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RESUMEN

La tecnologia de encapsulamiento de embriones en alginato de sodio (llamada semilla
sintética o artificial) es una alternativa exitosa para la propagacion, multiplicacion y
conservacion de especies. Este estudio se desarrollo en el Laboratorio de Propagacion In
Vitro de Plantas, Laboratorio de Semillas, e invernadero en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, nuestra investigacion tuvo como objetivo
principal evaluar la técnica de encapsulamiento de embriones cigéticos de dos especies
ecologica y socioecondmicamente importantes: Vasconcellea cundinamarcensis
(chamburo) y Hyeronima macrocarpa (motilon) y su respuesta en la germinacion y
conservacion; para ello embriones cigoticos fueron extraidos de semillas en estado de
madurez fisiologica y depositados en alginato de sodio al 4%, uno a uno los embriones
fueron depositados en un agente complejante de cloruro de calcio en dos
concentraciones de 50mM y 75mM y en dos tiempos de inmersién 10 y 30 minutos
con el fin de generar una cubierta que cumpla la funciéon de nutrir y proteger para
facilitar la germinacion. Posterior a esto se evalud el efecto de estas variables en la
viabilidad de los embriones encapsulados, en diferentes tiempos de almacenamiento 0,
20 y 40 dias en los ambientes camara germinadora e invernadero. Los mayores valores
de germinacion para Vasconcellea cundinamarcensis fue el tratamiento T4 (4% de
alginato + 75mM de CaCl>+30min) con 31,46%, mientras que para Hyeronima
macrocarpa en el T4 (4% de alginato + 75mM de CaCl>+30min) 33,30%. Aungue en
esta especie no hubo diferencias significativas en los distintos tratamientos. Las semillas
sintéticas fueron almacenadas durante 0, 20, 40 dias a 4 y 25 grados centigrados y
luego llevadas a condiciones de invernadero y camara germinadora para su evaluacion.
Se observd una mejor germinacion en condiciones de invernadero que en condiciones
de la camara germinadora. Con relacion a los dias de almacenamiento, Vasconcellea
cundinamarcensis mostrd el porcentaje de germinacion a los (0 dias) con 28,38%
cuando fue sembrado directamente el embrion encapsulado en el invernadero, de igual
manera para la especie Hyeronima macrocarpa con un porcentaje de 51,34%. Se obtuvo
mejor desarrollo de las plantulas provenientes de los embriones encapsulados
almacenados por 40 dias a 25°C y luego sembrado en el invernadero. Los resultados
obtenidos son de mucha utilidad ya que constituyen protocolos aplicables y adaptados a
especies forestales que se pueden conservar y propagar masivamente.

PALABRAS CLAVES: Semillas sintéticas. encapsulado de embriones. germinacion

y almacenamiento.
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ABSTRACT

The technology of encapsulating embryos in sodium alginate (called synthetic or
artificial seed) is a successful alternative for the propagation, multiplication and
conservation of species. This study was developed in the In Vitro Plant Propagation
Laboratory, Seed Laboratory, and greenhouse at the Faculty of Agricultural Sciences of
the University of Cuenca, our main objective of evaluating the technique of
encapsulation of zygotic embryos of two ecologically and socio-economically important
species: Vasconcellea cundinamarcensis (chamburo) and Hyeronima macrocarpa
(motilon) and their response in germination and conservation; for this, zygotic embryos
were extracted from seeds in physiological maturity and deposited in 4% sodium
alginate, one by one the embryos were deposited in a calcium chloride complexing
agent in two concentrations of 50mM and 75mM and in two times of immersion 10 and
30 minutes in order to generate a cover that fulfills the function of nourish and protect
to facilitate germination. After this, the effect of these variables on the viability of the
encapsulated embryos was evaluated, at different storage times 0, 20 and 40 days in the
germinating chamber and greenhouse environments. The highest germination values for
Vasconcellea cundinamarcensis was the T4 treatment (4% alginate 75mM of CaCl;
30min) with 31.46%, while for Hyeronima macrocarpa in T4 (4% alginate 75mM of
CaClz 30min) 33.30%. Although there were no significant differences in the different
treatments in this species. Synthetic seeds were stored for 0, 20, 40 days at 4 and 25
degrees Celsius and then brought to greenhouse and germinating chamber conditions for
evaluation. Better germination was observed in greenhouse conditions than in
germinating chamber conditions. Regarding the days of storage, Vasconcellea
cundinamarcensis showed the germination percentage at (0 days) with 28, 38% when
the embryo was encapsulated directly in the greenhouse, likewise for the species
Hyeronima macrocarpa with a percentage of 51, 34%. Better development of seedlings
from encapsulated embryos stored for 40 days at 25 °C and then planted in the
greenhouse was obtained. The results obtained are very useful as they constitute
protocols applicable and adapted to forest species that can be conserved and propagated

massively.

KEY WORDS: Synthetic seeds. embryo encapsulation. germination and storage.
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1. INTRODUCCION

La dormancia y la germinacion de las semillas son procesos fisioldgicos determinantes en
la reproduccion exitosa de las plantas (Durr et al., 2015). La germinacion es la etapa inicial
que comprende el desarrollo del embrién (Holl & Aide, 2011), mientras que la latencia es un
periodo en el ciclo de vida de un organismo cuando el crecimiento y el desarrollo se detienen
temporalmente, este proceso en la vida de la semilla se manifiesta con la reduccion de la
actividad metabdlica, detencién del crecimiento, desarrollo y actividad fisica de la semilla
(Baskin & Baskin, 1998; 2004) constituyendo el principal mecanismo que controla el
momento de la germinacién (Baskin & Baskin, 2014). En muchas especies este mecanismo
permite que las semillas retrasen la germinacion hasta que las condiciones sean favorables
para garantizar la supervivencia de las plantulas (Baskin & Baskin, 2004) y en otros casos
bloguean la germinacién impidiendo la produccién de plantulas (Ferreira, 2014).

Las semillas de muchas especies arbdreas poseen un determinado tipo de latencia, Baskin
& Baskin (1998; 2004), distingue cinco clases de latencia: (1) latencia fisiologica (PDD), (2)
latencia morfoldgica (MD), (3) latencia morfofisioldgica (MPD), (4) latencia fisica (PY), y
(5) una latencia combinada (PD), y a veces la misma semilla pueden manifestar mas de un
tipo, dependiendo de las caracteristicas propias de cada especie. La clasificacion mas sencilla
distingue tres tipos de latencia (1) latencia exdgena o del pericarpo/cubierta seminal; y (2)
latencia endégena o embridn y (3) latencia combinada sin embargo la latencia fisica que es
muy frecuente en especies de trépicos secos y ocurre en algunas o todas las especies de las
familias de plantas angiospermas y podria bloguear la germinacion debido en gran parte a que
presentan una 0 mas capas impermeables al agua o gases (Venier et al.,, 2012; Baskin &
Baskin, 2004; 2014), en este caso se precisa algun tipo de tratamiento previo para una

germinacion rapida y uniforme.
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Como alternativa para la propagacion de especies cuyas semillas presentan latencia fisica
y presentan cubiertas o pericarpos duros, es el uso de la tecnologia de semillas artificiales o
semillas sintéticas, que consiste en la encapsulacién de embriones cigdticos en gel de
alginato simulando un endospermo artificial que cumple la funcion de nutrirlo y protegerlo
facilitando la germinacion, y representa una opcion viable para la propagacion a gran escala
de especies silvestres, amenazadas o en vias de extincion, hibridos exclusivos, genotipos
superiores y genotipos estériles inestables que en condiciones naturales enfrentan dificultades
(Nigar, 2013). Sin embargo, la tecnologia de encapsulamiento de embriones requiere que la
composicion de la matriz protectora (endospermo artificial) permita el crecimiento del
embrion, proporcionando resistencia mecénica de acuerdo con la energia disponible del
embriéon propio de cada especie, un endospermo artificial excesivamente duro produce
pérdida de energia y un crecimiento débil o muerte del embridn o explante por lo tanto,
estudios dirigidos a evaluar la aplicabilidad de esta técnica son necesarios (Jiménez & Quiala,
1998; Gonzélez et al., 2004).

Los materiales usados en la produccion de semillas sintéticas desempefian un papel crucial
en el desarrollo de la técnica, el alginato de sodio es un hidrogel seleccionado como
componente de la matriz de encapsulacion de semillas sintéticas, la dureza de la cépsula
puede variar con la concentracion de alginato y la concentracion de la solucion de cloruro de
calcio, por tanto el material de encapsulacion y su consistencia influyen de manera
importante sobre el tiempo de germinacion y la conservacion de las semillas sintéticas
(Gantait, 2015), un endospermo duro podria perjudicar el desarrollo del embrion y afectar su
viabilidad (Gonzalez et al., 2004). En torno a esto, la presente investigacion evalud el
alginato de sodio al 4% sobre la concentracion y tiempo de exposicion en complejo de
cloruro de calcio, y su respuesta en la germinacion de los embriones encapsulados y posterior
supervivencia de las plantulas.
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Varios autores afirman que las  semillas sintéticas son una alternativa para romper
barreras en la germinacion, como la dormancia fisica y/o morfoldgica permitiendo de esta
manera la propagacion de plantas. Con relacion a las especies de nuestro estudio
Vasconcellea cundinamarcensis y Hyeronima macrocarpa, las semillas presentan una
germinacién errética y tardia determinada por una latencia fisica y de caracter endégeno

(Morales & Cano , 2012).

