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ABREVIATURAS

AG3. Acido giberélico

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

Fe: Elemento Quimico Hierro

FeEDTA: Quelato de hierro

FeSQ,: Sulfato de Hierro (1)

HCL: Acido Clorhidrico

MS: Medio de cultivo Murashigue & Skoog

MS*1: Medio con concentracion normal de FeEEDTA
MS*2: Medio con doble concentracion de FEEDTA
NaOH: Hidrdéxido de Sodio

NaClO: Hipoclorito de Sodio

WP: Medio de cultivo Woody Plant

WP*1: Medio con concentracion normal de FEEDTA
WP*2: Medio con doble concentracion de FEEDTA
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RESUMEN

En la presente investigacion se aplicd diferentes tratamientos poscosecha a frutos
(maduracion de frutos a ambiente, maduracion con etileno, fermentacién y
refrigeracion a 4°C), se extrajo las semillas y se sembraron in vitro, por otro parte se
aplico distintas concentraciones de giberelinas (0, 5, 10, 15, y 20 uM de AGs) en
semillas ya sembradas in vitro las cuales fueron extraidas de frutos madurados a
ambiente. Todas las semillas fueron previamente desinfestadas antes de la siembra,
para lo cual se determind la concentracion de Hipoclorito de sodio (1.25 % y 2.5 %)
necesaria. Se evalud la influencia de todos los tratamientos sobre el porcentaje de
germinacién de Vaccinium corymbosum (arandano) a través del tiempo, en
condiciones de cultivo in vitro, asi como su porcentaje de emergencia. Finalmente se
evaluo la influencia de la concentracion de FEEDTA (concentracion normal y el
doble) sobre el crecimiento in vitro de las plantulas en medios de cultivo MS y WP.
De los tratamientos poscosecha, la fermentacion de frutos (T3) presentd el mayor
porcentaje de germinacion (50 %), porcentaje de emergencia (cotiledones) (91 %) y
emergencia de hojas verdaderas (95 %), por otro lado, de los aplicados a semillas el
mejor fue el 5uM AG; (T2) de germinacion (55%), porcentaje de emergencia
(cotiledones) (95 %) y emergencia de hojas verdaderas (69 %). Para el proceso de
desinfestacion de semillas con NaClO 2.5 % no se observé ningun tipo de
contaminacion. Para el efecto de la concentracion de FEEDTA en los medios de WP
y MS: el mejor resultado lo obtuvo el medio MS*2 con el desarrollo de 5 hojas, 5

nudos y una longitud de 13.47 mm, en 10 semanas de cultivo. Llegando a las
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siguientes conclusiones; el mejor tratamiento aplicado al fruto fue la fermentacion
con p<0.05, el mejor tratamiento aplicado a semillas fue el de 5uM AG3; con p<0.05.
Para una desinfestacion dptima para este trabajo se encontr6 NaClO 2.5% como el
méas adecuado. En cuanto al crecimiento de plantulas, tamafio, nimero de hojas y
apariencia el medio MS*2 fue el que mostr6 mejores resultados, con p< 0.05 en
longitud de tallos.

Palabras clave: Arandano, semilla, germinacidn, crecimiento, cultivo, in vitro
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ABSTRACT

In the present research, different postharvest treatments were applied to fruits
(ripening of fruits at room temperature, maturation with ethylene, fermentation and
refrigeration at 4°C), the seeds were extracted and sown in vitro, on the other hand
different variations of gibberellins were applied (0, 5, 10, 15, and 20 uM of AG3) in
seeds and sown in vitro which were extracted from ripe fruits at room temperature.
All the seeds were previously disinfected before planting, for which the
concentration of sodium hypochlorite (1.25% and 2.5%) was determined. The
influence of all treatments on the germination percentage of Vaccinium corymbosum
(cranberry) over time, under in vitro culture conditions, as well as its emergency
percentage was evaluated. Finally, the influence of FEEDTA concentration (normal
and double concentration) on the in vitro growth of seedlings in MS and WP culture
media was evaluated. Of the post-harvest treatments, fruit fermentation (T3) had the
highest germination percentage (50%), emergency percentage (cotyledons) (91%)
and true leaf emergence (95%), on the other hand, of those applied The best seed was
5uM AG3 (T2) germination (55%), emergency percentage (cotyledons) (95%) and
true leaf emergence (69%). For the process of disinfestation of seeds with 2.5%
NaClO, no contamination was observed. For the effect of FEEDTA concentration in
the WP and MS media: the best result was obtained by the MS * 2 medium with the
development of 5 leaves, 5 knots and a length of 13.47 mm, in 10 weeks of culture.
Coming to the following conclusions; the best treatment applied to the fruit was
fermentation with p <0.05, the best treatment applied to seeds was 5uM AG3 with p
<0.05. For optimal disinfestation for this work, 2.5% NaCIlO was found as the most
appropriate. Regarding the growth of seedlings, size, number of leaves and

appearance, the MS*2 medium showed the best results, with p <0.05 in stem length.

Keywords: Blueberry, seed, germination, growth, culture, in vitro
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INTRODUCCION

Hoy en dia existe una gran demanda de Vaccinium corymbosum (arandano) por sus
propiedades nutricionales y antioxidantes’?, asi como un creciente interés de utilizar
métodos innovadores que permitan obtener plantas viables, libres de enfermedades y
en buen estado y de manera répida. Las deficiencias que conlleva el uso de
propagacion convencional a través de estacas pueden superarse utilizando técnicas de
propagacion in vitro que nos permita la rdpida multiplicacion de genotipos elite con
alta capacidad de formacion de raices, mayor uniformidad de las progenies de las

plantas y total independencia de los impactos ambientales o estacionales®*.

Dentro de las técnicas de cultivo de tejidos, la micropropagacion es una técnica
desarrollada para la produccién a gran escala de plantas®, ademas permite obtener
plantas en corto periodo de tiempo, en espacios reducidos, plantas libres de
enfermedades y con la posibilidad de producir plantas durante todo el afio.

En cuanto al establecimiento de cultivos in vitro mediante la siembra de semillas,
éste ofrece grandes ventajas para la micropropagacion, tales como: proporciona de
una manera rapida plantulas que sirven como fuente de explantes para su posterior
seleccion y micropropagacion, ademéas es una manera de conservar plantulas con
variabilidad genética natural, y es un metodo que permite la germinacion de semillas
que de forma natural no lo hacen o es muy dificil de hacer en condiciones normales.
Asi mismo, la germinacion in vitro cuenta con ventajas respecto a la producida en
condiciones naturales, debido a que puede solucionar casos de inhibicién total de la
germinacion, aumentar la tasa de germinacion, reducir el tiempo y homogeneizar la
germinacion®. La germinacion de la semilla es el procedimiento més frecuente para
propagar las plantas superiores, y el que mejor asegura el mantenimiento o incluso el

aumento de la biodiversidad.

En el presente trabajo de investigacion se realizaron varios tratamientos tanto sobre
frutos como sobre semillas de Vaccinium corymbosum (arandano) y se evalud el
porcentaje de germinacion y emergencia, y el crecimiento de las plantulas obtenidas
in vitro con diferentes concentraciones FEEDTA en los medios MS a un tercio de su
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concentracion y WP, con el propdsito de obtener un cultivo Vaccinium corymbosum
(ar&ndano) con buena calidad de las pléntulas, libre de contaminaciéon y
enfermedades, para lo cual se utilizaran luces LED de color rojo durante todo el
proceso, este proyecto servird de base para futuros trabajos de micropropagacion de

arandano.
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OBJETIVOS

a. GENERAL

Evaluar tres tratamientos de manejo poscosecha de fruto (fermentacion,
etileno y temperatura baja a 4°C) y tratamiento de giberelinas en semillas
(AGg) para la germinacion (porcentaje y tiempo) y crecimiento in vitro de
Vaccinium corymbosum (ardndano) en dos medios de cultivo para el

desarrollo de plantulas.

b. ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de los tratamientos poscosecha de frutos
(fermentacion, etileno y temperatura baja a 4°C) de Vaccinium
corymbosum (arandano) en el porcentaje de germinacion y emergencia a

través del tiempo, en medio de cultivo WP.

2. Evaluar el efecto del tratamiento de semillas (AG3) de Vaccinium
corymbosum (arandano) en el porcentaje de germinacion y emergencia a

través del tiempo, en medio de cultivo WP.

3. Determinar el efecto del tiempo y la concentracion de Hipoclorito de
sodio en la desinfestacion de semillas de Vaccinium corymbosum

(ardndano) en la etapa de establecimiento in vitro.

4. Determinar el efecto de las concentraciones de FEEDTA en medio de
cultivo MS y WP en el crecimiento de plantulas de Vaccinium

corymbosum (arandano).
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HIPOTESIS

Es posible que los distintos tratamientos en frutos (fermentacion, etileno vy
temperatura baja a 4°C) y semillas (AGgz) influyan en el porcentaje germinacion in
vitro de Vaccinium corymbosum (arandano) asi como en su emergencia a través del

tiempo y que la variacion en la concentracion de FEEDTA en los medios de cultivo

MS 1/3 y WP tengan efecto en el crecimiento de las plantulas.
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VARIABLES
TIPO DE VARIABLES
INDEPENDIENTES DEPENDIENTES
VARIABLE INDICADOR VARIABLE INDICADOR
-Maduracion -Porcentaje y Tiempo
ambiente de germinacion
Tratamiento de
frutos -Con etileno -Porcentaje de
emergencia de
-Fermentacion cotiledones
-Refrigeracion (4 Efecto de -NUmero de hojas
°C) tratamientos verdaderas
-0 uM -NUmero nudos
; -5 uM
Tra'famlento de -10 uM -Longitud de tallos
semillas con g UM
AG; -20 uM

-Hipoclorito 1.25 %
(15, 20 y 30 min.)

! Contaminacion )
Tratamiento de Porcentaje de
) N -Hipoclorito 2.5 % L
desinfestacion . contaminacion
(15, 20 y 30 min.)

- Medio de cultivo

MS:

L FeEDTA CC. ) .
Variacion en las normal -Numero de hojas
concentraciones FeEDTA cc. Crecimiento de

-Estado de hojas
FeEDTA Duplicada las plantulas
- Medio de cultivo -Longitud de tallos
WPM:
FeEDTA cc normal
FeEDTA cc
duplicada

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

I. CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1 Arandano

a) Taxonomia del Arandano

El ardndano (Vaccinium corymbosum), es un frutal menor nativo de
Norteamérica, pertenece al reino Plantae, division Magnoliophyta, clase
Magnoliopsida, orden Ericales, familia Ericaceae, subfamilia VVaccinioideae, tribu

Vaccinieae, género Vaccinium, especie Vaccinium corymbosum’.
b) Caracteristicas Botanicas

Vaccinium corymbosum (ardndano) es un arbusto tetraploide perenne, rizomatoso
y de polinizacién cruzada, es un cultivo comercialmente importante en todo el
mundo. Posee un alto contenido de compuestos fendlicos antioxidantes,
antocianinas, flavonoides y acidos fendlicos, lo que le confiere grandes beneficios

para la salud y posibles valores terapéuticos®.

Estos arbustos alcanzan alturas que van desde unos pocos centimetros hasta 2.5
metros, sus hojas son simples y caedizas, su forma varia de ovalada a lanceolada,
se distribuyen en forma alterna a lo largo de la ramilla y varian entre uno a ocho
centimetros en el largo, tienen color verde palido y en otofio desarrollan una

pigmentacion rojiza.

Las estomas estan ubicadas exclusivamente en el envés de las hojas en densidades
de hasta 300 por mm cuadrado. La raiz es de aspecto fibroso y se distribuyen
superficialmente, lo que las vuelve dependientes de una provision constante de
humedad. En condiciones naturales estdn asociadas con hongos micorriticos
especificos, con los cuales mantienen una relacion de simbiosis. Las Flores se
producen en racimos, generalmente axilares, las que se diferencian en las yemas
terminales de las ramillas cuando se detiene el crecimiento vegetativo. La
diferenciacion, se manifiesta por un abultamiento notorio de yemas, las que se
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recubren de escamas color café, facilmente distinguibles de las yemas axilares

vegetativas'.

El fruto es una baya redondeada, de 7 a 9 mm de diametro, de color negro
azulado, cubierta de pruina azul y con un ribete en lo alto a modo de coronita, su
carne, de un agradable sabor agridulce, es de color vinoso, y en la parte central
contiene diversas simienes. Las variedades que mejor se adaptan hasta el
momento en nuestro pais son Biloxi, Misty y Legacy®. El fruto puede poseer hasta
100 semillas pequefias (1.5mm largo X 0.8mm de ancho) ubicadas al interior del

endocarpio’.
c) Origen del Arandano:

El arandano es una baya originaria de América del Norte, donde crece en forma
silvestre. Generalmente se cultivan dos tipos de arandano: Lowbush blueberry
(Vaccinium angustifolium) que comprende las especies mas pequefias y Highbush
blueberry (Vaccinium corymbosum) que abarca los arbustos més grandes, dentro

de los cuales se encuentran muchas variedades comerciales’.
d) Situacion Arandano en nuestro pais segun Velazquez:

El Arandano es un producto nuevo para el Per( cuyos inicios radica en el 2008,
actualmente es catalogado como el “Oro azul” de la tierra peruana. En 2016
sefiald que el arandano en el Peru fue introducido en el 2012, afio en el que se
cultivaron 300 ha, a su vez indicd que Sierra Exportadora establecié huertos de

arandano para hacer pruebas e incentivar su produccién y exportacion®®.

e) Adaptacién y Establecimiento del arbusto:

Comunmente el ardndano alto crece en turba himeda o de acidez moderada a alta,
en y alrededor de pantanos y lagos, a menudo con inundaciones prolongadas, asi

como en llanuras de inundacion, laderas resguardadas y barrancos. Crece en sitios

abiertos porque tiene cierta intolerancia a la sombra.
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El ardndano Highbush produce abundantes frutos cada afio. Las abejas son el
principal polinizador. Las semillas pueden estar ampliamente dispersas en
excrementos de aves y mamiferos, pero el éxito de la germinacion puede
reducirse hasta un 15% después de pasar a través del intestino de un animal. En la
parte sur de su area de distribucion, las semillas de arandano alto tienen capas

gruesas de semilla y requieren estratificacion en frio antes de la germinacion®?.

1.2 Germinacion

Es la emergencia y desarrollo de las plantulas en una fase donde sus estructuras
esenciales sefialan si es capaz de desarrollarse en una planta satisfactoria bajo
condiciones favorables del suelo. Mientras tanto las semillas pueden estar
aletargadas durante largo tiempo dependiendo el tipo de especie que se trate, en
algunas especies esta debe producirse en un periodo relativamente corto de tiempo o
la semilla se pudre, en otros casos la germinacion puede esperar cientos de afios. En
otras palabras, la germinacion de la semilla es un fendmeno bioldgico, que puede
interpretarse como la continuacion del crecimiento del embrion, el cual ha sido

temporalmente interrumpido durante la formacién de la semilla'?.

Se pueden distinguir dos tipos de germinacion: germinacion epigea, si los
cotiledones salen al exterior y fotosintetizan; y germinacion hipdgea, si los
cotiledones quedan en el interior de la semilla cediendo sus reservas o pasandolas del

endosperma al embrion*? (figura 1.1).
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Figura 1.1. Tipos de germinacion. Izquierda: germinacion epigea. (Espinillo), derecha:
germinacion hipogea. (mato). ™

1.2.1 Germinacion del Arandano segun Rocha

Las semillas de Vaccinium provienen de rudimentos seminales muy pequefios,
por cada fruto se producen semillas variadas de tamafio, numero, color y forma.
Las semillas son muy pequefias, menores de 2 mm de largo, muestran
germinaciéon del tipo epigea. En condiciones fisicoquimicas apropiadas, el
proceso de germinacion comienza con la emergencia de la radicula entre los 14 y

21 dias de cultivo y las hojas de cotiledén se observan después de los 35 dias™.

1.2.2 Fases del proceso tipico de germinacion de semillas segun Pérez

a. Fase de hidratacion:

En esta etapa se da una hidratacion intensa por parte de los tejidos de la semilla,
lo cual posibilita la activacion de una serie de procesos metabdlicos esenciales en
la etapa de germinacion. Va acompafiado de un incremento proporcional de la

actividad respiratoria®.
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b. Fase de germinacion:

Se da lugar a transformaciones metabolicas que preparan el camino para la fase
de crecimiento. Se reduce en gran medida la absorcion de agua por la semillay se

estabiliza el consumo de oxigeno™.

C. Fase de crecimiento:

Es la dltima etapa y se constituye con el inicio de cambios morfoldgicos visibles
en la semilla, especialmente en la elongacion de la radicula. La semilla que ha
superado la fase de germinacion y ha llegado a esta etapa puede seguir dos
caminos o convertirse en una plantula o perder su viabilidad y morir. Una vez que

la radicula ha roto las cubiertas seminales, se inicia el desarrollo de la plantula®™.

En la figura 1.2 se puede observar el proceso de germinacion de una semilla de

Vaccinium corymbosum (arandano).

N, §). @

Figura 1.2. Germinacion: a- dos dias después de la emergencia
de la radicula, b- 4 dias, c- 6 dias, d- 10 dias, f- 15 dias,
liberacion de la testa, g- 18 dias, plantula con cotiledones libres
y verdes (X15).*
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1.2.3 Factores que afectan la germinacion

La germinacién de la semilla se compone de una secuencia de eventos fisicos,
bioquimicos y fisiologicos, influenciados por una variedad de factores, que
pueden actuar aislados o combinados. Esos factores pueden ser extrinsecos, tales
como: luz, temperatura y humedad; e intrinsecos, como: morfologia, viabilidad y

latencia®®.

En lo que respecta a los factores extrinsecos, la germinacion de las semillas de
Vaccinium son afectadas por la temperatura y presentan un comportamiento
fotoblastico positivo y ortodoxo, lo que significa que germina en presencia de luz,

y es capaz de mantener la viabilidad incluso con bajo contenido de humedad*®.

Dentro de los factores internos encontramos a la madurez de la semilla, decimos
que una semilla es madura cuando ha alcanzado su completo desarrollo tanto
desde el punto de vista morfoldgico como fisioldgico. La madurez morfologica
se consigue cuando las distintas estructuras de la semilla han completado
su desarrollo, dandose por finalizada cuando el embrion ha alcanzado su maximo
desarrollo. Aunque la semilla sea morfolégicamente madura, muchas de ellas
pueden seguir siendo incapaces de germinar porque necesitan experimentar adn
una serie de transformaciones fisiologicas. Lo normal es que requieran la
pérdida de sustancias inhibidoras de la germinacién o la acumulacion de
sustancias promotoras.

Otro factor intrinseco es la viabilidad de las semillas, o periodo de tiempo durante
el cual las semillas conservan su capacidad para germinar. Es un periodo variable

y depende del tipo de semilla y de las condiciones de almacenamiento®’.

1.3 Morfologia de la semilla

La semilla es cada uno de los cuerpos que forman parte del fruto que da origen a una
nueva planta, es la estructura mediante la que realizan la propagacion las plantas que
por ello se llaman espermatofitas (plantas con semilla). Las partes que conforman la
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semilla son el embrion, el tejido de reserva (fuente de alimento) y el tegumento o

testa (cubierta protectora)*?.

1.3.1 Latesta

La cual puede tener muy distintas texturas y apariencias. Generalmente es dura y
estd formada por una capa interna y una externa de cuticula y, una 0 mas capas de
tejido grueso que sirve de proteccion. Estas caracteristicas le confieren a la testa
cierto grado de impermeabilidad al agua y a los gases. Ello le permite ejercer una

influencia reguladora sobre el metabolismo y crecimiento de la semilla®?.

1.3.2 Endospermo

Llamado también albumen, su principal funcion es el almacenamiento de
sustancias de reserva importantes en el proceso de germinacion y las primeras

fases de desarrollo de la planta?.

1.3.3 Embrion

El embrion, del que puede desarrollarse una nueva plantula bajo condiciones
apropiadas, esta formado por los cotiledones (hojitas embrionarias), la plamula (a

partir de la cual se origina la parte aérea) y la radicula (que da origen a la raiz)*.

Los cotiledones de la mayoria de las plantas dicotiledéneas son carnosos y
contienen las sustancias de reserva de las semillas. En algunas dicotiledoneas, y
en la mayoria de las monocotiledéneas, las sustancias de reserva estan
almacenadas en el endospermo y los cotiledones, que son delgados y muy
delicados, funcionan como estructuras de absorcion. Su papel fundamental es
absorber el alimento ya digerido en el endosperma y transportarlo a las partes del
embrion que estan creciendo. Durante el proceso de germinacion la primera
estructura que emerge de la semilla, generalmente es la radicula. Esta raiz
rapidamente penetra en el suelo y permite que la planta se ancle y comience a
absorber agua y nutrientes. Luego emergen los cotiledones (germinacion epigea)
0 quedan al ras del suelo (germinacion hipogea). Con el paso del tiempo los
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cotiledones disminuyen de tamafio, se van secando y finalmente se desprenden.
Todas las sustancias almacenadas en ellos ya han sido utilizadas por la nueva
plantula y por lo tanto sélo quedan restos de lo que eran. Para este momento ya
han transcurrido varios dias y a veces hasta semanas, y la plantula, que antes
dependia de los cotiledones para obtener su alimento, ya es una planta capaz de
obtener los nutrientes del suelo y la energia del Sol lo que necesita para crecer.
Absorbe elementos del suelo y lleva a cabo la fotosintesis activamente. En este

momento ya se le considera una planta independiente y establecida?.

El periodo de tiempo que transcurre entre el momento en que la semilla germina y
en el que la plantula se establece como un organismo independiente constituye
una de las fases decisivas y mas delicadas en el ciclo de vida de la planta. Es el
momento en que el individuo es méas susceptible a diversos tipos de agresiones,
como enfermedades por hongos, depredaciébn por insectos, sequia,
desenterramiento, etc. La mortandad en la etapa de plantula es enorme y sélo
unos cuantos individuos llegan a establecerse, si no se toman los recaudos

pertinentes™.
En la actualidad se distinguen dos tipos de semillas'®:

-Ortodoxas. Semillas que pueden secarse hasta un contenido de humedad (CH)
bajo, de alrededor del 5 por ciento (peso en himedo), y almacenarse

perfectamente a temperaturas bajas o inferiores a 0°C durante largos periodos™®.

