de medios y técnicas que permitan
actuar de forma rapida y eficaz en los casos mas criticos. De tal manera las técnicas de
preservacion ex situ (fuera del habita natural), son imprescindibles dentro de un programa de
conservacion global. Un sistema de preservacion ex situ muy satisfactorio es el banco de
germoplasma. Asi como una biblioteca es un centro de recursos de informacién, un banco de
genes de plantas es un centro de recursos para material vegetal vivo. Es la preservacion de las

partes reproductivas de las plantas, ya sean semillas, esporas, polen, bulbos, esquejes u otras



formas vegetales, en un volumen muy pequefio o en la superficie bajo condiciones ambientales

especificas para que sean claras y facilmente identificables. Disponibilidad.

Figura 1. Modelo de un banco de germoplasma

2.4.  Tipos de germoplasma

La importancia de un banco de germoplasma es recolectar especies con
caracteristicas Utiles para ellos, como las asociadas con la resistencia. Estos germoplasmas
pueden incluir parientes silvestres y cultivares desarrollados poragricultores en otras regiones.
Es importante adquirir y mantener variedades adaptadas alos agroecosistemas y sistemas
agricolas donde la comunidad agricola es el principal grupo de usuarios. Luego, el interés pasé
del germoplasma con personalidades utiles a las variedades de valor agregado. Cuando el
mandato del banco de germoplasma dictala preservacion de la diversidad tradicional de una
nacion, es responsabilidad del banco recolectar las variedades nativas mas antiguas para
preservar elpatrimonio biocultural de la nacional biocultural (Engels y Visser, 2007).
2.5. Conservacion de recursos fitogenéticos

2.5.1. Preservacion in situ

Forma de conservar los ecosistemas naturales o ecosistemas, y la
subsistencia y restauracion de ejemplares viables en el caso de especies mejoradas (ETSIA,
2006).

La preservacion in situ de los tipos de orquideas en peligro implica la
conservacién adecuada de sus habitats. Debido a que tiene inhabitat epifito preferido, cualquier
actividad que resulte en la proteccién de bosques o arbustos contribuye a los esfuerzos de
conservacion de las orquideas. Para la conservacion in situ se debe de conservar poblaciones

minimas viables, analisis de viabilidad de poblaciones y estudios relacionados con la



restauracion ambiental en areas de especies amenazadas. La conservacion in situ es la estrategia
de preservacion de especies ideal o preferida porque involucra la preservacion de ecosistemas,
y la preservacion de especies amenazadas en sus ambientes naturales es el enfoque mas
apropiado para resolver los problemas de conservacion de especies en peligro de extincion
porque se cree que la forma méas l6gica y econdmica de proteger una entidad bioldgica es dentro
del ecosistema al que pertenece (Gémez-Campo, 1985).

2.5.2. Proteccion ex situ

La proteccion ex situ significa que la creacion de colecciones de recursos
fitogenéticos tiene ventajas practicas sobre la conservacion in situ, ya que la recopilacion de
material genético e informacion relacionada puede reducir costos, mejorar el control y facilitar
enormemente la entrega. Materiales para investigadores y usuarios en general. Sin embargo,
debido a su naturaleza estatica, este tipode conservacion tiene la desventaja inherente de
impedir que continte el proceso evolutivo. Con los fondos suficientes para llevar a cabo
integramente la obra y ocasionar pérdidas irreversibles. Calle. Los Vavilov de San Petersburgo
son tan importantes y simbolicos en las colecciones institucionales como el instituto (Food and
Agriculture Organization of the United Nations [FAQ], 1996).

Actualmente se estima que aproximadamente se almacenan 6 millones
de muestras en colecciones ex situ en mas de 1300 bancos de germoplasma en todo el mundo
(FAO, 1996).

La preservacion ex situ pertenece a varias actividades importantes que
componen la produccion de material fitogenético. Se cree que complementa las estrategias
de preservacion in situ fuera de sus ambientes naturales, las plantas se conservan ex situ en
bancos degermoplasma y colecciones, donde pasan por diversas etapas y procedimientos que
requieren personal capacitado. Aungue se reconoce ampliamente que el mecanismo de
conservacion mas eficiente y efectivo es la conservacion del habitat, se reconoce que los
métodos de preservacion ex situ son un componente clave de los programas generales de
conservacion, plan de conservacion ex situ pertenece a varias actividades importantes que
componen la gestion de los recursos fitogenéticos. Se cree que complementa las estrategias
de conservacion in situ. Fuera de sus habitats naturales, las especies se conservan ex situ
en bancos de germoplasma y colecciones, donde pasan por diversas etapas y procedimientos
que requieren personal capacitado. Aunque se reconoce ampliamente que el mecanismo de
conservacion mas eficiente y efectivo es la conservacion del habitat, se da la importancia a los
métodos de conservacion ex situ son un componente clave de los programas generales de

conservacion.



Los programas de conservacion ex situ complementan la conservacion
in situ mediante el almacenamiento a largo plazo de germoplasma representativo de la
poblacién, lo que permite una mejor comprension de las propiedades anatémicas, fisioldgicas
y bioquimicas del material almacenado y proporciona la base para programas de mejoramiento,
programas de mejora genética y mejoramiento, reintroduccion o introduccion (Pence, como se
cité Iriondo, 2001).

Por otro lado, existen especies como la subespecie Phragmipedium
exstaminodium. Exstaminodium y Mexipedium xerophyticum, porque sus habitats se han
perdido o por lo tanto estan gravemente amenazados, sus poblaciones son muy escasas, no
pueden sobrevivir en el medio natural y deben ser protegidas ex situ (Rebeca et al., 2011).

Existen otras formas de preservas especies en peligro de orquideas como
los bancos de polen, la criopreservacion y los bancos de yemas, muchas orquideas en peligro
de extincion. Por ejemplo, las Laelias no son dificiles de cultivar a partir de semillas (excepto
por la autoincompatibilidad de Laelia goludiana) (Halbinger y Soto, como se cit6 en Héagsater,
Eccardi y Becerra, 2003).

La preservacion ex situ no es una condicion ideal porgue no es la mejor
manera de preservar una especie porque la variacion genética no se conserva durante la
evolucion como puede ocurrir en la naturaleza, pero esta estrategia es mejor que perder la
especie por completo (Halbinger y Grove, 1997).

2.5.3. Proteccién de campo

La conservacion utilizando colecciones de plantas silvestres preservadas
esprincipalmente para especies que son estériles o cuyas semillas no se pueden preservar por
largos periodos de tiempo. También se utiliza para especies que se reproducen asexualmente
para mantener clones y que tardan mucho en producir semillas, como las especies forestales.
Entre los cultivos conservados en tales colecciones se encuentranalgunos cultivos muy
importantes como la papa, la yuca, el fiame, la batata, el platano y los arboles frutales en general.

2.5.4. Almacenamiento de semillas

Esta técnica de conservacion es actualmente el mas utilizado en los
bancos de recursos de germoplasma y es el mas efectivo, econdmico y seguro para la
preservacion ex situ en la mayoria de las especies de clima templado, pudiendo sus
semillas conservar su vigor por mucho tiempo bajo ciertas condiciones. Régimen (semillas
de los "ortodoxos"). El proceso de conservacion de semillas consta de varias fases sucesivas,
comenzando por el registro de entraday los pasos de limpieza necesarios en cada caso. Luego,

las semillas se secan en un ambiente de baja humedad relativa hasta alcanzar la humedad interna



deseada, luego de lo cual se envasan herméticamente y se almacenan en una camara frigorifica.
Elegir el recipiente adecuado es un aspecto critico de la conservacion y, de hecho, la pérdida
de hermeticidad durante el almacenamiento puede ser una causa principal de la erosidngenética
de varios acervos genéticos valiosos.

2.5.5. Preservacion in vitro

El cultivo in vitro de especies vegetales sirve para preservar una especie
de importancia, para ello se realiza en un ambiente estéril y bajo condiciones adecuadas. La
tecnologia de conservacién de cultivos in vitro se introdujo en la década de 1980 y ahora se
utiliza sistematicamente para la conservacion e intercambio de recursos de germoplasma de
especies como la papa, la yuca o el platano (Ashmore, 1997). Las ventajas del cultivo invitro
son las altas tasas de propagacion, el mantenimiento de material vegetal en condiciones estériles
y los requisitos de espacio reducidos en comparacion con las colecciones de campo. Las puntas
y los meristemos se prefieren para el almacenamiento in vitro de estructuras de plantas iniciales
porque presentan un riesgo mucho menor de variacion genética (variaciéon somaclonal) del
material que cuando se utilizan 'callos' o estructuras adventicias. El intervalo entre repicados
puede extenderse reduciendo el crecimiento del cultivo usando una variedad de sistemas,
aungue los mas cominmente usados son la reduccion de la temperatura ambiente y la
deficiencia de nutrientes. La criopreservacion de material cultivado in vitro en nitrégeno liquido
también es una alternativa de almacenamiento que adn esta en desarrollo (Martinez, s.f).

Las técnicas de preservacion in vitro se consideran especialmente
importantes en las especies horticolas con semillas recalcitrantes o de propagacion vegetativa,
por lo que la yuca es una de las especies mas mejoradas utilizando este método (Figura 3). Lo
mismo sucede con la totalidad de las rosas, que son heterocigdticas y muy variables y se
propagan por métodos vegetativos. En Iran, una gran cantidad de especies de rosas estan en

peligro y se necesitan métodos de conservacién para protegerlas (Kavand et al., 2011).



Figura 2. Preservacion in vitro de yuca (Manihot esculenta).

La micropropagacion implica practicidad y eficiencia, es por ello que se
ha implementado en diferentes organizaciones. La propagacién in vitro de orquideas es una
parte primordial de los programas de preservacion, especialmente parala obtencion de hibridos
comercialmente interesantes (Halbinger y Soto, 1997).

2.6.  Técnica de conservacion in vitro
Segun Leyanis Garcia-Aguila (2007), hay dos técnicas de preservacion in vitro,
cuyo trabajo varia en funcién del tiempo de almacenamiento deseado:
2.6.1. Técnica de desarrollo minimo

La técnica de desarrollo por tiempo minimo ha sido ampliamente
utilizada en la practica de preservacion de germoplasma y hay muchas muestras de aplicacion
en bancos in vitro. Entre otros, Saccharum sp. (cafia de azlcar) (Taylor y Dukin, 1993), yuca
(Roca et al., 1994) y papa (Toledo y Golmirzaie, 1998).

Esta técnica es una de las opciones més importantes de poder garantizar
el éxito de los programas de preservacion, ya que es relativamente simple y facil deestablecer
utilizando el equipo habitual en los laboratorios de cultivo de tejidos. Para ello se modifica la
composicion del medio, por ejemplo, reduciendo el contenido mineral (Rayas et al., 2002),
afiadiendo sustancias activas osméticas y/o incluyendo inhibidores del aumento (Espinosa et
al., 2002).

El objetivo es aumentar la vida del cultivo in vitro sin provocar cambios
genéticos, de modo que los procesos celulares no se detengan por completo, sino que se reduzca su ritmo

de avance, reduciendo asi la frecuencia de transferencia de plantas a medio fresco (Roca et al., 1994).
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2.6.2. Meétodo de conservacion a baja temperatura

Para el almacenamiento a prolongado plazo se utiliza la crioconservacion
(acumulacion en nitrégeno deducido a -196 °C), ya que se abstienen todos los procesos
metabolicos y la division celular, ademas, el material vegetal criopreservado pudiendo
almacenar en espacios reducidos, en condiciones seguras, sin variacion genética y sin altos
precios de manutencion (Hirai y Sakai, 2000).

Engelmann y Takagi (2000), considera dos grupos de meétodos de
criopreservacion: los métodos clasicos basados en la deshidratacion quimica parcial y la
congelacion programada de osmoprotectores, y los métodos més nuevos basados en la
vitrificacion, que consiste en cambiar el estado liquido a un estado intermedio llamado vitreo.
cuerpo, que impide la formacion de cristales de hielo, es la principalcausa de dafio mecénico a
la membrana durante la congelacion (Towill, 1996).

Se reconocieron muchas técnicas dentro de ellos siete procedimientos,
entre ellos: encapsulacion-deshidratacion, vitrificacion propiamente dicha, encapsulacion-
vitrificacion,secado, precrecimiento, secado de precrecimiento y la técnica de la gota
(Engelmann, 2000).

2.7.  Phragmipedium kovachii, produccion en laboratorio IN VITRO

En la Region San Martin se cuenta con seis Laboratorios in vitro, de las cuales
INIBICO, viene trabajando un proyecto sobre la produccion en laboratorio mediante la
tecnologia in vitro de plantulas de Phragmipedium kovachii, los resultados son sorprendentes,
al observar en camas almacigueras miles de plantitas en proceso de aclimatacion y decenas de
frascos que tienen en su interior miles mas de orquideas, que esperan ser aclimatadas con esta
técnica podemos abastecer el mercado local y de esta manera evitaremos extraccion de los
bosques de germoplasma de la kovachii (Leon, 1995).

2.8.  Estrategias de preservacion in situ y ex situ

Los métodos de preservacion ex situ pueden ser una alternativa viable o el altimo
recurso para evitar una posible extincion (Zelenko, 2007; Seaton y Pritchard, 2003). Pueden
variar mucho en forma y disponibilidad, por lo que se deben utilizar todos los sistemas que
maximicen la diversidad genética (Frankel y Soulé, 1981).

La conservacion del arbusto xerdfilo en REPSA ha experimentado varios
periodos de existencia fragil, y su existencia se ha deteriorado en cada etapa al haber sufrido
varios procesos de degradacion. Este habitat se va deteriorando afio tras afio y la vegetacion
autoctona solo sera documentada en herbarios y libros si no se aprecia la importancia del area

protegida en su conjunto. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de acuerdos de
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conservacion inmediatos en paralelo con el mantenimiento del habitat a través de varias vias de
conservacion de germoplasma (Ramsay y Dixon, 2003).

El almacenamiento en nitrogeno liquido o la crioconservacion pueden
convertirse en uno de los sistemas mas efectivos para la conservacion del germoplasma. La
temperatura alcanzada (-196 °C) detiene todos los procesos metabdlicos, permitiendo la
conservacion fisiologica inicamente de células con potencial embriogénico o tejidos, como los
meristemas, a partir de los cuales se puede regenerar el mismo genotipo que el donante (Kartha,
1981, 1982). Sin embargo, esta técnica esta lejos de ser utilizada para la conservacion a largo
plazo debido a la reduccion significativa en la viabilidad de células y tejidos (Yamada et
al., 1991).

2.9. Perspectivas a futuro

La tecnologia de conservacion de germoplasma se ha aplicado con éxito a
algunas variedades de orquideas REPSA con el objetivo principal de propagacion y
reintroduccion. Sin embargo, queda mucho por hacer, como un estudio demograficode las
especies mas vulnerables (Tinoco, en proceso), que permitird evaluar las plantas que necesitan
restauracion, teniendo en cuenta los métodos de reproduccion, los factoresde supervivencia en
campo, la diversidad genética, etc. En el caso de las orquideas terrestres, que se caracterizan
por una alta especializacion con otros organismos, es claro que las estrategias de conservacion
simbidtica y simbiotica tienen diferentes ventajas (Ortega-Larrocea et al., 2009).