Se han reportado casos exitosos de produccion de semillas sintéticas y regeneracion de
plantulas para: mora (Rubus ulmifolius) (Pattnaik,2000); mango (Mangifera indica), pifia
(Ananas comosus), manzana (Pyrus malus L.), guayaba(Psidium guajava), papaya (Gantait et
al., 2015; Rai et al., 2009) ; arroz (Oryza sativa) (Rani, 2002) ; paulownia (Ipeczi, 2003);
citricos (Germana, 2007); Roble (Cortes, 2009); herbaceas (Moquammel, 2015);
ornamentales (Yucesan B, 2014); palma ( Elaeis guineensis) (Palanyandy, 2014) y otros, sin
embargo, no se han encontrado estudios que aplique esta técnica de encapsulados en especies
como: Vasconcellea cundinamarcensis, (chamburo), ni  en Hyeronima macrocarpa
(motilén). Por otro lado, en la mayoria de los casos, se han reportado protocolos de
encapsulacién en embriones somaticos; sin embargo, pocos estudios han reportado la
encapsulacién de embriones cigoticos (Cortes, 2009). En este estudio se aplico la tecnologia
de encapsulamiento a embriones cigoticos extraidos de semillas de las dos especies antes
mencionadas.

Finalmente, los periodos de almacenamiento cumplen un rol importante en el
comportamiento de los embriones encapsulados; se ha reportado que el almacenamiento
prolongado disminuye la tasa de germinacion probablemente a causa de la escasez de
oxigeno para el embridon (Redenbaugh et al., 1991). Segin Barbotin (1993), afirma que la

germinacion rapida de las semillas sintéticas, depende en particular de la fisiologia de los
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embriones y células inmovilizados. De manera que también se evalu6 el comportamiento de

los embriones durante diferentes periodos de almacenamiento.

OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar la técnica de encapsulamiento de embriones en alginato de sodio como estrategia
para la germinacion y conservacion de dos especies: Vasconcellea cundinamarcensis y

Hyeronima macrocarpa.
2.2. Objetivos especificos

Evaluar las concentraciones de cloruro de calcio y tiempo de inmersion de embriones
suspendidos en alginato de sodio y su respuesta en la germinacion de las semillas sintéticas

de las especies en estudio.

Evaluar la viabilidad de los embriones encapsulados en los diferentes tiempos de

almacenamiento de 0, 20 y 40 dias.

3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Cudl sera el efecto del tiempo de inmersién en complejo de cloruro de calcio de
embriones suspendidos en alginato de sodio al 4% en la germinacion de semillas sintética de

Vasconcellea cundinamarcensis y Hyeronima macrocarpa?

¢Hay diferencias en la viabilidad de los embriones encapsulados en los diferentes periodos

de almacenamiento (0, 20 y 40 dias)?

4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Semillas artificiales
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Los autores (Jakob Reinert & Steward, 1958) manifiestan sobre el inicié de producir
semillas artificiales en diferentes especies, sin embargo, quien realiz6 varios estudios sobre
mejoramientos a la técnica fue Toshio Murashige, quien 1977 dio a conocer su idea de un
embrién somatico encapsulado, la presencia de un embridn somatico, no cigotico y una
cubierta y endospermo hechos de un medio sintético son las principales caracteristicas una
semilla artificial , esto permite que la semilla germine en condiciones adecuadas (Levitus,
2010).

El desarrollo de semillas artificiales tiene como objetivo producir plantas genéticas y
morfolégicamente iguales (clones) a la especie de la que derivan, ya que su gran interés es
conservar plantas que sean capaces de superar limitaciones de adaptacion tanto al clima
como a cualquier otro factor externo limitante como puede ser en la nutricion, plagas o

enfermedades (Levitus, 2010).

4.2. Encapsulacion

La encapsulacion es una técnica que se utiliza para mejorar la supervivencia de embriones
0 partes vegetativas; el objetivo de encapsulado es de generar una cubierta protectora que
cumpla la funcién de nutrir y proteger al embrion para facilitar su posterior germinacién

(Hinestroza Cordoba & Lopez Malo, 2008).

4.3. Materiales usados

Los materiales usados en la produccion de semillas sintéticas desempefian un papel crucial

en el desarrollo de la técnica y son los siguientes:

4.3.1 Alginato de sodio

El alginato estd compuesto por una mezcla de &cidos poliuronicos y acido b-manurdnico.
El principio del encapsulamiento de los embriones es la reaccion del sodio presente en el

alginato con la solucién de cloruro de calcio di hidratado (CaCl2 2H20), consistiendo en un
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intercambio i6nico, estas reacciones dan como finalidad la formacion de esferas sélidas que
contienen a los embriones, y a su vez da nutrientes al embrion, la incorporacion de
reguladores de crecimiento y la adicion de nutrientes a la matriz del encapsulado. Sin
embargo, los embriones que obtienen estos elementos pueden ser conservados por largos
periodos de tiempo sin perder su viabilidad (Onishi et al., 1994).

Segln (Onishi et al., 1994), revela que el alginato de sodio ayuda para el encapsulado,
debido a sus caracteristicas, como viscosidad moderada, baja toxicidad y rapida gelificacion y
segun los autores (Patel et al., 2000; Maruyama et al., 2003; Utomo et al., 2008), nos indican
que para encapsular embriones somaticos utilizaron concentraciones de alginato de sodio con
complejo de cloruro de calcio, obteniendo los mejores resultados de germinacion y
crecimiento de plantulas.

La dureza de la capsula puede variar con la concentracion de alginato y la concentracion
de la solucién de cloruro de calcio, por tanto, el material de encapsulacién y su consistencia
influyen de manera importante sobre el tiempo de germinaciéon y la conservacion de las
semillas sintéticas (Gantait, 2015). Un endospermo duro podria perjudicar el desarrollo del

embrion y afectar su viabilidad (Gonzélez et al., 2004).

4.3.2. Cloruro de Calcio

Seguln los autores (Hinestroza Cordoba & Lopez Malo, 2008), se usa el cloruro célcico
(CaCly), porgue tiene una gran capacidad de propiciar la esferificacion, permitiendo una

gelificacion casi inmediata.

4.4. Almacenamiento de semillas

El buen almacenamiento de semilla tiene como propdsito de conservar el potencial de

germinacion o su viabilidad a un largo periodo (Humanante, 2005).
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Los periodos de almacenamiento desempefian un rol importante en el comportamiento de
los embriones encapsulados; se ha reportado que el almacenamiento extenso disminuye la
tasa de germinacion probablemente a causa de la escasez de oxigeno para el embrion.
Redenbaugh et al., (1991), por el contrario, Janeiro et al., (1995), observaron un incremento
en la tasa de germinacion en embriones almacenados por dos meses comparados a los
almacenados por un mes, afirma que la germinacion rapida de las semillas sintéticas, depende
en particular de la fisiologia de los embriones y células inmovilizados (Barbotin, 1993).

Segun el potencial de almacenamiento de las semillas se clasifica en dos categorias que
son semillas recalcitrantes y ortodoxas (Schmidt, 2000).

4.5. Semillas recalcitrantes

Las semillas recalcitrantes son aquellas semillas que no sobreviven ciertas condiciones
como sequias, bajas temperaturas menores de 10 °C, ademas el contenido de humedad
relativa es bajo, su vida posterior a la cosecha es muy corta, ya sea meses o dias, dependiendo
de la especie (Gentil, 2001).

Las semillas recalcitrantes son muy delicadas a la desecacion en la cual pierde su
viabilidad si su contenido de humedad es minimo de 20-30%, (Pritchard, 2004), por otro
lado, (Gentil, 2001), demuestra que estas semillas pueden toleran la deshidratacion entre 15
y 50% de humedad.

Se ha verificado que semillas frescas con un contenido de 40% humedad fueron
almacenadas durante seis meses a temperaturas de 5, 15y 25 °C, los resultados revelaron que
las semillas almacenadas a temperatura de 5°C pierden su capacidad de germinacion despues
de un mes. Ademas, la capacidad de germinacion de estas semillas se mantuvo a dos meses a
una temperatura de 15 °C, disminuyendo desde el 98% al inicio a 10% después de tres meses.

Las semillas almacenadas a temperatura ambiente de 25°C, su viabilidad se disminuy6 a
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menos del 20% de germinacion después de solo un mes y la germinacion no se produjo

después de este periodo (Diallo, Wade , Sarr , & Gaye, 2000).

4.6. Semillas ortodoxas

Las semillas ortodoxas son aquellas semillas las cuales podemos conservar por un largo periodo de

tiempo, poseen un alto vigor y viabilidad, ademas sobreviven a los periodos de desecacion (Roberts,

1973).

4.7. Germinacion

Segun Moreno (1996), define a la germinacion de una semilla como la emergencia y
desarrollo de aquellas estructuras fundamentales que arrancan del embrién y que manifiestan
la capacidad de la semilla para producir una nueva plantula.

La germinacion de la semilla puede ser inmediata, pero generalmente hay una retraso, ya sea
como resultado de la inactividad, o latencia, que puede ser tanto fisico como fisioldgico
(Fenner & Thompson, 2006), las semillas germinardn pronto si las condiciones son
propicias para la germinacion, mientras que las semillas latentes impiden la germinacion
cuando las condiciones son favorables, pero la probabilidad de supervivencia y crecimiento

de las plantulas es bajo (Finch Savage & Leubner-Metzger, 2006).

4.8. Viabilidad

La viabilidad de una semilla hace referencia a su capacidad de germinar y de originar
plantulas normales en condiciones ambientales favorables; para evaluar y cuantificar la
viabilidad de una semilla se puede realizar mediante un test del tetrazolio (cloruro o bromuro

de 2>3,5-trifeniltetrazolio) (Pérez Garcia & Pita Villamil, 2014).

4.9. Vigor
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El vigor de las semillas se establece como el conjunto de propiedades que evalua el nivel
de actividad y capacidad de las semillas durante su periodo de germinacion, si las semillas
presentan un buen comportamiento podemos decir que son semillas de alto vigor (Pérez
Garcia & Pita Villamil, 2014).

4.10. Descripcion de las especies en estudio

4.10.1. Vasconcellea cundinamarcensis (Chamburo)

De acuerdo con Quintanilla (1995), esta especie se encuentra desde Colombia hasta
Bolivia en forma espontanea; por esto es de gran importancia cuidar el germoplasma de esta

especie.