Segun bibliografia las Ericaceae, a las que pertenece el género Vaccinium,
exhiben un comportamiento ortodoxo, ya que se ha observado tiempos de
viabilidad de mas de 20 afios en 5 de las 28 especies de Vaccinium. Asi también
se ha determinado que las semillas de V. arboreum germinan después de un
entierro de cuatro afios en el suelo. Estos hallazgos indican un comportamiento

ortodoxo de estas semillas®®.

-Recalcitrantes. Semillas que no pueden sobrevivir si se las seca mas alla de un
contenido de humedad relativamente alto (con frecuencia en el intervalo de 20 y
50 por ciento, peso en himedo) y que no toleran el almacenamiento durante

largos perfodos™®.
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1.4 Dormicion y latencia de las semillas

Se denomina latencia a la incapacidad de una semilla para germinar, debido a que las
condiciones ambientales no son las apropiadas para hacerlo, esta incapacidad va
acompariada del mantenimiento de la viabilidad y mantiene su poder germinativo, el
cual se manifestard4 cuando dichas condiciones ambientales sean propicias para la

germinacion®.

La dormicion de la semilla se define como la falla de una semilla viable intacta para
completar la germinacion en condiciones favorables y estd controlada por varios
factores ambientales como la luz y la temperatura. La inactividad y la germinacién
estan determinadas por la accion conjunta del potencial de crecimiento del embrion y
las restricciones impuestas por los tejidos que lo rodean. La influencia sustancial de
los efectos ambientales en la expresion de las caracteristicas de germinacion y la
participacion de muchos genes hacen que la latencia sea un rasgo cuantitativo

tipico®.

Existen dos categorias de dormicién de semillas: la dormicion impuesta por las

cubiertas seminales y la dormicién embrionaria®®.

141 Dormicién impuesta por las cubiertas seminales

Los principales mecanismos son:

-La interferencia con la absorcion de agua:

La presencia de cubiertas impermeables al agua es una de las causas mas
frecuentes de dormicion de semillas. La presencia de cubiertas seminales

impermeables al agua es una caracteristica general®®.
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-Interferencia con el intercambio gaseoso:

La limitacion del intercambio gaseoso con el exterior dada por las diferentes
capas de tejidos que rodean al embrion, dificultando el ingreso de oxigeno.

Este hecho dificulta la germinacion de la semilla®.

-Presencia de inhibidores en las cubiertas seminales:

Sustancias bioguimicas de tipo hormonal presentes en la semilla que impiden
el desarrollo de uno o varios pasos metabolicos imprescindibles para la
germinacién, sustancias que durante la posmaduracion se iran transformando o
eliminando®. Las hormonas vegetales juegan un importante papel en el
proceso de germinacidn de las semillas, el acido abscisico (ABA) se encuentra

dentro de las sustancias inhibidoras®.

-Ausencia de promotores de la germinacion:

Sustancias bioguimicas de tipo hormonal que provocan la activacion de
enzimas imprescindibles para la germinacion, como, por ejemplo, las enzimas
digestivas, que estan ausentes de la semilla. Estos promotores se iran formando
y almacenando a lo largo de la posmaduracion®. Uno de los mayores
promotores de la germinacion es la hormona giberelina, la cual favorece el

proceso de germinacion®.

De la regulacion de las fitohormonas incluidas el acido giberélico (GA), el
acido abscisico (ABA), el etileno y la auxina, depende que la germinacion sea
exitosa. Entre ellos, se demuestra que ABA y GA son reguladores clave, que

desempefian papeles antagénicos en la germinacion de las semillas®.
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-Restricciones mecanicas:

En muchos casos las cubiertas seminales ejercen una verdadera restriccion
mecanica a la expansion de la radicula. La radicula no es capaz de romper las

cubiertas y emerger al exterior™.

1.4.2 Dormicién embrionaria

Sucede cuando el embrion viable y maduro no es capaza de germinar incuso si
es colocado en condiciones favorables para la germinacion. Esta se debe a la
presencia de sustancias inhibidoras de la germinacion en los propios tejidos del
embrion. Dentro de los posibles inhibidores implicados en la dormicion

embrionaria esté el acido abscisico (ABA)™.

15 Madurez de la semilla

Las condiciones ambientales pueden afectar la cantidad y calidad de la semilla en
desarrollo con respecto a los valores nutricionales o al contenido de ciertos
elementos como aceites y grasas, el efecto de la temperatura es mas controversial y
afecta principalmente la tasa de crecimiento, pero también el contenido de aceites en
algunas especies. Cuando la cama de germinacion es rica en nutrientes no se
producen efectos por el contenido de nutrientes en la semilla, cualquier condicion
que afecte la acumulacion de reservas nutritivas en las semillas puede afectar el
vigor en la siguiente generacion de plantas. El estado de madurez de la semilla al
momento de la recoleccion tiene un marcado efecto en su viabilidad. Ademas, se
pueden mejorar las deficiencias en la madurez de las semillas mediante una

manipulacién y almacenamiento apropiados>.

1.6 Tratamientos pregerminativos mas utilizados en semillas

Se aplican tratamientos a semillas para que su proceso de germinacion se pueda dar
de una manera mas adecuada y rapida. Dentro de estos tratamientos pregerminativos
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se encuentran el escarificado, estratificado, inmersion en agua caliente o0 a

Temperatura ambiente, lixiviacion con agua corriente, estimulantes quimicos?.
Dentro de los tratamientos pregerminativos habituales usados estan:
- Laestratificacion:

La estratificacion es utilizada para romper la latencia fisioldgica, y consiste en
colocar las semillas entre estratos que conservan la humedad, cominmente arena
0 bien turba o vermiculita, en frio o calor. También podemos hablar de
estratificacion fria, en la cual se mantienen las semillas a temperaturas bajas (4 a
10 °C), de tal forma que se asemeje la temperatura de invierno, por un periodo

que oscila entre 20 y 60 dias, llegando inclusive hasta 120 dias™.
- Laescarificacion:

La escarificacion es cualquier proceso que rompa, raye, altere mecanicamente o
ablande las cubiertas de las semillas para hacerlas permeables al agua y a los
gases. Se usa en especies cuya testa o cubierta seminal sea dura e impida la
entrada de agua (latencia fisica). Este tratamiento puede ser mecanico o quimico.
Es mecanico si se raspa la cubierta de las semillas con lijas, limas o quebrarlas
con un martillo o pinzas. Es quimica cuando se remoja las semillas por periodos
breves (15 minutos) a 2 horas, en compuestos quimicos como &cido sulfirico

concentrado®?.
- La Lixiviacion:

Las semillas son remojadas en agua corriente con la finalidad de remover los
inhibidores quimicos presentes en la cubierta. Este tratamiento también es
empleado con el objetivo de ablandar la testa. El tiempo de remojo puede ser de
12, 24, 48 y hasta 72 h, y en algunos casos, cambiandoles el agua con cierta

frecuencia®?.
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- Hormonas y otros estimulantes quimicos:

Existen compuestos que estimulan la germinacion, entre los mas usados estan:
nitrato de potasio, tiourea, etileno, acido giberélico (GA3), citokininas, entre
otros. Todo este tipo de sustancias se emplean a diferentes concentraciones y

tiempos de exposicién, dependiendo de la especie de que se trate™2.

- Flotacion:

Si bien no constituye un tratamiento pre-germinativo en si, la separacion de las
semillas vanas de las semillas llenas es aconsejable como un primer paso. Para
ello, la semilla se coloca en recipientes con agua durante, procurando no
excederse en el nimero de semillas a colocar ya que de lo contrario las que flotan
podrian impedir que caigan las que deberian hundirse. La semilla vana o vacia
corresponde a la porcion que queda flotando en superficie. Un ensayo de
germinacién con esta porcion de semilla sobrenadante confirmé que el método es
efectivo para la separacién ya que solo se encontrd 1 semilla viable en 700 de las
posibles vanas vacias (Martinez, com. pers.). De esta manera, s6lo se someten a
tratamiento poscosecha aquellas que se hundieron que corresponden a las semillas
llenas y por lo tanto, potencialmente viables, reduciéndose asi los volimenes a

tratar posteriormente®,

1.7 Micropropagacion

Consiste en la propagacion de plantas en un ambiente artificial controlado,
empleando un medio de cultivo adecuado, tiene el potencial de producir plantas de
calidad uniforme a escala comercial, a partir de un genotipo selecto y con una tasa de
multiplicacién ilimitada. Esto es posible gracias a la propiedad de totipotencia que
tienen las células vegetales; es decir la capacidad de regenerar una planta completa
cuando estan sujetas a estimulos adecuados. Asi, las células sométicas de cualquier
tejido podrian formar tallos, raices o embriones somaticos de acuerdo con la
competencia que posea y al estimulo que reciban.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Dependiendo de las caracteristicas de la planta que se pretenda propagar y del
objetivo perseguido, la micropropagacion puede realizarse a través de tres vias de
regeneracion: brotacion de yemas adventicias preexistentes, produccion de yemas de

novo y embriogénesis somatica'’.
-Fase de establecimiento

Para plantas cultivadas a partir de semillas, la fase de establecimiento se define
como la que comienza con la siembra de las semillas, pasando por la
germinacion, emergencia y desarrollo de las primeras hojas verdaderas”.

1.8 Medios de cultivo

En la actualidad existen infinidad de formulaciones, cada una de las cuales contiene
entre 15 y 30 compuestos quimicos que suministran: carbono, nutrientes minerales,
vitaminas, agente gelificante, sustancias reguladoras de crecimiento y otros
compuestos. La composicion mineral se define en forma precisa en cada uno de los
medios y estd dada tanto por los macroelementos (N, P, K, S, Mg y Ca) como por los
microelementos (B, Mn, Zn, Cu, Ni, Co, Mo, Al, | y Fe). Los nutrientes deben estar

en una concentracion que permita el adecuado crecimiento celular®.

Los requerimientos de nitrogeno son generalmente provistos por una mezcla de
nitrato y amonio. El hierro es esencial para el crecimiento celular, por tanto, se
aconseja la utilizacion del quelato Fe+EDTA que aumenta la solubilidad del hierro.
Ademas, los medios de cultivo contienen fosforo, calcio, magnesio y azufre. Otro
compuesto organico que promueve el crecimiento de algunos cultivos es el mio-
inositol, el cual estd involucrado en la sintesis de fosfolipidos y por lo tanto de
sistemas de membranas. El papel de los aminoacidos en la nutricién de los tejidos y
células vegetales es complejo, ya que los tejidos responden en forma diversa a su
suplemento. En general, si los aminoacidos corresponden a la forma D son

inhibidores, mientras que en la forma L tienen accién benéfica®.
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Si bien las plantas son autétrofas, puede ser necesario afiadir al medio de cultivo
algunas vitaminas hasta que los cultivos prosperen. Las vitaminas mas comunes e
importantes en el desarrollo de cultivos in vitro y que son afiadida a la mayoria de
los medios de cultivo son: tiamina (B1), piridoxina (B6) y acido nicotinico. Otras
vitaminas que suelen ser Utiles son &cido pantoténico, biotina, riboflavina (B2),
colina, cianocobalamina (B12) y &cido fdlico. El &cido ascorbico (vitamina C) se
considera benéfico en algunos casos, pero problablemente debido més a su

capacidad reductora que a su papel como vitamina®.

Aungue la composicion del medio de Murashige-Skoog da buenos resultados en el
cultivo in vitro de la mayoria de las especies, se debe seleccionar una combinacion
de nutriente en funcion del conocimiento de la fisiologia de la especie, de los
resultados experimentales obtenidos, del tipo de cultivo a desarrollar (plantulas,
callos, raices, meristemas, embriones) o del objetivo del trabajo (crecimiento,

diferenciacién u obtencion de metabolitos)®>.

1.8.1 Reguladores de crecimiento

En algunos casos se obtienen cultivos in vitro con respuestas satisfactorias sin el
uso de reguladores de crecimiento, pero en la mayoria de casos se hace necesario
agregarlos al medio, generalmente del tipo auxinas o citocininas. Las auxinas méas
utilizadas son ANA; AlA y AIB; y las citocininas mas empleadas son KIN, BAP
y ZEA® %,

a. Auxinas

Es una familia de sustancias quimicas que tienen en comudn la capacidad de
regular el crecimiento, la division celular y la diferenciacion de raices en los
cultivos in vitro. En las plantas, las auxinas intervienen en el tropismo a la
gravedad y a la luz, la dominancia apical, el crecimiento de las partes florales y la
diferenciacion de los tejidos vasculares. Las auxinas mas utilizadas son el AIA
(&cido indol-3-acético), el ANA (4acido a-naftalenacético), el 2,4-D (acido 2,4-

diclorofenoxiacético), el AIB (acido indolbutirico), el pCPA (&cido p-
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clorofenoxiaceético) y el BTOA (4cido benzotiazol-2- oxiacético). En cuanto al
mecanismo de accion de las auxinas, se conoce que ellas aumentan la plasticidad
de la pared celular, lo que permite la expansion de la célula. La elongacién
inducida por auxinas se inicia al unirse esta hormona al receptor, probablemente
localizado en la cara externa de la membrana plasmaética, lo que desencadena una
cascada de eventos que determinan la secrecion de protones por la célula. Como
resultado de esta acidificacion, se activan proteinas que rompen los enlaces
cruzados entre las moléculas de celulosa y permiten la elongacion cuando

aumenta la presion de turgencia®.

b. Citocininas

Son derivados de la adenina que promueven la division celular. Entre ellas cabe
mencionar las siguientes: BA (bencil adenina), K (cinetina o 6-furfuril
aminopurina), Zea (zeatina) y 2-iP (N-isopentenil adenina). Las dos primeras son
citocininas sintéticas y las dos Ultimas naturales. Las citocininas in vivo
incrementan la tasa de division celular, el transporte de solutos hacia las hojas,

semillas, flores y frutos y producen un retardo de la senescencia de las hojas?.

C. Giberelinas (GAS)

Constituyen una familia de compuestos quimicos tetraciclicos diterpenoides que
regulan varios procesos del crecimiento y desarrollo como la germinacion de
semillas, la elongacion de tallos, el desarrollo de raices y la floracion. Las GAs se
sintetizan a partir de acido meval6nico en tallos jovenes y en semillas en
desarrollo. Permiten superar la latencia de semillas y brotes, promueven la

floracion y retardan la senescencia®.
d. El acido abscisico (ABA)
Es un regulador de crecimiento cuya tasa de biosintesis se modifica

significativamente frente al estrés fisiologico ocasionado por falta de agua,
salinidad del suelo, bajas o altas temperaturas, etc. EI ABA provoca respuestas
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que ayudan a proteger a las plantas contra estos factores, como el cierre de
estomas y la produccion de proteinas protectoras. También participa en la
embriogénesis normal y en la formacion de proteinas de almacenamiento en

semillas®.

e. Etileno

El etileno es un compuesto gaseoso reconocido como hormona de maduracion de
los frutos pero que ademé&s regula diversos procesos fisiolégicos como la

germinacion de las semillas, la senescencia de hojas y flores, la abscision de hojas

y frutos y la floracién de algunas especies?®.
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Il.  CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1 Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se desarrolld en el pabellén de H, laboratorio
302 de la facultad de ciencias farmacéuticas, bioquimicas y biotecnoldgicas, escuela
profesional de Ingenieria Biotecnologica.

2.2 Materiales

Muestras y/o Unidades Bioldgicas

Semillas obtenidas del fruto de la especie vegetal Vaccinium corymbosum

(arandano) de la ciudad de Arequipa.

Material de Laboratorio

o Beakers

e Pipetas

e Baguetas

e Fiolas 100, 500 y 1000 mL
e Probeta 500 mL

e Mecheros de alcohol

e Espétula

e Picetas

e Gorros

e Mascarillas

e Guantes
Insumos y Reactivos Quimicos

e Medio de cultivo WP y Medio MS preparado en laboratorio
e Agar DM 180 DIPROQUIM
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e Modificadores de pH
e Etanol de 96%
e Hipoclorito de Sodio CLOROX

Equipos e Instrumentacion.

e Balanza analitica ABJ-NM/ABS-N KERN

Bisturis

e Pinzas

e Cintade pH

e Cdamara de flujo laminar Horizontal H. W. Kessel S.A.
o Autoclave vertical HL-340 CLSA Kossodo

e Pipetas

e Bolsas de Polipropileno y Polietileno
e Papel Aluminio

e Plastic Wrap

e Envases de plastico y vidrio

e Gasa

2.3 Métodos

La metodologia seguida para la presente tesis se dividio en cinco pasos generales:

A. La preparacion de soluciones stock tanto para el medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog 1962), como para el medio WP (Woody Plant 1981)

B. Los tratamientos aplicados:
v" Sobre los frutos de Vaccinium corymbosum (arandano)
- Preparacion de medio de Cultivo WP
- Aplicacion de tratamientos a frutos

- Obtencion de semillas

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

v" Sobre las semillas de Vaccinium corymbosum (ardndano)
- Preparacion de medio de Cultivo WP
- Aplicacion de tratamientos a semillas

- Obtencion de semillas

C. Las pruebas de desinfestacion de semillas en la etapa de establecimiento in
vitro de Vaccinium corymbosum (arandano)

D. El establecimiento in vitro de las semillas de Vaccinium corymbosum
(arandano)

E. La variacion de la concentracion de FEEDTA en los medios de cultivo MS y

WP sobre el crecimiento in vitro de Vaccinium corymbosum (arandano)

Durante los pasos de establecimiento y cultivo in vitro se realizaron evaluaciones

semanales. A continuacidn, se detallan los pasos mencionados anteriormente.

A. Preparacion de soluciones stock para medio de cultivo MS (Murashige y
Skoog 1962) y WPM (Woody Plant 1981)

Se prepararon soluciones stock de cada una de las sales requeridas, tanto
macronutrientes como micronutrientes, asi como de vitaminas y reguladores de
crecimiento, para lo cual se pesaron los nutrientes, disolvieron y aforaron las
distintas soluciones a 100 mL. y una vez bien disueltas se traspasaron a frascos y

fueron puestos en refrigeracion.

En el caso de los macronutrientes correspondientes al medio MS se prepararon a 1/3
de su concentracion normal. Estas soluciones fueron mantenidas en frascos de vidrio
color dmbar para evitar alguna reaccion desfavorable por accion de la luz, y
conservadas en refrigeracion a 4 °C. En el caso de las hormonas estas se mantuvieron

a -20°C hasta su uso.

Las soluciones que se prepararon para la elaboracién de los medios de cultivo, se
detallan en el Anexo N° 1.
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B. Tratamientos aplicados:

Se aplicaron diferentes tratamientos divididos en dos grupos, el primer grupo fueron
tratamientos aplicados al fruto y el segundo grupo tratamientos aplicados a la

semilla.

Para el primer grupo, se seleccionaron tratamientos que ayuden con la maduracion
del fruto de manera que se puedan obtener las semillas mas maduras posibles y asi
evitar la presencia de inhibidores de la germinacion, asi como un tratamiento con
temperatura fria a 4°C para evaluar la acumulacion de horas frio en el proceso de

germinacion.

Para el segundo grupo se aplico diferentes concentraciones hormonales de AG;
conocido como un promotor en el proceso de germinacién®® para evaluar cuél de

estas concentraciones es la mas adecuada en la germinacion in vitro.

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y las semillas sembradas fueron
escogidas al azar del grupo de semillas seleccionadas como viables.

v' Tratamientos aplicados sobre los frutos de Vaccinium corymbosum (arandano)
Aplicacion de tratamientos a frutos:
Los frutos de Arandano fueron lavados con abundante agua para evitar proliferacién
de microrganismos y secados lo mejor posible con papel toalla. Una vez secos, se
procedié al pesado de 200 gramos de frutos para cada tratamiento.
Los tratamientos aplicados al fruto fueron cuatro, tres de ellos consisten en hacer
madurar los frutos de diferentes maneras para asi obtener semillas dispuestas para la

germinacién y el cuarto aplicacion de temperatura fria, como se observa en la tabla
2.1.
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Tabla 2.1. Tratamientos aplicados al fruto de Vaccinium corymbosum (ardndano)

Tratamientos

Tratamiento Control (T1) Maduracion al ambiente
Tratamiento 2 (T2) Maduracion con ayuda de etileno
Tratamiento 3 (T3) Fermentacion

Tratamiento 4 (T4) Refrigeracion a 4 2C

Para el Tratamiento uno los frutos se dejaron madurar al ambiente de 7 a 10 dias
dependiendo su estado actual de madurez (control), en un lugar limpio a temperatura

ambiente.

Para el Tratamiento dos los frutos maduraron con ayuda de etileno proveniente de
platanos maduros que fueron colocados a su costado dentro de una bolsa de pléastico.
Segun literatura los platanos presentan entre 6 y 40 ppm de Etileno cuando estan en
su etapa de madurez?®, basado en esta referencia nos aseguramos la presencia de

etileno.

El etileno desprendido por los platanos se queda en la atmosfera dentro de bolsa
negra, y se evalué el efecto del mismo durante la fase de germinacion.

Para el Tratamiento tres los frutos se colocaron dentro de un envase de vidrio,
algunos de los frutos fueron apretados levemente, se tapé herméticamente el envase
y se conservd en un lugar calido y sin luz por 4-6 dias; en donde se llevé a cabo el
proceso de fermentacion de los frutos. Terminado el proceso se midid los grados
Brix del fruto (ver Anexo 2) para confirmar su estado de madurez, ya que durante la
maduracion del fruto hay un incremento en la actividad enzimatica, produciéndose
hidrolisis del almidon, al darse el proceso de degradacion se generan azucares
solubles, incrementando asi el contenido de SST en el fruto, para arandanos se
reportan entre 10.6 y 13.2 °Brix al momento de la cosecha y un rango aceptable en su
estado de madurez més alto entre 12 y 15 °Brix™.
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Para el Tratamiento cuatro (T4) se llevo a cabo refrigeracion por 3 semanas a 4 °C.
Una vez aplicados los tratamientos pregerminativos se procedido a extraer las

semillas.