El mejoramiento asimbiotica brinda acceso a clones de alto valor comercial
gue pueden comercializarse para reducir la presion de recoleccién, es una alternativa de
ingresos para la financiacién de la investigacion y también permite la conservacion ex situ de
genotipos valiosos. Atractivas especies de flores como cutzis (D. aurantiacusy D.
cinnabarinus) es otra posibilidad. Por otro lado, ademas de la reproduccion asexual para
diversos fines, la reproduccién simbidtica es muy efectiva en especies del género Bletia y
ha demostrado ser invaluable en la conservacion de genotipos silvestres en programas de
conservacion (Ortega-Larrocea et al. 2009).

2.10. Banco de recursos de germoplasma y germinacion in vitro de cactaceas endémicas
y en estado de conservacion

El cactus es representativo de la biodiversidad de Meéxico y una de las doce
familias con maés géneros y especies en Guanajuato, la mayoria de las cuales son endémicas.
Se utilizan como alimento, medicina, forraje y plantas ornamentales. Los métodos
tradicionales de comunicacion a veces no tienen éxito. El cultivo in vitro es un método

alternativo de cultivo de plantas. EI banco de recursos de germoplasma proporciona los
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materiales necesarios para la propagacion, conservacion, investigacion y restauracion
ecoldgica. El objetivo de este proyecto es establecer un banco de germoplasma para la
conservacion ex situ de tres genotipos amenazadoso protegidos de cactaceas anémicas, y
analizar y determinar lagerminacion y los protocolos para fines de conservacién. Las semillas
recolectadas estan destinadas al estudio de procesos en el laboratorio con el objetivo de crear
las condiciones ideales para su almacenamiento, conservacion y propagacion in vitro. Un total
de 1267 semillas recibieron 1267 semillas de la fabrica. 1138 utiliza este método para
recomendar la posibilidad. Para la conservacion utilizar bolsas de papel kraft y refrigerar de 0
a 10 °C: Se utilizardn cuatro concentraciones de sales minerales de Murashige y Skoog (0, 25,
50 y 100 %) para cultivos in vitro con la adicionde la fitohormona 6-bencilo Aminopurina,
acido acético y &cido indolacético, y la incubacion sera a temperatura ambiente con un
fotoperiodo de 16 horas. La biotecnologia y los métodos in vitro pueden ayudar a preservar el
germoplasma de manera mas eficiente a corto y mediano plazo (Gonzélez, s.f.).
2.11. Condiciones de incubacion
2.11.1. Medio de cultivo

La disminucién de la concentracion de minerales (carbohidratos
metabolizables) en el medio es una estrategia importante para reducir el crecimiento del
explante, y el potencial osmotico del medio también se puede aumentar mediante el uso de
concentraciones gelificantes de carbohidratos no metabolizables como el manitol y la
adicion/eliminacién de reguladores de crecimiento para que los explantes absorban nutrientes
lentamente y asi reduzcan el desarrollo (Engelmann, 2011; Lima et al., 2011; Sanchez &
Jiménez, 2010).



1. MATERIALES Y METODOS
3.1.  Ubicacion de la investigacion
La presente investigacion fue desarrollada en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales (LCTV) de la Facultad de Ciencias Agraria en la Universidad Nacional de
SanMartin (UNSM) en la regién San Martin, laboratorio que realiza investigacién en micro
propagacién in vitro de orquideas por méas de 20 afios con la finalidad de contribuir a la
preservacion de especies vegetales.

3.1.1. Ubicacion politica

Departamento : San Martin

Provincia : San Martin

Distrito : Morales

Lugar : UNSM-T
3.1.2. Ubicacion geogréfica

Altitud : 283 m.s.n.m.

Latitud Sur 1 6°28° 45 del

Ecuador

Longitud Oeste 1 76°24° 09’ del

Meridiano de Greenwich
3.2.  Componentes en estudio
3.2.1. Medios de cultivo
a. Medio de cultivo M&S concentracion total
b. Medio de cultivo M&S media concentracion
c. Medio de cultivo de GAMBORG B5
3.2.2. Concentracion de Manitol
a. Concentracion 0g/L
b. Concentracion 10 g/L
c. Concentracion 20 g/L
d. Concentracion 30 g/L
3.3.  Parametros evaluados
- Ndmero de hojas
- Numero de tallos
- Numero de raices
- Altura de planta

- Longitud de raiz



Longitud de hojas

3.4. Materiales utilizados

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

3.4.4.

Frascos de vidrio de 150nzas.

Tubos de ensayo de 25 x150 mm.

Matraz Erlenmeyer de 250 y500 ml.
Placas Petri de 10 x 100 mm.
Pipetas de 1, 5, 10 y 25 ml.

Mechero con alcohol.

Laminas, materiales de metal

Pinza larga.

Pinza pequefia.
Mango para bisturi.
Bisturi N° 10 y 11.
Tijera.

Cuchara de metal.

Espatula Equipos

Aire acondicionadode 24 000 BTU.
Olla autoclave de 40L.

Destilador de agua.

Cémara de flujo laminar.
Incubadora.

Refrigeradora de 15 «.
Peachimetro.

Balanza analitica.

Reactivos

Carbon activado.

Sales minerales M &S y Gamborg.
Manitol o sorbitol.

Agar

Lejia Comercial al 5,25 % de (NaOCl)
Alcohol 96°

Sales minerales (Macro y micronutrientes.
Otros

Algodon.
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- Papel toalla.
- Mascarilla.
- Plastico sellador (King max).
- Papel aluminio.
- Hilo pabilo.
- Detergente.
- Mandil.
- Plumon indeleble.
- Fosforo.
3.5. Metodologia
3.5.1. Caracteristicas del ensayo
El ensayo es experimental, realizado en condiciones de laboratorio,
estableciendo dos componentes de estudio, y con un disefio experimental para cada
componente.
a. Preparacion de materiales
Se prepar6 todos los materiales y equipos a utilizar, es decir
lavandolos bien los materiales de vidrio a fin de estar limpios para ser usados en la preparacion
de medios de cultivo, también se pesaron en una balanza analitica los siguientes insumos:

carbon activado 2 g/L, aztcar 20 g/L, agar 11 g/L, y los macro y micronutrientes.

Figura 3. A) Lavado de tubos ensayo, B) reactivos para pesar, C) pesado de reactivo, D) lavado
de pipetas, E) peachimetro de medicién, F) balanza analitica para pesar reactivos.
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b. Preparacion de medio de cultivo
Se preparo tres clases de medios nutritivos que son las siguientes: El
medio de Murashige Skoog a concentracion total (M&S-T), a concentracion media (M&S %)
y se utilizaron macro y micronutrientes y como suplemento se agrego azucar blanca la cantidad
de 20 g/L, agar 11 g/L, carbdn activado 2 g/L, vitaminas como la tiamina y &cido nicotinico y
el medio de cultivo de GAMBORG BS, y los tres medios seajustaron a un pH 7, agitando

bien se hizo la dispensada en cada tubo de ensayocolocando 12 ml de medio de cultivo.

Figura 4. A) Estoqueado de medio cultivo, B) preparando y agregando agar, ¢) tubos de ensayo
con medio, D) medio cultivo para esterilizar, E) medios colocados en autoclave, F)
esterilizacion de medio cultivo.

Para la esterilizacion, esterilicé en autoclave, tres medios a 120° C,

y presion atmosférica (15 libras), durante 15 minutos, luego agité bien, enfrié y refrigeré para

su uso posterior. Tal como se muestra en la figura 4.

3.5.2. Variables de estudio
Dentro las variables en estudio tendremos los siguientes:

- Variable independiente: adaptabilidad de plantulas de Pragmipedium
kovachii (En funcién a los medios de cultivo: (M&S total, M&S Y2, Gamborg B5) y fuente de
azucar (Manitol).

- Variable dependiente: efectos morfoldgicos (En funcién a los parametros:
namero de hojas, nimero de tallos, nimeros de raices, altura de la planta, longitud de raiz,

longitud de hojas, etc.).
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3.5.3. Descripcion de los tratamientos
En la Tabla 1, se muestra la descripcion de los tratamientos que se
distribuyeron para la instalacion del ensayo. Asi mismo, se muestra las concentraciones de
macro y micronutrientes para preparacion de medios de cultivo segun Murashigge & Skoog
(Tabla 2) y Gamborg (B5) (Tabla 3).
Tabla 1. Tipos de medios de cultivo y concentraciones de manitol (g/l), utilizados parael

desarrollo de plantulas de P. kovachii.

Tratamientos Medio de cultivo Concentracion de manitol (g/l)
T1 MS 0
T2 MS 10
T3 MS 20
Ta MS 30
Ts MS 1/2 0
Te MS 1/2 10
T7 MS 1/2 20
Ts MS 1/2 30
To Gamborg B5 0
Tio Gamborg B5 10
Tu Gamborg B5 20

T12 Gamborg B5 30




Tabla 2. Macro y micronutrientes para preparacion de medios de cultivo segin Murashigge

& Skoog.
Componentes CC. A (%2) MS
Formula total (MS) Concentracion
Nitrato de amonio NHiNO3 20 ml 10 ml
Nitrato de potasio KNOs3 20 mi 10 ml
Fosfato de potasio KH2PO4 5ml 2,5ml
monobasico
Sulfato de magnesio MgSO47H20 5ml 2,5ml
heptahidrato
Cloruro de calcio dihidratado CaCL22H:0 5ml 2,5ml
loduro de potasio Kl 5mil 2,5ml
Sulfato manganeso MnSQO47H20 5ml 2,5ml
heptahidrato
Acido bérico H3BOs 5mi 2,5 ml
Sulfato de zinc ZnS0O47H20 5ml 2,5ml
heptahidratado
Molibdato de sodio Na:Mo042H,0 5ml 2,5ml
dihidratado
Sulfato de cobre CuS045H0 5mil 2,5ml
pentahidratado
Cloruro de cobalto CoCl4.6H20 5ml 2,5ml
dihidratado
Sulfato de hierro FeSO4.7H20 20 mi 10 ml
heptahidratado
Acido Na;EDTA.2H,0 20 ml 10 ml
etilendiaminotetracetico dihid
Vitaminas
Thiamina 0,4 mi 0,4 ml
Acido nicotinico 0,5 ml 0,5 ml
Suplementos
Carbon activado 290 290
Azlcar 20 ¢ 20 ¢
Agar 1159 1159
Agua de coco 10 %- 20 10%-20 %

%
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Tabla 3. Macro y micronutrientes para preparacion de medios de cultivo, segun gamborg

(B5).
Componentes Formula Miligramos /litro
(mg/l)
Macronutrientes
Sulfato de amonio (NH4)2S04 134
Nitrato de potasio KNOs 2500
Sulfato de magnesio MgSOQO4 250
Cloruro de calcio CaClLz.aq 150
Fosfato de potasio monobasico KH2PO4 0,15
Micronutrientes
loduro de potasio KI 0,75
Acido bérico H3BOs3 3,0
Sulfato de manganeso MnSO4H20 10,0
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS04.7H20 2,0
Molibdato de sodio dihidratado Na2Mo004.2H20 0,25
Sulfato de cobre pentahidratado CuS04.5H20 0,025
Cloruro de cobalto dihidratado CoCL2.6H0 0,025
Acido etilendiaminotetracetico dihid Na:EDTA 37,3
Sulfato ferroso heptahidratado FeSO4.7H20 27,8
Vitaminas
Myo - inositol 100
Acido nicotinico 1
Piridoxina 1
Tiamina HCL HCL 10
Hormonas
Kinetina 0,1




20

3.5.4. Disefio estadistico

Un disefio completamente al azar (DCA) con permutaciones factoriales
3 x 4, donde el factor A es el tipo de medio (M & S total, M & S medio y solucion Gamborg
b5) y el factor “B” es la concentracion de Manitol (0,10, 20 y 30 g/l). Se realizaron un total de
12 tratamientos, 10 repeticiones por tratamiento, y cada repeticion fue una unidad experimental
(1 plantula de Pragmipedium kovachii), totalizando de 120 unidades experimentales (Tabla 4).
Todos los datos fueron tabulados en hojas de calculo Excel, siendo procesados y analizados
mediante un andlisis de varianza (ANVA), y un test de comparacion de medias (Tukey,
P<0,05). Para realizar este andlisis se utilizd un programa estadistico InfoStat (version 2012e;
Cordoba, Argentina).

- MS.T (a1)

FA= Medios de Cultivos - MSY% (a2)

- Gamborg B5 (a3)

-0 (b1)
FB= Dosis de Manitol - 10 (b2)
- 20 (b3)
- 30 (ba)

Tabla 4. Descripcion de los tratamientos y combinaciones de medios de cultivo y dosis de

Manitol para retardar el crecimiento de plantulas de P. kovachii.

Tratamientos Factor “A”  Factor “B” Descripcion
T1 a b1 MS-T 0g
T2 a1 b2 MS-T 10g
T3 a1 b3 MS-T 20 g
Ta ai b4 MS-T 30g¢g
Ts a b1 MS-1/2 0g
Te a2 b2 MS-1/2 10g
T7 a bs MS-1/2 20 g
Ts a2 b4 MS-1/2 30 g
To a3 b1 Gamborg B5 0 ¢
Tio as b2 Gamborg B5 10 g
Tu as bs Gamborg B5 20 g

To as ba Gamborg B5 30 g
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3.5.5. Obtencién del material vegetal
El material vegetal (plantulas), se ha obtenido del Instituto de
Investigacion Bioldgica de Las Cordilleras Orientales (INIBICO), que se dedica a la
propagacion de orquideas, siendo autorizado por parte del Servicio Nacional Forestal y de Fauna
Silvestre (SERFOR). El proceso de seleccion de plantulas se realizo en el Laboratorio de Cultivo

de Tejidos Vegetales, en la figura 5 se observan las plantulas de P. kovachii.

Figura 5. plantulas de P. kovachii sembradas

3.5.6. Extraccion de las plantulas
En el Laboratorio (Area de siembra y transferencia) se procedié a extraer
las plantulas de las botellas sembradas uno por uno, para luego colocarlos en cada tubo de ensayo
que le corresponde, para evitar contaminacion este procedimiento se realizé dentro de la cdmara
de flujo laminar en condiciones asépticas, luego se colocé en el areade incubacion para seguir

su proceso de desarrollo de la plantula.
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Figura 6. A) Plantula de P. kovacchii en botella, B) Extraccion de plantula

3.5.7. Siembra de plantulas

El proceso de siembra de las plantulas, se realiz6 sacandolos de una
botella donde estaban para colocarlos en una placa Petri estéril seleccionando a las mejores
plantas, luego con una pinza desinfectada y estéril, se realiz6 la siembra, colocando una plantula
en cada tubo de ensayo que contenian elementos nutritivos en estudio. Cada tubo fue sellado
con papel, papel aluminio y tapado respectivo, rotulando los datos de siembra, para luego ser
Ilevados al area de incubacion a una temperatura, humedad relativa y Luz controlados, para
luego dar inicio a la etapa de crecimiento, desarrollo y su conservacion e iniciar con las

evaluaciones respectivas.