En la Region Andina cada vez existe mayor interés investigativo en la familia Caricaceae,
en particular del género Vasconcellea, debido a su potencial como frutal exético con gran
variabilidad genética. Vasconcellea cundinamarcensis es una especie consumida
tradicionalmente en los Andes Ecuatorianos. La region austral del Ecuador es uno de los
pocos lugares del mundo donde se pueden encontrar variedades casi extintas de este género,
debido a las especiales condiciones climaticas que presenta (Soto, 2016); la amenaza de esta
especie se observa con mayor impacto en la destruccion de los habitats donde éstas se
encuentran, como secuela de la deforestacion y reconversion de los bosques a tierras de

cultivo o pastizales (IUCN, 2003).

Esta especie se propaga ocasionalmente por semillas, pues presentan una germinacion
erratica y tardia, determinada por una latencia de caracter endégeno (Torres, 2006), se indica
ademas que las Caricaceas en general presenta una latencia combinada, promovida por la
testa semipermeable y compuestos fendlicos que la integran (Tokuhisa et al., 2007). Es por
esta razon que para obtener plantas de calidad desde semillas se necesita de inductores

germinativos, los cuales serviran para acelerar el proceso de germinacién. De acuerdo con las
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normas internacionales de la ISTA (Asociacion Internacional de Analisis de Semillas) (2007),
la germinacion es la emergencia y desarrollo a partir del embrion de todas aquellas
estructuras esenciales de cualquier tipo de especie.

Segun Cadavid et al. (2003), Vasconcellea cundinamarcensis no han encontrado
importancia como cultivo en toda la regién andina y se las localiza como plantas
individuales; sin embargo, en Chile, esta especie, se la conoce como parpayuela o papayo de
montafa, es un cultivo de exportacién, con un area de siembra alrededor de 225 hectéreas,
cuya produccion sirve para la industria para preparar conservas, jugos y mermeladas
(Carrasco et. al., 2009).

Por lo anteriormente descrito, se ve la necesidad de propagar plantas de esta especie de
forma répida y segura, ya que en Ecuador se encuentran especies que no hay en otras
regiones andinas, seria interesante poder comenzar una produccién de estas especies y
ademés los agricultores tendrian un gran ingreso econdmico, con especies que son
absolutamente “nuestras” sin dejar de ser rentables.

Para esta especie Vasconcellea cundinamarcensis no hay mucha informacion acerca de
tratamientos pre-germinativos de las semillas, pero se pueden emplear métodos que ya fueron
utilizados en especies de la misma familia Caricaceae. Segun Flores, et al. (2008), los frutos
utilizados con fines de propagacion deben ser de color amarillo, blandos al tacto y olor
agradable (Zufiiga, 2006).

4.10.2. Hyeronima macrocarpa (Motilon)
Es una especie de corteza agrietada y grisacea, que alcanza a una altura de 15a 20 m,, su

tronco es casi cilindrico y un tanto rugoso. Ademas, su copa es amplia con ramificacion

densa, su madera es rojiza y es de gran durabilidad (Vargas, 2002).
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En nuestro pais, esta especie ha sido localizada entre 1500 a 3500 m.s.n.m en las
provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha, Bolivar, Cafiar y Napo. Presentan un mejor
desarrollo desde los 2900 a los 3200 m.s.n.m. (Prado, L., et al. 2000).

La mayor presencia de frutos se observa en los meses de febrero a mayo en las partes mas
bajas y en junio a octubre en zonas de mayor altitud.

El fruto del motil6n es una drupa carnosa, piriforme, negra con pulpa morada, el fruto
contiene solamente una semilla pequefia de forma globosa, color café oscuro con testa dura.
El embridn es grande en relacion con el tamafio de la semilla (Mueller, 2003).

Segln estudios realizados manifiestan que un kilogramo de semillas contiene
aproximadamente 15000 semillas viables con un porcentaje de germinaciéon de 40 a 50%
(Vargas, 2002).

Esta especie favorece significativamente con el aporte de nutrientes, conserva la humedad
y ademas de ello brinda refugio y alimento a la biodiversidad a pesar de todas sus bondades
es "" mas de las especies forestales que se encuentran en peligro de extincion en nuestro pais
(MAE, 2011).

Sobre el poder germinativo de esta especie su informacion es muy escasa, sin embargo,
han realizado estudios que las semillas almacenadas durante un afio solo pueden germinar el
65% aproximadamente, sin embargo, la germinacion de esta especie tarda de 40-60 dias,
aunque puede extenderse hasta por 200 dias (Muller, 1997).

El fruto de la Hyeronima macrocarpa es una drupa carnosa de color morada, posee una
semilla con testa dura de forma elipsoide que puede medir hasta 2 cm de longitud (Mueller, J.
2003).

Segun Vargas, W. (2002) indica que un kilogramo de semillas contiene mas o menos

15000 semillas viables con un porcentaje de germinacion de 40 a 50%.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacién del area de estudio

El presente proyecto se llevo a cabo en el Laboratorio de Propagacion In Vitro de Plantas,
Laboratorio de Semillas y en un invernadero de la Carrera de Ingenieria Agronémica de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, ubicada a 2590 m.s.n.m.

con una temperatura de 18 - 30°C y una precipitacion de 878 mm.

5.2. Recoleccion y seleccion de semillas

Las semillas de Hyeronima macrocarpa fueron recolectadas en la provincia de Caiiar, y
las semillas de Vasconcellea cundinamarcensis en la provincia del Azuay (Figura 1), para
cada especie se eligid (8 arboles), en cada arbol se cotejaron caracteristicas fenotipicas
superiores como: madurez fisiologica del fruto, buen desarrollo de la copa del arbol, fuste
recto y altura. Se seleccionaron frutos: en buen desarrollo, mejor tamafo, sin plagas ni
enfermedades y frutos que se encontraban en el arbol en su Gltima fase de maduracion, para

poder extraer el embrion de la semilla.
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ZONA DE RECOLECCION DE LAS SEMILLAS EN ESTUDIO

Figura 1. Zona de recoleccidn de las semillas en estudio, en la provincia del Azuay y Cafar.

5.3. Determinacioén del contenido de humedad de las semillas.

Las semillas colectadas de cada arbol fueron mezcladas para constituir el lote de semillas,
del lote de semillas se seleccion6 una muestra de 50 semillas por cada especie para analizar el

contenido de humedad inicial

El célculo del contenido de humedad, se realiz6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Doénde:

(m2 —m3) &
m2 —ml

m1: peso en gramos del contenedor y su cubierta

m2: peso en gramos del contenedor, su cubierta y las semillas antes del secado.

m3: peso en gramos del contenedor, su cubierta y las semillas después del secado.
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Las muestras de semillas fueron secadas en una estufa por 17 horas a 103°C y sus

resultados se indican en la Tabla 1.

Tabla 1
Contenido de humedad inicial de las semillas Hyeromina macrocarpa y Vasconcellea
cundina
marcen
Especies Contenido de Contenido de Humedad s
Humedad %
Hyeromina macrocarpa Inicial Con testa= 72,82 %

Sin testa = 53,06%

Vasconcellea Inicial Con testa = 34,17%
cundinamarcensis Sin testa = 41,53%

5.4. Pruebas de viabilidad

La prueba de viabilidad fue realizada usando el método estandarizado de tincion con sal de
tetrazolio (TZ), para ello 20 semillas por cada especie fueron seleccionadas, de cada semilla
se rescatd su embrion sin causar dafio a los cotiledones y estos embriones fueron sumergidos
en una solucion de tetrazolio (C19H15CIN4) al 1%, se incubo por 2 horas en estufa a 40°C y
se procedi6 a la lectura de sus resultados (Tabla 2). Los resultados fueron evaluados
considerando la diferencia de los tejidos vivos de los muertos sobre la base de la actividad de
enzimas deshidrogenasas (enzimas de la respiracion). Las semillas al ser hidratadas la
actividad de las deshidrogenasas incrementan resultando en la liberacion de iones hidrogeno
tifendo los tejidos vivos de color rojo en tanto que los tejidos muertos permanecen sin

colorear. Un embridn viable tendra la capacidad de germinar y producir una plantula normal.

Tabla 2

Pruebas de viabilidad en semillas de Hyeronima macrocarpa y Vasconcellea cundinamarcensis.

Especies # desemillas  Embriones teflidos  Porcentaje de
Viabilidad
Hyeromina macrocarpa 20 13 65 %
Vasconcellea 20 12 60 %

cundinamarcensis
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5.5. Objetivo 1.

Evaluar las concentraciones de cloruro de calcio y tiempo de inmersion de
embriones suspendidos en alginato de sodio y su respuesta en la germinacion de las
semillas sintéticas de las especies en estudio.

Para cumplir con este objetivo se realizaron las siguientes actividades

5.5.1. Desinfeccién de semillas

Las semillas de las dos especies fueron lavadas en agua corriente por 2 minutos, luego
fueron sometidas a cloro comercial 5% por 5 minutos. Para la especie
Hyeronima macrocarpa (motilon), las testas duras fueron destruidos con la ayuda de un
martillo, los cotiledones se extrajeron con mucho cuidado y se desinfecto nuevamente en
cloro al 3% por 3 minutos, transcurrido este tiempo se lavd 3 veces con agua destilada estéril
dentro de la cdmara de flujo, en condiciones asépticas, seguido a ello se extrajeron los
embriones y finalmente fueron encapsulados.

Para la especie Vasconcellea cundinamarcensis (Chamburo), las semillas fueron
desinfectadas con cloro al 3% durante 2 minutos, dentro de la camara de flujo procedimos a
lavarlo 3 veces con agua estéril en condiciones asépticas, seguido a ello se extrajeron los
embriones y luego se encapsularon.