En la figura 2.1 se muestra la metodologia respectiva para los tratamientos aplicados

al fruto de (Vaccinium corymbosum) arandano.
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Figura 2.1. Tratamientos aplicados al fruto de Vaccinium corymbosum (Arandano).
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Obtencion de semillas:

El material que se utilizo en este proyecto son semillas de arandano obtenidas a
partir de frutos comprados en el mercado San Camilo (figura 2.2). Las semillas
fueron extraidas de los frutos luego de los distintos tratamientos de maduracion
y temperatura en frio, los cuales se detallaron previamente.

De todas las semillas extraidas se seleccionaron las semillas con apariencia
madura, es decir con coloracion rojiza y rojiza intensa (figura 2.3), luego se
seleccionaron con la prueba de flotacion (figura 2.4), las semillas flotantes
fueron desechadas y se conservaron todas las que se fueron al fondo del agua. Se
dejaron secar en sombra para posteriormente ser utilizadas. Luego, fueron

desinfestadas y sembradas en cultivo in vitro en medio WP.

Figura 2.2. Arandanos frescos, obtenidos del mercado San Camilo

Figura 2.3. Semillas obtenidas. a) semillas sin seleccién b) semillas
seleccionadas por coloracién
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Figura 2.4. Semillas obtenidas por flotacion. a) Prueba de flotacion b) semillas
viables seleccionadas

Preparacion de medio de Cultivo WP:

Para el proceso de establecimiento in vitro de las semillas de Arandano, se
prepar6 medio de cultivo base para especies lefiosas (WP), para lo cual se
agregaron las cantidades correspondientes tanto de macronutrientes,
micronutrientes y vitaminas como se observa en el anexo 1, luego fue
autoclavado junto con los envases durante 15 minutos a 15 libras de presion y

121 °C de temperatura.

El medio de cultivo fue suplementado con 3% de sacarosa. 0.8 % de agar y
ajustado a pH 5.2, con HCI 1N, o NaOH 1N (Mejia, 1994).

Posteriormente el medio fue vertido a cada envase dentro de cadmara para

prevenir contaminacion, se dejo enfriar y gelificar.

v' Tratamientos aplicados sobre las semillas de Vaccinium corymbosum
(arédndano)

Aplicacién de tratamientos a semillas:

Los tratamientos aplicados a las semillas fueron diferentes concentraciones de
acido Giberélico AG3 como se observa en la tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Tratamientos aplicados a la semilla de Vaccinium corymbosum (ardndano)

Tratamientos

Tratamiento Control (Ts1) 0 UM AG;
Tratamiento 2 (Ts2) 5 uM AG;
Tratamiento 3 (Ts3) 10 uM AG;
Tratamiento 4 (Ts4) 15 uM AG;
Tratamiento 5 (Tss) 20 UM AG;3

La solucién hormonal de AG; fue dispuesta en el medio de cultivo WPM
durante su proceso de preparacion, luego fue esterilizado y dispuesto en los

envases, se esperd que enfriara y gelificara. El procedimiento se muestra en la

figura 2.5.
Tratamientos  Arandanos | Semana 1 \ Semana 2 ’ PERIODO DE EVALUACION
con AG3 frescos
: (" Extraccion
Ta X
Ma?;."a;a }:3 semillas.
Control \ FRRAEES ) Siembra in
vitro
To (" Extraccion
2 semillas.
S um Siembra in
vitro
. [ Extraccion
Tc ED| semillas.
Siembra in
10pM . vitro
(" Extraccion
d semillas.
& E> Siembra in
vitro
15uM
[ Extraccion
semillas.
e | vE> Siembra in
vitro
20 pM

Figura 2.5. Tratamientos de AG; aplicados a la semilla de Vaccinium corymbosum
(Arandano) (T5).
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Obtencion de semillas:

El material utilizado fueron semillas de arandano extraidas de frutos comprados
en el mercado San Camilo. Las semillas utilizadas fueron aquellas que
maduraron a temperatura ambiente (control) sin ningln tipo de tratamiento
previo. De todas las semillas extraidas se seleccionaron las semillas con
apariencia madura, es decir con coloracion rojiza y rojiza intensa, luego se
seleccionaron con la prueba de flotacion, las semillas flotantes fueron
desechadas y se conservaron todas las que se fueron al fondo del agua.

Finalmente se dejaron secar en sombra para posteriormente ser utilizadas.

Luego fueron desinfestadas y sembradas en cultivo in vitro en medio WP que

contenia diferentes concentraciones de AGz en su composicion.
Preparacion de medio de Cultivo WPM:

El medio de cultivo utilizado fue preparado de la misma manera que en los
tratamientos aplicados a frutos, como se detallé en tratamientos aplicados a

frutos

C. Pruebas de desinfestacion en la etapa de establecimiento in vitro

Se evaluo dos concentraciones de Hipoclorito de sodio (NaClO) con tres tiempos
cada uno, como se observa en la tabla 2.3, y el procedimiento se siguié como se
ve en la figura 2.6.

Tabla 2.3. Tratamientos de desinfestacion aplicados a semillas
en etapa de establecimiento in vitro

Tiempo (minutos)

Tratamientos 20 25 30
Tratamiento A X X X
NaClO 1.25 %

Tratamiento B X X X
NaClO 2.5 %
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Figura 2.6. Proceso de desinfestacion de semillas de Vaccinium corymbosum (arandano)
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Se determing cual es la concentracion de NaClIO més adecuada para obtener un
cultivo in vitro sin contaminacion durante este proyecto, para lo cual se
prepararon 6 tubos Falcon de 50 ml. conteniendo las diferentes concentraciones

de NaClO y los tubos fueron debidamente rotulados.

Para ayudar al proceso de desinfestacion de las semillas, estas fueron colocadas
en bolsas de gasa estéril (preparadas por el investigador) para ayudar en el
proceso de desinfestacidn como se observa en la figura 2.7. Luego las bolsitas
conteniendo las semillas fueron enjuagadas con agua destilada mas tween 20 por

20 minutos en agitacion constante.

Una vez transcurrido este tiempo, se coloc6 cada bolsita en él tubo
Falcon correspondiente, pasado el tiempo establecido para cada proceso de
desinfestacion se procedid a enjuagarlas por triplicado o hasta observar la
eliminacion del NaCIlO, esto proceso se realizd con agua destilada estéril en

camara de flujo laminar (figura 2.8).

Con la ayuda de una pinza y una tijera estéril se aperturd la bolsa contenedora de
semillas y un total de 10 semillas fueron colocadas en placas de cultivo con
medio WP sin hormonas, la evaluacion de contaminacion se evalu6 a los 3 dias
para la observacion de presencia bacteriana y 7 dias para la evaluacion de
hongos.

Figura 2.7. Semillas en bolsas de gasa esteril listas para
desinfestacion.
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Figura 2.8. Material listo para desinfestacion y siembra dentro de cdmara
de flujo laminar.

D. Establecimiento in vitro de las semillas

Una vez obtenidos los resultados del método de desinfestacion (NaClO 2.5 %
por 20 minutos) a utilizar, se replicé para el posterior establecimiento y cultivo
in vitro de las semillas de Vaccinium corymbosum (arandano). En la figura 2.9,
se muestra las semillas desinfestadas listas para su establecimiento in vitro en

camara de flujo laminar.

Figura 2.9. Semillas desinfestadas listas para
siembra en medio WP.
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Se utilizaron envases de plastico con 20 mililitros de medio de cultivo WP a pH
52. Con la ayuda de una pinza estéril se procedio a la siembra de
aproximadamente 45 semillas por envase, previamente desinfectadas. Cada
semilla se colocé de manera superficial, ligeramente hundidas en el medio de

cultivo.

Luego se cultivaron a temperatura ambiente aproximadamente 21°C a 22°C con
fotoperiodo de 16 horas luz, con luz roja. Los envases fueron colocados dentro
de bolsas de polietileno para prevenir contaminacion, con un pedazo de algodon
mojado para mantener el contenido de humedad en el ambiente.

Se llevé a cabo la evaluacion tanto del porcentaje de germinacion. como del
porcentaje de emergencia de cada semilla durante aproximadamente 3 meses,
tiempo que conllevo el proceso de germinacion de las semillas en los diferentes
tratamientos pregerminativos. Evaluando asi, el nimero de hojas verdaderas, y
numero de nudos presentes en cada plantula emergida. Es importante recalcar
que las plantulas fueron trasplantadas a envases nuevo al cabo de dos meses para
asegurar que no haya perdida de nutrientes.

E. Evaluaciones de los medios de cultivo MS y WP sobre el crecimiento in

vitro de Vaccinium corymbosum (arandano)

A las 18 semanas de realizadas las evaluaciones sobre la germinacion y
emergencia de las semillas. Las plantulas de Vaccinium corymbosum obtenidas
del mejor tratamiento fueron utilizadas para evaluar los medios de cultivo MS y

WP sobre el crecimiento in vitro de las mismas.

Las plantulas obtenidas fueron trasplantadas a otros envases de vidrio con 20 ml
de medio de cultivo suplementado con 0.1 uM ANA y 2 uM BAP a pH 5.2 para

evaluar asi su crecimiento. Para lo cual se prepararon dos medios de cultivo.

Para determinar cual es el medio de cultivo mas adecuado y debido a que la
presencia de FEEDTA es importante en el crecimiento de las plantulas, se
evaluaron los medios MS 1/3 ya que este medio se asemeja mas a las
concentraciones del WP y segun bibliografia se reporta su utilizacion, y WP con
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dos concentraciones de FEEDTA en su composicion, como se muestra en la

siguiente tabla 2.4.

Para esta evaluacion se prepardé nueva solucion stock del quelato FEEDTA

debido a que esta solucion es fotosensible y rapidamente puede estropearse.

Tabla 2.4. Concentracion de los componentes FEEDTA en los medios MS y WP.

MS 1/3 WP
Concentracion  Concentracién  Concentracion  Concentracion
x1 X2 x1 X2
Na,EDTA 37.3 55.6 37.3 55.6
(mg/L)
FeSO, 27.8 74.6 27.8 74.6
(mg/L)

Cada medio de cultivo fue suplementado con 3% de sacarosa, 0.8 % de agar y
ajustado a pH 5.2, con HCI 1N, o NaOH 1N (Mejia, 1994).
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I1l.  CAPITULO IlI: RESULTADOS Y DISCUSION
Dentro de todos los tratamientos de frutos y semillas se pudo apreciar la
aparicion de la radicula al inicio del proceso de germinacion, instante desde el
cual se considero el inicio de dicho proceso en el presente experimento. Se
realiz6 el seguimiento semanal tanto de porcentaje de germinacién, emergencia,

aparicion de hojas verdaderas, numero de nudos y tamafio de tallos.

En la figura 3.1 se puede apreciar una de las semillas (representativa)
germinadas de 4 semanas, con presencia de cotiledones perteneciente al T3 de

tratamientos aplicados al fruto.

Figura 3.1. Germinacion Arandano tratamiento 3 aplicado al fruto: a: emergencia de la
radicula (22 dias); b: plantula de Arandano con cotiledones (40 dias)

3.1 Porcentaje y tiempo de germinacién de los tratamientos aplicados

a fruto de Vaccinium corymbosum (Arandano)

De todos los tratamientos aplicados a frutos, con respecto al porcentaje y tiempo
de germinacion: el tratamiento 3, es el que presentdé mejores resultados, seguido
del tratamiento 4, mientras los tratamientos 1 y 2 tuvieron un porcentaje de
germinacion bajo. En las siguientes figuras (3.2, 3.3, 3.4) se puede apreciar
coémo se llevd a cabo el proceso de germinacién en las primeras semanas en

diferentes tratamientos aplicados.
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Figura 3.2. Germinacion de los tratamientos aplicados al fruto (T1y T2) (Control y
etileno) a la quinta semana. a: tratamiento 1 (no se observa germinacion), b:
tratamiento 2 (se observa germinacion)

Figura 3.3. Germinacion del Tratamiento 3 aplicado al fruto (fermentacion). a:
presencia de semillas germinadas (quinta semana) b: presencia de cotiledones
(décima semana)
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Figura 3.4. Germinacion tratamiento 4
aplicado al fruto (con frio) a la quinta
semana.

En la tabla 3.1 se muestran los datos obtenidos en cuanto a germinacion a partir
de la cuarta semana de siembra ya que en esta semana se evidenciaron las
primeras semillas en proceso de germinacion pertenecientes al T3
(fermentacion). EI mayor porcentaje de germinacion alcanzado fue de 50 % a las
18 semanas de evaluacion. Los resultados con tres repeticiones por tratamientos

al fruto se observan en anexo 3.
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Tabla 3.1. Numero y Porcentaje de semillas de Vaccinium corymbosum (Arandano) germinadas, con 3 repeticiones por tratamiento aplicados a frutos.
(T1: maduracién del fruto al ambiente), T2: maduracion del fruto con etileno, T3: maduracion del fruto en fermentacion y T4: frutos tratados con frio)

hasta la semana 18

EVALUACION (Semanas)

Tratamientos Numeroy 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
porcentaje

T1 X o0 00 03 07 33 37 37 47 60 60 63 67 7T0 70 7.0

% 00 00 08 17 83 92 92 117 150 150 158 16.7 175 175 175

T2 X 0O 03 03 03 03 13 17 23 43 47 7 7 7 7 7

% 0O 08 08 08 08 33 42 58 108 117 175 175 175 175 175

T3 X 77 97 117 137 147 157 157 177 177 18.7 187 19.7 20 20 20

% 19.2 242 292 342 36.7 392 392 442 442 46.7 46.7 49.2 50 50 50

T4 X 6.33 7.33 8 933 113 12 13 147 147 147 15 15 15 15 16

% 15.8 18.3 20 233 283 30 325 36.7 36.7 36.7 375 375 375 375 40
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Figura 3.5. Porcentaje de germinacion de tratamientos aplicados a frutos de Vaccinium
corymbosum (Arandano) (T1: maduracion del fruto al ambiente), T2: maduracion del
fruto con etileno, T3: maduracion del fruto en fermentacion y T4: frutos tratados con
frio), hasta la semana 18

En la figura 3.5 se puede apreciar que a la cuarta semana de siembra ya existe un
porcentaje de germinacion para los tratamientos 3 y 4 aplicados a los frutos
(19.17 % y 15.08 % respectivamente), cuyo proceso de germinacion fue
ascendente entre la semana 4 y 15 y se detuvo en la semana 16 para el T3y
semana 18 para el T4. Mientras que para los tratamientos T1y T2 el proceso de
germinacién a la cuarta semana es nulo, y dicho proceso recién comienza a
manifestarse entre la quinta y sexta semana, siendo 0.8 % para T1 en la sexta
semana y 0.8 % para el T2 en la quinta semana, luego el proceso de germinacion
fue ascendente entre la semana 7 y la 14 deteniéndose aproximadamente en la

semana 15.

Los resultados nos demuestran que el tratamiento con mejor porcentaje
germinacion fue el tratamiento 3 (fermentacion) con un total de 50% de
germinacion a las 18 semanas de evaluacion, seguido del tratamiento 4 con un 40

% Y los tratamientos 1y 2 presentaron los porcentajes mas bajos de germinacion
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con 17.5 %. Asi mismo, se pudo observar que tanto el tratamiento 3 como 4
cuentan con un porcentaje mayor de germinacién al inicio de su evaluacion,
acortando el periodo de germinacién del Arandano.

La evaluacion se llevé a cabo por 18 semanas, luego de las cuales no se observo

proceso de germinacion para ningun tratamiento.

En la figura 3.6 se observa algunas plantulas germinadas en los tratamientos
aplicados a frutos (T1, T2, T3y T4).

Figura 3.6. Plantulas de Vaccinium corymbosum
(Arandano) obtenidas a los tres meses de siembra de
semillas en medio de cultivo WP, pertenecientes a
tratamientos aplicados al fruto.

Los tratamientos aplicados al fruto estan basados en la capacidad de cada uno de
ellos de madurar al fruto y a su vez a la semilla, para que de esta manera las
enzimas inhibidoras que poseen las semillas sean contrarrestadas y el proceso de

germinacion pueda darse de forma réapida y efectiva®.
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Segin Baskin y Anderson®® en condiciones naturales, los procesos de
germinacion de las semillas y el desarrollo de las plantulas del género Vaccinium
se ven obstaculizados por varios factores, generando largos procesos de

germinacion y bajo nimero de plantulas.

Respecto al porcentaje de germinacion reportado para Vaccinium en un tiempo
de germinacién de 3 meses, encontramos que Azevedo y Neves dos santos®
obtuvieron un porcentaje de germinacion del 40 % en cultivo in vitro de semillas

8L obtuvieron un

de Vaccinium ashei. Asi mismo, Jimenez y abdernour
porcentaje maximo de germinacion de 7.7 % in vitro para Vaccinium
consanguineum reportando este porcentaje como menor al obtenido en siembra
convencional (ex vitro) la cual fue de 24 %. Como se puede analizar, los
porcentajes de germinacion varian entre especies de Vaccinium, ademas los
porcentajes de germinacion se encuentran aproximadamente en 40 %, estos
resultados nos muestran un bajo porcentaje de germinacion para el género
Vaccinium. Pero, por otro lado tenemos a Torres y Trujillo®, quienes
germinaron semillas de Vaccinium Floribundum obteniendo un porcentaje de
germinacion de 60 % con tratamiento de semillas al frio 4°C, tambien Castro,
Olarte y Pacheco? reportaron un maximo de 65 % de germinacion en semillas de
Vacciniun meridionale provenientes de frutos maduros con un proceso de
germinacion que durd 105 dias, lo que corrobora la importancia de la madurez
del fruto sobre el proceso de germinacion. Estos resultados nos sugieren que la
aplicacion de algun tipo de tratamiento pregerminativo o las condiciones de los
frutos influye en el proceso de germinacion, pero también es importante volver a
recalcar que las especies son totalmente diferentes a las anteriores mencionadas.

En este trabajo el mayor porcentaje de germinacién obtenido fue 50 %
correspondiente a fermentacion (T3) y el tiempo maximo de germinacion fue de
126 dias equivalentes a cuatro meses y medio, estos resultados se encuentran
dentro del rango de resultados reportados y ademas concuerda con obtener el

mayor porcentaje de germinacion como lo reportado en la literatura®.

Basado en Eck y Hartmann, no existe ninguna necesidad de tratamientos previos
para la germinacion de arandanos, pero Shahram encontrd que, si las semillas eran
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sometidas a procesos de enfriamiento por tres meses, su proceso de germinacion
mejoraba. Asi mismo, Thaur y Rathore?! sugirieron la estratificacion de semillas
de arandano a 3 °C por el periodo de un mes. Por literatura se sabe que los
frutales de hoja caduca requieren acumulacién de frio invernal para romper el
receso y luego de calor, para el desarrollo y correcta maduracién de la fruta®,
también que la estratificacion en frio actia como un promotor de la germinacion,
la cual se puede deber a adaptaciones al ambiente natural, en los cuales, se

origind la especie®®.

En nuestros resultados se puede ver (tabla 3.1) que el proceso de enfriamiento
por tres semanas (T4) arrojo resultados de germinacion de 40 % constituyéndose
como el segundo tratamiento con mejor éxito de los tratamientos aplicados al
fruto, pero sin embargo, teniendo en cuenta los antecedentes®, se consideraria
como un porcentaje de germinacion ligeramente bajo, esto podria deberse a que
los resultados encontrados en literatura son referidos a otras especies de

Vaccinium, otras variedades y en otras condiciones ambientales de trabajo.

De manera general, la propagacion de arandanos por semillas no es muy
utilizado debido a la germinacion erratica y al largo periodo que toma, por lo que
es utilizada principalmente en programas de mejoramiento genético™.

En el presente trabajo, se destaca que se pueden utilizar tratamientos
pregerminativos en arandano aplicados al fruto y asi obtener mayores
porcentajes de germinacién que los habituales en condiciones ex vitro (24 %).

Ademas, reportamos un porcentaje de semillas no germinadas, siendo 82.5 %
para T1y T2, 50 % para T3y 60 % para T4.

Con los resultados obtenidos en maduracion al ambiente (T1) se demuestra que
el porcentaje de germinacion del ardndano es baja en condiciones in vitro sin
ningun tratamiento.

La presencia de semillas no germinadas podria deberse a multiples factores, tales
como: la presencia de una testa dura, o por encontrarse aun en periodo de latencia,

entre otros. La latencia de las semillas se puede clasificar en: latencia fisioldgica,
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morfoldgica, fisica y combinada (fisica y fisioldgica). La impermeabilidad de la
cubierta de la semilla es una latencia fisica, que impide la entrada de agua y
puede ser causada por la presencia de sustancias como la suberina, lignina,
cutina, taninos, pectinas, asi como derivados de quinina. Los estudios quimicos
indican que la cuticula y las cadenas de pigmento, presentes en el revestimiento
de la semilla, eston compuestas por materiales poliméricos insolubles®, durante
el proceso de maduracion del fruto, si este esta en un estado de madurez alto, las
sustancias inhibidoras van desapareciendo y se hacen mas presentes las
sustancias promotoras de la germinacién, dando mayor libertad al proceso de
germinacion; es por eso que se menciona la estrecha relacion entre la madurez

del fruto y la madurez fisiolégica de la semilla®.