Figura 7. A) Extraccion de plantula de botella, B) Siembra de plantula en tubo, C) sellado
del tubo.
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3.5.8. Parametros de evaluacion de caracteristicas morfoldgicas
La toma de datos del desarrollo vegetativo, se realizd cada 15 dias
después de la siembra (DDS), hasta los 165 DDS, registrando cada dato en una ficha de
evaluacion.
a. Numeros de hojas
Para esta caracteristica se conto el nimero de hojas bien desarrolladas
en cada plantula del tubo, con la ayuda de una lupa y su anotacién, (Figura 8) para todos los

tratamientos.

Figura 8. A) Conteo de hojas, B) Anotacion numeros hojas.

b. Longitud de hojas (cm)
Para caracterizar la longitud se hizo las mediciones mediante una regla
milimétrica, desde el nivel del tallo de la plantula hasta la punta final de la hoja, en la Figura 9

se muestra la medicion de la hoja.

Figura 9. A) Plantula sembrada, B) medicion de hoja.

c. Numeros de tallos
Para esta caracteristica se conté el nimero de tallos de cada plantula
de todos los tratamientos tal como se muestra en Figura 10 y se anotaron los datos.
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Figura 10. A) Plantula sembrada, B) conteo numero tallos.

d. NUumeros de raices
Para esta caracteristica se contd el nimero de raices de cada plantula
de todos los tratamientos en estudio tal como se muestra en la Figura 11.

Figura 11. A) Plantula en tubo, B) raiz en crecimiento, C) conteo de raiz.

e. Longitud de raices (cm)
Para caracterizar la longitud de raices se hizo las mediciones mediante

una regla milimétrica, para todos los tratamientos tal como se muestra en la Figura 12.

Figura 12. A) Plantula en tubo, B) medicion de la raiz.

f. Altura de planta (cm)
Para caracterizar la altura se hizo la medicion mediante una regla
milimétrica, desde el nivel de la base de la plantula hasta la yema apical del tallo dominante,

para todos los tratamientos y se anotd los datos (Figura 13).



Figura 13. A) Plantula en tubo, b) Medicion de la altura.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Parametros morfoldgicos de plantulas de Phragmipedium kovachii
Para determinar las diferencias morfologicas que se encontraron en las
plantulas,se realizé mediciones estandarizadas y programadas cada 15 dias.
4.1.1. Altura de planta
El Andlisis de Varianza (Tabla 5) para la altura de planta (cm) de P.
kovachii, muestra que hubo diferencias altamente significativas para los dos factores en estudio

(Medio de cultivo y Concentracion de Manitol), ademas de la interaccion de los mismos.

Tabla 5. ANVA de la altura de plantulas (cm) de P. kovachii, durante el desarrollo

vegetativo.
F.V. Gl SC CM F p-valor
Medio de cultivo 2 2,35 1,18 10,26 <0,0001 AS
Con de Manitol 3 0,59 0,2 1,72 0,0083 AS
Medio de cultivo, Con. 5 2.39 0.4 347  0,0036 AS
De manitol
Error 108 12,39 0,11
Total 119 17,72
AS= Altamente significativo
R?=89 % CV=83% Xx=1cm

La prueba de comparacion de medias de Tukey (p<0,01) (Figura 14) para
la altura de planta (cm) de P. kovachii, evaluando diferentes concentraciones de manitol y
medios de cultivo, muestra que el tratamiento 8 (Ts: MS-T + 30 g de manitol) obtuvo menor
altura de planta con un promedio de 0,27 cm, lo que demuestra que el medio de cultivo utilizado
con la concentracion de azlcares tuvo un retraso en el aumento de la altura de los explantes, ya
que, alos 165 DDS, esto ha obtenido un retraso dentro del desarrollo vegetativo de P. kovachii,
siendo este porcentaje de un total de 10 plantulas en promedio. Congruentemente para los
demas tratamientos no hubo diferencias estadisticas significativas entre si; sin embargo, los
tratamientos con media concentracion de MS fueron los que menos altura de plantulas

presentaron (0,27 cm en promedio).
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Figura 14. Prueba de Tukey (p<0,01), para la altura de planta (cm) de P. kovachii, evaluados
a 165 dias después de la siembra (DDS) bajo condiciones de laboratorio.

Estos resultados son corroborado por Flores (2019), quien compar6 dos
formulaciones nutritivas del medio de cultivo M&S modificado mas agua de coco y M&S
modificado mas platano verde y un testigo (M&S) para la micropropagacion de Prostechea
crassilabia Poepp & Endl, Sobralia setigera Poepp & Endl y Epidendrum macrocarpum Rich
en condiciones de cultivo in vitro, en la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cuzco
(UNSAAC), donde obtuvo una mayor altura de planta para la especie Epidendrum
macrocarpum con 1,17 cm. Seguidamente Sobralia setigera con 0,68 cm de tamafio y
finalmente Prosthechea crassilabia con un promedio de 0,47 cm promedio/plantula a los 273
dias. En este aspecto, el manitol solo inhibid el crecimiento de las plantulas del tratamiento MS
a media concentracion; probablemente este resultado se deba a la poca cantidad de medio de
cultivo, resultados semejantes a los de Guzman (2016), quien reporto menor crecimiento de
plantulas de Pragmipedium kovachii en el medio MS.

Desde 1973, Echevarria ha declarado que los programas de reproduccion
de orquideas en cautiverio son necesarios para preservar las especies casi extintas(Calderon-
Séenz, 2006). Ante esta situacion se debe implementar una estrategia de conservacion ex situ;
asi como priorizar el registro de variedades de orquideas para incrementar la diversidad regional
con el fin de marcar areas naturales (Reed, Sarasan, Kane, Bunn & Pence, 2011). Esto es
importante ya que, desde ahi parte el manejo integral que se le tiene que dar a la especie con
fin de conservacion, que se expresan en un buen comportamiento botanico en laboratorio, sin

la necesidad de inhibidores de crecimiento.
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Estos resultados son semejantes con Bello-Bello et al., (2015) quienes
evaluaron efectos de cuatro concentraciones (0; 10; 20 y 30 g L-1) y cuatro concentraciones
(0;1;2 y 3 mg L-1) de dos osmdticos: manitol y polietilenglicol (PEG). Efectos de dos
inhibidores del crecimiento vegetal: &cido abscisico (ABA) y paclobutrazol (PAC) sobre la
supervivencia y el crecimiento de plantas de V. planifolia in vitro. En todos los tratamientos se
utilizaron brotes de 0,5 cm de altura regenerados invitro. Estos brotes se cultivaron en medio
de cultivo (MS) y se encontrdé que al aumentarla concentracion de osméticos e inhibidores en
el medio de cultivo, los cultivos in vitro mostraron valores méas bajos en las variables de
crecimiento evaluadas. La altura de un cultivo en un determinado tiempo esté relacionada con
cantidad de nutrientes presentes en el medio de cultivo. Diversos trabajos de investigacion
cientifica evaluaron la mejora de mezclas complejas, reguladores de crecimiento, carbdn
activado, concentraciones de azlcar y formas de agregar fuentes de energia para mejorar el
proceso de germinacion y el desarrollo de las plantas. (Salazar-Rojas & Mata-Rosas, 2003).

4.1.2. Numero de hojas

La prueba de varianza (Tabla 6) para el nimero de hojas de P. kovachii,
hubo diferencias altamente significativas para ambos factores en estudio (Medio de cultivo y
Concentracion de Manitol), ademas de la interaccion de los mismos y esto se corrobora con el
coeficiente de correlacion y variabilidad que estuvieron dentro del rango aceptable Calzada
(1982).

Tabla 6. ANVA del nimero de hojas de Phragmipedium kovachii, durante el desarrollo

vegetativo.
F.V. Gl sC CM F p-valor
Medio de cultivo 2 872,52 436,26 7,42 <0,0001 AS
Con de Manitol 3 2602,49 867,5 1475 <0,0001 AS

Medio de cultivo, Con. 6 209888 34981 5,95 <0,0001 AS

De manitol
Error 108 6351,1 58,81
Total 119 11924,99
AS= Altamente significativo
R?=87 % CV=7,72% X = 10 hojas
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La prueba de comparacion de medias de Tukey (p<0,01) (Figura 15) para
el nimero de hojas de P. kovachii, evaluando diferentes concentraciones de manitol y medios
de cultivo, muestra que los tratamientos 4, 7, y 8 (T4: MS-T, con 30 g de manitol, T7: MS %,
con 20 g de manitol y Tg: con 30 g de manitol), obtuvieron menor nimero de hojas con
promedio de 4, 3 y 4 hojas respectivamente evaluado a los 165 DDS. La aplicacion de manitol
retardo el crecimiento de manera significativa en los tratamientos, ya que la reaccion fue
inversamente negativa (a mayor concentracion de azicares menor numero de hojas), llegando
a alcanzar niveles promedio de cinco hojas (en los tratamientos de mayor concentracion de

manitol: 30 g) dentro del desarrollo vegetativo de Phragmipedium kovachii.
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Figura 15. La prueba de Tukey (p<0,01), para el numero de hojas de P. kovachii,
evaluados a 165 dias posteriormente de la siembra (DDS) en laboratorio.

El nimero de hojas estuvo relacionado con la altura de cada plantula por
tratamiento, teniendo en cuenta que los mejores tratamientos se dieron en el medio MS- T y media
concentracion; esto se debe a que no hubo diferencia entre el medio MS normal con el MS a media
concentracion, ya que la adicion del inhibidor de crecimiento (manitol) influyé en este indicador.
Resultados que son semejantes con Villanueva et al., (2013), en donde estudiaron orquideas de las
especies Cattleya simbodium, C. rexy, C. maxima del Centro de Investigacion en Biotecnologia
(CIB) de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, Lambayeque, Peru, en donde las especies
fueron aclimatadas en vivero y sus semillas micro propagadas en Medio Basal M & S (macro y
micronutrientes) méas vitaminas, teniendo como resultado que las especies Cattleya maximay C.
rex fueron las que se adaptaron a las condiciones climaticas costeras, mostrando viabilidad en la

micropropagacion y conservacion a nivel de laboratorio.



30

Por su parte, Borges-Garcia, et al., (2011), estudiaron la propagacion de
Dioscorea alata L., seleccionando medios de cultivo para la micropropagacion, teniendo como
resultados que, Concentracion al 75 % de sales MS, carbon activado (0,5 g/L™) o cisteina (10
mg/L"1) en combinacién con regulador de crecimiento ANA, BAP (0,01/0,01 mg/L ™) MS. En
el medio de cultivo se mejoro el desarrollo de plantas in vitro como el nimero de nédulos (3,5),
longitud de tallo (4,1 cm), nimero de hojas (3,8), nimero de raices (5,7) y longitud de raices
(6 cm).

Las plantas de orquideas son componentes fundamentales de los recursos
filogenéticos, tienen requisitos complejos para la polinizacion y la germinacion de semillas,
sufren pérdida de habitat y aceleran la degradacion de las poblaciones silvestres, lo que
demuestra que la importancia de la conservacion in vitro (Hidalgo, 2014). La germinacion in
vitro de semillas de orquideas facilita la conservacion de los recursos de germoplasma de
orquideas y garantiza la produccion a gran escala de material vegetal para su inclusién en
programas de reintroduccion enhdbitats naturales, preservando la variabilidad genética (Real et
al., 2007). Por tanto, un buen desarrollo vegetativo es fundamental para la conservacion in vitro,
especialmente si se trata de una especie endémica.

4.1.3. Longitud de hojas

La prueba de varianza (Tabla 7) para la longitud de hojas (cm) de P.
kovachii, muestra diferencias altamente significativas para ambos componentes en estudio
(Medio de cultivo y Concentracion de Manitol), ademas de la interaccion de los mismos y esto
se corrobora con el coeficiente de correlacion y variabilidad que estuvieron dentro del rango
aceptable Calzada (1982).

Tabla 7. ANVA de la longitud de hojas de Phragmipedium kovachii, durante el desarrollo

vegetativo.

F.V. Gl SC CM F p-valor
Medio de cultivo 2 0,99 0,49 8,11 0,0005 AS
Con. De Manitol 3 0,92 0,31 5,04 0,0026 AS

Medio de cultivo, Con. 6 209 0,35 572 <0,0001 AS
De manitol
Error 108 6,58 0,06
Total 119 10,57

AS= Altamente significativo

R?= 88 % C.V=4,15%
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La prueba de comparacion de medias de Tukey (p<0,01) (Figura 16) para
la longitud de hojas de P. kovachii, evaluando diferentes concentraciones de manitol y medios
de cultivo, muestra que el tratamiento Ty, T2, T4 (MS-T + 0 g, 10 g, 30 g de manitol); Ts, T7, Ts
(MS 1/2 + 0 g, 20 g, 30 g de manitol) y Te (GAMBORG B5 + 0 g de manitol), obtuvieron un
retraso en la longitud de hojas con los promedios de 0,47; 0,39; 0,49; 0,39; 0,36; 0,28; 0,37
cm, respectivamente. Segun estos resultados, el MS-T retardd la longitud de 10 pléntulas en
promedio; mientras que los demas tratamientos presentaron valores mayores en longitud de
hojas, siendo de manera general los tratamientos con MS a media concentracion los que
tuvieron menor longitud de hojas (0,35 cm en promedio), todo esto a los 165 DDS, la aplicacion

de manitol no influyé significativamente en los tratamientos.
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Figura 16. Prueba de Tukey (p<0,01), para la longitud de hojas (cm) de P. kovachii,
evaluados a 165 dias posteriormente de la siembra (DDS) en laboratorio.

Cerna et al., (2014), estudiaron la conservacion de orquideas, en el
laboratorio de biotecnologia vegetal donde determinaron que, refrigerando las semillas a 4 °C,
mas oscuridad es el método mas eficaz de conservacion de semillas; como lo indica la prueba
de viabilidad de tetrazolio al 1 % contando las semillas tefiidas bajo un microscopio. Se
evaluaron cinco tratamientos durante la germinacion simbiética in vitro: M&S (T1), M&S
Vitamins (T2), M&S Auxin (T3), M&S Activated Carbon 1 % (Ts) y Knudson C (Ts),
determinados como los mejores. La germinacion in vitro para todas las especies en el estudio
fue: (Ts) seguida de (Ti). Las orquideas con mayor viabilidad independientemente del
tratamiento fueron: Sobralia rosea (90 %), Sievekingia marsupialis (90 %), Maxillaria rufescens
y Epidendrum sp 1 (75 %).
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Por su parte Guzman (2016), se evalud la germinacion de Phragmipedium
kovachii en tres medios con diferente composicion mineral Murashige y Skoog (M y S), Robert
y Emnst (R 'y E) y Thomale (G y D) hasta alcanzar el estado de protocormo de la especie. Las
capsulas recolectadas se esterilizan y se siembran 100- 300 unidades en el medio preparado en 30
tubos de ensayo; se evaluaron a 20 °C y 50 % de humedad relativa. Los resultados mostraron que
el medio de Robert y Ernst (RE) logré un 52 % mas de germinacion que ambos medios, Thomale
(GD) 25 % y Murashige y Skoog (MS) 23 %.

Sobre esto, Buenavista (2010), menciona que, Obtener plantas de
orquideas a partir de semillas requiere tres pasos significativos:

- Primera fase: establecimiento in vitro y germinacion.

- Segunda fase: Desarrollo de protocormos a diferenciacion de plantulas.

- Tercera fase: trasplante de plantulas en condiciones de invernadero para iniciar
el metabolismo fotosintético adecuado.