5.5.2. Encapsulado

Para la encapsulacién de los embriones se prepar6 una matriz de alginato de sodio (4%
p/v), se depositd uno a uno en complejo con cloruro de calcio (50 y 75mM), enriquecida con
sales MS y se esperd durante 10 y 30 minutos para que se forme la perla, a continuacion, cada
encapsulado fue recuperada por decantacion del CaCl> y lavados 3 veces con agua esteéril

(Tabla 3).
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Las semillas sintéticas se colocaron en tubos de ensayo estériles y luego fueron
almacenados a diferentes temperaturas (4 y 25 °C) durante los periodos de tiempo (0, 20, 40
dias).

Tabla 3

Descripcion de los tratamientos que se utilizaron para el encapsulado

Tratamientos Alginato de sodio Cloruro de calcio Tiempo
(CaCly)
% mM Min
Tl 4 50 10
T2 4 50 30
T3 4 75 10
T4 4 75 30

T1: alginato de sodio al 4% e inmersion en cloruro de calcio 50 mM por 10 min; T2: alginato de sodio al 4% e
inmersion en cloruro de calcio 50 mM por 30 min; T3: alginato de sodio al 4% e inmersion en cloruro de calcio
75 mM por 10 min; T4 alginato de sodio al 4% e inmersion en cloruro de calcio 75mM por 30 min.

5.5.3. Germinacion de semilla sintética.
Una vez transcurrido el tiempo de almacenamiento (0, 20 y 40 dias), las semillas sintéticas
fueron llevadas a germinacién en bandejas germinadoras en condiciones de laboratorio + 25
°C, 16 horas luz y 8 horas obscuridad) y en condiciones de invernadero a una temperatura

+18 - 25 °C para su evaluacion.

El criterio para considerar una semilla sintética germinada correspondio a la observacion

de desarrollo de la radicula y emision de los dos primordios foliares.

5.5.4. Toma de datos

La toma de datos se realizé cada 2 dias dentro de un periodo de 30 dias, considerados a
partir de la primera semilla sintética germinada. El porcentaje de germinacion de semillas fue

calculado con la siguiente ecuacion:

Porcentaje de germinacion = N°. de semillas germinadas X 100
N°. Total, de semillas
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5.6. Objetivo 2.

Evaluar la viabilidad de los embriones encapsulados en los diferentes tiempos de
almacenamiento de 0, 20 y 40 dias.

Después de obtener semillas sintéticas de cada especie, se almacenaron en tubos de
ensayo a temperatura de 4 °C y 25 °C durante los periodos de (0, 20, 40 dias), el
experimento constituyd de 4 tratamientos con 3 repeticiones, cada tratamiento estaba formado
de 25 embriones encapsulados, los cuales se dividieron en 4 subunidades, cada subunidad
contenian de 5 embriones encapsulados de la cual se clasificaron de la siguiente manera: 5
encapsulados almacenados por 0 dias, 5 encapsulados almacenado por 20 dias a 4°C, 5
encapsulados almacenados por 20 dias a 25°C, 5 encapsulados almacenados por 40 dias a
4°C y 5 encapsulados almacenados por 40 dias a 25°C Transcurrido el tiempo de
almacenamiento, las semillas sintéticas fueron transferidas a bandeja s germinadoras, estas
bandejas contenian turba estéril y luego fueron llevadas a 2 ambientes diferentes, el primero
fue en cdmara germinadora a una temperatura de 25°C, 16 horas luz y 8 horas obscuridad, y
el segundo fue en invernadero a una temperatura + 18- 25 °C, para su respectivo desarrollo y

evaluacion (Tabla 4).
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Tabla 4

Descripcion de tiempo de almacenado (0, 20 y 40 dias) para la especie Vasconcellea
cundinamarcensis 'y Hyeronima macrocarpa en los dos ambientes (camara germinadora e

UNIVERSIDAD DE CUENCA

invernadero)
Ambiente Tratamientos Almacenamiento (dias)/Temperatura (°C)
© 0 dias 20 dias 40 dias
sa T1 o o o o
S 4°C 25°C 4°C 25°C
_E T 0 dias 20 dias 40 dias
S 4°C 25°C 4°C 25°C
% T3 0 dias 20 dias 40 dias
s 4°C 25°C 4°C 25°C
£ 0 dias 20 dias 40 dias
U T4 o o o o
4°C 25°C 4°C 25°C
T1 0 dias 20 dias 40 dias
4°C 25°C 4°C 25°C
o . - -
= 0 dias 20 dias 40 dias
% T2 o o o o
g 4°C 25°C 4°C 25°C
E, T3 0 dias 20 dias 40 dias
£ 4°C 25°C 4°C 25°C
T4 0 dias 20 dias 40 dias
4°C 25°C 4°C 25°C

5.7. Toma de datos.

Con respecto a la toma de datos se eligié al azar las plantulas de las 2 especies en estudio,
para realizar su respectivo analisis.

En cuanto a las variables a medirse, se calculé el porcentaje de viabilidad de las semillas
sintéticas almacenadas a los 0, 20 y 40 dias (numero de embriones con emision de la
radicula), ademas se calcul6 el numero de plantulas normales (% de emergencia).
Transcurrido 30 dias, cada plantula normal fue considerada para el andlisis de altura (cm),
didmetro del tallo (mm), nimero de hojas, ancho y largo de la hoja(cm), longitud de la raiz
(cm), para esta ultima variable se seleccion6 1 plantula al azar por cada repeticion al finalizar
el experimento.

La toma de datos se realizo cada 2 dias en un periodo de 30 dias, considerando a partir de
la primera germinacion.
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5.8. Disefio experimental y analisis experimental

El experimento se realiz6 bajo un disefio completamente al azar (DCA), en arreglo factorial
mas dos testigos o controles (2 x 2 + 2), con tres repeticiones. Para realizar el experimento se
utilizé 660 semillas por cada especie en estudio, con un total de 600 encapsulados y las 60

semillas se utilizaron para los controles.

Algunas variables no presentaron normalidad y homogeneidad de varianzas, por lo cual se
procedio a realizar la prueba de Kruskal Wallis. Para el analisis de datos se utilizo el

programa estadistico InfoStat 2018 y (R Studio).
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6. RESULTADOS

6.1 Analisis general de los datos

Mediante el andlisis aplicado se obtuvo diferentes respuestas del encapsulado de
embriones en las especies Vasconcellea cundinamarcensis y Hyeronima macrocarpa y se

explican a continuacién de acuerdo a cada objetivo propuesto:

6.2. Evaluar las concentraciones de cloruro de calcio y tiempo de inmersion de
embriones suspendidos en alginato de sodio y su respuesta en la germinacion de las
semillas sintéticas de las especies en estudio.

Al evaluar las concentraciones de cloruro de calcio y tiempo de inmersion de los
embriones suspendidos en alginato de sodio al 4% se evidencié mediante la prueba de
Shapiro-Wilks en donde, muestra que el efecto de concentracion de CaCl, de (50mM y
75mM) en alginato de sodio (4 %) en los tiempos de inmersion de (10 y 30 min.) los datos
no se distribuyeron de forma normal (p<.05) para el porcentaje de germinacion de las
semillas sintéticas de las especies Hyeronima macrocarpa y Vasconcellea cundinamarcensis
(Anexo 1), por lo que se aplico la prueba de Kruskal Wallis, en donde, la variable porcentaje
de germinacion de las semillas sintéticas no fueron significativos entre ellas (K (120) =0.47,
p=0.4476 (Anexo 2); sin embargo, con relacion a los tiempos de inmersion de 10 y 30min. si
existié diferencia significativa K (120) =7.81, p= 0.0021 para las 2 especies en estudio
(Anexo 3).

Al considerar el factor ambiente y su respuesta a la germinacion, la prueba de Mann
Whitney, tanto en (cdmara germinadora (M=12.43, DE=19.12) e invernadero (M=24.43,
DE=24.35) mostraron diferencias significativas K(120), p= 0.0001 ( Anexo 4), en las dos
especies: Hyeronima macrocarpa (M=23.33, DE=24,34) y Vasconcellea cundinamarcensis

(M=13.52, DE=19,75) K(120), p=0.0011 ( Anexo 5).
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Para la especie Vasconcellea cundinamarcensis en el ambiente cAmara germinadora, la
prueba de Kruskal Wallis mostr6 que no existe diferencias significativas entre los
tratamientos para el porcentaje de germinacion de las semillas sintéticas K (15) =6.56, p=
0.079 (Anexo 6), pero en el ambiente invernadero si hubo diferencia significativa entre
tratamientos K (15) =7.38, p=0.0395 (Anexo 7).

En la (Tabla 5), se observa la diferencia de los tratamientos T4 (Mdn=39.23) y T2
(Mdn=39.23) son significativamente diferentes al T3 (Mdn=26.57) y T1 (Mdn=0.00 ), es
decir, que el tratamiento con mayor porcentaje de germinacion fue el T4 (4% de
alginato+75mM de CaCl>+30min.), seguido del T2 (4% de alginato+50 mM de
CaCl>+30min), mostrando un efecto positivo en la germinacion. Los controles C1 (sin testa)
y C2 (con testa) de la especie Vasconcellea cundinamarcensis no muestra diferencia
significativa debido a que no presentaron germinacion en los ambientes camara germinadora
e invernadero (Anexo 8).

Tabla5

La prueba de Kruskal Wallis muestra la diferencia de medianas de los tratamientos de la
especie Vasconcellea cundinamarcensis en el ambiente invernadero.

Tratamientos Medianas Rangos
T4 (4%+75mM+30min.) 39,23 42,07 A
T2 (4%+50mM+30min.) 39,23 40,07 A
T3 (4%+75mM+10min.) 26,57 32,27 B
T1 (4%+50mM+10min.) 0.00 26,00 B

En la Figura 2, se observa el porcentaje de germinacién de las semillas sintéticas de la
especie Vasconcellea cundinamarcensis en los dos ambientes, el tratamiento con mayor
porcentaje de germinacién en el ambiente invernadero fue el T4=31,46% y el que presentd
menor germinacién fue el T1=9,70% mientras que para el ambiente camara germinadora en
el T4 se registrd un 10,54% los controles C1 y C2 no germinaron.
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Germinacion de embriones encapsulados
de Vasconcellea cudinamarcensis
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Figura 2. Porcentaje de germinacion de las semillas sintéticas de la especie Vasconcellea
cundinamarcensis con relacion a los tratamientos y controles en los ambientes (cAmara germinadora e
invernadero).