3.2 Porcentaje y tiempo de germinacién de los tratamientos aplicados

a semillas de Vaccinium corymbosum (Arandano)

Se aplicaron varias concentraciones de acido giberélico AG3 al medio de cultivo
WP donde se sembraron las semillas, y luego de 18 semanas de su siembra, los
resultaron demostraron que el mejor tratamiento fue de 5 uM de AGgs con un
porcentaje de germinacion de 55% a las 18 semanas como se observa en la tabla

3.2. Los resultados con repeticiones se muestran en el anexo 4.

En la figura 3.7 se muestran los resultados de germinacion a los tres meses,
correspondientes a los tratamientos aplicados a semillas.
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Figura 3.7. Plantulas de Vaccinium corymbosum (Arandano) obtenidas mediante
germinacion in vitro a los tres meses de siembra. Tratamientos a semillas con AGs
1= 0uM, 2= 5uM, 3= 10uM, 4= 15uM, 5= 20uM.
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Tabla 3.2. Numero y Porcentaje de germinacion de semillas de Vaccinium corymbosum (Arandano), con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a semillas.
(Ts1: control, T.2: semillas con 5 uM AGs, T3: semillas con 10 pM AG; T¢4: semillas con 15 pM AG; y T5: semillas con 20 uM AG3;) hasta la semana 18.

EVALUACION (Semanas)

Tratamientos NUmeroy 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
porcentaje

Tl X 0 0 10 10 13 33 37 37 53 60 60 67 73 73 173 13

% 0 0 25 25 33 83 92 92 133 150 150 16.7 183 183 183 183

T2 X 23 23 23 43 67 83 100 133 153 160 177 20 20 22 22 22

% 58 58 58 108 16.7 208 250 333 383 40.0 442 50 50 55 55 55

T3 X 0 00 00 00 03 07 13 13 17 20 23 30 37 4 4 4

% o o0 o0 0O 08 17 33 33 42 50 58 75 92 10 10 10

T4 X 0 0 0 0 0 10 13 17 20 23 23 37 43 43 43 43

% 0 0 0 0 0 25 33 42 50 58 58 92 108 108 108 1038

Ts5 X 0 0 0 0 03 13 17 2 2 3 37 37 4 4 4 4

% 0 0 0 0O 08 33 42 50 50 75 92 092 10 10 10 10

44
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Figura 3.8. Porcentaje de germinacion de tratamientos aplicados a semillas de
Vaccinium corymbosum (Arandano). (T1: control, T,2: semillas con 5 pM AGs, T3:
semillas con 10 pM AG; T4: semillas con 15 uM AG; y T,5: semillas con 20 uM AG3;)
hasta la semana 18

En la figura 3.8 se puede apreciar la curva de crecimiento respecto al porcentaje
de germinacién obtenido desde la tercera semana hasta la semana 18 después de
su siembra. A la tercera semana de siembra ya existe un porcentaje de
germinacion para T2 con 5.8 %, cuyo proceso de germinacion fue ascendente
entre la semana 5 y 16 y se detuvo en esta Ultima. Mientras que para los
tratamientos “T1, T3, T4 y T.5” el proceso de germinacion a la cuarta semana
fue nulo. T,1 inicid el proceso en la quinta semana y fue desarrollandose hasta la
semana 14, para los tratamientos “T3, T4 y T5” el proceso empezo
aproximadamente en la semana 7 y se desarrollé hasta la semana 14 de manera

muy baja.

Todo el proceso de evaluacion del porcentaje de germinacion se llevo a cabo
hasta la semana 18, no mostrando ningin cambio desde la semana 16.
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Los resultados nos demuestran (tabla 3.2) que el tratamiento con mejor
porcentaje germinacion fue 5 puM AG; (T.2) con un total de 55 % de
germinacion a las 18 semanas de evaluacion, seguido del tratamiento control con
un 18.3 %; mientras los 10 uM (T;3), 15uM (T4) y20 uM (T,5) presentaron los
porcentajes mas bajos de germinacion con 10 %, 108 % y 10 %

respectivamente.

Estos resultados nos indica que a mayor concentracion de AGs; no
necesariamente se obtendra mayor porcentaje de germinacion, sino que existe un
limite en el aumento de concentracion. También se evidenciaron casos de
elongacion de los tallos en las concentraciones mas altas de AG;z (10-20 uM)

debido a que la alta concentracion de AG; estimulé un mayor crecimiento.

El &cido giberélico (AG3) se utiliza como promotor o inductor de la germinacion
en semillas de una gran variedad de plantas, pero no en todas funciona de la
misma manera. Segin Dweikat and Lyrene®, la germinacion puede ser inducida
por el &cido Giberélico, lo cual se confirmé con los resultados de esta
investigacion, pero sin embargo también se afirma que dependiendo de las
especies a mayor concentracion de AG; el porcentaje de germinacion sera
mayor, lo que se contrapone a los resultados obtenidos en este proyecto ya que a
mayor concentracién de AGsz no necesariamente habra mayor porcentaje de
germinacion, hasta 5 UM AGg; el porcentaje de germinacion aumenta, pero a

mayores concentraciones el porcentaje de germinacion no se incrementa.

Jimenez® reportd un porcentaje de germinacion de 7.7 % con 3 mg/L AGs (8.66
MM) y de 0 % sin aplicacion de AGsz para Vaccinium consanguineum. Asi
mismo, Magnitskiy y Ligarreto® reportaron que la germinacién de semillas de
Vaccinium fue lento con un porcentaje de germinacién maximo de 29 % sin AG3

y 31 % con 200 mg/L de AGsen frutos de Vaccinium meridionale Swartz.

En el presente trabajo el mayor porcentaje de germinacion obtenido fue de 55%
con una concentracion de 5uM AGs; (1.73 mg/L), siendo este resultado mucho
mayor que el de los reportados anteriormente en condiciones de germinacion
normales con o sin AGs esta diferencia podria deberse a que los trabajos

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA '
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

reportados sumergieron las semillas en la solucion con AG; por 24 horas y en
nuestro caso la hormona fue agregada al medio de cultivo. Sin embargo,
Buitrago y Balaguera® reportaron un porcentaje de germinacién de 66 % con
semillas Vaccinium mirtillus obtenidas de frutos muy maduros y pretratadas con
Acido Giberélico (200mg/L lo que equivale a 577 uM) por 24 horas. Este
resultado fue mayor al nuestro y esto podria deberse al tipo de especie de
Vaccinium estudiada ya que se conoce por literatura que los resultados varian

por especies y variedades™.
Resultados estadisticos sobre germinacion

Prueba de MANOVA

Para conocer si existen diferencias significativas en los promedios y porcentaje
de semillas germinadas dependiendo de los tratamientos que recibid, se realizd
un andlisis de MANOVA (tabla 3.3) tomando como variable dependiente el
promedio y porcentaje de semillas germinadas y como variables independientes
el tipo de tratamiento que recibié cuando fue aplicado al fruto (T1, T2, T3y T4)
y a la semilla (Tsl, T2, Ts3, T4 y T5). Los datos estadisticos descriptivos

obtenidos para los tratamientos aplicados se muestran en el Anexo 17.

Tabla 3.3. Pruebas Multivariantes para tratamientos de Germinacion de semilla y fruto

Pruebas multivariantes

Tratamientos Valor F Gl de gl de Sig.
aplicados hipotesis error
Germinacion  Traza de 919 15.860 6.000 112.000 .000
Pillai
Lambdade .205  22.90b 6.000 110.000 .000
Wilks
Germinacion  Traza de 723 9.898 8.000 140.000 .000
Pillai
Lambdade  .347 12.028b 8.000 138.000 .000
Wilks

a. Disefio: Interseccion + Germinacion. b. Estadistico exacto. c. El estadistico es un limite
superior en F que genera un limite inferior en el nivel de significacion.
Elaboracion: propia.
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Para el caso de tratamientos aplicados al fruto, tomando de referencia el Lambda
de Wilks, el valor para el modelo global fue de F =22.190 con un valor de
Significancia=.000 lo que indica que se rechaza la hipotesis nula, es decir que

hay diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados al fruto.

Para el caso de tratamientos aplicados a la semilla, tomando de referencia la
Traza de Pillai, el valor para el modelo fue de F =9.898 con un valor de
Significancia=.000 lo que indica que se rechaza la hipotesis nula, es decir que

hay diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados al fruto.

Los resultados de comparaciones multiples: para el caso del promedio de
semillas germinadas por el tratamiento aplicado al fruto, la comparacion entre el
T1y T2, resulta no significativa, lo que indica que no hay diferencia entre estos
tratamientos. La comparacion del T1 contra el T3y T4, si resulta significativa,
es decir que existen diferencias entre estos tratamientos. La comparacién de T3
contra el resto de tratamiento resulta significativa en todos los casos lo que
quiere decir que el T3 es diferente de todos los tratamientos. Asi mismo la
comparacion del T4 contra todos los tratamientos resulta significativa, es decir

que T4 es diferente de todos los tratamientos.

Para el caso del tratamiento a semilla, la comparacion entre el tratamiento 0AG3
contra los Tratamientos 5AG3 y 10AG3 son significativamente diferentes. La
comparacion entre 5AG3 y todos los tratamientos se hallan significativamente

diferentes. Para mas detalle ver Anexo 17, tabla 5.

Mediante la aplicacion del test de Tukey, se confirmd que el tratamiento 3

(Fermentacion) es el que genera mas semillas germinadas.

En la figura 3.9 se aprecian los promedios de cada tratamiento aplicado al fruto,

donde claramente destaca el tratamiento 3.
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Figura 3.9. Promedio de semillas germinadas para tratamientos

aplicados a frutos. Elaboracion propia.

Mediante la aplicacion del test de Tukey, se confirmo que el tratamiento 5AG3 es

el que genera mas semillas germinadas.

En la figura 3.10 se aprecian los promedios de cada tratamiento aplicado a la

semilla, donde claramente destaca el tratamiento 2 (5uM AG3).
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Figura 3.10. Promedio de semillas germinadas para tratamientos
aplicados a semillas. Elaboracién: propia.
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3.3 Porcentaje de emergencia de los tratamientos pos cosecha

aplicados a frutos de Vaccinium corymbosum (Arandano)

A continuacién, se detallan los datos obtenidos en cuanto porcentaje de
emergencia de cotiledones, de semillas emergidas con hojas verdaderas, nimero
de nudos y longitud de tallos, para los tratamientos aplicados al fruto.

a) Emergencia de cotiledones

Para la evaluacion del porcentaje de emergencia se escogié el grupo de
semillas que germinaron hasta la semana 10 (tabla 3.1), y se determind cual
fue el porcentaje de emergencia de esas semillas desde la semana 10 hasta la
semana 18, en la tabla 3.4 se aprecian los datos obtenidos, en cuanto a
emergencia de cotiledones. Los resultados con repeticiones se muestran en el

anexo 5.

Tabla 3.4 Numero y Porcentaje de emergencia de semillas con cotiledones de
Vaccinium corymbosum (Aréndano) con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a
frutos. (T1: maduracion del fruto al ambiente), T2: maduracion del fruto con etileno,
T3: maduracion del fruto en macerado y T4: frutos tratados con frio) hasta la semana

18.
Tratamientos NUmeroy EVALUACION (Semanas)

porcentaje 19 17 12 13 14 15 16 17 18

T1 X 03 2 3 3 3 3 3 3 3

% 9 64 73 73 82 82 82 82 82

T2 X o 1 2 2 2 2 3 3 3

% 0 27 41 54 54 54 68 68 68

T3 X 13 14 14 14 14 14 14 14 14

% 8l 87 91 91 91 91 91 91 91

T4 X 9 10 10 10 10 10 10 10 10

% 72 74 77 79 79 79 79 79 79

Los resultados de porcentaje de emergencia de semillas con cotiledones
alcanzados hasta la semana 18 fueron 82 %, 68 %, 91 % y 79 % para los

tratamientos aplicados a frutos T1, T2, T3 y T4 respectivamente, destacandose
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el T3 como el tratamiento de mayor porcentaje de emergencia y T2 el de

menor porcentaje.

En la figura 3.11 se puede observar como se desarrollé la emergencia de las
semillas hasta desarrollar cotiledones, este proceso fue ascendente y alcanzo

un desarrollo maximo hasta la semana 16.

Para el tratamiento control el porcentaje de emergencia fue creciente entre la
semana 10 y 15, para el tratamiento con etileno entre la semana 10 y 16, para
el tratamiento con Fermentacion en la décima semana ya contaba con una
emergencia de 80.8 %, la cual se desarroll6 hasta la semana 12 y luego se
estabilizo en 92 %, para el tratamiento 4 el desarrollé a la décima semana fue
de 71.8 % y alcanz6 la maxima emergencia en la semana 13, estabilizandose
en 83.3 %.

El periodo de tiempo que transcurre entre el momento en que la semilla
germina y en el que la plantula se establece como un organismo
independiente es una de las fases decisivas y mas delicadas, la mortandad en
esta etapa es grande y s6lo unas cuantas semillas llegan a establecerse?. El
porcentaje de semillas no emergidas fueron de: 16.7%, 32 %, 8.5 % y 16.7 %
para los tratamientos aplicados a frutos T1, T2, T3 y T4 respectivamente, o
que nos indica que estas semillas que empezaron su germinacion, murieron en
el camino. La mayoria de nuestros resultados no muestra un gran porcentaje
de mortandad, a excepcion del T2, lo que nos indica que las semillas en su
estado mas susceptible se vieron afectadas por algun estimulo externo.
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Figura 3.11. Porcentaje de emergencia de semillas con cotiledones de Vaccinium
corymbosum (Arandano) con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a frutos. (T1:
maduracion del fruto al ambiente), T2: maduracién del fruto con etileno, T3:
maduracion del fruto en macerado y T4: frutos tratados con frio) hasta la semana 18

En condiciones fisicoquimicas apropiadas, el proceso de germinacion en
ardndano comienza con la aparicion de la radicula entre los 14 y 21 dias de
cultivo y posteriormente la aparicion de los cotiledones a partir de los 35
dias™. Nuestros resultados se asemejan y mejoran dicha afirmacién ya que el
tratamiento 3 presentd plantulas con cotiledones libres desde la cuarta semana
(28 dias).

b) Numero y porcentaje de semillas emergidas que desarrollaron hojas

verdaderas de tratamientos aplicados a frutos

Del grupo de semillas emergidas, se evalu6 cuantas de ellas desarrollaron
hojas verdaderas.
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En el tratamiento control solo se encontraron los cotiledones, a lo largo de las
18 semanas estas plantulas no desarrollaron hojas verdaderas en ninguna de

las repeticiones.

En el tratamiento con etileno solo una plantula obtuvo hojas verdaderas. En el
tratamiento con fermentacion la mayoria de plantulas desarrollaron hojas

verdaderas progresivamente como se observa en la figura 3.12.

Figura 3.12. Plantulas de Vaccinium
corymbosum (Arandano), tratamiento 3

Los resultados fueron 0 %, 9 %, 95 % y 46 % de emergencia de semillas con
hojas verdaderas para los tratamientos aplicados a frutos T1, T2, T3y T4
respectivamente. Lo que nos sugiere que el tratamiento con mejores
resultados fue el T3, sequido del T4, T2y T1.

En la tabla 3.5, se detalla el nimero y porcentaje de semillas emergidas con
hojas verdaderas obtenidas en los cuatro tratamientos aplicados a frutos. Los

resultados con repeticiones se muestran en el anexo 6.
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Tabla 3.5. Nimero y porcentaje de semillas emergidas de Vaccinium corymbosum
(Arandano) con hojas verdadera con tres repeticiones. T1: maduracion del fruto al
ambiente), T2: maduracion del fruto con etileno, T3: maduracion del fruto en
macerado y T4: frutos tratados con frio) hasta la semana 18.

EVALUACION (Semanas)
Tratamientos NUmeroy 10 11 12 13 14 15 16 17 18

porcentaje
T1 X o 0 o O O O o o0 o
% o o 0o o o o o o0 o
T2 X 0 0 03 03 03 03 03 03 03
% 00 9 9 9 9 9 9 9
T3 X 5 7 10 12 13 13 14 14 14
% 33 46 66 80 8 86 91 91 95
T4 X 03 2 2 3 5 6 6 6 6
% 26 13 18 21 38 46 46 46 46

En la figura 3.13, se observa que el nimero de semillas con emergencia de
hojas verdaderas fue ascendente y progresiva para los tratamientos 3 y 4,
mientras que para el tratamiento 2 fue muy bajo y practicamente lineal y para
el T1 fue nulo. Asi mismo, el tratamiento con mayor nimero de semillas
emergidas que desarrollaron hojas verdaderas fue el tratamiento 3
(fermentacion) con 95 % (14 plantulas), seguido del tratamiento 4 (con frio a
43C) con 46 % (6 plantulas).

El tratamiento 3 (fermentacion) muestra una curva creciente de desarrollo de
plantulas con hojas verdaderas desde la semana 7 hasta la semana 18,
mientras que el T4 (con frio a 42C) desde la semana 11 hasta la semana 15;

mostrando que en todo momento el tratamiento 3 fue sobresaliente.
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Figura 3.13. Porcentaje de semillas emergidas de Vaccinium corymbosum
(Arandano) con hojas verdaderas, en tratamientos aplicados a frutos. (T1:
maduracion del fruto al ambiente), T2: maduracién del fruto con etileno, T3:
maduracion del fruto en macerado y T4: frutos tratados con frio) hasta la semana 18

En la tabla 3.6 se muestran los resultados de nimero de semillas emergidas
con hojas verdaderas considerando el nimero de hojas obtenidas hasta la
semana 18, para los tratamientos aplicados a frutos.

Tabla 3.6. Numero promedio de semillas emergidas considerando nimero de hojas

verdaderas en la semana 18, proveniente de tratamiento a frutos. T2: maduracion del
fruto con etileno, T3: maduracion del fruto en macerado y T4: frutos tratados con

frio

Total de
TRATAMIENTOS NUMERO DE HOJAS semillas
VERDADERAS emergidas

1 2 3 4 5 6 7 9 13 con HV

T2 1 0 0 0 0 0 0 O 0 1

T3 0O 0 3 3 2 3 1 1 1 14

T4 32 1 0 0 0 0 O 0 6

*Los resultados para tratamiento 1 no se muestran ya que fueron nulos.

El tratamiento que desarroll6 mayor cantidad de hojas verdaderas fue T3 con
14 plantulas (dentro de las cuales desarrollaron desde 3 hasta 13 hojas
verdaderas), seguido del T4 con 6 plantulas (desde 1 hasta 3 hojas verdaderas).
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En resumen, del grupo de semillas germinadas hasta la semana 10, en el
tratamiento 1 germinaron un total de 4 semillas de las cuales 3 presentaron
cotiledones y ninguna hoja verdadera hasta la semana 18. En el tratamiento 2
germinaron un total de 11 semillas de las cuales 3 presentaron cotiledones y

de las tres una desarroll6 hojas verdaderas hasta la semana 18.

En el tratamiento 3 germinaron un total de 15 semillas de las cuales 14
presentaron cotiledones y las 14 desarrollaron hojas verdaderas hasta la
semana 18. Y finalmente en el tratamiento 4 germinaron un total de 13
semillas de las cuales 10 presentaron cotiledones y 6 de ellas desarrollaron

hojas verdaderas hasta la semana 18.

De estos resultados se infiere que los tratamientos aplicados de alguna manera
podrian haber influenciado en el desarrollo de las semillas emergidas ya que
presentaron cotiledones, pero no hojas verdaderas hasta la semana 18, o

también podria deberse a la propia composicion del medio de cultivo.

c) Numero y porcentaje de semillas emergidas con nudos de
tratamientos aplicados a frutos

Del grupo de semillas emergidas a partir de la semana 10, se evalud el
numero de nudos desarrollados al mismo tiempo que el nimero de hojas.

En el tratamiento 1 solo se encontraron los cotiledones, por lo tanto, solo

desarrollaron hasta un maximo de 1 nudo.

En el tratamiento 2 solo una plantula obtuvo hojas verdaderas, por lo tanto,
esa es la unica que desarroll6 més de un nudo. En el tratamiento 3 la mayoria

de plantulas desarrollaron hojas verdaderas y méas de un nudo por plantula.

Los resultados fueron 82 %, 68 %, 91 % y 79 % de semillas emergidas con
nudos para los tratamientos aplicados a frutos T1, T2, T3 y T4
respectivamente. Lo que nos sugiere que el tratamiento con mejores
resultados fue el T3.
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El tratamiento 1 muestra el segundo porcentaje mas alto obtenido para
numero de nudos desarrollados, pero esto se debe a la presencia de semillas

emergidas con cotiledones los cuales sumaron en el conteo de nudos.

A continuacion, en la tabla 3.7, se detalla el nimero y porcentaje de nudos en
semillas emergidas en los cuatro tratamientos aplicados a frutos. Los

resultados con repeticiones se muestran en el anexo 7.

Tabla 3.7. Numero y Porcentaje de semillas emergidas con nudos de Vaccinium
corymbosum (Arandano) con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a frutos. (T1:
maduracion del fruto al ambiente), T2: maduracion del fruto con etileno, T3:
maduracion del fruto en macerado y T4: frutos tratados con frio) hasta la semana 18

EVALUACION (Semanas)

Tratamientos  NUmeroy

porcentaje 15 17 12 13 14 15 16 17 18

T1 X Q3 ,2 A% 8 3 3 3 3
% 9 64 73 73 82 82 82 82 82
T2 X o 1 2 2 2 2 3 3 3
% 0 27 41 54 54 54 68 68 68
T3 X 13 14 14 14 14 14 14 14 14
% 81 87 91 91 91 91 91 91 91
T4 X 9 10 10 10 10 10 10 10 10
% 72 74 77 79 79 79 79 79 79

El nimero de nudos fue correlativo al namero de hojas desarrolladas, las
distribuciones de las hojas fueron alternadas, exceptuando las hojas

cotiledonales y las del segmento apical.

El tratamiento que desarrollé mayor cantidad de semillas emergidas con
mayor nimero de nudos fue T3 con 14 plantulas que desarrollaron hasta 10
nudos, seguido del T4 con 6 plantulas que desarrollaron hasta 2 nudos. T1y
T2 no tuvieron el mismo tipo de desarrollo ya que solo se encontraron
plantulas con 1 nudo, lo que nos indica y corrobora los resultados obtenidos
en emergencia de hojas que solo desarrollaron hojas cotiledonales.
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d) Longitud de tallos de tratamientos aplicados a frutos

En la tabla 3.8 se reportan la longitud de los tallos de las semillas emergidas
desde la semana 10 hasta la 18, en el anexo 8 se presenta las repeticiones. Las
semillas emergidas que alcanzaron mayor tamario fueron las pertenecientes al
tratamiento 3 con un promedio de 14 mm o 1.4 cm. a las 18 semanas, seguido
del T4 con 12 mm o 1.2 cm. y los tratamientos con menores resultados T1 y

T2 con 4 y 3 mm respectivamente.