Actualmente se utilizan diversas técnicas de cultivo in vitro de orquideas
- para micro propagacioén clonal de especies, eliminacion de enfermedades mediante cultivo de
meristemas, creacion de bancos de semillas o0 germende plantas cultivadas en medio minimo,
produccién de plantas poliploides, induccion clonal de células somaticas, induccién, mutacion,
genética, ingenieria,produccion de metabolitos secundarios e investigacion fundamental.

Diversos estudios han evaluado los efectos potenciadores de mezclas
complejas (platano, coco, tomate y pifia), reguladores de desarrollo, carbon activado,
concentraciones y adicién de azucares como fuentes de energia para optimizar la germinacion
y el crecimiento vegetal, tanto para material fitosanitario como comercial, produccién
(Salazar-Rojas & Mata-Rosas, 2003). Por otro lado, también es importante a considerar para
asegurar una alta germinacion es el manejo de las condiciones ambientales y fotoperiodos
(Pérez-Martinez & Castafieda-Garzon, 2016).

4.1.4. Numero de tallos

El andlisis de varianza (Tabla 8) para el numero de tallos de P. kovachii,
muestra que hubo diferencias altamente significativas para los dos factores en estudio (Medio
de cultivo y Concentracion de Manitol); sin embargo, en la interaccién de ambos factores no
hubo diferencias significativas, lo que implica que ambos factores en estudio no estuvieron
relacionados entre si, mas bien, cada uno obtuvo resultados sin la necesidad de la intervencion
del otro factor y esto se corrobora con el coeficiente de correlacion y variabilidad que estuvieron

dentro del rango aceptable por Calzada (1982).
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Tabla 8. ANVA del numero de tallos de Phragmipedium kovachii, durante el desarrollo

vegetativo.
F.V. Gl SC CM F p-valor
Medio de cultivo 2 0,49 0,24 6,61 0,002 AS
Con. De Manitol 3 0,79 0,26 7,17 0,0002 AS
Medio de cultivo, Con. ¢ 0,23 004 106 0,3938N.S
De manitol
Error 108 3,98 0,04
Total 119 5,5
AS = Altamente significativo N. S= No significativo
R%= 65 % CV=915% x = 1tallo

La prueba de comparacion de medias de Tukey (p<0,01) (Figura 17) para
el nimero de tallos de plantas de P. kovachii, evaluando diferentes concentraciones de manitol
y medios de cultivo, muestra que el tratamiento 8 (MS %2 con 30 g de manitol) obtuvo el menor
namero de tallos con promedio de 0,61 tallos. Los resultados, muestranque los medios de
cultivo utilizados influyeron en la adicion de azlcares (manitol) afectando el retardo del
mayor nimero de tallos por plantula; sin embargo, los demés tratamientos en estudio estuvieron
relativamente equidistantes, ya que la diferenciaentre cada uno no fue estadisticamente
diferente entre si (1 tallo en promedio para los tratamientos con MS; 0,7 tallos en promedio
para los tratamientos con MS a media concentracion y 1 tallo en promedio para los tratamientos
con Gamborg), todo esto a los165 DDS; al mismo tiempo que la aplicacion de manitol no

influyd significativamente en los demés tratamientos.
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Figura 17. Prueba de Tukey (p<0,01), para el numero de tallos de plantas de P. kovachii,

evaluados a 165 dias posterior de la siembra (DDS) en laboratorio.

Estos resultados son semejantes a los que report6 Flores (2019), en donde
comparé M&S (1962) modificado enriquecido con agua de coco (MS AC) y M&S (1962)
modificado enriquecido con banano verde (MS PL) y control (MS) Dos férmulas dietéticas
Prostechea crassilabia Poepp & Endl, Sobralia Micropropagacion de especies de orquideas
setigera Poepp & Endl y Epidendrum macrocarpum, condiciones de cultivo in vitro ricas en
semillas. Entre las excrecencias de las tres especies estudiadas, la epidermis del fruto grande
fue la especie con mayor rendimiento de datos morfol6gicos.

Aguilar-Morales & Lépez-Escamilla (2013) compararon la germinacion
de semillas de Laelia speciosa (Kunth) a partir de vainas maduras e inmaduras; no lograron la
germinacion de semillas a partir de capsulas maduras, proporcionando embriones encogidos.
Se observo una respuesta similar para las especies de Laelia abida, donde se pensoé que ciertos
efectos ecofisiologicos y la variacion genetica eran los responsables; y yo speciosa, este
fendmeno se puede atribuir a la necesidad de polinizadores externos y requisitos de
apareamiento mixto para la reproduccion sexual, asi como una tendencia a la exogamia.

Rodriguez et al., (2007) recolectaron capsulas verdes de 15 especies de
orquideas silvestres cubanas de 60 a 80 dias después de la polinizacion para estudiar la
germinacion in vitro; Avila y Salgado (2006) también utilizaron capsulas que estaban
fisiolégicamente maduras antes de abrirse para cultivar varias especies mexicanas. Semillas de

especies como: Cattleya aurantiaca, Encyclia adenocaula, Epidendrum radicans Euchile
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citrina, Laelia albida, Laelia autumnalis, Oncidium cavendishianum y Onumci.

Pedrosa (2009) recolectd cépsulas no agrietadas de Epidendrum
elongatum de ocho meses de edad de fecundacion natural en el Jardin Botanico de Bogota.En
todas estas investigaciones se determinaron que el cultivo in vitro fue importante para la
preservacion de especies de orquideas.

4.1.5. Numero de raices

El Analisis de Varianza (Tabla 9) realizado para el nimero de raices de
P.kovachii, muestra que hubo diferencias altamente significativas para los dos factores en
estudio (Medio de cultivo y Concentracion de Manitol), asi mismo, se demostréd diferencias
estadisticas altamente significativas en la interaccion de ambos factores y esto se corrobora con
el coeficiente de correlacion y variabilidad que estuvieron dentro del rango aceptable Calzada
(1982).

Tabla 9. ANVA del nimero de raices de Phragmipedium kovachii, durante el desarrollo

vegetativo.

F.V. Gl SC CM F p-valor
Medio de cultivo 2 12,23 6,12 28,84 <0,0001 AS
Con. De Manitol 3 2,76 0,92 4,33  0,0063 AS

Medio de cultivo, Con. ¢ 14,15 2,36 11,12 <0,0001 AS
De manitol
Error 108 22,9 0,21
Total 119 52,03
AS= Altamente significativo
R?=89 % CV=9.14% X = 1raiz

La prueba de comparacion de medias de Tukey (p<0,01) (Figura 18) para
el nimero de raices en plantulas de P. kovachii, evaluando diferentes concentraciones de
manitol y medios de cultivo, muestra que el tratamiento 7 (MS % + 20 g de manitol) obtuvo
el menor numero de raices con un promedio de 0,67. Contrariamente con los demas
tratamientos estudiados quienes no mostraron diferenciassignificativas entre si (1 raiz en los
tratamientos con MS, 1 raiz en los tratamientos con MS a media concentracion), determinando
que el medio Gamborg ejerce cierta influencia sobre las plantulas de P. kovachii, siempre y
cuando estén con concentracion de azucares (manitol), ya que, en estos tratamientos (Gamborg)

se esta demostrando que a mayor concentracion de manitol existe mayor nimero de raices,
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todo esto a los 165 DDS, la aplicacion de manitol no influy6 significativamente en los

tratamientos.
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Figura 18. Prueba de Tukey (p<0,01), para el nimero de raices en plantulas de P.kovachii,

evaluados a 165 dias despues de la siembra (DDS) en laboratorio.

Segun lo descrito por Ortega-Larrocea et al. (2007) la supervivencia de
las semillas entre la especie es diferente y se puede perder durante el almacenamiento. Se
considera que las condiciones de temperatura especiales son de 5 °C a temperaturas
extremadamente bajas y la humedad relativa como una opcion ideal para expandir el servicio
del embrion.

En el pais de Bolivia; Morales, Penacho y Quispe (2004) distribuyeron
especies amenazadas del pais: Cattleya nobilor, Oncidium Stacyi, Mormodes morenoi,
Cyrtopodium y Schomburgkia; Se utilizaron semillas y brotes como explantes. A través de
este trabajo se logro crear un banco de semillas y un banco de semillas que contiene 2500
ejemplares, 200 especies de orquideas y 250 germoplasmas.

Flores-Escobar et al. (2008) estudiaron la propagacién in vitro de
Oncidium a partir de semillas sembradas en medio MS. Los trasplantes realizados se realizaron
en el mismo medio, pero suplementado con extractos organicos: agua decoco, clara de
huevo, carbén activado y polivinilpirrolidona. Al final del estudio, se demostré la efectividad
del medio sobre la fuerza y altura de las plantulas.

Diaz et al. (2007) evaluaron los efectos de los cambios en las
concentraciones de sales y vitaminas en la germinacion de semillas de Cyrtopodium punctatum.

Kalimuthu et al., (2007) obtuvo un protocolo de propagacion para Oncidium sp; y detalld la
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importancia de utilizar reguladores de crecimiento en las etapas de germinacién, produccion de
protocormos, propagacion de brotes y etapas de raiz de alto indice de aptitud. Todos estos
estudios demostraron queel uso de medios es muy importante para el desarrollo vegetativo de
los trasplantes de plantas de orquideas, especialmente por la composicion de sus raices.
4.1.6. Longitud de raices

La prueba de Varianza (Tabla 10) realizado en la longitud de raiz en
plantulas de p. kovachii, indica que hubo diferencias altamente significativas para los dos
factores en estudio (Medio de cultivo y Concentracion de Manitol), asi como también, se
mostraron diferencias altamente significativas en la interacciobn de ambos factores,
corroboréndose con el coeficiente de correlacion y variabilidad que estuvieron dentro del rango
aceptable Calzada (1982).
Tabla 10. ANVA de la longitud de raices de P. kovachii, durante el desarrollo vegetativo.

F.V. Gl SC CM F p-valor
Medio de cultivo 2 0,72 0,36 20,56 <0,0001 AS
Con. De Manitol 3 0,02 0,01 4,47 0,005 AS
Medio de cultivo, Con. 5 0,53 0,09 502 <0000 AS
De manitol
108 1,9 0,02
Error
Total 119 3.18
AS = Altamente significativo
R?=84 % C.V=8.03% X=1cm

La prueba de comparacion de medias de Tukey (p<0,01) (Figura 19) para
la longitud de raices en plantulas de P. kovachii, evaluando diferentes concentraciones de
manitol y medios de cultivo, muestra que los tratamientos Ts y Tr (MS %2+ 0 g y 0,20 g con
adicion de manitol) y To y T10 (Gamborg + 0 g, 10 g de manitol) obtuvieron la menor longitud
de raices respectivamente, en comparacion de los demas tratamientos del mismo medio de
cultivo, los cuales estuvieron en promedio a 0,6 cm (sin diferencias significativas entre si). A
su vez, se muestra que los niveles mas altos de la longitud de raices lo mostraron los
tratamientos 1; 3y 12, con 0,86 cm, 0,74 cm y 0,58 cm respectivamente. En estos tratamientos
la adicion de azucares (manitol) no influyéen los medios de cultivo para el desarrollo de
plantulas de P. kovachii a los 165 DDS.
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Figura 19. Prueba de Tukey (p<0,01), para la longitud de raiz en plantulas de P. kovachii,
evaluados a 165 dias después de la siembra (DDS) en laboratorio.

Las pruebas de comparacidn estadistica fueron semejantes a Bello-Bello
et al., (2015) quienes evaluaron el efecto de cuatro concentraciones de dos agentes osmoticos:
manitol y polietilenglicol (PEG), y cuatro concentraciones de dos inhibidores del desarrollo
vegetal: acido abscisico (ABA) y paclobutrazol (PAC), sobre la duracién y desarrollo in vitro
de plantas de V. planifolia. En donde cultivaron brotes en medio de cultivo MS. Teniendo como
resultados evaluados a los 180 dias, los valores de lasvariables de crecimiento evaluadas in
vitro fueron menores cuando se incrementd la concentracion de agentes osmoticos e
inhibidores en el medio de cultivo. El tratamiento con PAC mantuvo el 100 % de duracion de
los brotes. Por lo tanto, el compuesto causé anomalias en la parte superior y las raices de las
plantas in vitro. Para ABA, los brotes presentaron cantidades mas bajos en todas las variables
evaluadas y una supervivencia del 90 % cuando se aplico 3 mg . Estos resultados
permiten desarrollar una técnica de proteccion in vitro a mediano plazo para V. planifolia que
extiende el tiempo entre pases cada 180 dias sin afectar la viabilidad y el fenotipo de la planta.

Murashige y Skoog (1962) cuando se utiliza medio sin reguladores de
crecimiento y varias concentraciones de sal ha sido utilizado por varios investigadores para el
cultivo de semillas de diversas especies de orquideas, se ha encontrado que germinan mas
eficientemente debido a su alto contenido de sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas y
aminoacido, &cidos, nitrogeno y potasio necesarios para una nutricion adecuada Salazar-
Mercado, (2012). Asi, Aguilar-Morales (2013) encontré que cuando semillas de Laelia

spaciosa se colocaron en cuatro medios de M&S y KnudsonC (KC) con 50 % y 100 % de
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composicion, diferentes respuestas a los estimulos de germinacion fueron dependientes de la
concentracion de sal y sin suplementacion. En medio 50 % MS, la germinacion fue visible
después de 10 dias, mientras que en medio 100 % MS después de 16 dias, en medio de Knudson,
la germinacion ocurrio después de 114 dias y 178 dias con 50 % y 100 % de sal.

Ha sido ampliamente demostrado que los requerimientos de minerales
para la germinacion de semillas y el desarrollo de plantulas varian entre especies, algunas
de las cuales crecen bien en medios simples, por ejemplo en un estudio de Knudson C.
Rodriguez, (2005) quien evalud 21 especies en medios M&S (50 % sal) Knudson C,Vancin-
Went y Morel habian suplementado con agua de coco (10 %) y sacarosa (2 %), encontrando
que todas las especies eran altamente especificas con y sin carbdn activado con respecto al tipo
de sal y comportamiento variable en presencia o ausencia de carbon activado. Al mismo tiempo,
destacan que las tres especies germinan en el medio libremente de la presencia o ausencia de
carbon activado; mientras que Encyclia phoeniceae, Polystachya foliosa, Schomburgkia lyonsii
y Phaius tankervilleae son altamente especificas de sal para lograr la germinacién en presencia

de carbén activado.



V. CONCLUSIONES

Las plantulas de Phragmipedium kovachii mostraron diferencias significativas en el
crecimiento morfoldgico al emplear tres tipos de medio de cultivo.

La aplicacion de azucares (manitol) en las cuatro concentraciones (0 g 10g,20 gy 30
g) inhibié en algunos tratamientos el desarrollo vegetativo de plantulas de
Phragmipedium. Kovachii.

El desarrollo vegetativo de Phragmipedium. kovachii se diferencié durante los 165
Dias Después de la Siembra (DDS), teniendo excelentes resultados para los parametros
de nimero de hojas, longitud de hojas y nimero de raices, en la aplicacion de inhibidor

(manitol).



VI. PROPUESTAS A FUTURO

Replicar los ensayos de diferentes medios de cultivo hacia el desarrollo de plantulas de
Phragmipedium. kovachii con la adicion de inhibidores de crecimiento.