En la especie Hyeronima macrocarpa mediante la prueba de Kruskal Wallis no existié
diferencia significativa entre tratamientos para el porcentaje de germinacion de las semillas
sintéticas en los dos ambientes: camara germinadora K (15) =2.86, p= 0.6317 (Anexo 9) e
invernadero K (15) =4.32, p= 0.448 (Anexo 10), debido a que todos los tratamientos son
equivalentes de acuerdo al porcentaje de germinacion en los dos ambientes (Figura 3).

Con relacion a los controles C1 (sin testa) y C2 (con testa), los resultados de porcentaje de
germinacion no fueron significativos entre los ambientes, camara germinadora K (3) =1.71,

p=0.4000 (Anexo 11), y en el invernadero K (3) =0.00, p >0.9999 (Anexo 12).
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Germinacion de embriones encapsulados
de Hyeronima macrocarpa

100,007
74,631
c
=l
Q
]
£
E 49,25
[
(0]
2 33,30 30,00
22,31 205t o ,
23,881 20,93 - 20,62
16,39 18,08
8.86 886
ol i
-1,50 , - - : =, ‘
50mM+10min 50mM+30min ~ 75mM+10min  75mM+30min Sin testa Con testa

Tratamientos

i % Germinacion-Camara Germinadora D % Germinacion-Invernadero ‘

Figura 3. Porcentaje de germinacion de las semillas sintéticas de la especie Hyeronima
macrocarpa con relacion a los tratamientos y controles en los ambientes (camara germinadora e
invernadero).

6.3. Evaluar la viabilidad de los embriones encapsulados en los diferentes tiempos de

almacenamiento de 0, 20 y 40 dias.

La prueba de Shapiro-Wilks indica que para las dos especies Hyeronima macrocarpa y
Vasconcellea cundinamarcensis al utilizar las concentraciones de 50mM y 75Mm de CaCl;
por 30min, en los tiempos de almacenamiento de 0, 20 y 40 dias no existié normalidad en los
datos (p<.05) sobre el porcentaje de germinacién de los embriones encapsulados (Anexo 13).
Sin embargo, con la prueba de Kruskal Wallis el porcentaje de germinacion de los embriones
encapsulados en diferentes tiempos de almacenados mostraron diferencias significativas entre
ellos, los diferentes periodos de almacenado a los 0 dias (Mdn=26.57), 20 dias (Mdn=0.00) y
40 dias (Mdn=0.00), K (48) =14, p = 0.0002 en las especies Hyeronima macrocarpa Yy

Vasconcellea cundinamarcensis (Tabla 6).
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Tabla 6

Prueba de Kruskal Wallis para la variable porcentaje de germinacién de los embriones
encapsulados en diferentes tiempos de almacenados (0, 20 y 40 dias) en las concentraciones de 50-
75mM CaCl, por 30min en las especies Hyeronima macrocarpa y Vasconcellea cundinamarcensis.

Promedio

Variable Almacenado N Medias D.E. Medianas H P
Rangos

0,

.A’ ., 0 dias 48 2993 11,86 26,57 153,84 14 0,0002
Germinacion

% o0dias 48 1592 2094 000 11417
Germinacion

0,

A s0dias 48 1518 2292 000 11016
Germinacion

Se analizo el desarrollo inicial de las semillas sintéticas viables en la cdmara germinadora
e invernadero y, se comparé con la temperatura de almacenamiento (4 y 25°C), sus
resultados mostraron que la temperatura de almacenado fue el factor determinante sobre el
porcentaje de germinacién de los embriones encapsulados en las dos especies, por tanto si
existe diferencias significativas entre ellas K (24), p= 0.0042 de acuerdo con los dias de
almacenamiento (0, 20 y 40 dias) en las dos especies en estudio (Anexo 14).

Los embriones encapsulados no mostraron germinacion cuando fueron almacenados a una
temperatura de 4°C y almacenados por 20 y 40 dias en las 2 especies, mientras que los
embriones encapsulados y almacenados por 20 y 40 dias a una temperatura de 25 °C,
presentd germinacion en las dos especies Hyeronima macrocarpa y Vasconcellea

cundinamarcensis.

6.3.1. Resultados de la especie Hyeronima macrocarpa en los ambientes (cdmara

germinadora e invernadero) y diferentes tiempos de almacenamiento.

La especie Hyeronima macrocarpa en ambiente invernadero al utilizar las concentraciones
de 50mM y 75mM por 30min presentaron un buen porcentaje de germinacion, cuando los
embriones encapsulados fueron sembrados directamente sin ser almacenados (0 dias),
obteniendo un porcentaje de germinacion de 51,34%, en comparacion a la camara
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germinadora 33,77%. En cuanto a los embriones encapsulados luego de cumplir los dias de
almacenado (20 y 40 dias) a 25°C fueron sembrados en 2 ambientes (cAmara germinadora e
invernadero). El porcentaje de germinacion en el ambiente invernadero para los 20 dias fue
(18,95%), y se incrementd a los 40 dias a (23,65%) y en la cAmara germinadora para los 20
dias fue del 16,69% Yy para los 40 dias el 15%. En la (Figura 4) se observa mayor porcentaje
de germinacion cuando los embriones encapsulados fueron sembrados directamente en el

invernadero (0 dias).

Germinacion de los embriones encapsulados durante el almacenamiento
de la especie Hyeronima macrocarpa
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Figura 4. Porcentaje de germinacion de los embriones encapsulados almacenados (0, 20 y 40 dias)
utilizando las concentraciones de 50mM y 75mM por 30min.de la especie Hyeronima macrocarpa en
los ambientes (camara germinadora e invernadero)

Se evaluaron también las variables altura (cm), diametro del tallo (mm), largo de hoja
(cm), ancho de hojas, nimero de hojas, longitud de la raiz (cm) y vigor de las plantulas, los
resultados aplicando la prueba de Shapiro Wilks muestra que la especie Hyeronima
macrocarpa en el ambiente cdmara germinadora a los (0 dias), arrojaron normalidad en los
datos de las variables con p >.05 (Anexo 15). Pero a los 20 y 40 dias en la camara
germinadora y en el invernadero a los (0, 20 y 40 dias) de almacenado, las variables no
presentaron normalidad (Anexo 16).
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La prueba Kruskal Wallis muestra que para la especie Hyeronima macrocarpa en los
ambientes (cAmara germinadora e invernadero) a los (0, 20 y 40 dias) de almacenado, si
existieron diferencias significativas en las variables: altura K (24) =47.79, p<0.0001,
didmetro-tallo (mm) K (24) = 32.43, p<0.0001, Nro. de hojas K (24) = 39,64, p<0.0001,
ancho-hoja(cm) K (24) = 29.05, p<0.0001, largo-hoja(cm) K (24)=34.70, p<0.0001, longitud
de raiz (cm) K (24) =30.61, p<0.0001 (Anexo 17).

6.3.2. Altura

En la (Tabla 7) se observa las diferencias de medianas de la variable altura (cm), la

mediana de 40 dias almacenado-invernadero (Mdn =2.95) es diferente a las demas medianas.

Tabla 7

Diferencia de medianas segun de la variable altura (cm) en los dias de almacenado (0, 20 y 40
dias) utilizando las concentraciones de 50-75mM de CaCl, por 30min de la especie Hyeronima
macrocarpa en los 2 ambientes.

Almacenado(dias) Medianas Promedios Rangos
40 dias- invernadero 2,95 55,75 A
20 dias- invernadero 2.20 44 46 B
0 dias- invernadero 2,08 4121 B
0 dias- camara ger. 1,47 23,17 B C
20 dias- camara ger. 1,50 22,33 B C
40 dias- camara ger. 1,50 22.08 B C

En la (Figura 5) se observa que las plantulas provenientes de los embriones encapsulados
y almacenados por 40 dias, sembrados en el invernadero, obtuvieron un promedio de 3,05 cm

de altura y el que presenté menor altura 0,62 cm en la cdmara germinadora.
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Altura de Hyeromina macrocarpa
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Figura 5. Diagrama de puntos sobre la variable altura (cm) almacenamientos a (0,20 y 40 dias)
utilizando las concentraciones de 50-75mM de CaCl, por 30min de la especie Hyeronima macrocarpa
en los ambientes (cAmara germinadora e invernadero).

6.3.3. Diametro
La (Tabla 8) muestra la diferencia de las medianas entre la variable didmetro del tallo
(mm) en el invernadero a los 40 dias (Mdn =0.85) y a los 0 dias (Mdn= 0.70).

Tabla 8

Diferencia de medianas de la variable diametro (mm) en los dias de almacenado (0, 20 y 40 dias)
utilizando las concentraciones de 50-75mM de CaCl; por 30min de la especie Hyeronima macrocarpa
en los 2 ambientes.

Almacenado(dias) Medianas Promedios Rangos
40 dias- invernadero 0,85 51,58 A
0 dias- invernadero 0,70 41,92 AB
20 dias- camara ger. 0,67 33,21 B
20 dias- invernadero. 0,66 34,71 B
0 dias- camara ger. 0,61 31,92 B
40 dias- camara ger. 0,57 25,67 B

Las plantulas de los embriones encapsulados almacenados por 40 dias a 25°C sembrados
en el ambiente invernadero, obtuvieron un promedio de 0.84 mm de diametro de tallo, en

comparacion en la camara germinadora, obtuvieron un promedio de 0,22 mm (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama de puntos sobre la variable didmetro (mm) en los diferentes tiempos de
almacenamiento (0,20 y 40 dias) utilizando las concentraciones de 50-75mM de CaCl, por 30min de

la especie Hyeronima macrocarpa en los 2 ambientes (cdmara germinadora e invernadero).