Pereira® reportd una longitud de explante de 10.1 mm de Vaccinium
cylindraceum en medio de cultivo Zimmerman sin regulador hormonal al
cabo de 12 semanas de cultivo. Por otro lado, Castro, Olarte? et al. en 2012
reportaron para Vaccinium meridionale una altura promedio de 12 mm de las
semillas emergidas a las 12 semanas de cultivo en medio MS 1/3 y
provenientes de frutos fermentados. Comparando estos resultados con los
nuestros a las 12 semanas se observa (tabla 3.10) que los hallazgos del
presente trabajo respecto a T3 se encuentran en el rango de tamafio obtenidos

por los autores referentes.

Tabla 3.8. Longitud (mm) promedio de tallos de semillas emergidas de Vaccinium
corymbosum (Arandano) con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a frutos. (T1:
maduracion del fruto al ambiente), T2: maduracién del fruto con etileno, T3:
maduracion del fruto en macerado y T4 frutos tratados con frio) hasta la semana 18.

TRATAMIENTQOS EVALUACION (Semanas)
10 11 12 13 14 15 16 17 18
T1 2 2 2 2 3 3 4 4 4
T2 1 1 2 2 2 2 3 3 3
T3 10 10 11 12 12 12 13 13 14
T4 3 4 5 6 8 9 11 12 12
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3.4 Efecto de tratamiento de semillas de Vaccinium corymbosum
(arandano) con AGg; en el porcentaje de emergencia

A continuacién, se detallan los datos obtenidos en cuanto porcentaje de
emergencia de cotiledones, de semillas emergidas con hojas verdaderas, nimero
de nudos y longitud de tallos, para los tratamientos pregerminativos aplicados a
semillas, para lo cual se selecciond el grupo de semillas germinadas hasta la

semana 10, a partir de las cuales se realizé la evaluacion de emergencia.

a) Emergencia de cotiledones

Para la evaluacion del porcentaje de emergencia se escogié el grupo de
semillas que germinaron hasta la semana 10 (tabla 3.2), y se determiné cual
fue el porcentaje de emergencia de esas semillas desde la semana 10 hasta la
semana 18, en la tabla 3.9 se aprecian los datos obtenidos. Los resultados con

repeticiones se muestran en el anexo 9.

Tabla 3.9. Numero y Porcentaje de emergencia de semillas de Vaccinium
corymbosum (Arandano) con cotiledones, con 3 repeticiones por tratamiento
aplicado a semillas. (Ts1: control, T,2: semillas con 5 uM AG,, T,3: semillas con 10
UM AG; T4: semillas con 15 uM AG; y T5: semillas con 20 uM AG;) hasta la

semana 18.
Tratamiento Namero EVALUACION (Semanas)
y
Promedio 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tsl X 1 1 3 3 4 4 4 4 4
% 17 33 67 83 92 92 92 92 92
T2 X 03 1 4 7 11 12 12 12 12
% 3 5 31 54 8 95 95 95 95
T3 X 03 03 03 1 1 1 1 1 1
% 33 33 33 67 100 100 100 100 100
T4 X 0O 031 1 2 2 2 2 2
% 0 17 33 50 83 83 83 83 83
TsH X 1 1 1 1 1 2 2 2 2
% 33 33 50 67 67 83 83 83 83

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Los resultados de porcentaje de emergencia de cotiledones alcanzados hasta
la semana 18 fueron 92 %, 95 %, 100 %, 83 % Y 83 % para los tratamientos
aplicados a semillas Tsl1, Ts2, Ts3, T4 y Ts5 respectivamente, contando los 3
primeros con un buen porcentaje de emergencia de cotiledones, se puede
inferir que no hubo relacion y/o influencia de las concentraciones hormonales

en la emergencia de cotiledones.

En la figura 3.14 se puede observar como se desarroll6 la emergencia de las
semillas, este proceso fue ascendente y alcanz6 un desarrollo maximo hasta la

semana 15.
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% emergencia de cotiledones
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——T51 —8—Ts2 —a—Ts3 Ts4 —a—Ts5

Figura 3.14. Porcentaje de emergencia de semillas con cotiledones de Vaccinium
corymbosum (Arandano) con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a semillas. (1:
control, 2: semillas con 5 uM AG;, 3: semillas con 10 uM AGs;, 4: semillas con 15
UM AG; y 5: semillas con 20 M AG;) hasta la semana 18.

Para T;1 el porcentaje de emergenciaes creciente entre la semana 10 y 15, para
el Ts2 entre lasemana 10y 15 igualmente, para T3 se destaca que en la semana
10 solo existio una semilla germinada por lo tanto el porcentaje de emergencia
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desarrollado del 100 % hace referencia a esa Unica semilla, para T4y T el

desarrollo fue creciente entre la décima y quinceava semana.

El periodo de tiempo que transcurre entre el momento en que la semilla
germina y en el que la plantula se establece como un organismo
independiente es una de las fases decisivas y mas delicadas, la mortandad en
la etapa es grande y sélo unas cuantas semillas llegan a establecerse®?. El
porcentaje de semillas no emergidas fueron de: 8%, 5 %, 0 %, 17 % y 17 %
para Tsl, Ts2, T3, T4 y TS5 respectivamente, lo que nos indica que estas
semillas que empezaron su germinacion, murieron en el camino. La mayoria

de nuestros resultados no muestra un gran porcentaje de mortandad.

b) NUmero y porcentaje de semillas emergidas que desarrollaron hojas

verdaderas de tratamientos aplicados a semillas

Del grupo de semillas emergidas se evalud cuantas de ellas desarrollaron
hojas verdaderas. En Ts1 se obtuvo un 75% de hojas verdaderas, en el T2 un
69 %, en Ts3 un 50 %, en T4 y Ts5 33 %. Los tratamientos que desarrollaron
mayor porcentaje de hojas verdaderas fueron Ts1 Y T2, es decir el control sin
concentracion hormonal y el tratamiento con 5 uM de AGs. Los resultados
numéricos se detallan en la tabla 3.10 y las repeticiones en el anexo 10.

Tabla 3.10. Namero y Porcentaje de semillas emergidas de Vaccinium corymbosum
(Aréndano) con hojas verdaderas, con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a
semillas. (T.1: control, Ts2: semillas con 5 uM AG3;, T,3: semillas con 10 uM AGg,
T¢4: semillas con 15 pM AG; y T,5: semillas con 20 pM AG;) hasta la semana 18.

EVALUACION (Semanas)
TRATAMIENTO 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Tl X o 0 03 1 1 1 3 3 3
% 0 0 83 17 17 33 67 75 75
T2 X 1 1 1 1 1 2 2 6 9
% 8§ 8 8 10 10 15 18 44 69
T3 X 0 O 0 0 03 03 O 1 1
% 0 O 0 0 33 33 33 100 100
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T4 X 0 0 0 0 0 03 1 1 1
% 0 O 0O o0 0 17 33 33 33
TS5 X 0 0 o 0 o0 o0 O 0 1
% 0 O o 0 o0 o0 O 0 33

En la figura 3.15, se observa que el numero de semillas emergidas con hojas
verdaderas fue ascendente y progresiva para los tratamientos Tsl, Ts2, T3y
Ts4 y desarrollaron hojas verdaderas entre la semana 13 y 17, mientras que
para el tratamiento Ts5 fue muy bajo y practicamente lineal, mostrando una
pequefia ascendencia en la semana 17 lo que nos indica que su desarrollo fue

mas lento.
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Figura 3.15. Porcentaje de semillas emergidas de Vaccinium corymbosum
(Arandano) con hojas verdaderas en tratamientos aplicados a semillas. (1: control, 2:

semillas con 5 pM AGg, 3: semillas con 10 pM AGg, 4: semillas con 15 pM AG; y
5: semillas con 20 UM AG3;) hasta la semana 18.

En la tabla 3.11 se muestran los resultados de nimero de semillas emergidas

considerando el nimero de hojas verdaderas.
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Tabla 3.11. NUmero promedio de semillas emergidas por nimero de hojas
verdaderas en la semana 18, proveniente de tratamientos a semillas. (1: control, 2:
semillas con 5 pM AG;, 3: semillas con 10 pM AGg, 4: semillas con 15 pM AG;
y 5: semillas con 20 uM AG3;)

NUMERO DE HOJAS Total de semillas

TRATAMIENTOS VERDADERAS emergidas con
1 2 3 HV
Tl 2 1 1 4
T2 5 3 0 8
T3 1 0 0 1
TS5 1 0 0 1

*Los resultados para tratamiento “4” no se muestran ya que fueron nulos.

El tratamiento que desarroll6 mayor cantidad de plantulas con hojas
verdaderas fue el Ts2 tanto de 1, como de 2 hojas verdaderas, seguido del T;1
con 1,2 y 3 hojas verdaderas, luego en Ts3 con 1y 3 hojas verdaderas, T4
con resultados nulos y Ts5 con solo plantulas de 1 hoja verdaderas. Ademas,
en el Ts1 germinaron un total de 4 semillas de las cuales las 4 desarrollaron
cotiledones y una de ellas hojas verdaderas; en el Ts2 de un total de 13
semillas germinadas, 12 desarrollaron cotiledones y de esas 9 desarrollaron
hojas verdaderas; en el T3 de un total de 1 semilla germinada esa Unica
desarroll6 cotiledones y hojas verdaderas; finalmente, en Ts4 y T5 de un total
de 2 semillas germinadas por tratamiento, las 2 desarrollaron cotiledones y

una sola obtuvo hojas verdaderas.

c) Numero y porcentaje de semillas emergidas con nudos de los

tratamientos aplicados a semillas

Del grupo de semillas emergidas a partir de la semana 10, se evalud el
numero de nudos desarrollados al mismo tiempo que el nimero de hojas.

Los resultados fueron 92 %, 95 %, 100 %, 98, y 83 % de semillas emergidas
con nudos para los tratamientos aplicados a semillas Tsl, T2, Ts3, T4y T
respectivamente. EI nimero de nudos fue correlativo al nimero de hojas
desarrolladas, las distribuciones de las hojas fueron alternadas, exceptuando las
hojas cotiledonales y las del segmento apical. Los resultados se pueden apreciar
en la tabla 3.12. Los resultados con repeticiones se muestran en el anexo 11.
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Tabla 3.12. Nimero y Porcentaje de semillas emergidas con nudos, de Vaccinium
corymbosum (Arandano), con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a semillas.
(Ts1: control, T,2: semillas con 5 pM AG;, T3: semillas con 10 uM AG; Td4:
semillas con 15 pM AG; y T,5: semillas con 20 uM AGs) hasta la semana 18.

Tratamiento NUmeroy EVALUACION (Semanas)
Porcentaje 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tl X 1 1 3 3 4 4 4 4 4
% 18 36 72 90 92 92 92 92 92
Ts2 X 03 1 4 7 11 12 12 12 12
% 3 5 30 53 8 95 95 095 95
Ts3 X 03 03 03 1 1 1 1 1 1
% 33 33 33 67 100 100 100 100 100
Ts4 X -, 1 1 2 2 2 2 2
% 0 20 39 59 98 98 98 98 98
TsS X 1. 1 1 1 2 2 2 2
% 33 33 50 67 67 83 83 83 83

En la figura 3.16 se observa una plantula caracteristica del tratamiento 2,

demostrando la distribucion alterna de hojas.

Figura 3.16.  Plantula de Vaccinium corymbosum
(ar&ndano) cultivada in vitro, proveniente de
tratamiento con 5 UM AG; aplicado a semillas. Se
observa distribucion de hojas y nudos.
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d) Longitud de tallos, en plantulas de tratamientos aplicados a semillas

En la tabla 3.13 se reportan los tamarfios de los tallos en milimetros (mm.) de
las semillas emergidas desde la semana 10 hasta la 18. Los resultados nos
muestran que las semillas emergidas que alcanzaron mayor tamafio fueron
pertenecientes a Ts2 con un promedio de 20 mm o 2 cm. a las 18 semanas,
seguido del tratamiento control con un tamafio promedio de 11 mmo 1 cm.y
los tratamientos con menores resultados Ts3, Ts4 y Ts5 con tamafio promedio
de 10, 7 y 4 mm respectivamente. Estos resultados nos indican que el
tratamiento que mayor éxito tuvo en cuanto a tamafio de tallos fue Ts2. Los

resultados con repeticiones se muestran en el anexo 12.

Tabla 3.13. Longitud de tallos de Vaccinium corymbosum (Arandano)en mm. con 3
repeticiones por tratamiento aplicado a semillas. hasta la semana 18. (Ts1: control,
Ts2: semillas con 5 pM AG;, T,3: semillas con 10 pM AG; T4: semillas con 15 uM
AG; y T.5: semillas con 20 uM AGs).

EVALUACIONES SEMANALES
TRATAMIENTOS 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Ts1 3 3 4 9 7 n 9 10 11
Ts2 3 3 4 4 5 6 8 8 10
T3 3 4 4 4 6 6 8 9 10
T4 0 1 2 6 5 6 10 10 14
Ts5 2 2 2 4 4 4 4 4 4

Jimenez y Abdelnour®® en su germinacién in vitro con regulador AGs
obtuvieron un tamafio promedio de 10 mm a las 16 semanas después de la
siembra de la semillas con solo presencia de cotiledones. Por otro lado,
Pereira® report6 una longitud de explante de 10.1 mm de Vaccinium
cylindraceum en medio de cultivo Zimmerman sin regulador hormonal al
cabo de 12 semanas de cultivo. Comparando estos resultados con los nuestros
se observa que son similares a lo reportado por Jimenez y Abdelnour, siendo
el Ts2 el que mas se asemeja con 8 mm y el tratamiento 5 el mas lejano con 4
mm. Estos resultados pueden deberse a la especie de arandano, a las
diferentes condiciones de trabajo dadas y a la misma composicion del medio.
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Resultados estadisticos sobre emergencia

*Prueba de MANOVA para emergencia de cotiledones

Para conocer si existen diferencias significativas en los promedios y
porcentaje de semillas emergidas dependiendo de los tratamientos que
recibio, se realizd un andlisis de MANOVA tomando como variable
dependiente el promedio y porcentaje de semillas germinadas y como
variables independientes el tipo de tratamiento que recibi6 cuando fue
aplicado al fruto (T1, T2, T3 y T4) y a la semilla (0AGs;, 5AGs,
10AG3,15AG;3 y 20AG3), ver tabla 3.14.

Para el caso de tratamientos aplicados al fruto, tomando de referencia la Traza
de Pillai, el valor para el modelo global fue de F=11.351 con un valor de
Significancia=.0001 lo que indica que se rechaza la hipdtesis nula, es decir
que hay diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados al
fruto.

Para el caso de tratamientos aplicados a la semilla, tomando de referencia la
Traza de Pillai, el valor para el modelo fue de F=6.996 con un valor de
Significancia=.0001 lo que indica que se rechaza la hipotesis nula, es decir
que hay diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados a

la semilla.

Tabla 3.14. Pruebas Multivariantes para emergencia de cotiledones

Pruebas multivariante®

Tratamiento aplicado Valor F Gl de gl de Sig.
hipétesis error
Al Emergencia  Traza de 1.031 11.351 6.000 64.000 .000
fruto de Pillai
cotiledones
Emergencia  Trazade .823 6.996 8.000 80.000 .000
Ala de Pillai

semilla  cotiledones

a. Disefio : Interseccién + trat2_eme

b. Estadistico exacto

c. El estadistico es un limite superior en F que genera un limite inferior en el nivel de
significacion.

Elaboracién: propia
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Para el caso del promedio de semillas emergidas por el tratamiento aplicado
al fruto, la comparacion entre el T1, T2, T3 y T4 resultan significativa, lo que
indica que existen diferencias en los tratamientos aplicados al fruto para la
emergencia de cotiledones, en otras palabras, todos los tratamientos son

diferentes de todos.

Para el caso del tratamiento a semilla, la comparacion entre el tratamiento
5AG3 contra los Tratamientos 10AG3, 15AG3 y 20AG3 son
significativamente diferentes excepto 0AG3. La comparacion entre 10AG3
contra 0AG3, 5AG3 Y 20AG3 son significativamente diferentes excepto
15AG3. La comparacion entre 15AG3 contra 0AG3 Y 5AG3 resultd
significativamente diferentes. La comparacién de 20AG3 contra todos los
tratamientos resultd significativo excepto con el tratamiento 15AG3. El test
de Games Howell mostré que el tratamiento 3 gener6 mas emergencia de
cotiledones, seguido del tratamiento 4. Para mayor detalle ver anexo 17, tabla
6.

En la figura 3.17, se aprecia las medias marginales estimadas de cada

tratamiento aplicado al fruto, donde claramente desataca el tratamiento 3.
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Figura 3.17. Medias marginales del promedio de semillas
emergidas para el tratamiento aplicado en frutos.
Elaboracion: propia
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mediante es test de Games Howell, el tratamiento 5AGg; es el que genera méas

semillas con presencia de cotiledones.

En la figura 3.18, se aprecia el promedio de cada tratamiento aplicado a la

semilla, donde claramente desataca el tratamiento 2 (5puM AG3).
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Figura 3.18. Promedio de semillas emergidas para el
tratamiento aplicado a la semilla. Elaboracion: propia

*Prueba de MANOVA para hojas verdaderas

Para conocer si existen diferencias significativas en los promedios y
porcentaje de hojas verdaderas dependiendo de los tratamientos que recibio,
se realizd un anélisis de MANOVA tomando como variable dependiente el
promedio y porcentaje de hojas verdaderas y como variables independientes
el tipo de tratamiento que recibié cuando fue aplicado al fruto (T1, T2, T3y
T4) y a la semilla (OAG3, 5AG3, 10AG3,15AG3 y 20AG3), ver tabla 3.15.

Para el caso de tratamientos aplicados al fruto, tomando de referencia la Traza
de Pillai, el valor para el modelo global fue de F=26.523 con un valor de
Significancia=.0001 lo que indica que se rechaza la hipotesis nula, es decir que
hay diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados al fruto.

Para el caso de tratamientos aplicados a la semilla, tomando de referencia la

Traza de Pillai, el valor para el modelo fue de F=4.667 con un valor de
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Significancia=.0001 lo que indica que se rechaza la hipotesis nula, es decir
que hay diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados a

la semilla.

Tabla 3.15 Pruebas Multivariantes para hojas verdaderas

Pruebas multivariante®

Tratamiento aplicado Valor F Gl de glde Sig.
hip6tesis  error
Al Hojas Trazade  1.426 26.523 6.000 64.000 .000

fruto verdaderas  Pillai

Ala Hojas Traza de 636  4.667 8.000 80.000 .000
semilla verdaderas  Pillai
a. Disefio : Interseccién + trat3_hoj

b. Estadistico exacto
c. El estadistico es un limite superior en F que genera un limite inferior en el nivel de
significacion.

Elaboracion: propia

Para el caso del promedio de semillas con hojas verdaderas por el tratamiento
aplicado al fruto, la comparacion entre el T1, T2, T3 y T4 resultan
significativa, lo que indica que existen diferencias en los tratamientos
aplicados al fruto para la emergencia de cotiledones, en otras palabras, todos

los tratamientos son diferentes de todos.

Para el caso del tratamiento a semilla con hojas verdaderas, no existe
diferencia significativa entre tratamientos. Para més detalle ver anexo 17,
tabla 7.

El tratamiento 3 (Fermentacion) es el que gener6 mas hojas verdaderas,

seguido del tratamiento 4.

En la figura 3.19, se aprecia los promedios de cada tratamiento aplicado al
fruto en cuanto a hojas verdaderas, donde claramente desataca el tratamiento
3.
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Figura 3.19. Medias marginales del promedio de hojas
verdaderas para el tratamiento aplicado en frutos. Elaboracién:
propia

El tratamiento 5AG3 es el que genera mas hojas verdaderas. En la figura
3.20, se aprecia los promedios de cada tratamiento aplicado a la semilla en
cuanto a hojas verdaderas, donde claramente destaca el tratamiento 2 (5uM
AG3).
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Figura 3.20. Medias marginales del promedio de hojas
verdaderas para el tratamiento aplicado a la semilla.
Elaboracion: propia.
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*Prueba MANOVA para nudos

Para conocer si existen diferencias significativas en los promedios y
porcentaje de nudos dependiendo de los tratamientos que recibio, se realizd
un analisis de MANOVA tomando como variable dependiente el promedio y
porcentaje de nudos y como variables independientes el tipo de tratamiento
que recibio cuando fue aplicado al fruto (T1, T2, T3y T4) y a la semilla
(0OAG3, 5AG3;, 10AG3,15AG;3 y 20AG3), ver tabla 3.16.

Para el caso de tratamientos aplicados al fruto, tomando de referencia la Traza
de Pillai, el valor para el modelo global fue de F=28.176 con un valor de
Significancia=.0001 lo que indica que se rechaza la hipotesis nula, es decir
que hay diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados al

fruto.

Para el caso de tratamientos aplicados a la semilla, tomando de referencia la
Traza de Pillai, el valor para el modelo fue de F=7.076 con un valor de
Significancia=.0001 lo que indica que se rechaza la hipétesis nula, es decir
que hay diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados a

la semilla.

Tabla 3.16. Pruebas Multivariantes para nudos

Pruebas multivariante®

Tratamiento aplicado Valor F Gl de gl de Sig.
hipotesis  error
Al Nudos Traza 1451 28.176 6.000 64.000 .000
fruto de
Pillai
Ala
semilla  Nudos Traza .829 7.076 8.000  80.000 .000
de
Pillai

a. Disefio: Interseccion + trat4_nud. b. Estadistico exacto. c. El estadistico es un
limite superior en F que genera un limite inferior en el nivel de significacion.
Elaboracion: propia
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3.5 Desinfestacion de semillas con Hipoclorito de sodio

Tratamiento de desinfestacion A: NaClO al 1.25 % por 20, 25 y 30 minutos y
tratamiento de desinfestacion B: NaClO al 2.5 % por 20, 25 y 30 minutos.