Probar nuevos medios de cultivo que estén determinados como coadyuvantes para
retrasar plantulas de Phragmipedium. kovachii.

Determinar otro posible inhibidor de crecimiento hacia plantulas de P. kovachii, en

condiciones in vitro.
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ANEXO



Figura 20. Tubos de ensayos lavados listas para ser utilizadas

Figura 21. Preparacion de medios de cultivo (MS-T, MS %, Gamborg
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Figura 22. Pesado de insumos para la preparacion de medios

Figura 23. Plantulas de P. kovachii para ser llevadas area incubacién
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Figura 24. Revision del trabajo de investigacion en el &rea 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 Cardenas.
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Tabla 11. Tabla de excel de la primera evaluacion de todos los parametros morfoldgicos de P.
kovachii, de todas las repeticiones.

Tratamientos Concentracion N° Hojas IHS}ES. N° Tallos N° Raices Lr(;?g' ';‘II;%;:
T:-M&S-TOT 27/06/2019

Repeticion
1 2 1,7 1 1 0,5 0,8
2 7 0,91 2 1 0,5 15
3 5 0,8 1 1 0,6 0,5
4 1 0,5 1 1 0,8 0,6
5 0 5 0,42 2 1 1 0,8
6 3 0,6 1 1 1 0,7
7 4 0,55 1 1 1 0,8
8 3 0,7 1 1 1 0,6
9 6 1,11 2 1 15 1,2
10 4 0,45 2 1 0,8 0,5
T2

Repeticion
1 8 0,93 1 1 1 0,5
2 5 0,58 1 1 1,2 0,7
3 5 0,26 1 1 0,6 0,6
4 10 4 0,22 1 1 0,5 0,5
5 3 0,53 1 1 0,5 0,5
6 5 0,2 1 0,8 0,7 0,8
7 7 0,4 2 1 0,4 0,7
8 6 0,75 2 1 1 1,3
9 3 0,43 1 1 0,4 0,7
10 3 0,76 1 1 0,8 0,7
Ts

Repeticion
1 5 0,5 1 1 0,8 0,7
2 4 14 1 1 0,9 0,6
3 3 1 1 1 0,7 0,6
4 5 0,76 1 1 1 15
5 20 5 0,42 1 1 0,9 0,3
6 2 0,7 1 1 1,3 0,4
7 3 9 1 1 0,9 0,6
8 6 0,71 1 1 14 14
9 3 0,9 1 1 1 0,4
10 5 0,74 1 1 1,2 1
Ta

Repeticion
1 2 0,6 1 1 0,5 0,5
2 4 0,65 1 1 0,5 0,6
3 4 0,72 1 1 0,6 0,7
4 4 0,8 1 1 0,9 15
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5 30 6 0,45 2 1 04 0,4
6 8 0,33 2 1 0,6 0,7
7 4 1 1 1 0,5 0,9
8 4 1,12 1 1 1 0,4
9 1 1,4 1 1 0,8 0,9
10 7 0,32 1 1 0,8 0,4
Ts -M&S-1/2

Repeticion
1 1 2 1 0,6 0,6
2 8 0,27 2 1 0,4 0,6
3 10 0,36 3 1 0,4 0,5
4 2 0,45 1 1 0,3 0,3
5 0 5 0,48 1 1 0,6 0,3
6 9 0,54 1 1 0,3 0,5
7 4 0,47 1 1 0,3 0,6
8 9 0,56 1 1 0,4 0,6
9 8 0,62 1 1 0,5 0,5
10 8 0,57 1 1 0,4 0,7
Ts

Repeticion
1 9 0,58 1 1 0,5 0,5
2 8 0,58 1 1 15 0,7
3 9 0,52 1 1 0,5 0,7
4 5 0,82 1 1 04 0,5
5 10 3 0,86 1 1 0,4 0,5
6 3 1,3 1 1 0,6 0,9
7 8 0,48 1 1 0,4 0,5
8 2 1,25 1 1 0,5 0,4
9 3 0,9 1 1 0,7 0,5
10 7 0,67 1 1 0,4 0,2
T7

Repeticion
1 5 0,98 1 1 1 0,8
2 5 0,46 1 1 0,5 0,5
3 3 0,86 1 1 1 0,9
4 1 15 1 1 0,2 0,6
5 20 1 1,4 1 1 0,3 0,3
6 2 1,05 1 1 1,3 1
7 5 1,12 2 1 0,4 0,5
8 2 0,35 1 1 0,4 0,5
9 2 0,85 1 1 0,7 1,2
10 2 0,85 1 1 0,5 2,1
Ts

Repeticion
1 2 15 1 1 0,6 0,3
2 1,53 1 1 0,5 0,5



51

3 2 1,15 1 1 0,8 0,4
4 1 0,2 1 1 0,5 0,6
5 30 1 1 2 1 1 1
6 1 0,6 1 1 0,5 13
7 3 1,23 1 1 0,4 0,5
8 1 0,2 2 1 0,8 0,7
9 2 0,55 1 1 0,8 15
10 1 0,2 1 1 1 14
To - Gamborg
Repeticion
1 4 0,35 2 1 0,7 0,6
2 3 0,5 1 1 0,5 0,9
3 1 0,6 1 1 0,3 1
4 9 0,36 1 1 0,3 0,6
5 0 5 0,38 1 1 0,6 0,7
6 3 0,43 1 1 0,3 0,8
7 6 0,31 1 1 0,7 1
8 7 0,38 2 1 0,6 0,5
9 4 0,65 2 1 0,6 0,6
10 7 0,37 2 1 0,3 0,5
T
Repeticion
1 4 0,32 1 1 0,4 0,4
2 4 0,47 1 1 0,4 0,5
3 3 0,3 1 1 0,3 0,5
4 5 0,4 1 1 0,4 1
5 10 5 0,4 1 1 0,3 1
6 3 0,73 1 1 0,3 0,7
7 3 09 1 1 0,3 0,6
8 3 0,56 1 1 0,3 0,6
9 3 0,7 1 1 0.3 0.5
10 6 0,76 1 1 0.3 0.6
Tn
Repeticion
1 6 1 1 2 0,55 15
2 3 0,93 1 1 0,8 0,4
3 4 0,95 1 3 0,66 11
4 4 0,67 1 3 0,53 1
5 20 2 1,55 1 1 0,6 0,5
6 6 0,43 1 1 0,5 1,5
7 3 1,6 1 3 0,45 1
8 4 0,87 1 1 0,5 15
9 3 1,16 1 1 0,4 1,2
10 3 11 1 1 0,6 0,6
T2

Repeticion
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1 7 0,62 2 1 0,6 0,8
2 3 1,13 1 1 1 0,8
3 8 0,53 1 3 1 1,3
4 3 11 1 2 0,5 0,7
5 30 3 1,2 1 2 0,5 1
6 9 0,65 1 2 1 11
7 3 1,2 1 4 0,4 1
8 3 1,33 1 2 0,7 0,9
9 3 0,8 1 2 0,5 0,4
10 3 0,76 1 1 DeP-1 04

Tabla 12. Tabla de excel de la segunda evaluacion de todos los pardmetros morfoldgicos de P.

kovachii, de todas las repeticiones.

Tratamientos Concentracion N° Hojas IHSFE?S' N° Tallos N° Raices Lr(;?zg' gl:;:g
T1 -M&S-TOT 15/07/2019

Repeticion
1 3 0,93 1 1 0,6 0,8
2 8 0,86 2 1 0,7 15
3 4 0,55 1 1 1 0,6
4 1 0,5 1 1 0,8 0,6
5 0 8 0,28 2 1 1 0,9
6 3 0,53 1 1 1 0,8
7 3 0,43 1 1 1 0,9
8 3 0,53 1 1 1 0,7
9 9 0,6 2 1 1,6 1
10 7 0,31 2 1 0,8 0,5
T2

Repeticion
1 10 0,89 1 1 1,2 0,5
2 6 0,45 1 1 1,3 0,7
3 5 0,24 1 1 0,7 0,6
4 10 4 0,18 1 1 0,5 0,5
5 4 0,38 2 1 0,5 0,5
6 5 0,2 1 1 0,9 0,8
7 10 0,23 2 1 1 0,7
8 6 0,78 2 1 1 1,2
9 3 0,53 1 1 0,5 0,7
10 3 0,57 1 1 0,8 0,7
Ts

Repeticion
1 6 0,38 1 1 0,8 0,7
2 5 0,82 1 1 0,9 0,6
3 4 0,82 1 1 0,7 0,7
4 6 0,66 1 1 1,1 15
5 20 7 0,37 1 1 0,9 0,3
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6 2 0,65 1 1 1 0,4
7 4 0,68 1 1 0,9 0,6
8 6 65 1 1 1,2 1,3
9 3 0,76 1 1 1 0,4
10 5 68 1 1 1,2 1
Ta

Repeticion
1 3 0,46 1 1 0,6 0,5
2 4 0,6 1 1 0,6 0,6
3 4 0,72 1 1 0,6 0,8
4 5 0,58 1 1 1 1,3
5 30 6 0,48 2 1 0,6 0,4
6 8 0,27 2 1 0,6 0,8
7 4 0,82 1 1 0,5 1
8 5 0,9 1 1 1 0,5
9 1 15 1 1 0,8 1
10 7 0,3 1 1 0,8 0,5

Ts -M&S-1/2

Repeticion
1 3 1 2 1 0,6 0,7
2 0,35 2 1 0,4 0,6
3 10 0,34 3 1 0,5 0,7
4 0,35 1 1 0,3 0,5
5 0 6 0,6 1 1 0,6 0,7
6 11 0,4 1 1 0,3 0,7
7 4 0,42 1 1 0,3 0,6
8 9 0,58 1 1 0,5 1
9 8 0,57 1 1 0,5 0,5
10 8 0,42 1 1 0,4 0,7
Ts

Repeticion
1 9 0,75 1 1 0,5 0,5
2 8 0,5 1 1 15 0,8
3 9 0,64 1 1 0,5 0,7
4 5 0,74 1 1 0,4 0,7
5 10 4 0,82 1 1 0,4 0,5
6 3 1,26 1 1 0,6 0,5
7 8 0,48 1 1 0,4 0,5
8 3 0,9 1 1 0,6 0,4
9 4 1,12 1 1 07 05
10 7 0,7 1 1 0,5 0,3
T7

Repeticion
1 3 0,46 1 1 1 0,8
2 3 0,5 2 1 0,5 0,5
3 3 0,93 1 1 1 1



© 00 N o o b

10
Ts
Repeticion
1

© 0O N o o B~ wWwN

10
To - Gamborg
Repeticion
1

© 0O N o o B wWwN

=
o

Tio
Repeticion
1

© 00 N o O B W N

=
o

Tn
Repeticion
1

20

30

10

~N OO 0o A A OO O P W b P O O W Fkr O N N N DN P P N O P W

ga A W b b OO0 W O b

15
0,2
0,5
1,05
0,4

15
1,5
1,25
0,2

0,6
1,16

0,4
0,43
0,6
0,36
0,35
0,37
0,45
04
0,46
0,34

0,35
0,48
0,3
0,36
0,42
0,5
0,7
0,46
0,57
0,8

0,65

N = = S RSN =

N = TS I = = U SN =N

N NN P PN R P RN

N T = T = = T = T ==

N = = T =N SN S

R = T e = e = T = e T T = R T = e = T = = T =R =

N T = T = = T = T ==

0,2
0,3
13
0,4
0,5
0,7
0,5

0,6
0,5
0,8
0,7

0,5
0,4
0,6
0,8

0,7
0,5
0,3
0,3
0,7
0,3
0,7
0,5
0,7
0,3

04
05
03
04
05
03
03
03
04
03

0,85

0,6
0,3
18
0,5
0,5
1,2

0,3
0,5
0,5
0,6

11
0,5

1,6

0,5

0,9
0,7
0,6
09
0,9
0,5
0,5
0,6

04
05
05

09
0,7
0,6
0,6
0,6

1,4

54



55

2 3 0,6 1 1 0,9 0,3
3 4 1 1 3 0,6 0,8
4 5 0,64 1 3 0,56 0,9
5 20 4 0,87 1 1 0,7 0,4
6 8 0,48 1 1 0,5 1,6
7 5 0,96 1 3 0,75 0,8
8 5 0,82 1 1 0,5 11
9 3 1,16 1 1 0,4 1
10 3 1 1 1 0,6 0,6

T2

Repeticion

1 7 0,81 2 1 0,6 0,8
2 3 1,16 1 1 1 0,8
3 8 0,52 1 3 1 1
4 3 1,16 1 2 0,6 0,6
5 30 3 1,2 1 2 0,5 1
6 10 0,68 1 4 0,75 1,2
7 3 11 1 2 0,4 11
8 3 1,33 1 2 0,7 1
9 4 0,9 1 1 0,5 0,5
10 3 0,96 1 1 1 0,5

Tabla 13. Tabla de excel de la tercera evaluacion de todos los parametros morfoldgicos de P.
kovachii, de todas las repeticiones.