6.3.4. Numero de hojas,

Las plantulas de los (embriones encapsulados sin almacenamiento y con almacenamiento)
de la especie Hyeronima macrocarpa, a los primeros 20 dias de desarrollo, presentaron 2
hojas inmaduras, excepto las plantulas de los embriones almacenados por 40 dias sembrados

en el invernadero al final de la evaluacidn incremento a 4 hojas maduras, ademas el largo de

Ancho y largo de las hojas

la hoja fue un promedio de 2,10 cm y con un ancho de 1,66 cm. (Tabla 9)

Tabla 9

Promedio de Nro. de hojas, Ancho y largo de las hojas (cm) con relacion a los tiempos de
almacenado (0, 20 y 40 dias) utilizando las concentraciones de 50-75mM de CaCl, por 30min de la

Almacenado (dias) Ambiente Nro. de Hojas  Ancho de Largo de
hojas(cm) hojas (cm)
0 dias Camara Ger. 2 1,40 1,45
20 dias Céamara Ger. 2 1,20 1,26
40 dias Camara Ger. 2 1,20 1,24
0 dias Invernadero 3 1,44 1,56
20 dias Invernadero 3 1,51 1,64
40 dias Invernadero 4 1,66 2,10

especie Hyeronima macrocarpa en los ambientes (camara germinadora e invernadero).
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6.3.5. Vigor

En cuanto al vigor se clasifico de la siguiente manera (MB= Muy Buena: mayor
crecimiento de la planta, tallo grueso, hojas verdes, numero de hojas), (B=Buena: crecimiento
adecuado, hojas normales ni tan verdes ni amarillas, (R= Regular: menor crecimiento de la
planta, hojas amarillas, menor nimero de hojas, tallo delgado). Las plantulas de la especie
Hyeronima macrocarpa fue la que presentdé mayor vigor (MB) son provenientes de los
embriones encapsulados almacenados por 40 dias a 25°C en el invernadero presentando
mayor desarrollo de altura, grosor del tallo, raiz y con mayor ndmero de hojas, en
comparacion con las plantulas provenientes a los 0 y 20 dias de almacenado el vigor fue
regular.
6.3.6. Longitud de raiz

En la siguiente (Tabla 10), se observa la diferencia de las medianas entre la variable

longitud de la raiz (cm), las plantulas de la Hyeronima macrocarpa proveniente de los
embriones encapsulados almacenados por 40 dias a 25 °C y sembrados en el ambiente
invernadero es significativamente diferente a las raices de las plantulas provenientes de los
embriones encapsulados almacenados por (0 y 20 dias) y sembrados en los 2 ambientes, es
decir que el mejor desarrollo de raices son provenientes de los embriones encapsulados
almacenados por 40 dias a 25°C y luego sembrados en el ambiente invernadero una mayor
longitud de raiz con un promedio de 3,83 cm., en comparacion a las plantulas provenientes
de los embriones encapsulados que fueron almacenados por 40 dias a 25°C) y sembrados en
los ambiente cAmara germinadora no obtuvieron mayor desarrollo de raiz con un promedio

de 0.81 cm. (Figura 7).
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Tabla 10

Diferencia de medianas de la variable raiz (cm) en los dias de almacenado (0, 20 y 40 dias)
utilizando las concentraciones de 50-75mM de CaCl, por 30min de la especie Hyeronima macrocarpa
en los 2 ambientes (cAmara germinadora e invernadero).

Almacenado(dias) Medianas Promedio Rangos
40 dias- invernadero 4,75 53,46 A
0 dias- cdmara ger. 2,75 39,42 B
20 dias- invernadero 2.40 37,75 B
20 dias- camara ger. 2,55 36,58 B
40 dias- camara ger. 1,85 27,08 B
0 dias- invernadero 1,55 24,71 B

Raiz de Hyeromina macrocarpa

5,00

3751

Raiz {cm)

0 20 40
Almacenado (dias)

‘—I—Raiz[cm]-Cémara Ger. —B—Raiz (cm)-Invernadero |

Figura 7. Diagrama de puntos sobre la variable raiz (cm) en los diferentes tiempos de
almacenamiento (0,20 y 40 dias) utilizando las concentraciones de 50mM y 75mM por 30min de la
especie Hyeronima macrocarpa en los ambientes camara germinadora e invernadero.

6.3.7. Controles.

Para los controles C1 (sin testa) y C2 (con testa) en la especie Hyeronima macrocarpa
mediante la prueba de Shapiro-Wilks se comprobd que para el control C1 y C2 no tiene
normalidad en los datos entre las variables: altura (cm), didmetro de tallo (mm), largo-ancho
de hojas (cm), numero de hojas, vigor, longitud de raiz (cm) en los dos ambientes (cadmara

germinadora e invernadero) p<0.05 (Anexo 18).
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Con la prueba Kruskal Wallis se comprobd que en los ambientes (camara germinadora e
invernadero) el control C1 y control C2 no existen diferencias significativas en las variables:
altura (cm) didmetro (mm), largo de la hoja (cm), ancho de la hoja (cm), nimero de hojas y
longitud de raiz (cm.) K (3) = 0.43, p >0. 999 (Anexo 19), C2: altura (cm), diametro (mm),
largo de la hoja (cm), ancho de la hoja (cm) K (3) = 0.43, p=0.7000, nimero de hojas K (3) =
0,76 p =0,7000 (Anexo 20).

6.4. Resultados de la especie Vasconcellea cundinamarcensis en los ambientes (cAmara
germinadora e invernadero) y diferentes tiempos de almacenamiento.

La especie Vasconcellea cundinamarcensis en el ambiente invernadero al utilizar las
concentraciones de 50mM y 75mM por 30min. presentaron mayor porcentaje de
germinacién, cuando los embriones encapsulados fueron sembrados directamente sin
almacenar (0 dias), con un porcentaje de germinacion (28,38%), en comparacion con la
camara germinadora (6,64%). Los embriones encapsulados almacenados por (20 y 40 dias) a
25°C y sembrados en ambiente invernadero, el porcentaje de germinacion para los 20 dias fue
de 20,34% vy para los 40 dias el 19,33%. Para el ambiente cAmara germinadora a los 20 dias

(7,70 %) y para los 40 dias 2,74% (Figura 8).
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Germinacion de los embriones encapsulados durante el almacenamiento

de la especie Vasconcellea cundinamarcensis
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Figura 8. Porcentaje de germinacion de los embriones encapsulados almacenados (0,20 y 40 dias)
utilizando las concentraciones de 50-75mM de CaCl, por 30 min de la especie Vasconcellea
cundinamarcensis en los ambientes (cAmara germinadora e invernadero)

La prueba de Shapiro-Wilks en la especie Vasconcellea cundinamarcensis muestra que las
semillas artificiales almacenados a (0, 20 y 40 dias) sembradas en la cAmara germinadora e
invernadero no presenté normalidad de datos (p<.05), para las variables: altura (cm),
diametro (mm), largo y ancho de la hoja (cm.), longitud de raiz (cm.), Nro. de hojas y vigor,
con un p<.05 (Anexo 21y Anexo 22).

La prueba de Kruskal Wallis muestra que no existe diferencia significativa en los dias de
almacenado (0, 20 y 40 dias) en los dos ambientes, en la cAmara germinadora las variables:
altura (cm) K (24) =1.10, p=0.2992 , didmetro (mm) K (24) =1.10, p=0.2991, largo de la
hoja K (24) =1.12, p=0.2934 , ancho de la hoja (cm.) K (24) =1.08 p= 0.3059, longitud de
raiz (cm.) K (24) =1.12, p= 0.2935, Nro. de hojas K (24) =1.07 p= 0.3079 (Anexo 23). En
el invernadero las variables: altura (cm) K (24) =2.32, p= 0.2741, diametro- tallo (mm) K
(24) =1.12, p= 0.5359, largo de la hoja K (24) =2.06, p= 0.3168, ancho de la hoja (cm.) K
(24) =2.36 p= 0.2691, longitud de raiz (cm.) K (24) =0.0512, p= 0.2935, Nro. de hojas K

(24) =4.88, p= 0.6030 (Anexo 24).
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6.4.1. Controles

Para los controles C1 (sin testa) y C2 (con testa) en la especie Vasconcellea
cundinamarcensis no se midieron las variables debido a que no hubo germinacion en los dos