Se evaluo la contaminacidn por bacterias a los 3 dias de la siembra y por hongos
a los 7 dias y los resultados obtenidos fueron satisfactorios para el tratamiento de
desinfestacion B.

a) Contaminacion por bacterias

Al tercer dia de siembra se llevo a cabo la evaluacion (ver tabla 3.17) y se
observo para el tratamiento de desinfestacion A inicio de contaminacion
bacteriana en la mayoria de las placas, siendo el menor porcentaje de
contaminacion las placas sometidas a mayor tiempo con Hipoclorito de sodio
(30 minutos), y mayor porcentaje de contaminacion aquellos sometidos a

menor tiempo con Hipoclorito de sodio (20 minutos).

En la desinfestacion A se observd mayor contaminacién en el grupo de
semillas provenientes del pretratamiento con etileno 15,67 %, seguidas de las
obtenidas por fermentado y tratamiento a ambiente 13.3 %, esto nos indica
que si hubo influencia del pretratamiento utilizado, ya que el pretratamiento
con etileno fue mayor en el porcentaje de contaminacion de las semillas (ver
figura 3.21).

En el segundo tratamiento (B) de desinfestacion se aplicé una mayor
concentracion de Hipoclorito de sodio, y al cabo de los tres dias de siembra,
se pudo apreciar gque no aparecio ningun tipo de contaminacién en ninguna de

las placas, ver tabla 3.17.
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Tabla 3.17. Numero y porcentaje promedio de semillas contaminadas por bacterias en los tratamientos de desinfestacion Ay B

Tratamiento de semillas en tres tiempos (min) de inmersiéon en NaClO 1.25 %

Tratamiento Ambiente Etileno Fermentado
A (min) (min) (min)
20 25 30 20 25 30 (20 25 30 |X20 |X25 |X30 |XTotal
Promedio 1.7 13 1 SAVVLIGA 1 1 2 1 1 1
Contaminaciéon % | 17 13 10 23 17 7 (g 13 W 0D
Promedio por 13.3 15.7 13.3
pretratamiento
Tratamiento de semillas en tres tiempos (min) de inmersién en NaClO 2.50 %
Tratamiento Ambiente Etileno Fermentado | X20 | X25 |Xx30 | XTotal
B (min) (min) (min)
20 25 30 20= 251 305420 BE25p W30
Promedio 0 0 0 0 0 P ES0 0 0 0 0 0
Contaminacién % |0 0 0 0 0 0 |0 0 0
Promedio por 0 0 0

pretratamiento

73
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Figura 3.21. Influencia de tratamiento de semillas en el porcentaje de contaminacion total
de bacterias en las semillas de Vaccinium corymbosum (Arandano).

b) Contaminacion por hongos

Para la evaluacion de contaminacion por hongos se esperé 7 dias después de la
siembra in vitro. Se evidencid solo una semilla contaminada por hongos en la placa
proveniente del tratamiento fermentado y desinfestadas con NaCLO 1.25 % por 20
minutos logrando asi un porcentaje de contaminacion del 3 % (1 semilla
contaminada), lo que nos sugiere un nivel de contaminacién bajo que podria deberse
a una mala manipulacién en el momento de siembra por parte del investigador.

Con el tratamiento desinfestacion B no se evidencié ningln tipo de contaminacion
por hongos, no se muestran los datos porque todos fueron nulos; este resultado
corrobora que la contaminacion por hongos encontrada en el tratamiento anterior
fue error de manipulacion y por lo tanto, no fue necesario aplicar en este estudio
ningln tratamiento de desinfestacion especifico para hongos.

En la tabla 3.18 se puede observar el porcentaje total de contaminacion tanto por
hongos y bacterias en los dos tratamientos aplicados. Se expresan los valores en
porcentaje de contaminacion, tanto para TA (20, 25y 30 minutos) y TB (20, 25y 30
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minutos), donde el tratamiento con mayor éxito fue el TB (2.5 % NaCLO) con 0 %
de contaminacion tanto para bacterias como para hongos.

Las fotos y tablas con repeticiones pertenecientes a los resultados de contaminacion
se encuentran en el Anexo 13.

Tabla 3.18. Porcentaje total de contaminacion tanto por Bacterias como por Hongos en los
tratamientos de desinfestacion aplicados a las semillas de Vaccinium corymbosum
(ardndano). TA: 1.25 % NaClO, TB: 2.5 % NaClO.

TIPOS DE TRATAMIENTO DEL FRUTO

Tratamient  Tiempo

os de (minuto Ambiente Etileno Fermentacion
NaClO s) Bacteria Hongo Tota Bacteria Hongo Tota Bacteria Hongo Tota
s (%) s (%) | s (%) s (%) | s (%) s (%) |
20 17 0 17 23 0 23 17 3 20
TA 25 13 0 13 17 0 17 13 0 13
30 10 0 10 7 0 7 10 0 10
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Los resultados muestran que hay presencia de contaminacion cuando la
concentracién de NaCLO es baja (1.25%) en contraste con otras investigaciones™
que utilizan menor concentracion de NaCLO (1%) y no hay presencia de
contaminacion, este se puede deber a que ellos utilizaron también etanol 70% previo
al proceso de desinfestaciobn con hipoclorito, mientras que en la presente

investigacién no se requirié de etanol.

Por otra parte, aunque se evidencié contaminacion con el porcentaje mas bajo de
Hipoclorito esta no fue alta, llegando a su maximo de 23% en las semillas
provenientes del tratamiento de maduracion con etileno, esto se puede deber a que
los platanos utilizados como proveedores de etileno cuentan con su propia flora
bacteriana, la cual se pudo haber sumado a la propia flora bacteriana del arandano.

En cambio, en el segundo tratamiento “B” con una concentracién del 2.5 %, no se

evidencid ningun tipo de contaminacion bacteriana, por lo tanto, se utilizd este esta
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concentracion (NaClO 2.5 %) por el tiempo minimo evaluado (20 minutos) para el

posterior establecimiento in vitro de las semillas.

En otros trabajos se ha utilizado remojo con Benomil 1%, seguido de hipoclorito 0.6
% por 10 min. mas tween-20 al 0.02 % ©°, etanol 70 % por 1 min, hipoclorito 0.787
% por 25 min mas teewn-20 al 0.1 % ®. En esta investigacién no se utilizé Benomil

porgue no se considerd necesario.

3.6 Efecto de la concentracion de FeEDTA en los medios WPy MS

a) Numero de hojas

Se realiz6 el conteo del numero de hojas y nudos en la etapa inicial, asi como el
tamano del explante a evaluar por cada tratamiento (medio de cultivo con diferente

concentracion de quelado FEEDTA.

En la tabla 3.19 se pueden apreciar los resultados obtenidos, en lo que respecta al
numero promedio de hojas en el que se incremento cada plantula por repeticion por
tratamiento, a lo largo de 10 semanas de evaluacion. Los resultados con repeticiones

se muestran en el anexo 14.

Tabla 3.19. Numero de hojas promedio por tratamiento (Medio de cultivo) hasta la
décima semana. MS: Murashige & Skoog 1982 con macroelementos a 1/3 de la
concentracion original. WP: Woody Plant, Lloyd & Brent 1981).

Evaluacion (Semanas)

Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MS (*1) 0 1 1 2 2 3 3 3 4 4
MS (*2) 0 1 2 2 3 3 4 4 5 5
WP (*1) 0 1 1 2 2 3 3 3 3 4
WP (*2) 0 1 1 2 2 2 3 3 3 4

Microelementos: MS(*1) y WP(*1): FEEDTA (FeSO,4.7H,0:27.8 mg/L, Na,;EDTA:
37.3 mg/L). MS*2 y WP*2: FeEDTA (FeSO,.7H,0: 55.6 mg/L, Na,EDTA: 74.6
mg/L).

Los resultados muestran que hubo mayor nimero de hojas en el medio de cultivo
MS*2 pero que este no fue significativo respecto de los demas tratamientos (MS*1,
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WP*1 y WP*2). EI mejor resultado lo obtuvo el medio MS*2 con un promedio de 5
hojas, mientras que MS*1 y el medio WP*1 y WP*2 le siguieron con un promedio
de 4 hojas.

En la figura 3.22 se puede apreciar que el crecimiento del nimero de hojas durante
las 10 semanas de evaluacion con los medios de cultivo MS y WP y sus diferentes

concentraciones de FEEDTA, fue ascendente para todos los medios durante las 10

semanas.
6
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Semanas de evaluacién
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Figura 3.22. Namero de hojas promedio por tratamiento con medios de cultivo MS y
WP, durante 10 semanas. MS (*1) y WP (*1): FeEDTA (FeSO,.7H,0:27.8 mg/L,
Na,EDTA: 37.3 mg/L). MS*2 y WP*2: FeEDTA (FeSO4.7H20: 55.6 mg/L,
Na,EDTA: 74.6 mg/L).

En la figura 3.23 se puede observar en un grafico de barras, en el cual el medio que
sobresale por tener ligeramente mas numero de hojas es el medio de cultivo
MS(*2), frente a los demas medios. Los resultados nos muestran que la doble
concentracion de FEEDTA no influyé en el nimero de hojas de las plantulas

cultivadas en condiciones in vitro.
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Figura 3.23. Numero promedio de hojas que incrementaron por plantula por
tratamiento. MS(*1) y WP(*1): FeEEDTA (FeS04.7H,0:27.8 mg/L, Na2EDTA:

37.3 mg/L). MS*2 y WP*2: FeEDTA (FeS0O,.7H,0: 55.6 mg/L, Na,EDTA: 74.6

mg/L).

En la figura 3.24, se aprecia plantulas de Vaccinium corymbosum (ardndano)
representativas de cada tratamiento con medio de cultivo MS y WP a las 10
semanas de su cultivo in vitro, donde el medio MS (*2) presentd hojas alternas de

una manera mas ordenada, con una mejor apariencia en hojas.
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Figura 3.24. Plantulas de Vaccinium corymbosum (arandano) a las 10 semanas
de cultivo in vitro en medios MS 1/3 y WP.
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b) NuUmero de nudos

Se realizé el conteo del incremento de nudos después de su siembra en el medio
respectivo, los resultados se pueden apreciar en la tabla 3.20. Los resultados con

repeticiones se muestran en el anexo 15.

Tabla 3.20. Numero promedio de nudos por repeticion por tratamiento hasta la sexta
semana. MS: Murashige & Skoog 1982), MS/3: MS con macroelementos a 1/3 de la
concentracion original. WP: Woody Plant, Lloyd &Brent 1981).

Evaluacion (semanas)

Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MS (*1) 0’a 0 W22 NS 44T 4
MS (*2) 0 1 1 2 3 3 3 4 4 5
WP (*1) 0o 0 1 2 2 3 3 4 4 4
WP (*2) 0 0 1 1 1 2 2 3" A3 3

Microelementos: MS y WP: FeEDTA (FeSO,.7H,0:27.8 mg/L, Na,EDTA: 37.3
mg/L). MS*2 y WP*2: FeEDTA (FeSO,.7H,0: 55.6 mg/L, Na,EDTA: 74.6 mg/L).

Los resultados obtenidos muestran que el mayor nimero promedio de nudos lo
obtuvo el medio de cultivo MS*2 con 5 nudos promedio por plantula, seguido por el
medio MS*1, WP*1 y finalmente WP*2 con 4, 4 y 3 nudos por plantula
respectivamente. El resultado en numero de nudos es casi correlativo con los

resultados de nimero promedio de hojas.

En la figura 3.25 se puede apreciar de mejor manera los resultados obtenidos, aqui
se observa que el nimero de nudos fue aumentando ascendentemente conforme
pasaron las semanas, de la misma manera que el desarrollo de las hojas durante el
crecimiento de las plantulas de arandano.
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Figura 3.25. Promedio de nimero de nudos por tratamiento. MS(*1) y WP(*1):
FeEDTA (FeSO4.7H,0:27.8 mg/L, Na2EDTA: 37.3 mg/L). MS*2 y WP*2:
FeEDTA (FeS0,.7H,0: 55.6 mg/L, Na,EDTA: 74.6 mg/L).

Asi también en la figura 3.26 se puede apreciar en un grafico de barras, en el cual el
medio que sobresale por tener mejor desarrollo en hojas es el medio de cultivo
MS(*2), frente a los demas medios. Este medio contiene el doble de concentracion
de FeEDTA, lo cual en combinacién con el propio medio sugiere un mejor
desarrollo en cuanto a nimero de hojas.
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Numero promedio de nudos
N w >

=

Figura 3.26. Numero de nudos promedio que incrementaron por plantula por
tratamiento. MS(*1) y WP(*1): FeEDTA (FeS04.7H,0:27.8 mg/L, Na2EDTA: 37.3
mg/L). MS*2 y WP*2: FeEDTA (FeS0,.7H,0: 55.6 mg/L, Na,EDTA: 74.6 mg/L).
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c) Longitud de tallo

Se realizé la medicion de la longitud de los tallos de cada plantula al inicio y final
del experimento, luego se calculd la diferencia entre esos valores y se determind en
que medio de cultivo desarrollaron plantulas con mayor tamafio, como se ve en la

tabla 3.21. Los resultados con repeticiones se muestran en el anexo 16.

El mejor resultado lo obtuvo el tratamiento con MS(*2), seguido de MS (*1),
WP(*2) y WP (*1), lo que nos indica que el medio con mas éxito fue MS(*2), esto
podria deberse a que este medio de cultivo a un tercio de la concentracion de sus
macroelementos cumple con las exigencias del arandano®, ademés segun este
medio de cultivo contiene una menor concentracion de sulfato de magnesio, lo cual

ayuda en el desarrollo de los explantes in vitro de arandano®.

Tabla 3.21. Longitud promedio de tallos (mm) al inicio y al final de su
cultivo in vitro (10 semanas) en medios MS y WP. MS: Murashige &
Skoog 19862), MS: MS con macroelementos a 1/3 de la concentracion
original. WP: Woody Plant, Lloyd &Brent 1980).

Hi Hf DIFERENCIA
(mm) (mm) (mm)

MS (*1) 10.73 22.80 12.07

MS (*2) 12.60 26.07 13.47

WP (*1) 10.93 19.87 8.93

WP (*2) 10.33 20.53 10.20

Hi: altura inicial de la plantula, Hf: altura final, a los 10 dias de
evaluacion. Microelementos: MS y WP: FeEDTA (FeS0,.7H,0:27.8
mg/L, Na,EDTA: 37.3 mg/L). MS*2 y WP*2: FeEDTA (FeSO,.7H,0:
55.6 mg/L, Na,EDTA: 74.6 mg/L).

En la figura 3.27 se puede apreciar que destaca el medio MS ya sea con la
concentracion normal o al doble de FEEDTA.
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Figura 3.27. Longitud promedio de tallos en mm. A lo largo de 10 semanas de cultivo in
vitro en medios MS y WP. Microelementos: MS y WP: FEEDTA (FeSO,.7H,0:27.8 mg/L,
Na,EDTA: 37.3 mg/L). MS*2 y WP*2: FeEDTA (FeSO,.7H,0: 55.6 mg/L, Na,EDTA:
74.6 mg/L).

En la figura 3.28 y 3.29 se muestran las plantulas representativas de cada
tratamiento aplicado (MS*1, MS*2, WP*1, WP*2). Donde MS*2 presenta la mejor
disposicion de hojas, ligeramente mejor apariencia y buen tamafio.
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Figura 3.28. Longitud de tallos obtenida después de 10 semanas de crecimiento en
medios MS y WP a la concentracion normal de FEEDTA. MS (Murashigue con
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macronutrientes 1/3 concentracion), WP (Woody plant) Donde: MS*1
(FEEDTA*1) y WP*1 (FEEDTA*1)
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Figura 3.29. Longitud de tallos obtenida después de 10 semanas de crecimiento en
medios MS y WP al doble de concentracion de FEEDTA. MS (Murashigue con
macronutrientes 1/3  concentracion), WP (Woody plant) Donde:MS*2
(FEEDTA*2), WP*2 (FEEDTA*2)

d) Apariencia hojas

En cuanto a la apariencia de las hojas la mayoria de las plantulas contaron con
hojas de buen color, en todos los tratamientos, pero las presentes en medio con
doble concentracién de FEEDTA presentaron ligeramente mejor apariencia, siendo

mas notorio en MS*2.

También, se pudo apreciar algunas plantulas con clorosis como en el caso de
WP*1 (figura 3.30).
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Figura 3.30. Vaccinium corymbosum (arandano) cultivado in vitro en medio
WP*1 (FeEDTA a su concentracion normal) con presencia de clorosis.

La presencia de clorosis también se observo en los demas medios, pero de manera
ligera, y fue mucho menos en el medio MS*2 (FEEDTA al doble de su
concentracion normal), como se observa en la figura 3.31.

Figura 3.31. Plantulas de Vaccinium corymbusum
(arandano) obtenidas del cultivo in vitro en medio WP*2
(FeEDTA al doble de su concentracion normal)
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Los primeros estudios de la influencia del aumento de FeEDTA fueron realizados
en Raspberry en medio MS y Anderson, mostrando reduccion de clorosis. La
deficiencia de Fe es un importante problema, ya que causa clorosis debido a la
deficiencia de clorofila, afectando directamente en la fotosintesis de la planta,
debido a esto es importante saber que el consumo de Fe proveniente del medio de

cultivo es muy rapido®.

Zawadzka & Orlikowska® utilizaron el quelato FeEEDDHA en cultivo in vitro de
Raspberry y sus resultados fueron favorables ya que se redujo la clorosis, aumento6
el contenido de hierro y clorofila en la multiplicacion de plantulas y no mostrd
efecto en el nimero de brotes; mientras que en el presente se utilizd el quelato
FeEDTA y mostré buenos resultados en cuanto a numero de hojas, nudos y
apariencia en el medio MS cuando su concentracién fue duplicada. Hart, et al*® en
la guia de manejo de nutrientes para blueberries manifiestan que la deficiencia de
Fe no solo se ve expresada en las hojas a manera de clorosis, sino que también que
los tamafios de las mismas son reducidos. Con respecto a esto en este trabajo la
doble concentracion de FEEDTA no determiné la apariencia 0 mejora en cuanto a
clorosis en arandano ya que las plantulas que crecieron en medio WP*2 no
mostraron un mejor aspecto que las cultivadas en WP*1. Mientras que las

plantulas cultivadas en MS fueron las que presentaron mejores resultados.

Rache y Pacheco® utilizaron medio WP y MS/3 (*2) en el cultivo de Vaccinium
meridionale y destacaron este medio en cuanto a numero de yemas y tamafio de
microtallos, como el mas efectivo debido a que contiene una menor concentracion
de sulfato de magnesio con respecto al WP. Estos resultados concuerdan con los
de la presente investigacién, ya que el medio WP mostré los menores valores en

todos los resultados.
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Resultados estadisticos sobre crecimiento en medio de cultivo MS y WP

Para medir el crecimiento de las hojas, nudos y longitud de las plantulas en
diferentes medios de cultivo, se utilizé la prueba T de Student de la diferencia de

medias para muestras emparejadas.

Hojas

Ho: Las medias de los diferentes medios de cultivo son iguales
Ha: Las medias de los diferentes medios de cultivo no son iguales

Como se observa en la tabla 3.22 de analisis de ANOVA para los diferentes
medios de cultivo y el promedio de hojas total por plantula, los resultados
muestran un valor F= 0.810 y un valor de significancia de 0.497 mayor a 0.05 lo
que indica que no se rechaza la hipétesis nula. Es decir que no existen diferencias
entre los medios de cultivos empleados para aumentar el niamero de hojas en la

plantula.

Tabla 3.22. Analisis de ANOVA para los diferentes medios de cultivo y nimero

de hojas
Suma de gl. Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre 4437 3 1.479 0.810 0.497
grupos
Dentro de 65.749 36 1.826
grupos
Total 70.186 39

La tabla 3.23 muestra el promedio de los diferentes medios de cultivos usados para
mejorar el nimero de nudos en la plantula. Como se puede observar el promedio

de MS*2 es el mas alto con 4 nudos por plantula.
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Tabla 3.23. Promedio de los diferentes medios de cultivos y el nimero de nudos

959% del
intervalo de
confianza para
N Media Desviacion Error la media Minimo Maximo
estandar estandar Limite Limite
inferior superior

MS*1 10 3.6467 1.37493 0.43479 2.6631 4.6302 1.67 5.53
MS*2 10 4.0267 1.62456 0.51373 2.8645 5.1888 1.33 6.27
WP*1 10 3.5883 1.45598 0.46042 2.5468 4.6299 1.30 5.45
WP*2 10 3.2400 1.09689 0.34687 2.4553 4.0247 1.73 4.67
Total 40 3.6254 1.37550 0.21749 3.1855 4.0653 1.30 6.27

ANOVA

Como se observa en la tabla 3.24 de analisis de ANOVA para los diferentes
medios de cultivo y el promedio de nudos total por plantula, los resultados
muestran un valor F= 0.529 y un valor de significancia de 0.665 mayor a 0.05 lo
que indica que no se rechaza la hipotesis nula. Es decir que no existen diferencias
entre los medios de cultivos empleados para aumentar el numero de nudos en la

plantula.

Tabla 3.24. Anélisis de ANOVA para los diferentes medios de cultivo y el
promedio de nudos

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Entre 3.114 3 1.038 0.529 0.665

grupos

Dentro 70.674 36 1.963

de

grupos

Total 73.788 39

La tabla 3.25 muestra los estadisticos descriptivos aplicados a los distintos medios
de cultivo y la longitud de los tallos. Las observaciones de los datos se dieron de
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acuerdo al promedio de la altura inicial de los tallos y luego se observo la altura
final de los tallos después de aplicarle los distintos medios de cultivo.