Long. Long. Altura
Tratamientos Concentracién N° Hojas hojas N° Tallos N° Raices raiz planta
T1 -M&S-TOT 31/07/2019
Repeticion
1 3 1,3 1 1 0,6 0,8
2 9 0,5 2 1 0,4 1,5
3 5 0,36 1 1 1 0,6
4 1 0,5 1 1 0,8 0,6
5 0 10 0,21 2 1 1 0,9
6 3 0,36 1 1 1 0,8
7 0,5 1 1 1 0,9
8 0,57 1 1 1 0,7
9 10 0,77 2 1 15 1,2
10 8 0,23 2 1 0,8 0,5
T2
Repeticion
1 12 0,65 1 1 1,1 0,5
2 12 0,37 1 1 1,4 1
3 0,27 1 1 0,8 0,6
4 10 4 0,2 1 1 0,5 0,5
5 0,37 2 1 0,5 0,5
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6 5 0,24 1 1 0,7 0,8
7 12 0,25 2 1 0,6 0,7
8 8 0,52 2 1 1 14
9 2 0,4 1 1 0,5 0,7
10 6 0,43 1 1 0,8 0,7
Ts

Repeticion
1 7 0,34 1 1 0,7 0,7
2 6 0,71 1 1 0,8 0,8
3 4 0,97 1 1 0,7 0,6
4 7 0,5 1 1 11 15
5 20 10 0,27 1 1 0,8 0,6
6 2 0,75 1 1 0,8 0,4
7 5 0,64 1 1 0,9 0,7
8 7 0,21 1 1 1,2 1,2
9 5 0,54 1 1 1 0,5
10 6 0,6 1 1 1,2 1
Ta

Repeticion
1 3 0,3 1 1 0,6 0,5
2 4 0,7 1 1 0,6 0,6
3 4 0,47 1 1 0,6 0,8
4 5 0,26 1 1 0,8 1,4
5 30 4 0,65 2 1 0,5 0,4
6 8 0,27 2 1 0,6 0,8
7 4 0,8 1 1 0,5 1
8 5 0,9 1 1 1 0,5
9 2 0,9 1 1 0,7 1
10 9 0,31 1 1 0,7 0,5

Ts -M&S-1/2

Repeticion
1 4 0,82 2 1 0,6 0,7
2 0,33 2 1 0,4 0,6
3 13 0,31 3 1 0,5 0,7
4 2 0,45 1 1 0,3 0,3
5 0 6 0,65 1 1 0,5 0,3
6 18 0,06 1 1 0,3 0,6
7 6 0,5 1 1 0,3 0,6
8 15 0,36 1 1 0,5 0,8
9 12 0,05 1 1 0,5 0,5
10 12 0,39 1 1 0,4 0,7
Te

Repeticion
1 12 0,74 1 1 0,5 0,5
2 8 0,58 1 1 14 0,8
3 14 0,5 1 1 0,6 0,6
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4 5 0,88 1 1 0,6 0,5
5 10 7 0,55 1 1 0,5 0,5
6 4 1,07 1 1 0,6 1
7 9 0,54 1 1 0,4 0,5
8 5 0,64 1 1 0,6 0,4
9 7 0,97 1 1 1 0,5
10 7 0,6 1 1 0,5 0,3
T7
Repeticion
1 3 0,23 1 1 1 0,9
2 4 0,4 2 1 0,5 0,6
3 3 1,03 1 1 1 1
4 3 0,5 1 1 0,3 0,7
5 20 3 0.13 1 1 0,3 0,3
6 0 0 0 0 0 0
7 3 0,93 2 1 0,4 0,6
8 2 0,4 1 1 0,5 0,5
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ts
Repeticion
1 1 1,4 1 1 0,8 0,3
2 2 1 1 1 0,5 0,5
3 1 1,2 1 1 0,8 0,5
4 2 0,2 1 1 0,6 0,7
5 30 0 0 0 0 0 0
6 2 0,35 1 1 0,5 1,4
7 4 0,9 1 1 0,5 0,5
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
To - Gamborg
Repeticion
1 5 0,38 2 1 0,6 0,7
2 0,4 1 1 0,4 1
3 1 0,5 1 1 0,3 1
4 11 0,31 1 1 0,3 0,7
5 0 8 0,37 2 1 0,7 0,7
6 6 0,35 1 1 0,3 1
7 3 0,6 1 1 0,7 1
8 8 0,38 2 1 0,5 0,5
9 6 0,48 2 1 0,6 0,6
10 7 0,3 2 1 0,3 0,6
T
Repeticion
1 3 0,4 1 1 0,4 0,4
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2 5 0,4 1 1 0,5 0,5
3 3 0,26 1 1 0,3 0,6
4 6 0,3 1 1 0,4 1
5 10 7 0,41 1 1 0,5 1
6 4 0,4 1 1 0,4 0,7
7 4 0,75 1 1 0,3 0,7
8 3 0,63 1 1 0,4 0,6
9 5 0,66 1 1 0,4 0,6
10 5 0,74 1 1 0,3 0,7

Tu

Repeticion

1 9 0,46 1 2 0,8 1,4
2 3 0,86 1 1 0,8 0,4
3 4 0,92 1 3 0,46 1
4 5 0,7 1 3 0,4 1
5 20 4 0,82 1 1 0,6 0,5
6 7 0,48 1 1 0,4 1,7
7 8 0,71 1 3 0,5 1
8 6 0,75 1 1 0,5 1,4
9 4 0,87 1 1 0,4 1,3
10 3 0,96 1 1 0,5 0,7

Ti2

Repeticion

1 7 1,04 2 1 0,6 0,8
2 3 1,06 1 1 0,8 1
3 8 0,45 1 3 0,73 14
4 3 0,93 1 2 0,55 0,7
5 30 3 1,36 1 2 0,55 1
6 10 0,61 1 4 0,7 1,5
7 3 1 1 2 0,5 1,2
8 3 1,2 1 2 0,9 1
9 4 0,95 1 1 0,5 0,5
10 3 0,7 1 1 0,8 0,5

Tabla 14. Tabla de excel de la cuarta evaluacion de todos los parametros morfoldgicos de P.
kovachii, de todas las repeticiones.

Tratamientos Concentracion N° Hojas IHSF;JS' N° Tallos N° Raices Lr(;?zg- ﬁllsrj]:g
T -M&S-TOT 14/08/2019

Repeticion
1 4 0,72 1 1 0,9 0,8
2 12 0,45 2 1 0,7 14
3 5 0,5 1 1 1 0,6
4 0,5 1 1 0,8 0,4
5 0 15 0,25 2 1 1,2 0,9
6 3 0,5 1 1 1 0,8
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4 0,47 1 1 1
4 0,57 1 1 0,7
11 0,86 2 1 1,5 1,4
10 10 0,19 2 1 0,8 0,5
T2
Repeticion
1 12 0,74 1 1 1,1 0,5
2 12 0,4 1 1 14 1
3 7 0,22 1 1 0,8 0,6
4 10 6 0,21 1 1 0,5 0,5
5 8 0,31 2 1 0,5 0,5
6 6 0,21 1 1 0,8 0,8
7 12 0,3 2 1 0,6 0,6
8 0,68 2 1 1 1,4
9 0,55 1 1 0,5 0,7
10 0,35 1 1 0,8 0,7
Ts
Repeticion
1 7 0,32 1 1 0,8 0,7
2 6 0,98 1 1 0,8 0,8
3 5 1,06 1 1 0,7 1,7
4 7 0,6 1 1 11 15
5 20 10 0,32 1 1 0,8 0,6
6 2 0,75 1 1 0,8 0,4
7 5 0,56 1 1 0,8 0,7
8 7 0,8 1 1 1,2 15
9 5 0,64 1 1 1 0,6
10 4 0,25 1 1 1,2 1
T4
Repeticion
1 4 0,2 1 1 0,5 0,5
2 4 0,65 1 1 0,5 0,7
3 5 0,44 1 1 0,6 0,8
4 6 0,25 1 1 0,7 14
5 30 3 0,7 2 1 0,5 0,4
6 8 0,36 2 1 0,6 0,8
7 4 0,62 1 1 0,5 1
8 6 0,76 1 1 1 0,5
9 2 0,2 1 1 0,7 1
10 9 0,27 1 1 0,7 0,5
Ts-M&S-1/2
Repeticion
1 4 0,82 2 1 0,5 0,7
2 10 0,28 2 1 0,4 0,6
3 13 0,28 3 1 0,5 0,7
4 2 0,35 1 1 0,3 0,3
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5 0 8 0,52 1 1 0,5 0,3
6 18 0,26 1 1 0,3 0,6
7 8 0,38 1 1 0,3 0,8
8 20 0,42 1 1 0,5 0,5
9 12 0,34 1 1 5 0,5
10 12 0,31 1 1 0,4 0,7
Ts

Repeticion
1 12 0,45 1 1 0,5 0,5
2 8 0,45 1 1 1,3 0,8
3 14 0,48 1 1 0,6 0,7
4 8 0,72 1 1 0,5 0,5
5 10 7 0,52 1 1 0,5 0,5
6 5 0,96 1 1 0,5 1
7 9 0,51 1 1 0,4 0,5
8 8 0,35 1 1 0,6 0,4
9 9 0,88 1 1 1 0,5
10 7 0,58 1 1 0,5 0,3
T7

Repeticion
1 3 0,26 1 1 1 0,9
2 4 0,5 1 1 0,5 0,6
3 3 1,13 1 1 1 1
4 4 0,45 1 1 0,3 0,7
5 20 4 0,27 1 1 0,3 0,3
6 0 0 0 0 0 0
7 2 0,4 2 1 0,4 0,6
8 2 0,35 1 1 0,5 0,5
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ts

Repeticion
1 4 0,17 1 1 0,8 0,3
2 4 0,6 1 1 0,6 0,5
3 1 1,2 1 1 0,8 0,5
4 2 0,2 1 1 0,6 0,7
5 30 0 0 0 0 0 0
6 3 0,1 1 1 0,5 14
7 6 0,66 1 1 0,6 0,5
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0

Ty - Gamborg

Repeticion
1 6 0,26 2 0,6 0,5
2 3 0,36 1 0,4 1
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Tabla 15. Tabla de excel de la quinta evaluacion de todos los pardmetros morfoldgicos de P.
kovachii, de todas las repeticiones.

Tratamientos Concentracion H’;ljoas hg?gs' N° Tallos N° Raices Lr(;?g' 'g‘:;ﬂ:: Br’\cl);es
T1-M&S-
TOT 29/08/2019
Repeticion
1 4 0,8 1 1 0,8 1
2 14 0,44 2 1 0,7 1,6
3 6 0,4 1 1 0,7 0,6
4 1 0,5 1 1 0,8 0,6
5 0 17 0,25 2 1 1 0,9 1
6 3 0,46 1 1 1 0,8
7 4 0,4 1 1 1 1
8 5 0,52 1 1 1 0,7
9 11 0,6 2 1 1,5 1,4
10 14 0,25 2 1 0,8 0,5
T2
Repeticion
1 15 0,54 1 1 1,1 0,5 1
2 13 0,34 1 1 1,3 1 1
3 10 0,25 1 1 0,6 0,6
4 10 6 0,26 1 1 0,5 0,5
5 12 0,26 2 1 0,5 0,5 2
6 9 0,18 1 1 0,7 0,8
7 14 0,26 2 1 0,5 0,7 1
8 11 0,63 2 1 1 14
9 2 0,4 1 1 0,5 0,7
10 10 0,26 1 1 0,8 0,7
Ts
Repeticion
1 9 0,35 1 1 0,7 0,7
2 7 0,6 1 1 0,8 0,8
3 5 0,98 1 1 0,7 0,7
4 8 0,57 1 1 1 15
5 20 14 0,4 1 1 0,8 0,6 3
6 2 0,75 1 1 0,8 0,4
7 6 0,55 1 1 0,9 0,7
8 7 0,75 1 1 1,4 1,5 1
9 6 0,5 1 1 1 0,5
10 5 0,54 1 1 1,2 1
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T4

Repeticion
1 4 0,22 1 1 0,5 0,5
2 5 0,52 1 1 0,6 0,7
3 5 0,52 1 1 0,6 0,8
4 6 0,21 1 1 0,9 14 1
5 30 2 1,05 2 1 0,5 0,4
6 8 0,31 2 1 0,6 0,8
7 4 0,52 1 1 0,5 1
8 7 0,7 1 1 1 0,5
9 4 0,35 1 1 1 1
10 12 0,25 1 1 0,7 0,5 2

Ts -M&S-1/2

Repeticion
1 3 0,5 2 1 0,6 0,7
2 10 0,34 2 1 0,5 0,6
3 13 0,28 3 1 0,5 0,7
4 2 0,5 1 1 0,3 0,3
5 0 11 0,28 1 1 0,5 0,3 3
6 20 0,28 1 1 0,3 0,7 4
7 11 0,3 1 1 0,3 0,6 2
8 18 0,28 1 1 0,5 0,8 6
9 14 0,3 1 1 0,6 0,5 5
10 16 0,28 1 1 0,4 0,7 3
Te

Repeticion
1 12 0,42 1 1 0,5 0,5
2 9 0,46 1 1 1.4 0,8
3 15 0,6 1 1 0,6 0,7 4
4 12 0,58 1 1 0,5 0,5 2
5 10 7 0,5 1 1 0,5 0,5 1
6 7 0,81 1 1 0,6 1 1
7 12 0,35 1 1 0,4 0,5
8 9 0,41 1 1 0,6 0,4
9 10 0,83 1 1 1 0,5 2
10 7 0,55 1 1 0,5 0,3
T7

Repeticion
1 4 0,17 1 1 1,2 0,9 1
2 4 0,45 2 1 0,5 0,6
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3 3 1,13 1 1 0,7 1
4 4 0,42 1 1 0,3 0,7
5 20 0 0 1 1 0,3 0,3
6 0 0 0 0 0 0
7 1 0,5 2 1 0,4 0,6
8 1 0,4 1 1 0,5 0,5
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ts

Repeticion
1 4 0,27 1 3 0,36 0,3
2 5 0,32 1 2 0,55 0,5
3 1 1 1 1 0,8 0,5
4 2 0,3 1 1 0,6 0,7
5 30 0 0 0 0 0 0
6 2 0,2 1 1 0,6 1,4
7 6 0,48 1 1 0,5 0,5
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0

To - Gamborg

Repeticion
1 6 0,28 2 1 0,6 0,5
2 3 0,36 1 1 0,4 1
3 0 0 0 0 0 0
4 15 0,33 1 1 0,3 0,7
5 0 8 0,36 2 1 0,7 0,7
6 5 0,3 1 1 0,3 1
7 1 0,8 1 1 0,6 1
8 8 0,33 2 1 0,5 0,5
9 8 0,4 2 1 0,6 0,6
10 7 0,41 2 1 0,3 0,6
Tio

Repeticion
1 5 0,26 1 1 0,4 0,3
2 5 0,4 1 1 0,5 0,5
3 10 0,26 1 1 0,3 0,7
4 6 0,36 1 1 0,4 1
5 10 8 0,51 1 1 0,5 1
6 5 0,58 1 1 0,4 0,7
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Tabla 16. Tabla de excel de la sexta evaluacion de todos los pardmetros morfoldgicos de P.
kovachii, de todas las repeticiones