ambientes (cAmara germinadora e invernadero).
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que los embriones suspendidos en
alginato de sodio al 4% mas la concentracion de CaCl, a 50 mM y 75mM con un tiempo de
inmersion de 30min fueron los tratamientos que mayor porcentaje de germinacion
obtuvieron, siendo diferente al resto de los tratamientos. Nuestros resultados coinciden con lo
que manifiesta Barbotin et al., 1993, quienes han demostrado que la dureza de la cdpsula
puede variar con la concentracion de alginato y la concentracion de la solucién de cloruro de
calcio, influyendo de manera importante sobre la germinacion.
Segun Naik et al. (2006) realizaron encapsulados a partir de segmentos nodales de fruto de
granado y obtuvieron que una combinacién de 3% de alginato de sodio y 30 minutos de
inmersion en cloruro de calcio de 100 mM, fue la més adecuada para la formacion de
semillas sintéticas ideales, otro autor Ganapathi et al. (1992) realiz6 un estudio sobre el
efecto de la concentracién de alginato de sodio (2, 3 y 4 %) sobre el desarrollo de los &pices
meristematicos de banano, obtuvieron que a medida que se incrementd la concentracion de
alginato disminuyeron los valores de desarrollo, el mejor resultado fue obtenido con 3 % de
alginato y (100% CacCl,). En nuestros resultados al encapsular embriones cigoticos de las
semillas de las especies Vasconcellea cundinamarcensis y Hyeronima macrocarpa a una
concentracion de (4%) de alginato de sodio mas dos concentraciones (50 y 75 mM) de CaCly,
no existid diferencia en los valores de la germinacion pero si se obtuvieron diferencias en los
tiempos de inmersién en CaCl, esto podria indicar que los porcentajes de germinacion
pueden ser afectados con un incremento de la germinacién, cuando aumenta el tiempo de
exposicion de CaCl, reducidos como lo manifiesta Malabadi, & Van Staden (2005); esto
podria sugerir que cada especie se comporta de manera diferente y especifica dependiendo
de la unidad encapsulable (embriones somaticos, embriones cigoticos, propagulos,
meristemas).
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Los embriones encapsulados en alginato de sodio a 4% sumergidos en CaClz en un tiempo
de 30 min. presentaron mayor porcentaje de germinacion, esta respuesta no concuerda con los
autores como Castillo et al., (1998), quienes observaron un mayor porcentaje de germinacion
de embriones somaticos de papaya encapsulados en menor tiempo de exposicién al CaCl2
(10min.) (Prewein y Wilhelm, 2002; Malabadi & Van Staden, 2005). Esto se debe a que las
altas concentraciones o la exposicion excesiva de los embriones al agente complejante
(CaCl) da como resultado una mayor absorcion y penetracion de CaCl, al embrion, lo que
podria generar una inhibicion del crecimiento que se refleja en la disminucion de la respuesta
germinativa y el desarrollo posterior en el campo (Redenbaugh et al., 1986; Malabadi & Van
Staden, 2005).

Antonietta et al., (1999) sefialan que la presencia del AG3 en el endospermo de embriones
somaticos encapsulados de Citrus reticulata fue indispensable para la germinacion,
incrementandose estos valores de un 5.0% (endospermo sin AG3) a un 25% cuando estuvo
presente este regulador del crecimiento. En nuestro trabajo no se utilizaron reguladores de
crecimiento, esto podria ser una variable a incorporarse en otros estudios y evaluar el
comportamiento de los embriones de estas especies cuando se utilicen reguladores de

crecimiento.

Segln  Saiprasad, (2002) sefiala que los protocormos encapsulados en una matriz
constituida por alginato de sodio al 3% en complejo con 75 mM de cloruro de calcio,
lograron el 100% de conversion a plantula después de 60 dias de almacenamiento a una
temperatura de 4°C esto se aplico en la especie Dendrobium 'Sonia’, otro estudio realizado
por (Ghosh & Sen ,1994), en donde encapsularon embriones somaticos de Asparagus cooperi
lograron obtener un 30% de germinacion después de almacenarlos por 15 dias a 4°C. En
comparacion a nuestros resultados obtenidos los embriones encapsulados y almacenados

durante 20 y 40 dias a 4°C no presentaron germinacion en las 2 especies en estudio por lo que
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no concordamos con los autores mencionados anteriormente, al parecer el efecto de la
temperatura y el tiempo de almacenamiento dependen de la fisiologia de los embriones de la

especie en estudio.

Janeiro et al. (1995), observaron un incremento en la tasa de germinacion en embriones
almacenados por dos meses comparados a los almacenados por un mes, afirma que la
germinacion rapida de las semillas sintéticas, depende en particular de la fisiologia de los
embriones y células inmovilizados (Barbotin, 1993).

El trabajo realizado por Enriquez A. (2013), indica que los embriones encapsulados deben
almacenarse durante 40-90 dias para alcanzar el estadio de desarrollo adecuado de los
embriones somaticos. Nuestros datos indicaron que, los embriones cigoticos encapsulados
almacenados por 40 dias a 25 °C obtuvieron un mejor desarrollo en cuanto a la altura,
didmetro de tallo, Nro. de hojas, longitud de raiz y un buen vigor en comparacion a nuestros
controles no germinaron.

Las condiciones ambientales constituyen uno de los factores que mas afectan la
germinacién de las capsulas. Redenbaugh et al. (1987) obtuvieron porcentajes de
germinacién en cultivos de embriones somaticas como alfalfa y apio entre un 30-65 %, sin
embargo, la frecuencia de conversion disminuyo entre un 7-10 % cuando estas fueron
sembradas en medio de cultivo. En comparacion con nuestros resultados concordamos con el
autor mencionado anteriormente, podemos mencionar que al trasladar las capsulas para su
respectivo desarrollo, en los ambientes (camara germinadora e invernadero) las capsulas no
obtuvieron una buena aclimatizacion por ende existi6 muerte del embrién por lo que se
obtuvo bajo porcentaje de germinacion, ademas podemos atribuir que la disminucion del
porcentaje de la germinacion de las especies en estudio se debe a que desde un principio se

obtuvo baja viabilidad de las semillas, es decir realizamos pruebas de viabilidad aplicando
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tetrazolio y se obtuvo los siguientes resultados para la especie Hyeronima macrocarpa un
porcentaje de viabilidad de 65% Yy para la especie Vasconcellea cundinamarcensis un 60%.
Fujii et al. (1989) probaron varios ambientes para la adaptacion a suelo de las semillas
sintéticas de alfalfa y no observaron diferencias en la germinacién entre las camaras de
crecimiento y el invernadero, pero las plantas producidas en este Gltimo presentaron un
crecimiento mas vigorosa nivel de invernadero estudiaron varios métodos de irrigacion,
logrando porcentajes de germinacion (36%), superiores a las camaras de crecimiento con el
empleo de aspersores (25%) y camaras de humedad (21%). Estos autores concluyen que para
la produccion de trasplantes utilizando semillas sintéticas puede realizarse en invernaderos,
donde se puede mantener una elevada humedad con el empleo de nebulizadores u otro tipo de
riego fino. Nuestros resultados concuerdan con este autor, en el ambiente invernadero se
desarroll6 mejor las plantulas provenientes de embriones encapsulados de las especies en

estudio, donde se obtuvo un mayor desarrollo de las plantulas.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
8.1. Conclusiones

La técnica de encapsulacion de embriones pudo ser aplicada a dos especies de importancia
econdmica y ecoldgica: Vasconcellea cundinamarcensis y Hyeronima macrocarpa
permitiendo obtener datos de germinacién y desarrollo inicial de las especies.

El endosperma artificial constituido por 4% de alginato de sodio en dos concentraciones
de Cloruro de calcio (50mM y75mM) no fueron significativamente diferente entre ellas, sin
embargo mostraron diferencia significativa respecto a los controles que no germinaron.

Pero si mostraron diferencias significativas en los tiempos de inmersion de (10 y 30
minutos), en las dos especies.

Los mejores niveles de germinacion para Vasconcellea cundinamarcensis fue la
concentracion de 75mM de CaClz por 30min con 31,46%, mientras que para Hyeronima
macrocarpa fue la concentracion 75mM de CaCl, por 30minn con un 33,30%, aunque en esta
especie no hubo diferencias significativas en los distintos tratamientos, es decir que todos los
tratamientos son equivalentes de acuerdo al porcentaje de germinacion.

Los embriones encapsulados no mostraron viabilidad cuando fueron almacenados durante
20 y 40 dias a una temperatura de 4°C en las 2 especies, mientras que los embriones
encapsulados y almacenados por 20 y 40 dias a una temperatura de 25 °C, presento6
germinacion en las dos especies Hyeronima macrocarpa y Vasconcellea cundinamarcensis.

Las semillas sintéticas de las especie Hyeronima macrocarpa y Vasconcellea
cundinamarcensis a los 25 dias presentaron 2 hojas inmaduras en cuanto a los controles C1
(sin testa) y C2 (con testa) no germinaron.

Las semillas sintéticas de Hyeronima macrocarpa sin almacenar sembrados directamente
en el invernadero presentaron mayor viabilidad (51,34%), de igual manera para la especie
Vasconcellea cundinamarcensis con un porcentaje de viabilidad de (28,38%)
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El desarrollo inicial de las plantulas provenientes de semillas sintéticas almacenadas
durante 40 dias a 25°C y sembrados en el ambiente invernadero presentaron mayor vigor,
altura, grosor del tallo, longitud de raiz, Nro. de hojas y longitud-ancho de hojas, en las dos

especies en comparacion a los controles C1y C2 no presentaron germinacion.

Como conclusion podemos mencionar que las semillas sintéticas compuesto por 4% de
alginato de sodio en dos concentraciones de Cloruro de calcio (50mM y75mM) sumergidas
por 30 minutos obtendremos germinacion y para tener un buen crecimiento de la planta
debemos almacenar los embriones encapsulados por 40 dias a una temperatura de 25°C y

luego sembrar en el invernadero.

La técnica de encapsulamiento nos ayuda a controlar los tiempos de germinacion: “Se
puede hacer que la semilla sintética germine en cualquier momento, esto seria un beneficio
debido a que existen especies recalcitrantes que no logran la conversion a planta después de
su fase de embrién, o lo hacen Unicamente en el laboratorio, pero al llegar al vivero o a la

plantacion no se desarrollan”.
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8.2. Recomendaciones

Mediante la experiencia obtenida en el desarrollo del experimento y de acuerdo a los
resultados obtenidos podemos recomendar:

Utilizar las concentraciones de cloruro de calcio de 50 mM y 75mM con un tiempo de
inmersion de 30 minutos para que las semillas sintéticas alcancen una germinacion
satisfactoria.

Usar alginato de sodio al 4%, también juega un papel importante en el desarrollo del
embrion encapsulado porque esta solucion alimenta directamente al embrion, al utilizar esta
concentracion las perlas son uniformes y podemos manipular.

Se recomienda almacenar los embriones encapsulados durante 40 dias a una temperatura de
25°C y luego sembrarlos en el invernadero para obtener un buen desarrollo de las plantulas.

No se recomienda almacenar las semillas sintéticas a una temperatura de 4°C el porcentaje
de germinacion no sera satisfactorio para estas especies Vasconcellea cundinamarcensis y
Hyeronima macrocarpa.