Tabla 3.25. Estadisticos descriptivos aplicados a los distintos medios de cultivo y la
longitud de los tallos

Media N Desviacion Media de error

estandar estandar

Hi MS*1 1.0733 15 .10328 .02667
Hf MS*1 2.2800 15 45230 11678
Hi MS*2 1.2600 15 21314 .05503
Hf MS*2  2.6067 15 45743 11811
Hi WP*1 1.0933 15 .16676 .04306
Hf WP*1 19867 15 .60694 15671
Hi WP*2 1.0833 15 .08997 .02323
Hf WpP*2 20533 15 37582 .09704

Nota: Hi: Altura Inicial y Hf: Altura Final

Para el medio de cultivo MS*1, se observa que el promedio de la altura inicial es
1.07 cm y después del tratamiento el promedio es de 2.28 cm. Para el caso del
medio de cultivo MS*2 se observa que el promedio de la longitud de tallos inicial
es de 1.26 cm para finalmente después del tratamiento tener un promedio de altura
de 2.6 cm. Para el caso de tratamiento WP*1 se observa que el promedio inicial de
longitud es de 1.09 cm para luego terminar con un promedio de 1.98 cm.
Finalmente para el medio de cultivo WP*2 el promedio inicial de longitud es de
1.03 cm para finalmente terminar con un promedio de 2.05 cm.

Prueba de Hipotesis

Ho: No existe diferencia en la longitud de los tallos promedio entre los diferentes
medios de cultivos usados.
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Ho: Existe diferencia en la longitud de los tallos promedio entre los diferentes
medios de cultivos usados.

Como se puede observar en la tabla 3.26, para el medio de cultivo MS*1 el valor T
es -10.995 con un valor de significancia menor a 0.05, por lo que se concluye que
se rechaza la Hipotesis nula, es decir que existe evidencias suficientes para decir
que existe diferencia en la longitud promedio del tallo cuando se aplica el medio
de cultivo MS*1.

Tabla 3.26. Prueba de hipotesis

Diferencias emparejadas

Media Desviacion Media 95% de intervalo de
estandar de error confianza de la
estandar diferencia t gl Sig.
Inferior  Superior (bilateral)
Hi-MS*1 -1.20667 0.42505 0.10975 -1.44205 -97128 -10.995 14 0.000
Hf - MS*1
Hi-MS*2 -1.34667 0.38520 0.09946  -1.55998 -1.13335 -13.540 14 0.000
Hf - MS*2
Hi - WP*1 -.89333 0.65516 0.16916 -1.25615 -.53052 -5.281 14 0.000
Hf - WP*1
Hi- WP*2  -1.02000 0.38023 0.09817 -1.23056 -.80944 -10.390 14 0.000
Hf - WP*2

Para el medio de cultivo MS*2 el valor T es -13.540 con un valor de significancia
menor a 0.05, por lo que se concluye que se rechaza la Hipétesis nula, es decir que
existe evidencias suficientes para decir que existe diferencia en la longitud
promedio del tallo cuando se aplica el medio de cultivo MS*2.

Para el medio de cultivo WP*1 el valor T es -5.281 con un valor de significancia
menor a 0.05, por lo que se concluye gue se rechaza la Hipotesis nula, es decir que
existe evidencias suficientes para decir que existe diferencia en la longitud
promedio del tallo cuando se aplica el medio de cultivo WP*1.

Para el medio de cultivo WP*2 el valor T es -10.390 con un valor de significancia
menor a 0.05, por lo que se concluye que se rechaza la Hipétesis nula, es decir que
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existe evidencias suficientes para decir que existe diferencia en la longitud
promedio del tallo cuando se aplica el medio de cultivo WP*2.

Los resultados estadisticos muestran que el mejor medio de cultivo para el
crecimiento de arandano en este proyecto fue el MS*2 ya que cuenta con la media
mas alta en longitud final del tallo con 2.60 y con diferencia significativa entre
tratamientos; mientras que para numero de hojas y nudos no hubo diferencia

significativa entre tratamientos.
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CONCLUSIONES

1.De los tratamientos aplicados a frutos con fermentacion, etileno y temperatura
baja 4°C, el que obtuvo mayor porcentaje de germinacion fue la fermentacion con
50% (p<0.05) y de los tratamientos aplicados a semillas con AGs, el mejor fue la
concentracion de 5uM AG; con 55% (p<0.05) de germinacion. En cuento al
crecimiento en vitro de las plantulas obtenidas, se evidencio que el medio MS con
concentraciones de 1/3 macronutrientes y doble de FEEDTA evidencié mejores
resultados.

2.El tratamiento aplicado a frutos con mejor porcentaje germinacion fue la
fermentacion con 50 % de germinacion a las 18 semanas de evaluacion, seguido del
tratamiento temperatura fria a 4°C con 40 %, etileno y el control con 17.5 %.
Ademas, tanto la fermentacion como el tratamiento con temperatura fria cuentan
con un porcentaje mayor de germinacion al inicio de su evaluacion, acortando el
periodo de germinacién del Arandano. Respecto a la emergencia, ninguno de los
tratamientos presentd problemas en la emergencia de cotiledones, pero si en la
aparicion de hojas verdaderas, siendo la fermentacion y temperatura fria los Gnicos
en desarrollarlas. El anlisis estadistico demuestra que si hay diferencia significativa

entres tratamientos.

3. El tratamiento aplicado a semillas con mejor porcentaje germinacion fue 5 uM
AG3; con 55% de germinacidn, seguido del tratamiento Control con un 18.3 %, 10
UM, 15uM y 20 uM con 10 %. El hecho de que a menores concentraciones de AG3;
se encontraron mejores resultados, nos indica que a mayor concentracion de AGs no
necesariamente se obtendra mayor porcentaje de germinacion. Respecto a la
emergencia, ninguno de los tratamientos presenté problemas ni en la emergencia de
cotiledones, ni en el desarrollo de hojas verdaderas. El andlisis estadistico
demuestra que si hay diferencia significativa entres tratamientos.
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4.La desinfestacion A con NaClO al 1.25 % presentd contaminacion bacteriana en
los tres tiempos evaluados. En la desinfestacion B con una concentracion de NaClO

de 2.5 %, no se evidenci6 ningun tipo de contaminacién bacteriana.

5.El medio de cultivo con mejores resultados en crecimiento in vitro de Vaccinium
corymbosum fue MS a 1/3 de macronutrientes con el doble de concentracion de
FeEDTA, mientras que para numero de hojas y nimero de nudos los resultados
fueron parecidos, no existiendo diferencia significativa entre tratamientos. En
cuanto a la apariencia de las hojas Vaccinium corymbosum el medio de cultivo MS a
1/3 de macronutrientes con el doble de concentracion de FEEDTA presentdé mejor
coloracion. El analisis estadistico demuestra que solo hay diferencia significativa

para la longitud del tallo de los explantes.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda hacer las pruebas de desinfestacion en tubos de ensayo para asi
evitar la contaminacion de las demas semillas y poder evaluar el desarrollo de cada
semilla emergida. Ademas, probar con concentraciones menores de NaClO pero por
mas tiempos, para determinar la influencia del desinfectante en la viabilidad de las

semillas y por lo tanto en su proceso de germinacion.

2. Debido a que los resultados de germinacion de tratamiento T3 (aplicado a fruto) y
T2 (aplicado a semillas) obtuvieron los mejores resultados, ademas, estos fueron
similares, podria realizarse futuros trabajos investigando si la combinacion de estos

dos tratamientos podria mejorar la tasa de germinacion.
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ANEXO 1

MEDIOS DE CULTIVO
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Tabla 1. Composicion de medio de cultivo McCown Woody plant

mg/L PM mM de WP
MACROELEMENTS (g/mol)
1 Ammonium nitrate 400.000 80.05 5.00
2 Calcium chloride +2 H20 96.000 147.02 0.65
3 Calcium nitrate monohydrate +3H20 556.000 236.09 2.36
4 Magnesium sulphate +7H20 370.000 246.48 1.50
5 Potassium phosphate monobasic 170.000 136.09 1.25
6 Potassium sulphate 990.000 174.26 5.68
MICROELEMENTS mg/L PM uM de WP
Boric acid 6.200 61.83 100.27
8 Copper sulphate pentahydrate 0.250 249.68 1.00
9 EDTA disodium salt dihydrate 37.300 374.23 99.67
10 Ferrous sulphate heptahydrate 27.800 278 100.00
11 Manganese sulphate monohydrate 22.300 169.62 131.47
12 Molybdic acid (sodium salt) 0.250 241.95 1.033
13  Zinc sulphate heptahydrate 8.600 287.543 29.91
VITAMINS mg/L PM uM de WP
14 myo-Inositol 100.000 180.16 555.06
15 Nicotinic acid (free acid) 0.500 123.11 4.06
16 Pyridoxine HCI 0.500 205.64 2.43
17 Thiamine hydrochloride 1.000 337.27 2.96
18 4cido ascorbico 2.000 176.13 11.36
AMINO ACID mg/L PM uM de WP
19 Glycine 2.000 75.07 26.64
REGULADORES DE CRECIMIENTO mg/L PM uM de WP
20 ANA 186.21 0.50
21 BAP 225.25 2.00

Tabla 2. Composicion de medio de cultivo Murashigue & Skoog

mg/L PM mM
MACROELEMENTOS
1 Ammonium nitrate 1650.000 80.05 20.61
2 Calcium chloride 440.000 146.986 2.99
3 Nitrato de potasio 1900.000 101.1 18.79
4 Magnesium sulphate 370.000 246.48 1.50
5  Potassium phosphate monobasic 170.000 136.09 1.25
MICROELEMENTOS PM UM
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6  Boricacid 6.200 61.83 100.27
7 Copper sulphate pentahydrate 0.025 249.68 0.10
8  EDTA disodium salt dihydrate 37.300 374.23 99.67
9  Ferrous sulphate heptahydrate 27.800 278 100.00
10 Sulfato de manganeso 4H,0 22.300 223.001 100.00
11 loduro de potasio 0.830  166.0028 5.00
12 molibdate de sodio 0.250 241.95 1.03
13  cloruro de cobalto 6H20 0.025 237.93 0.11
14 Zinc sulphate heptahydrate 8.600 287.543 29.91

VITAMINAS PM uM
15 myo-Inositol 100.000 180.16 555.06
16  Nicotinic acid (free acid) 0.500 123.11 4.06
17  Pyridoxine HCI 0.500 205.64 2.43
18  Thiamine hydrochloride 0.100 337.27 0.30

AMINOACIDO PM UM
19 Glycine 2.000 75.07 26.64

REGULADORES DE CRECIMIENTO mg/L PM HM
20 ANA 186.21 0.50
21 BAP 225.25 2.00
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ANEXO 2

DETERMINACION DE GRADOS BRIX
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Figura 1. Vista al esterescopio de las semillas obtenidas de tratamiento

pregerminativo 3 (fermentacion)

Figura 2. Determinacion de grados Brix en refractometro
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Figura 3. Grados Brix obtenidos de fruto fermentado
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ANEXO 3

Tabla 1. Numero y Porcentaje de semillas de Vaccinium corymbosum (Arandano) germinadas, con 3 repeticiones por tratamiento
aplicados a frutos. (T1: maduracion del fruto al ambiente), T2: maduracion del fruto con etileno,
T3: maduracion del fruto en fermentacién y T4: frutos tratados con frio) hasta la semana 18

EVALUACION SEMANAL

Tratamientos 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
ri 0 0 0 1 3 4 4 4 5 5 5 6 7 7 7

r2 0 0 0 0 4 4 4 6 8 8 8 8 8 8 8

T1 r3 0 0 1 1 3 3 3 4 5 5 6 6 6 6 6
X 0.0 0.0 0.3 0.7 3.3 3.7 3.7 4.7 6.0 6.0 6.3 6.7 7.0 7.0 7.0

% 0.0 0.0 0.8 1.7 8.3 9.2 92 117 150 150 158 167 175 175 175

ri 0 1 1 1 ¢l 4 4 4 / 8 8 8 8 8 8

r2 0 0 0 0 0 0 1 3 6 6 7 7 7 7 7

T2 r3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6 6 6
X 0 0.3 0.3 0.3 0.3 13 1.7 2.3 4.3 4.7 7 7 7 7 7

% 0 0.8 0.8 0.8 0.8 3.3 4.2 58 108 117 175 175 175 175 175

ri 8 11 14 14 17 17 17 20 20 23 23 23 23 23 23

r2 8 9 11 14 14 17 17 19 19 19 19 20 21 21 21

T3 r3 7 9 10 13 13 13 13 14 14 14 14 16 16 16 16
X 7.7 97 117 137 147 157 157 177 177 187 187 197 20 20 20

% 192 242 292 342 367 392 392 442 442 467 467 492 50 50 50

ri 6 6 8 10 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 14

r2 5 8 8 9 11 11 14 16 16 16 16 16 16 16 16

T4 r3 8 8 8 9 11 13 13 16 16 16 17 17 17 17 18
X 6.33 7.33 8 933 113 12 13 147 147 147 15 15 15 15 16

% 158 183 20 233 283 30 325 367 36.7 367 375 375 375 375 40




ANEXO 4

Tabla 2. Numero y Porcentaje de germinacion de semillas de Vaccinium corymbosum (Arandano), con 3 repeticiones por tratamiento
aplicado a semillas. (Ts1: control, Ts2: semillas con 5 pM AG3, T3 semillas con 10 uM AG3, Ts4. semillas con 15 pM AG3 y T5:
semillas con 20 uM AG3) hasta la semana 18.

EVALUACION SEMANAL

Tratamiento 5 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
ri 0 0 O 0 1 3 4 4 4 5 5 5 7 7 7 7

r2 0 0 2 2 2 4 4 4 8 8 8 8 8 8 8 8

r3 0 0 1 1 1 3 3 3 4 5 5 7 7 7 7 7

TSl X o 0 10 10 13 33 37 37 53 60 60 67 73 73 73 13
% 0 0 25 25 33 83 92 92 133 150 150 167 183 183 183 183

ri 3 3 3 6 8 12 12 15 16 16 18 21 21 21 21 21

r2 2 2 2 5 8 8 10 15 15 15 17 18 18 22 22 22

Ts2 r3 2 2 2 2 4 5 8 10 15 17 18 21 21 23 23 23
X 23 23 23 43 67 83 100 133 153 160 177 20 20 22 22 22

% 58 58 58 108 167 208 250 333 383 400 442 5 50 55 55 55

ri 0 0 O 0 1 1 2 2 2 2 3 3 3 4 4 4

r2 0 0 O 0 0 0 1 1 1 2 2 4 4 4 4 4

Ts3 r3 0 0 O 0 0 1 1 1 2 2 2 2 4 4 4 4
X 0 00 00 00 03 07 13 13 17 20 23 30 37 4 4 4

% 0 00 00 00 08 17 33 33 42 50 58 75 92 10 10 10




rl 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 3 3 3 3 3
r2 0 0 0 0 0 3 3 3 3 3 3 3 5 5 5 5
r3 0 0 0 0 0 0 1 1 2 3 3 5 5 5 5 5
T4 X 0 0 0 0 0 1.0 1.3 1.7 2.0 2.3 2.3 3.7 4.3 43 43 4.3
% 0 0 0 0 0 2.5 - Y 5.0 5.8 5.8 92 108 108 108 10.8
rl 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2 3 3 3 3
r2 0 0 0 0 4 3 4 4 4 5 6 6 6 6 6 6
TS r3 0 0 0 0 0 1 1 1 1 3 3 3 3 3 3 3
X 0 0 0 0 0.3 1.3 1.7 2 2 3 3.7 3.7 4 4 4 4
% 0 0 0 0 0.8 3.3 4.2 5.0 5.0 7.5 9.2 9.2 10 10 10 10




ANEXO 5

Tabla 3. Numero y Porcentaje de emergencia de semillas con cotiledones de Vaccinium corymbosum (Arandano) con 3 repeticiones
por tratamiento aplicado a frutos. (T1: maduracion del fruto al ambiente), T2: maduracion del fruto con etileno, T3: maduracion del
fruto en macerado y T4: frutos tratados con frio) hasta la semana 18

EVALUACION SEMANAL

TRATAMIENTOS 10 11 12 13 14 15 16 17 18
rl 0 2 2 2 2 2 2 2 2

r2 1 3 4 4 4 4 4 4 4

T1 r3 0 2 2 2 2 3 3 3 3
X 0 2 3 3 3 3 3 3 3

% * 64 73 73 82 82 82 82 82

rl 0 1 2 3 3 3 4 4 4

r2 0 1 1 1 1 1 1 1 1

T2 r3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
X 0 1 2 2 2 2 3 3 3

% 0 27 41 54 54 54 68 68 68

rl 13 15 17 17 17 17 17 17 17

r2 15 16 16 16 16 16 16 16 16

T3 r3 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X 13 14 14 14 14 14 14 14 14

% 81 87 91 91 91 91 91 91 91

rl 9 9 9 10 10 10 10 10 10

r2 9 10 11 11 11 11 11 11 11

T4 r3 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X 9 10 10 10 10 10 10 10 10

% 72 74 77 79 79 79 79 79 79
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ANEXO 6

Tabla 4. Ndmero y porcentaje de semillas emergidas de Vaccinium corymbosum
(Arandano) con hojas verdadera con tres repeticiones. T1: maduracion del fruto al
ambiente), T2: maduracion del fruto con etileno, T3: maduracién del fruto en macerado y
T4: frutos tratados con frio) hasta la semana 18.

EVALUACION SEMANAL

TRATAMIENTOS 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 o 0 0O 0 O0 ©0 o0 0 o

r2 o 0 0 O0 0 0 0 o0 o0

T1 r3 O 0 0O 0 ©0 0 0 0 o
>-< oW OF/0 DANOR’G 0 0 0

% o 0 0 0 O0 0 0 0 o

1 O 0 0 0 0 0 0 0 o

r2 Odle” 1. 1 ARRA 1 1 1

< (3 D weidx ORF0 BMOBYeA 0 0 0
3 0O 0 03 03 03 03 03 03 03

% 0 B0 ,9% -9 BIRRNg 9 o

r 206 a0 piva N2 13 12

r2 5 BE —21c) el 16 16 16

T3 r3 7 8 9 10 10 11 12 12 13
% 5 7 10 12 13 13 14 14 14

% 33 46 66 80 8 8 91 91 95

r O 0 0 1 2 4 4 4 4

r2 AN LA ; 7 7 7

T4 (3 o 3 4 4 7 71 1 1 71
x & 2\ 3 5 6 6 6 6

% 26 13 18 21 38 46 46 46 46
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ANEXO 7

Tabla 5. Namero y Porcentaje de semillas emergidas con nudos de Vaccinium corymbosum (Arandano) con 3 repeticiones por
tratamiento aplicado a frutos. (T1: maduracion del fruto al ambiente), T2: maduracion del fruto con etileno, T3: maduracion del fruto
en macerado y T4: frutos tratados con frio) hasta la semana 18

EVALUACION SEMANAL

TRATAMIENTOS 10 11 12 13 14 15 16 17 18
ri 0 2 2 2 2 2 2 2 2

r2 1 3 4 4 4 4 4 4 4

T1 r3 0 2 2 2 2 3 3 3 3
X 0 2 3 3 3 3 3 3 3

% 9 64 73 73 82 82 82 82 82

ri 0 1 2 3 3 3 4 4 4

r2 0 1 1 1 1 1 1 1 1

T2 r3 0 0 0 0 0 0 0 0
X 0 1 2 2 2 2 3 3 3

% 0 27 41 54 54 54 68 68 68

rl 13 15 17 17 17 17 17 17 17

r2 15 16 16 16 16 16 16 16 16

T3 r3 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X 13 14 14 14 14 14 14 14 14

% 81 87 91 91 91 91 91 91 91

rl 9 9 9 10 10 10 10 10 10

r2 9 10 11 11 11 11 11 11 11

T4 r3 10 10 10 10 10 10 10 10 10
X 9 10 10 10 10 10 10 10 10

% 72 74 77 79 79 79 79 79 79

110



UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

ANEXO 8

Tabla 6. Tamafio de semillas emergidas de Vaccinium corymbosum (Arandano). con 3
repeticiones por tratamiento aplicado a frutos. (T1: maduracion del fruto al ambiente), T2:
maduracién del fruto con etileno, T3: maduracién del fruto en macerado y T4 frutos
tratados con frio) hasta la semana 18. Datos en mm.

TRATAMIENTOS EVALUACIONES SEMANALES

10 11 12 13 14 15 16 17 18

rl 2 2 3 2 3 2 3 3 3

T1 r2 2 2 3 3 3 3 4 4 4
r3 1 2 2 2 3 3 4 4 4

prom 2 2 2 2 3 3 4 4 4

rl 2 2 2 3 3 3 4 4 4

T2 r2 1 21 22 SEEEw.R 3 3
r3 1 1 1 1 il 1 1 1 1

prom 1 1 2 2 2 2 8 3 3

rl 8 8 9 10 10 10 10 11 12

r2 11 13 13 14 15 15 16 16 16

T3 r3 11 11 11 11 12 12 12 12 13
prom 10 10 11 12 12 12 13 13 14

rl 3 3 5) 7 8§ 10 12 13 13

r2 d 3 5 6 7 9 11 12 12

T4 r3 4 4 5 7 8 9 10 12 13
prom 3 4 5 6 8 9 11 12 12
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ANEXO 9

Tabla 7. Numero y Porcentaje de emergencia de semillas de Vaccinium corymbosum
(Arandano), con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a semillas. (Ts1: control, Ts2:
semillas con 5 uM AG3, T3 semillas con 10 pM AG3, T4 semillas con 15 uM AG3 y Ts5:
semillas con 20 uM AG3)) hasta la semana 18.