Tratamientos Concentracion N° Hojas Iﬁgfagé N° Tallos N° Raices Lr(;?g' '3‘:;;:2 N° Brotes
T -M&S-TOT 13/09/2019
Repeticion
1 5 0,66 1 2 0,35 0,8
2 16 0,35 2 1 0,6 15 1
3 0,38 1 1 0,8 0,5
4 1 0,5 1 1 0,6 0,5
5 0 17 0,24 2 1 0,8 0,8 1
6 3 0,4 1 2 0,35 0,5
7 0,42 1 1 0,8 1
8 5 0,42 1 2 04 0,5
9 15 0,45 2 1 0,4 14
10 13 0,23 2 1 0,3 0,5
T2
Repeticion
1 15 0,6 1 1 0,5 0,6 1
2 12 0,36 1 1 0,5 1,1
3 12 0,19 1 1 0,4 0,6
4 10 10 0,33 1 1 0,5 0,6
5 12 0,31 2 1 0,5 0,6 2
6 13 0,16 1 1 0,5 0,6
7 17 0,24 2 1 0,5 0,6 2
8 12 0,55 2 1 0,6 14
9 0 0 0 0 0 0
10 12 0,25 1 1 0,3 0,6
T3
Repeticion
1 12 0,36 1 1 0,7 0,6
2 7 0,82 1 1 0,6 0,7
3 5 0,9 1 1 0,5 1,6
4 8 0,46 1 1 0,6 15
5 20 14 0,52 1 1 0,6 0,6 2
6 2 0,75 1 1 0,4 0,5
7 6 0,56 1 1 0,7 0,6
8 7 0,68 1 1 0,8 1,5
9 6 0,56 1 1 0,6 04
10 5 0,3 1 1 0,6 1
Ty
Repeticion
1 3 0,26 1 1 0,5 0,5
2 5 0,58 1 1 0,5 0,7
3 6 0,4 1 1 0,4 0,5
4 7 0,2 1 1 0,6 1,1 1
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5 30 2 0,75 1 1 04 0,4
6 6 0,33 2 1 0,5 0,6
7 3 0,26 1 1 04 0,7
8 6 0,78 1 1 0,6 0,5
9 4 0,47 1 1 0,6 1
10 12 0,26 1 1 0,4 0,5
Ts -M&S-1/2
Repeticion
1 2 0,65 2 2 04 0,5
2 11 0,24 2 1 0,4 0,6 1
3 14 0,26 3 1 04 0,5 1
4 2 0,5 1 1 0,3 0,3
5 0 12 0,25 1 1 0,3 0,3 3
6 20 0,29 1 1 0,3 0,5 4
7 12 0,23 1 1 0,3 0,4 2
8 22 0,33 1 1 0,3 1 4
9 16 0,33 1 1 0,2 0,5 5
10 16 0,31 1 1 04 0,5 3
Ts
Repeticion
1 contaminado 0
2 11 0,35 1 1 0,5 0,5 1
3 15 0,35 1 1 0,4 0,6 5
4 13 0,39 1 1 0,5 0,5 3
5 10 11 0,38 1 1 0,5 0,4 1
6 7 0,61 1 1 0,6 0,9 1
7 12 0,43 1 1 0,4 0,5
8 10 0,14 1 1 0,5 0,5
9 15 0,51 1 1 1 0,4 2
10 contaminado 0 0 0 0 0
T7
Repeticion
1 4 0,2 1 1 1 0,8 1
2 4 0,45 2 1 0,5 0,4
3 3 1,1 1 1 0,5 1
4 4 0,2 1 1 0,3 0,7
5 20 5 0,24 1 1 0,5 0,3
6 0 0 0 0 1 0 1
7 0 0 2 1 0,4 0
8 0 0 1 1 0,4 0
9 0 0 1 1 0,4 0
10 0 0 1 1 0,5 0
Ts
Repeticion
1 5 0,2 1 3 0,23 0,3 1
2 7 0,68 1 1 0,9 0,6 2
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3 0 0 1 1 0,5 0
4 3 0,23 1 1 0,5 0,5
5 30 0 0 2 1 04 0
6 4 0,1 1 1 0,4 1,3 1
7 6 0,43 1 1 04 0,3
8 0 0 2 1 1 0
9 0 0 1 2 0,5 0
10 0 0 0 0 0 0
To - Gamborg
Repeticion
1 6 0,36 2 1 0,3 0,5
2 2 0,5 1 1 0,3 1
3 1 0,8 1 1 0,2 0,7
4 15 0,34 1 1 0,3 0,7
5 0 7 0,42 2 1 0,5 0,4
6 5 0,22 1 1 0,3 1 1
7 2 0,5 1 1 0,3 1
8 9 0,35 2 1 0,5 0,6
9 7 0,42 2 1 0,5 0,4
10 7 0,44 2 1 0,3 0,5
Tio
Repeticion
1 5 0,26 1 1 0,4 0,3
2 5 0,44 1 1 0,4 0,4
3 12 0,25 1 1 0,3 0,8 1
4 7 0,38 1 1 0,4 1
5 10 7 0,41 1 1 0,3 1
6 6 0,55 1 1 0,3 0,6
7 2 1,55 1 1 0,3 0,8
8 9 0,37 1 1 0,3 0,5
9 9 0,74 1 1 0,3 1
10 5 0,66 1 1 0,3 0,6
Tu
Repeticion
1 9 0,45 1 2 0,75 0,6 2
2 3 0,86 1 1 0,6 0,4
3 5 0,8 1 3 0,56 0,7 1
4 5 0,88 1 5 0,52 0,8
5 20 3 11 1 3 0,36 0,4
6 9 0,41 1 2 0,3 1,7
7 10 0,69 1 3 0,6 1
8 8 0,63 1 2 0,4 1,2
9 4 0,85 1 1 0,4 1,4
10 0,72 1 3 0,26 1
Ti
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Tabla 17. Tabla de excel de la séptima evaluacion de todos los parametros morfoldgicos de P.

kovachii, de todas las repeticiones

Tratamientos Concentracion H'(\)ljoas IﬂgPe?s' N° Tallos R;\:Zes Lr(;?g' gl:;:g N° Brotes
T, -M&S-TOT 28/09/2019
Repeticion
1 4 0,8 1 2 0,25 0,7
2 16 0,38 2 1 0,6 15 1
3 045 1 1 0,8 0,5
4 0,5 1 1 0,5 0,5
5 0 20 0,27 2 1 0,8 0,8 1
6 3 0,4 1 2 0,35 0,5
7 4 0,37 1 1 0,8 1
8 0,47 1 3 0,4 0,5
9 15 0,46 2 1 0,4 14
10 14 0,24 2 1 0,3 0,5
T2
Repeticion
1 16 0,68 1 1 0,5 0,6 2
2 14 0,53 1 1 0,5 1,2 2
3 12 0,26 1 1 0,4 0,7 1
4 10 10 0,42 1 1 0,5 0,8
5 14 0,24 2 1 0,5 0,7 2
6 17 0,21 1 1 0,5 0,6
7 19 0,29 2 1 0,5 0,6 2
8 10 0,88 2 1 0,6 14
9 contaminado 0 0 0 0 0 0
10 13 0,22 1 1 0,6 0,6 1
Ts
Repeticion
1 12 0,35 1 1 0,6 0,6
2 7 0,8 1 1 0,6 0,8
3 5 0,9 1 1 0,5 1,6
4 9 0,54 1 1 0,6 15
5 20 15 0,5 1 1 0,6 0,6 2
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6 2 0,65 1 1 0,4 0,5
7 7 0,47 1 1 0,6 0,6
8 6 0,85 1 1 0,6 1,5
9 6 0,6 1 1 0,6 0,4
10 6 0,28 1 1 0,5 1
Ta
Repeticion
1 3 0,33 1 1 0,5 0,5
2 6 0,5 1 1 0,5 0,6
3 6 0,45 1 1 0,4 0,9
4 8 0,2 1 1 0,6 11 1
5 30 2 1,05 1 1 0,6 0,4
6 2 04 2 1 0,5 0,6
7 4 0,3 1 1 0,4 0,7
8 3 0,53 1 1 0,5 0,5
9 4 0,47 1 1 0,6 11
10 12 0,28 1 1 0,4 0,5 2
Ts -M&S-1/2
Repeticion
1 2 0,7 2 2 0,4 0,5
2 15 0,28 2 1 0,4 0,5
3 20 0,4 2 1 0,4 0,6 2
4 2 0,5 1 1 0,3 0,3
5 0 20 0,32 1 1 0,3 0,4 3
6 20 0,44 1 1 0,3 0,7 4
7 14 0,33 1 1 0,3 0,5 3
8 22 0,38 1 1 0,3 1 6
9 16 0,32 1 1 0,3 0,5 4
10 18 0,32 1 1 0,4 0,6 3
Ts
Repeticion
1 contaminado 0 0,43 0 0 0 0 0
2 11 0,41 1 1 0,5 0,5 1
3 20 0,51 1 1 0,4 0,6 5
4 14 0,42 1 1 0,5 0,5 3
5 10 11 0,6 1 1 0,5 0,4 1
6 8 0,63 1 1 0,6 0,8 1
7 12 0,38 1 1 0,4 0,6
8 12 0,48 1 1 0,5 0,5
9 15 0,64 1 2 0,85 0,4 3
10 contaminado 0 0 0 0 0 0
T7
Repeticion
1 5 0,26 1 1 0,8 0,8 1
2 5 0,44 2 1 0,5 0,4
3 3 1,1 1 1 0,5 1
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4 5 0,22 1 1 0,3 0,8 1
5 20 6 0,28 1 1 0,5 0,3 1
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ts
Repeticion
1 6 0,25 1 3 0,43 0,3 1
2 8 0,46 1 1 1,2 0,6 3
3 0 0 0 0 0 0
4 2 0,3 1 1 0,5 0,5 1
5 30 0 0 0 0 0 0
6 6 0,13 1 1 0,5 1,3 1
7 5 0,42 1 1 0,6 0,3 1
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ty - GAMBORG
Repeticion
1 6 0,28 2 1 0,3 0,5
2 2 0,45 1 1 0,3 1
3 0 0 0 0 0 0
4 15 0,44 1 1 0,3 0,7 3
5 0 7 0,42 2 1 0,5 0,5
6 5 0,3 1 1 0,3 0,8 1
7 0 0 0 0 0 0
8 9 0,37 2 1 0,5 0,6
9 5 0,68 2 1 0,5 0,5
10 7 0,45 2 1 0,3 0,5
Two
Repeticion
1 5 0,36 1 1 0,4 0,3
2 5 0,5 1 1 0,4 0,4
3 13 0,53 1 1 0,3 0,9 1
4 7 0,48 1 1 0,4 1
5 10 7 0,51 1 1 0,3 1,1
6 6 0,65 1 1 0,3 0,6
7 3 0,9 1 1 0,3 0,8
8 9 0,33 1 1 0,3 0,5 1
9 9 0,79 1 1 0,3 1,1 1
10 5 0,68 1 1 0,3 0,6
Tu
Repeticion
1 11 0,36 1 2 0,85 0,7 2
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Tabla 18. Tabla de excel de la octava evaluacion de todos los parametros morfoldgicos de P.

kovachii, de todas las repeticiones.

Tratamientos Concentracién H’c\)ljoas hg?;s' T;\::OS Rz’a\li;es Long. raiz ';‘:::]:: BIE\cl);es
T, -M&S-TOT 14/10/2019
Repeticion

1 4 0,82 1 2 43 0,8

2 22 0,3 2 1 0,5 14 4
3 0,4 1 2 0,7 0,5

4 0,5 1 1 0,5 0,5

5 0 23 0,27 2 1 0,6 1 1
6 3 0,43 1 1 0,5 0,7

7 3 0,2 1 1 0,4 1

8 4 0,5 1 1 0,6 0,6

9 15 0,45 2 1 0,7 1,6

10 20 0,25 2 1 0,6 0,7

T2
Repeticion

1 16 0,68 1 1 0,6 0,8

2 16 0,53 1 1 0,7 14

3 18 0,26 1 1 0,5 0,7

4 10 10 0,42 1 1 0,4 0,8

5 18 0,24 2 1 04 1 3
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6 22 0,21 1 1 0,4 0,7
7 20 0,29 2 1 0,4 0,8 3
8 10 0,88 2 1 0,6 1,2
9 contaminado 0 0 0 0 0 0
10 17 0,22 1 1 0,6 0,8 3
Ts
Repeticion
1 12 0,35 1 1 0,6 0,7
2 8 0,8 1 1 0,6 1
3 5 0,9 1 1 0,5 1,6
4 9 0,54 1 1 0,7 15
5 20 17 0,5 1 1 0,5 0,5 2
6 2 0,65 1 1 0,6 0,4
7 5 0,47 1 1 0,6 0,7
8 5 0,85 1 1 0,6 1,3
9 7 0,6 1 1 0,5 0,7
10 7 0,28 1 1 0,7 1
T4
Repeticion
1 4 0,33 1 1 0,4 0,6
2 5 0,5 1 1 0,4 0,8
3 6 0,45 1 1 0,5 0,7
4 9 0,2 1 1 0,6 1,2 1
5 30 0 1,05 0 0 0 0
6 0 0,4 0 0 0 0
7 3 0,3 1 1 0,4 0,7
8 0 0,53 0 0 0 0
9 3 0,47 1 1 1 1
10 12 0,28 1 1 0,4 0,4
Ts -M&S-1/2
Repeticion
1 0 0 0 0 0 0
2 15 0,28 2 1 0,4 0,6
3 21 0,4 3 1 0,3 0,8 2
4 2 0,5 1 1 0,3 0,3
5 0 20 0,32 1 1 0,3 0,5 3
6 20 0,44 1 1 0,4 1 4
7 16 0,33 1 1 0,4 0,6 3
8 24 0,38 1 1 0,3 0,6 6
9 22 0,32 1 1 0,3 0,6 4
10 22 0,32 1 1 0,3 0,7 3
Ts
Repeticion
1 contaminado 0 0 0 0
2 15 0,41 1 1,1 0,6
3 20 0,51 0,3 0,7 5
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4 16 0,42 1 1 0,3 0,5
5 10 14 0,6 1 1 0,3 0,5
6 9 0,63 1 1 0,4 0,8
7 14 0,38 1 1 0,3 0,5
8 15 0,48 1 1 0,3 0,5
9 17 0,64 1 2 1 0,6 3
10 contaminado 0 0 0 0 0 0
T7
Repeticion
1 6 0,28 1 1 0,5 1 1
2 3 0,53 2 1 0,3 0,8
3 3 1,03 1 1 0,4 1
4 6 0,23 1 1 0,4 0,8
5 20 6 0,3 1 1 0,3 0,3
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ts
Repeticion
1 10 0,24 1 3 0,43 0,5 1
2 8 0,46 1 1 1,3 0,6 3
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 30 0 0 0 0 0 0
6 6 0,2 0 1 0,5 1,3
7 7 0,24 1 1 0,5 0,3
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ty - Gamborg
Repeticion
1 0,28 2 1 0,3 0,5
2 0,45 1 1 0,3 1
3 0 0 0 0 0
4 15 0,44 1 1 0,3 0,8 3
5 0 0,42 2 1 0,5 0,5
6 0,3 1 1 0,3 0,8 1
7 0 0 0 0 0
8 10 0,37 2 1 0,3 0,6 1
9 0,68 2 1 0,4 0,5
10 0,45 2 1 0,4 0,4
Two
Repeticion
1 6 0,36 1 1 0,3 0,3
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2 5 0,5 1 1 0,3 0,4
3 13 0,53 1 1 0,4 1 1
4 7 0,48 1 1 0,5 1
5 10 7 0,51 1 1 0,3 11
6 6 0,65 1 1 0,4 0,6
7 4 0,9 1 1 0,4 1
8 8 0,33 1 1 0,3 0,4
9 9 0,79 1 1 0,4 1
10 5 0,68 1 1 0,3 0,6
Tu
Repeticion
1 11 0,36 1 2 1 0,7 2
2 3 1 1 1 0,4 0,3
3 5 0,8 1 2 0,56 0,6 1
4 5 0,62 1 5 0,44 1
5 20 3 1,06 1 2 0,4 0,4
6 9 0,5 1 2 0,5 1,6 1
7 9 0,79 1 3 0,7 0,8 2
8 7 0,77 1 2 0,4 1,3 1
9 5 0,85 1 1 0,3 1,3 1
10 5 0,9 1 3 0,43 0,7 1
Ta
Repeticion
1 6 0,76 2 2 0,35 0,7
2 1,16 1 3 0,35 0,8
3 12 0,51 1 3 0,66 1,2
4 4 0,7 1 3 0,6 1
5 30 3 1,23 1 2 0,4 1
6 11 0,86 1 4 0,6 1,6 2
7 3 1,3 1 3 0,83 1,3
8 5 0,88 1 3 0,66 1 1
9 4 1,05 1 1 0,5 0,5
10 3 0,8 1 1 0,5 0,5

Tabla 19. Tabla de excel de la novena evaluacion de todos los parametros morfologicos de P.
kovachii, de todas las repeticiones.

Altura

Tratamientos Concentracion N° Hojas  Long. hojas N° Tallos N° Raices Long. raiz planta N° Brotes
T1 -M&S-TOT 29/10/2019
Repeticion
1 4 0,82 1 2 4,3 0,8
2 25 0,32 2 1 0,5 1,4 4
3 5 0,4 1 2 0,7 0,5
4 1 0,5 1 1 0,5 0,5
5 0 27 0,3 2 1 0,6 1 1
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10 14 0,28 1 1 0,4 0,4
Ts -M&S-1/2
Repeticion
1 0 0 0 0 0 0
2 17 0,28 2 1 0,4 0,6
3 24 0,42 3 1 0,3 0,8 2
4 2 0,5 1 1 0,3 0,3
5 0 27 0,35 1 1 0,3 0,5 3
6 20 0,44 1 1 0,4 1 4
7 25 0,36 1 1 0,4 0,6 3
8 30 0,42 1 1 0,3 0,6 6
9 22 0,34 1 1 0,3 0,6 4
10 26 0,35 1 1 0,3 0,7 3
Te
Repeticion
1 contaminado 0 0 0 0 0
2 20 0,41 1 1 11 0,6
3 28 0,54 1 1 0,3 0,7 5
4 25 0,44 1 1 0,3 0,5 3
5 10 15 0,6 1 1 0,3 0,5 1
6 11 0,63 1 1 0,4 0,8 1
7 14 0,38 1 1 0,3 0,5
8 17 0,49 1 1 0,3 0,5
9 17 0,64 1 2 1 0,6 3
10 contaminado 0 0 0 0 0 0
T7
Repeticion
1 6 0,28 1 1 0,5 1 1
2 3 0,53 2 1 0,3 0,8
3 3 1,03 1 1 0,4 1
4 6 0,23 1 1 0,4 0,8 1
5 20 8 0,3 1 1 0,3 0,3 1
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ts
Repeticion
1 13 0,24 1 3 0,43 0,5 1
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2 12 0,46 1 1 1,3 0,6 3
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 30 0 0 0 0 0 0
6 8 0,2 0 1 0,5 1,3 1
7 8 0,24 1 1 0,5 0,3 1
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ty - Gamborg
Repeticion
1 6 0,28 2 1 0,3 0,5
2 2 0,45 1 1 0,3 1
3 0 0 0 0 0 0
4 16 0,44 1 1 0,3 0,8 3
5 0 8 0,42 2 1 0,5 0,5
6 6 0,3 1 1 0,3 0,8 1
7 0 0 0 0 0 0
8 8 0,37 2 1 0,3 0,6 1
9 8 0,68 2 1 0,4 0,5
10 6 0,45 2 1 0,4 0,4
T1o
Repeticion
1 7 0,36 1 1 0,3 0,3
2 5 0,5 1 1 0,3 0,4
3 13 0,53 1 1 0,4 1 1
4 7 0,48 1 1 0,5 1
5 10 10 0,51 1 1 0,3 11
6 7 0,65 1 1 0,4 0,6
7 3 0,9 1 1 0,4 1
8 8 0,33 1 1 0,3 0,4 1
9 10 0,79 1 1 0,4 1 1
10 4 0,68 1 1 0,3 0,6
Tu
Repeticion
1 13 0,36 1 2 1 0,7 2
2 3 1 1 1 0,4 0,3
3 5 0,8 1 2 0,56 0,6 1
4 5 0,62 1 5 0,44 1
5 20 3 1,06 1 2 0,4 0,4
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Tabla 20. Tabla de excel de la décima evaluacion de todos los pardmetros morfoldgicos de P.

kovachii, de todas las repeticiones.

Tratamientos Concentracién H’c\)ljoas Iﬁgjna% N° Tallos Rz’a\li;es ch;?zg' ';‘:::]:: BIE\cl);es
T, -M&S-TOT 13/11/2019
Repeticion

1 3 0,82 1 2 43 0,8

2 25 0,32 2 1 0,5 14 4
3 4 0,4 1 2 0,7 0,5

4 0 0 0 0 0 0

5 0 27 0,3 2 1 0,6 1 1
6 4 0,43 1 1 0,5 0,7

7 3 0,2 1 1 0,4 1

8 3 0,5 1 1 0,6 0,6

9 19 0,46 2 1 0,7 1,6

10 22 0,29 2 1 0,6 0,7

T2
Repeticion

1 21 0,69 1 1 0,6 0,8

2 20 0,54 1 1 0,7 14

3 20 0,28 1 1 0,5 0,7

4 10 14 0,42 1 1 04 0,8

5 23 0,25 2 1 0,4 1 3
6 32 0,26 1 1 0,4 0,7

7 28 0,3 2 1 0,4 0,8 3
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8 12 0,88 2 1 0,6 1,2
9 contaminado 0 0 0 0 0 0
10 20 0,22 1 0,6 0,8 3
Ts
Repeticion
1 12 0,35 1 1 0,6 0,7
2 7 0,8 1 1 0,6 1
3 3 0,9 1 1 0,5 1,6
4 8 0,54 1 1 0,7 1,5
5 20 20 0,52 1 1 0,5 0,5 2
6 0,65 1 1 0,6 0,4
7 0,47 1 1 0,6 0,7
8 0,85 1 1 0,6 1,3
9 13 0,6 1 1 0,5 0,7
10 10 0,28 1 1 0,7 1
T4
Repeticion
1 5 0,33 1 1 0,4 0,6
2 5 0,5 1 1 04 0,8
3 6 0,45 1 1 0,5 0,7
4 8 0,2 1 1 0,6 1,2 1
5 30 0 1,05 0 0 0 0
6 0 0,4 0 0 0 0
7 3 0,3 1 1 0,4 0,7
8 0 0,53 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 14 0,28 1 1 0,4 0,4
Ts -M&S-1/2
Repeticion
1 0 0 0 0 0 0
2 16 0,28 2 1 0,4 0,6
3 27 0,43 3 1 0,3 0,8 2
4 2 0,5 1 1 0,3 0,3
5 0 32 0,38 1 1 0,3 0,5 3
6 34 0,49 1 1 0,4 1 4
7 34 0,39 1 1 0,4 0,6 3
8 38 0,46 1 1 0,3 0,6 6
9 30 0,39 1 1 0,3 0,6 4
10 32 0,37 1 1 0,3 0,7 3
Ts
Repeticion
1 contaminado 0 0 0 0 0
2 25 0,42 1 1 1,1 0,6
3 38 0,59 1 1 0,3 0,7 5
4 28 0,44 1 1 0,3 0,5 3
5 10 18 0,6 1 1 0,3 0,5 1
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6 10 0,63 1 1 0,4 0,8 1
7 20 0,4 1 1 0,3 0,5
8 20 0,49 1 1 0,3 0,5
9 22 0,66 1 2 1 0,6 3
10 contaminado 0 0 0 0 0 0
T7
Repeticion
1 6 0,28 1 1 0,5 1 1
2 3 0,53 2 1 0,3 0,8
3 3 1,03 1 1 0,4 1
4 6 0,23 1 1 04 0,8
5 20 8 0,3 1 1 0,3 0,3
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ts
Repeticion
1 12 0,24 1 3 0,43 0,5 1
2 10 0,46 1 1 13 0,6 3
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 30 0 0 0 0 0 0
6 8 0,2 0 1 0,5 1,3
7 10 0,24 1 1 0,5 0,3
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
T - Gamborg
Repeticion
1 5 0,28 2 1 0,3 0,5
2 2 0,45 1 1 0,3 1
3 0 0 0 0 0 0
4 16 0,44 1 1 0,3 0,8 3
5 0 8 0,42 2 1 0,5 0,5
6 8 0,3 1 1 0,3 0,8 1
7 0 0 0 0 0 0
8 8 0,37 2 1 0,3 0,6 1
9 8 0,68 2 1 0,4 0,5
10 6 0,45 2 1 0,4 0,4
T1o
Repeticion
1 8 0,36 0,3 0,3
2 5 0,5 0,3 0,4
3 15 0,53 0,4 1 1
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Tabla 21. Tabla de excel de la onceava evaluacion de todos los parametros morfoldgicos de

P. kovachii, de todas las repeticiones.

Tratamientos Concentracion Hgljoas Ir‘]g?zgs‘ N° Tallos Rz[\\:;es Lr(;?zg‘ ﬁllsrj]:; N° Brotes
T -M&S-TOT 28/11/2019
Repeticion
1 3 0,82 1 2 4,3 0,8
2 25 0,32 2 1 0,5 14 4
3 4 0,4 1 2 0,7 0,5
4 0 0 0 0 0 0
5 0 27 0,3 2 1 0,6 1 1
6 4 0,43 1 1 0,5 0,7
7 3 0,2 1 1 0,4 1
8 3 0,5 1 1 0,6 0,6
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34 0,39 1 1 0,4 0,6 3
38 0,46 1 1 0,3 0,6 6
30 0,39 1 1 0,3 0,6 4
10 32 0,37 1 1 0,3 0,7 3
Ts
Repeticion
1 contaminado 0 0 0 0 0
2 25 0,42 1 1 11 0,6
3 38 0,59 1 1 0,3 0,7 5
4 28 0,44 1 1 0,3 0,5 3
5 10 18 0,6 1 1 0,3 0,5 1
6 10 0,63 1 1 0,4 0,8 1
7 20 0,4 1 1 0,3 0,5
8 20 0,49 1 1 0,3 0,5
9 22 0,66 1 2 1 0,6 3
10 contaminado 0 0 0 0 0 0
T7
Repeticion
1 6 0,28 1 1 0,5 1 1
2 3 0,53 2 1 0,3 0,8
3 3 1,03 1 1 0,4 1
4 6 0,23 1 1 0,4 0,8
5 20 8 0,3 1 1 0,3 0,3
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ts
Repeticion
1 12 0,24 1 3 0,43 0,5 1
2 10 0,46 1 1 1,3 0,6 3
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 30 0 0 0 0 0 0
6 8 0,2 0 1 0,5 1,3
7 10 0,24 1 1 0,5 0,3
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
Ty - Gamborg
Repeticion
1 5 0,28 2 1 0,3 0,5
2 2 0,45 1 1 0,3 1
3 0 0 0 0 0 0
4 16 0,44 1 1 0,3 0,8 3
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Tabla 22. Tabla de excel de la doceava evaluacion de todos los pardmetros morfoldgicos de P.

kovachii, de todas las repeticiones.

Ne°

Long.

N°

Long.

Altura

Tratamientos Concentracion Hojas hojas N° Tallos Raices raiz planta N° Brotes
T1 -M&S-TOT 13/12/2019
Repeticion
1 3 0,82 1 2 4,3 0,8
2 25 0,32 2 1 0,5 14 4
3 4 0,4 1 2 0,7 0,5
4 0 0 0 0 0
5 0 27 0,3 2 1 0,6 1
6 4 0,43 1 1 0,5 0,7
7 0,2 1 1 0,4 1
8 3 0,5 1 1 0,6 0,6
9 19 0,46 2 1 0,7 1,6
10 22 0,29 2 1 0,6 0,7
T2
Repeticion
1 21 0,69 1 1 0,6 0,8 2
2 22 0,54 1 1 0,7 14 2
3 20 0,28 1 1 0,5 0,7 1
4 10 14 0,42 1 1 0,4 0,8
5 28 0,25 2 1 0,4 1 3
6 32 0,26 1 1 0,4 0,7
7 28 0,3 2 1 0,4 0,8 3
8 12 0,88 2 1 0,6 1,2
9 contaminado 0 0 0 0 0 0
10 20 0,22 1 1 0,6 0,8 3
Ts
Repeticion
1 12 0,35 1 1 0,6 0,7
2 9 0,8 1 1 0,6 1
3 1 0,9 1 1 0,5 1,6
4 8 0,54 1 1 0,7 15
5 20 20 0,52 1 1 0,5 0,5 2
6 0,65 1 1 0,6 0,4
7 0,47 1 1 0,6 0,7
8 2 0,85 1 1 0,6 1,3
9 20 0,6 1 1 0,5 0,7
10 10 0,28 1 1 0,7 1
Ta
Repeticion
1 0,33 1 1 0,4 0,6
2 0,5 1 1 0,4 0,8
3 6 0,45 1 1 0,5 0,7
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4 8 0,2 1 1 0,6 1,2 1
5 30 0 1,05 0 0 0 0
6 0 0,4 0 0 0 0
7 3 0,3 1 1 0,4 0,7
8 0 0,53 0 0 0 0
9 0 0 0 0
10 14 0,28 1 1 0,4 0,4
Ts -M &S-1/2
Repeticion
1 0 0 0 0 0 0
2 16 0,28 2 1 0,4 0,6
3 27 0,43 3 1 0,3 0,8 2
4 0 0 0 0 0 0
5 0 32 0,38 1 1 0,3 0,5 3
6 34 0,49 1 1 0,4 1 4
7 34 0,39 1 1 0,4 0,6 3
8 38 0,46 1 1 0,3 0,6 6
9 30 0,39 1 1 0,3 0,6 4
10 32 0,37 1 1 0,3 0,7 3
Te
Repeticion
1 contaminado 0 0 0 0 0 0
2 25 0,42 1 1 11 0,6
3 38 0,59 1 1 0,3 0,7 5
4 28 0,44 1 1 0,3 0,5 3
5 10 18 0,6 1 1 0,3 0,5 1
6 10 0,63 1 1 0,4 0,8 1
7 20 0,4 1 1 0,3 0,5
8 20 0,49 1 1 0,3 0,5
9 22 0,66 1 2 1 0,6 3
10 contaminado 0 0 0 0 0 0
T7
Repeticion
1 7 0,28 1 1 0,5 1 1
2 3 0,53 2 1 0,3 0,8
3 2 1,03 1 1 0,4 1
4 6 0,23 1 1 0,4 0,8 1
5 20 8 0,3 1 1 0,3 0,3 1
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
Ts
Repeticion
1 12 0,24 1 3 0,43 0,5 1
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2 10 0,46 1 1 1,3 0,6 3
3 0 0 0
4 0 0
5 30 0 0 0 0 0
6 8 0,2 0 1 0,5 1,3 1
7 10 0,24 1 1 0,5 0,3 1
8 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
To - Gamborg
Repeticién
1 0,28 2 1 0,3 0,5
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 16 0,44 1 1 0,3 0,8 3
5 0 7 0,42 2 1 0,5 0,5
6 8 0,3 1 1 0,3 0,8 1
7 0 0 0 0 0 0
8 7 0,37 2 1 0,3 0,6 1
9 5 0,68 2 1 0,4 0,5
10 4 0,45 2 1 0,4 0,4
T1o
Repeticion
1 0,36 1 1 0,3 0,3
2 5 0,5 1 1 0,3 0,4
3 15 0,53 1 1 0,4 1 1
4 6 0,48 1 1 0,5 1
5 10 0,51 1 1 0,3 11
6 0,65 1 1 0,4 0,6
7 0,9 1 1 0,4 1
8 12 0,33 1 1 0,3 0,4 1
9 9 0,79 1 1 0,4 1 1
10 4 0,68 1 1 0,3 0,6
Tu
Repeticion
1 10 0,36 1 2 1 0,7 2
2 3 1 1 1 0,4 0,3
3 4 0,8 1 2 0,56 0,6 1
4 5 0,62 1 5 0,44 1
5 20 3 1,06 1 2 0,4 0,4
6 8 0,5 1 2 0,5 1,6 1
7 10 0,79 1 3 0,7 0,8 2
8 8 0,77 1 2 0,4 1,3 1
9 5 0,85 1 1 0,3 1,3 1
10 5 0,9 1 3 0,43 0,7 1
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