TRATAMIENTO EVALUACIONES SEMANALES
10 11 12 13 14 15 16 17 18
r 1 1 2 3 4 4 4 4 4
r2 0 1 3 4 4 4 4 4 4
0AG3 3 — 3 3 3 3 3
x el 3 4 4 4 4 4
% 17 33 67 8 92 92 92 92 9
r 0 0 3 10 14 14 14 14 14
r2 0o 1 7 9 14 14 14 14 14
r3 1 1 2 2 6 9 9 9 9
SAG3 X Or el 4 7 11 12 12 12 12
% 3 &5 31 54 8 9 95 95 95
r b 1 1 2 2 2 2 2 2
r2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10AG3 3 D= 0 0 0 1 1 1 1 1
x A= 1 1 1 1 1
% 33 33 33 67 100 100 100 100 100
r 0 0 0 1 1 1 1 1 1
r2 0 1 2 2 3 3 3 3 3
r3 0 0 0 1 1 1 1 1
15AG3 X 0 2 2 2 2 2
% o 17 33 50 8 8 8 83 83
rl e’ 0 1 1 2 2 2 2
r2 Af 2 2 2 2 2 2 2 2
20AG3 r3 0 0 1 1 1 1 1 1 1
x 1 1 1 1 2 2 2 2
% 33 33 50 67 67 83 8 8 83
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ANEXO 10

Tabla 8. Numero y Porcentaje de semillas emergidas de Vaccinium corymbosum
(Arandano) con hojas verdaderas, con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a semillas.
(Ts1: control, Ts2: semillas con 5 uM AG3, Ts3 semillas con 10 pM AG3, Ts4. semillas con
15 uM AG3y Ts5: semillas con 20 uM AG3) hasta la semana 18.

EVALUACIONES SEMANALES
12 13 14 15 16 17 18

[EEN
[EEN

Tratamientos Repeticiones 10

rl 0 0 o 1 1 2 3 3 3
0AG3 r2 0 0 o o o o0 2 3 3
r3 m—, 1 1 1 2 3 3 3
X 0 0 o 1 1 1 3 3 3
% 0O O 83 17 17 33 67 75 75
rl N 0 1 1 1 2 2 6 9
SAG3 r2 1 1 i 1 1 2 7 10
r3 1 gl 1 2 2 3 3 4 8
X P 1 1 1 2 2 6 9
% 8 8 8 10 10 15 18 44 69
rl 0 0 o o 1 1 1 2 2
10AG3 r2 0 0 o 0 O O 0 o0 o
r3 0 0 o o o0 o0 o0 1 1
X 0 0 o o0 o0 o o0 1 1
% 0 0 0 0 33 33 33 100 100
rl 0 O o o o0 1 1 1 1
15AG3 r2 0 0 o 0 o o 1 1 1
r3 0 0 o 0 O O 0 o0 O
X 0 0 o 0 o o 1 1 1
% 0 0 0O 0 O0 17 33 33 33
rl 0 0 o 0 O O 0 o0 o
20AG3 r2 0 0 o 0 O o0 0 o0 1
r3 0 0 o 0 O o0 0 o0 1
X 0 0 o 0 O o0 0 o0 1
% 0 0 o 0 O OoO 0 o0 33
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ANEXO 11

Tabla 9. Numero y Porcentaje de semillas emergidas con nudos, de Vaccinium
corymbosum (Arandano), con 3 repeticiones por tratamiento aplicado a semillas. (Tsl:
control, Ts2: semillas con 5 uM AG3, T3 semillas con 10 uM AG3, T¢4. semillas con 15
UM AG3y Ts5: semillas con 20 uM AG3) hasta la semana 18.

EVALUACIONES SEMANALES
Tratamiento Repeticiones 10 11 12 13 14 15 16 17 18

rl ATC 2 3 4 4 4 4 4
r2 Q- 3 4 4 4 4 4 4

0AG3 r3 > 3 3 3 3 3 3 3
X 1 Y 1 3 3 4 4 4 4 4
% 18 3 72 90 99 99 99 99 99
rl 0 0 3 10 14 14 14 14 14
r2 Ol i 7 9 14 14 14 14 14
r3 1 L 2 6 9 9 9 9

SAG3 X 0o 1 11 12 12 12 12
% 3 5 30 53 8 93 93 93 03
rl = 1 2 2 2 2 2 2
r2 = ] 0 0 0 0 0 0 0

10AG3 3 0 0 0 1 1 1 1 1
X 0 0 0 1 1
% 33 33 33 67 100 100 100 100 100
rl 0 0 0 1 1 1 1 1 1
r2 ™10 2 2 3 3 3 3 3
3 Ogr a0 0 1

15AG3 X 0 0 1 1
% 0 20 39 59 98 98 98 98 98
rl 0 0 0 1 1 2 2 2 2
r2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

20AG3 r3 0 o0 1
X 1 1 1

w
w

% 33 50 67 67 83 83 83 83
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ANEXO 12

Tabla 10. Tamarfio de plantulas de Vaccinium corymbosum (Arandano)con 3 repeticiones
por tratamiento aplicado a semillas. (Ts1: control, Ts2: semillas con 5 pM AG3, T3
semillas con 10 uM AG3, T4 semillas con 15 uM AG3 y T5: semillas con 20 uM AG3)
hasta la semana 18. Datos en mm.

EVALUACIONES SEMANALES

Tratamientos Repeticiones 10 11 12 13 14 15 16 17 18
rl 2 4 5 7 9 8 9 10 14
Tl r2 4 3 4 4 7 8 10 11 12
r3 ST, 5 5 6 7 8 9
prom 3 3..4 9 7 7 9 10 11
rl 2B o N, 4 @b 6 7 8
r2 4 4 5 5 6 " 6 7 8
Ts2 r3 3 B2 LSS /46 6 7 8
prom 5 3 4 4 5 6 6 7 8
ri 5 5 8 8 9 11 14 17 20
r2 2 42 2 2 3 3 3 4 4
T3 r3 2 4 3 4 5 4 5 7 6
prom - 4 4 4 6 6 8 9 10
rl o o0 O 100 3 7 13 13 17
r2 o 3 7 7 10 8 8 10 14
T4 r3 QN ETEORY) | OF g 7 8 8 12
prom 0 1 2 6 5 6 10 10 14
rl 0O 0 O 5 5 7 7 7 7
r2 5 5 4 3 3 3 3 3 3
TsS r3 0 aoa” 3 3 3 3 3
prom 2 2 2 4 4 4 4 4 4
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ANEXO 13

RESULTADOS DE CONTAMINACION
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Figura 1. Tubos Falcon con NaClO para desinfestacion, dentro de la
camara de flujo laminar

Figura 2. Desinfestacion A (20, 25 y 30 min de izquierda a derecha) de las semillas

provenientes de tratamiento pregerminativo 1.
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Figura 3. Desinfestacion A (20, 25 y 30 min de izquierda a derecha) de las semillas

provenientes de tratamiento pregerminativo 2.

Figura 4. Desinfestacion A (20, 25 y 30 min de izquierda a derecha) de las semillas

provenientes de tratamiento pregerminativo 3.

Figura 5. Desinfestacion B.
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Tabla 1. Numero de semillas contaminadas por hongos en el tratamiento A de
desinfestacion

Tratamiento desinfestacion A

Tratamiento Ambiente Etileno Macerado
Tiempo min. 20 25 30 20 25 30 20 25 30
Repeticion 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Repeticion 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Repeticién 3 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Promedio 0 0 0 0 0 0 03 0 0
Porcentaje de O 0 0 0 0 0 3 0 0

contaminacion %
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Tabla 2. Numero y porcentaje promedio de semillas contaminadas por bacterias en los tratamientos de desinfestacion Ay B

Tratamiento de semillas en tres tiempos (min) de inmersién en NaClO 1.25 %

Tratamiento Ambiente (min) | Etileno (min) | Fermentado
A (min)
20 25 30 |20 25 30 |20 25 30 |20 25 | 1130 | [ Total
R1 2 0 1 4 CATYM 1 3 1
R2 1 2 2 1 e e 1 1
R3 2 2 0 Z 1que-] SN0 0 1
Promedio 1.7 13 1 Js IhiNgl my2 1 1 1 1 .
Contaminacion 17 13 10 |23 17 7 |17 13 10
%
X por 13.3 15.67 13.3
pretratamiento
Tratamiento de semillas en tres tiempos (min) de inmersion en NaClO 2.50 %
Tratamiento Ambiente (min) | Etileno (min) Fermentado 120 25 | 1130 | ('Total
B (min)
20 25 30 |20 25 30 |20 25 30
R1 0 0 0 0 0 0 |0 0 0
R2 0 0 0 0 0 ayal ) 0 0
R3 0 0 0 0 0%l el 0 0
Promedio 0 0 0 0 0 0 |0 0 0 0 0 0
Contaminacién % | 0 0 0 0 0 0 |0 0 0
X por 0 0 0

pretratamiento
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ANEXO 14

RESULTADOS DE CRECIMIENTO EN MEDIOS MS Y WP

NUMERO DE HOJAS
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Tabla 1. Numero de hojas promedio por tratamiento (medio de cultivo) hasta la décima
semana. MS: murashige & skoog 1982 con macroelementos a 1/3 de la concentracion
original. WP: woody plant, lloyd & brent 1981).

Medio MS*1

Semanas
Repeticiones |Plantulas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 4 4 5 6 6 7 7 8 8 9
2 4 5 6 6 7 7 8 8 8 8
R1 3 4 5 5 5 5 5 5 6 6 7
4 4 4 6 6 7 7 8 8 8 8
5 4 4 5 5 6 6 6 7 7 7
Promedio 4 4 5 6 6 6 7 7 7 8
1 3 3 3 4 4 4 5 5 6 6
2 3 4 4 5 5 6 6 6 7 7
R2 3 3 4 5 5 5 5 6 6 7 7
4 4 5 6 6 7 7 7 8 9 9
5 2 3 3 4 5 6 6 7 7 7
Promedio 3 3.8 4.2 4.8 5.2 5.6 6 6.4 7.2 7.2
1 4 4 5 5 6 6 6 7 7 8
2 2 4 5 6 7 7 7 7 7 7
R3 3 3 4 4 4 5 5 6 6 7 7
4 4 5 6 6 7 7 7 8 9 9
5 3 3 4 4 5 5 5 6 6 6
Promedio 3.2 4| 4.8 5 6 6 6.2 6.8 7.2 7.4

Medio MS*2

Semanas
Repeticiones | Plantulas 4 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 3 4 4 5 5 6 6 7 7 8
2 4 4 5 5 5 6 7 7 8 8
R1 3 2 4 5 6 6 7 7 8 8 9
4 4 4 5 6 6 6 7 7 7 8
5 3 3 4 4 5 5 5 6 6 7
Promedio 3 4 5 5 5 6 6 7 7 8
1 3 5 6 6 7 7 8 8 8 8
R? 2 2 4 4 5 5 6 6 6 7 7
3 3 4 4 4 5 5 6 6 7 7
4 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7
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2 4 4 5 5 5 6 6 7 7 8

3 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4

4 4 5 6 6 6 6 6 7 7 7

5 3 4 4 4 5 5 6 6 7 7

Promedio 34| 42| 46| 48| 52| 54| 56| 62| 64| 66
1 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4

2 4 4 4 5 5 5 5 6 6 7

R3 3 4 5 5 5 6 6 6 7 7 8

4 2 2 2 3 3 4 4 5 5 5

5 4 5 5 6 6 6 7 7 7 8

Promedio 32| 36| 36| 44| 46| 48 5| 58| 58| 64
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ANEXO 15

RESULTADOS DE CRECIMIENTO EN MEDIOS MS 'Y WP

NUMERO DE NUDOS
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Tabla 1. Numero promedio de nudos por repeticion por tratamiento hasta la sexta semana.
MS: Murashige & Skoog 1982), MS/3: MS con macroelementos a 1/3 de la concentracion
original. WP: Woody Plant, Lloyd &Brent 1981).

MS*1
Repeticion de Semanas
Plantula 1 2| 3 4 5| 6 7] 8] 9 10
1] 2 2| 2 3 3] 5 5| 6] 6 7
2| 2 2| 3 4 5 5 6/ 6| 6 6
R1 3| 2 2| 2 3 3| 4 4, 4| 4 5
4 2 200 4 b5 6] 6] 6 6
5 2 2 P 3 4| 4 41 5 5 5
PROM 2 2 2 3 41 5 5 5 5 6
NS 2, 2 2| 2 3] 3| 4 4
2 1 2 2 3 3| 4 4, 4 5 5
R2 3 2 2 2 3 3 3 41 4 5 5
4 2 3 3 4 5 5 5 6 7 7
5| 1 ™ 3 3| 4 4, 5] 5 5
PROM 14 2| 2.2 3 32| S 4] 441 5.2 5.2
1 2 2 3 3 4 4 41 5 5 6
2] 1 =5 8 3 4, 5 B | 5 5
R3 SR 2 AT - 4 3| 4, 4] 5 5
41 2 2 3 4 5 5 5 6 7 7
5 1 1 2 2 3 < 3 3| 4 4
PROM 1.6 16| 2.6 3.2 38| 4 42| 46| 52 54
MS*2
Repeticion de
Plantula 1 If £ 4 5| 6 71 8] 9 10
1 1 2 2 3 3| 4 41 5 5 6
2| 2 2| 3 3 4, 4 5| 5| 6 6
R1 3 1 2 3 4 5 5 5 6 6 7
41 2 2 3 3 41 4 5 5 5 6
5| 1 2| 2 3 3| 3 3| 4] 4 5
PROM 1 2 3 3 4, 4 4, 5 5 6
1] 1 2| 3 4 5| 5 6/ 6] 6 6
2 1 2 2 3 3| 4 41 4 5 5
R2 3| 2 2| 3 3 3] 3 3| 4] 5 5
4 1 2 2 2 2 3 41 4 5 5
5| 2 2| 3 4 5/ 5 5/ 6] 6 6
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5 1 2 2 2 3 3 4 4 5 5

PROM 1.6 21 24 2.8 34| 3.6 38| 42| 44 4.6

1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2

2 2 2 3 3 3 3 3 4 4 5

R3 3 2 2 3 3 3 4 4 5 5 6

4 1 1 1 1 1 2 2 3 3 3

5 2 2 3 3 3 4 5 5 5 6

PROM 1.6 16| 2.2 24 2.4 3 3.2 3.8| 3.8 4.4
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ANEXO 16

RESULTADOS DE CRECIMIENTO EN MEDIOS MS'Y WP

LONGITUD DE TALLOS
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Tabla 1. Longitud promedio de tallos al inicio y al final de su cultivo in vitro (10 semanas) en medios MS y WP. MS: Murashige &
Skoog 19862), MS: MS con macroelementos a 1/3 de la concentracion original.
WP: Woody Plant, LIoyd &Brent 1980). Datos en mm.

MS*1 MS*2 WP*1 WP*2

Plantulas Hi |Hf |DIFERENCIA |Hi |Hf |DIFERENCIA |Hi |Hf |DIFERENCIA |Hi |Hf |DIFERENCIA

1 1] 25 15| 13 2 0.7 1 2 1 1] 25 1.5

2 1 2 1 1] 23 13 1 2 1] 13| 2.2 0.9

R1 3] 12| 15 03| 13| 2.7 14 1| 2.2 1.2 1 2 1
4 1] 25 15| 15| 27 1.2 1] 1.2 0.2 1 2 1

5 1) 22 12| 13 2 0.7 1 1 0 1 2 1

PROM 1.04]2.14 1.1]128]2.34 1.06 1/1.68 0.68]11.06|2.14 1.08

1] 11] 25 14| 1.2 3 1.8 1) 2.2 1.2 1] 15 0.5

2 1] 25 15 1 2 1 1| 25 1.5 1 2 1

R2 3| 12] 25 13| 13 3 1.7 1] 15 0.5 1] 15 0.5
41 1.2 3 1.8 1) 22 12| 13 2 0.7] 1.2 2 0.8

5 1 2 1115 3 15 1] 15 05 1| 24 14

PROM 1.1] 25 14| 1.2|2.64 1.4411.06|1.94 0.88]1.04|1.88 0.84

1 1 2 1) 15| 238 13| 13 2 0.7 1] 15 0.5

2 1] 25 15 1| 24 14 1| 3.2 2.2 1| 27 1.7

R3 3] 13 3 1.7 1] 2.7 1.7] 13 2 0.7 1] 25 1.5
41 11 2 09| 15| 27 1.2] 15| 15 0 1/ 18 0.8

5 1] 15 05| 15| 36 2.1 1 3 2 1| 22 1.2

PROM 1.08| 2.2 1.12] 1.3|2.84 1.5411.22|2.34 1.12 11214 1.14
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ANEXO 17

TABLAS DE ESTADISTICA DESCRIPTIVA
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos para tratamientos germinativos

Germinacién
Tipo de tratamiento Media Desviacion Error Intervalo de
estandar estandar confianza al 95%
Limite Limite
inferior  superior
Promedio  T1 4,160 2,73778 846 2,465 5,855
o de semillas T2 3,367  2,99754 846 1671 5,062
S germinadas T3 16,047 3,98889 846 14,351 17,742
gy T4 12,489 3,25349 846 10,793 14,184
S & Porcentaje Tl 10,393 6,84288 2,115 6,156 14,631
ES d T2 8433 747708 2,115 4,196 12671
g% germinacion T3 40,080 9,97835 2,115 35,843 44,317
F T4 31,222 8,13372 2,115 26,985 35,460
© Promedio  0AG3 4,489 2,66627 956 2,581 6,396
© de semillas 5AG3 13,489 7,30608 ,956 11,581 15,396
S germinadas 10AG3 1,833  1,57692 956 -,074 3,741
8 15AG3 2,067 1,76082 956 159 3,974
S 20AG3 2,293 159126 956 386 4,201
8 Porcentaje  0AG3 11,213 6,65673 2,390 6,447 15,980
S de 5AG3 33,722 1826521 2,390 28,956 38,488
§c=s germinacion 10AG3 4,611  3,91966 2,390 -,155 9,377
T E 15AG3 5,158  4,39961 2,390 392 9,924
& 20AG3 5,722 3,95745 2,390 956 10,488

Elaboracion: propia
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Tabla 2. Estadisticos descriptivos para emergencia de cotiledones

Emergencia de cotiledones

Intervalo de confianza al

95%
Desviacion Error Limite Limite
Parte de la planta Media estandar estandar inferior superior
Fruto Promedio T1 2,556 1,01379 0,217 2,114 2,997
de semillas =7 1,222 | 0,66667 0,217 0,780 1,664
emergidas
T3 13,889 0,33333 0,217 13,447 14,331
T4 9,889 0,33333 0,217 9,447 10,331
Porcentaje | T1 69,889 23,70361 6,131 57,400 82,378
de . T2 59,222 27,74337 6,131 46,733 71,711
emergencia
T3 88,222 3,83333 6,131 75,733 100,711
T4 77,444 2,65100 6,131 64,956 89,933
Semilla Promedio 0AG3 3,111 1,26930 0,792 1,510 4,712
de semillas  "5AG3 7,889 5,03598 0,792 6,288 9,490
emergidas
10AG3 0,667 0,50000 0,792 -0,935 2,268
15AG3 1,333 0,86603 0,792 -0,268 2,935
20AG3 1,444 0,52705 0,792 -0,157 3,046
Porcentaje 0AG3 73,333 28,88771 10,582 51,946 94,721
de . 5AG3 62,222 39,89918 10,582 40,835 83,609
emergencia
10AG3 74,000 32,54228 10,582 52,613 95,387
15AG3 57,222 33,26702 10,582 35,835 78,609
20AG3 64,667 21,14237 10,582 43,279 86,054
Elaboracién: propia




Tabla 3. Estadisticos descriptivos para hojas verdaderas

Hojas Verdaderas

Intervalo de confianza al 95%

Desviacion Error Limite Limite
Parte de la planta Media estandar estandar inferior superior
Fruto Promediode | T1 0,00 0,00000 ,656 -1,335 1,335
Hojas
Verdaderas T2 0,259 0,14699 ,656 -1,076 1,594
T3 11,148 3,22366 ,656 9,813 12,483
T4 4,000 2,24846 ,656 2,665 5,335
Porcentaje de | T1 0,000 0,00000 4,633 -9,437 9,437
hojas
verdaderas T2 7,064 4,00507 4,633 -2,373 16,502
T3 73,976 21,39123 4,633 64,538 83,413
T4 30,769 17,29582 4,633 21,332 40,207
Semilla Promedio de | 0AG3 1,333 1,32288 484 ,354 2,312
Hojas
Verdaderas 5AG3 2,667 2,87228 484 1,688 3,646
10AG3 0,222 ,44096 ,484 -, 757 1,201
15AG3 0,333 ,50000 484 -,646 1,312
20AG3 0,111 ,33333 ,484 -,868 1,090
Porcentaje de | 0AG3 32,407 31,58005 8,814 14,593 50,221
hojas
verdaderas 5AG3 21,111 21,29228 8,814 3,297 38,925
10AG3 33,222 40,82517 8,814 15,408 51,036
15AG3 12,889 16,05027 8,814 -4,925 30,703
20AG3 3,667 11,00000 8,814 -14,147 21,481
Elaboracion: propia




Tabla 4. Estadisticos descriptivos para Nudos

Nudos
Intervalo de confianza al
95%

Desviacién Error Limite Limite

Parte de la planta Media estandar estandar inferior superior
Fruto Promedio | T1 2,556 2,5556 436 1,667 3,444
denudos 1 1,022 1,202 436 333 2111
T3 14,074 14,0741 436 13,185 14,963
T4 4,000 4,0000 436 3,111 4,889
Porcentaje T1 68,615 68,6153 6,716 54,935 82,296
de nudos T2 59,259 59,2593 6,716 45,579 72,939
T3 89,815 89,8154 6,716 76,135 103,496
T4 30,769 30,7692 6,716 17,089 44,449
Semilla Promedio | 0AG3 3,111 3,1111 792 1,511 4,711
denudos  "EAG3 7,889 7,8889 792 6,289 9,489
10AG3 0,778 7778 792 -,822 2,378
15AG3 1,333 1,3333 792 -,266 2,933
20AG3 1,444 1,4444 792 -,155 3,044
Porcentaje | 0AG3 73,148 73,1481 10,426 52,076 94,221
denudos  [5AG3 62,222 62,2222 10,426 41,150 83,295
10AG3 75,889 75,8889 10,426 54,816 96,962
15AG3 57,222 57,2222 10,426 36,150 78,295
20AG3 64,667 64,6667 10,426 43,594 85,739

Elaboracién: propia