Realizar al menos 5 repeticiones para obtener datos méas confiables y poder generar una

informacidn mas precisa.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Prueba de Shapiro-Wilk para la variable porcentaje de germinacion de las semillas
sintéticas de las especies Hyeronima macrocarpa y Vasconcellea cundinamarcensis en las
diferentes concentraciones de CaCl2 (50mM-75mM) y tiempos de inmersion (10 y 30 min).

Concentracion ~ Tiempo_inmer.  Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
50mM 10min % Germinacion 60 11,75 175 0,65 <0,0001
50mM 30min % Germinacion 60 22,14 22,9 0,78 <0,0001
75mM 10min % Germinacion 60 15,83 215 0,74 <0,0001
75mM 30min % Germinacion 60 23,98 26,2 0,78 <0,0001

Anexo 2.Prueba de Kruskal Wallis para la variable porcentaje de germinacion de las
semillas sintéticas de las especies Hyeronima macrocarpa y Vasconcellea cundinamarcensis

Variable Concentracion N  Medias D.E. Medianas Promedio H p
Rangos
% Germinacién 50 mM 120 16,95 20,97 0,00 117,41 0,47 0,4476
% Germinacion 75 mM 120 19,91 24,23 0,00 123,59

en cuanto a concentraciones de CacCls.

Anexo 3. Prueba de Kruskal Wallis para la variable porcentaje de germinacion de las semillas
sintéticas de las especies Hyeronima macrocarpa y Vasconcellea cundinamarcensis con
relacion al tiempo de inmersion en CaCly.

Variable Tiempo N Medias D.E. Medianas Promedio H p
inmersioén Rangos
% Germinacion 10 min 120 13,79 19,63 0,00 107,98 7,81 0,0021
% Germinacion 30 min 120 23,06 24,55 26,57 133,02

Anexo 4. Prueba de Mann Whitney para la variable porcentaje de germinacion de las
semillas sintéticas de las 2 especies en estudio respecto al ambiente.

Clasific  Variable Grupol  Grupo?2 (1 n(2 Media(l Media(2 DE(1 DE(2 W P2

) ) ) ) ) ) colas)
. % Camara
Amz'e”t Germinacié Germinador '”Ve'g‘ader 120 120 1243 2443 1912 2435 12052 0'200
n a

Anexo 5. Prueba de Mann Whitney para la variable porcentaje de germinacién de las
semillas sintéticas con relacion a las especies en estudio.

Clasific ~ Variable Grupo 1 Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) DE(1) DE(2) W cglgs)
Ambiente % Hyeronima  Vasconcellea 156 150 9333 1350 2434 1975 16054 0,0011

Germinacién macrocarpa cundinamarcensis
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Anexo 6. Prueba de Kruskal Wallis para la variable porcentaje de germinacion de las
semillas sintéticas con  relaciobn a los tratamientos de la especie Vasconcellea
cundinamarcensis en el ambiente cAmara germinadora.

Promedio
Variable Tratt N Medias D.E. Medianas Rangos H p
% Germinacion T1 15 0,00 0,00 0,00 28,00 6,56 0,079
% Germinacion T2 15 11,47 14,87 0,00 40,97
% Germinacion T3 15 0,00 0,00 0,00 39,23
% Germinacion T4 15 1054 1587 0,00 40,00

Anexo 7. Prueba de Kruskal Wallis para la variable porcentaje de germinacion de las
semillas sintéticas con relacion a los tratamientos de la especie Vasconcellea
cundinamarcensis en el ambiente invernadero.

Promedio
Variable Trat. N Medias D.E. Medianas Rangos H p
% Germinacion  T1 15 9,7 14,52 0 26,00 7,38 0,0395
% Germinacion T2 15 28,23 25,57 39,23 40,07
% Germinacion T3 15 16,78 14,54 26,57 32,27
% Germinacion T4 15 31,46 27,54 39,23 42,07

Anexo 8. Prueba de Kruskal Wallis para la variable porcentaje de germinacion de las
semillas en cuanto a los controles de la especie Vasconcellea cundinamarcensis en el
ambiente camara germinadora e invernadero.

Variable Tiempo N Medias D.E. Medianas Promedio H p
inmersién Rangos
% Germinacién C1 (sin testa) 3 0,00 0,00 0,00 3,50 0,00 <0,001
% Germinacién C2 (con testa) 3 0,00 0,00 0,00 3,50

Anexo 9. Prueba de Kruskal Wallis para la variable porcentaje de germinacion de las
semillas sintéticas con relacion a los tratamientos de la especie Hyeronima macrocarpa en el
ambiente camara germinadora.

Promedio
Variable Trat. N Medias D.E. Medianas Rangos H p
% Germinacion T1 15 17,33 23,74 0,00 31,53 2,86  0,6317
% Germinacion T2 15 24,00 28,49 20,00 36,17
% Germinacion T3 15 18,67 24,46 0,00 33,07
% Germinacion T4 15 22,67 28,15 0,00 34,63

Anexo 10. Prueba de Kruskal Wallis para la variable porcentaje de germinacion de las
semillas sintéticas con relacion a los tratamientos de la especie Hyeronima macrocarpa en el
ambiente invernadero.

Promedio
Variable Trat. N Medias D.E. Medianas Rangos H p
% Germinacion  T1 15 20,00 20,00 20,00 30,40 4,32 0,448
% Germinacion T2 15 29,33 29,15 20,00 35,03
% Germinacion T3 15 30,67 33,69 20,00 34,83
% Germinacion T4 15 38,67 36,62 40,00 38,80
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Anexo 11. Prueba de Kruskal Wallis para la variable porcentaje de germinacion de las
semillas en cuanto a los controles de la especie Hyeronima macrocarpa en ambiente camara

Variable Tiempo N Medias D.E. Medianas Promedio H p
inmersién Rangos
% Germinacion C1 (sin testa) 3 0,00 0,00 0,00 2,50 1,71 0,4000
% Germinacion C2(contesta) 3 30,00 31,86 26,57 4,50

germinadora.

Anexo 12. Prueba de Kruskal Wallis para la variable porcentaje de germinacion de las
semillas en cuanto a los controles de la especie Hyeronima macrocarpa en el ambiente

Variable Tiempo N Medias D.E. Medianas Promedio H p
inmersion Rangos
% Germinacién C1 (sin testa) 3 8,86 15,34 0,00 3,50 0,00 >0,999
% Germinacién C2 (con testa) 3 8,86 15,34 0,00 3,50
invernadero.

Anexo 13. Prueba de Shapiro-Wilk para la variable porcentaje de germinacién de los
embriones encapsulados en los diferentes tiempos de almacenado de las 2 especies en
estudio.

Almacenado Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
0 dias % Viabilidad 48 11,75 175 0,65 <0,0001
20 dias % Viabilidad 96 22,14 229 0,78 <0,0001
40 dias % Viabilidad 96 1583 215 0,74 <0,0001

Anexo 14. Prueba de Mann Whitney para la variable porcentaje de germinacion de los
embriones encapsulados con respecto al ambiente, dias de almacenado y su temperatura.

Almacenado T

(dias) °C) Clasific Variable Grupo 1 Grupo2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) DE(1) DE(2) W  p(2colas)
- .
0 NA" Ambiente 6 ocamara e adero 24 24 2001 39.86 2038 19,67 449.00  0,0032
Germinacion Ger.
! -
20 25 Ambiente o ocamara e adero 24 24 2438 3964 2010 1529 46850 0,011
Germinacion Ger.
! -
20 4 Ambiente % ocamara e dero 24 24 0,00 0,00 000 000 0,00 sd
Germinacion Ger.
! ;
40 25 Ambiente % ocamara e adero 24 24 1774 4298 2262 1907 42850 0,007
Germinacion Ger.
! -
40 4 Ambiente . 6 ocamara e adero 24 24 0,00 000 000 000 0,00 sd
erminacion Ger.
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Anexo 15. Prueba de Shapiro-Wilk para las variables altura, diametro, Nro. de hojas, ancho y
largo de la hoja, vigor, y longitud de la raiz en los diferentes tiempos de almacenado (0, 20 y
40 dias) en el ambiente camara germinadora de la especie Hyeronina macrocarpa.

Almacenado Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
0 dias Altura (cm) 24 1,11 0,70 0,91 0,3640
0 dias Diametro (mm) 24 0,57 044 0,92 0,4005
0 dias # Hojas 24 1,58 1,00 0,87 0,1211
0 dias Ancho hoja (cm) 24 0,50 0,28 0,80 0,3104
0 dias Largo hoja (cm) 24 0,65 0,37 0,90 0,2758
0 dias Raiz (cm) 24 1,38 0,48 0,70 <0,0001
0 dias Vigor 24 0,59 0,47 0,76 <0,0001

20 dias Altura (cm) 24 0,50 0,71 0,69 <0,0001
20 dias Diametro (mm) 24 0,27 0,36 0,69 <0,0001
20 dias # Hojas 24 0,71 091 0,64 <0,0001
20 dias Ancho hoja (cm) 24 0,25 0,35 0,69 <0,0001
20 dias Largo hoja(cm) 24 0,34 0,46 0,70 <0,0001
20 dias Raiz (cm) 24 1,29 0,43 0,67 <0,0001
20 dias Vigor 24 0,48 0,74 0,68 <0,0001
40 dias Altura (cm) 24 0,49 0,74 0,27 <0,0001
40 dias Diametro (mm) 24 0,23 0,34 0,66 <0,0001
40 dias # Hojas 24 0,78 1,13 0,64 <0,0001
40 dias Ancho hoja (cm) 24 0,27 0,40 0,67 <0,0001
40 dias Largo hoja(cm) 24 0,35 0,51 0,67 <0,0001
40 dias Raiz (cm) 24 1,29 0,43 0,67 <0,0001
40 dias Vigor 24 0,41 0,46 0,69 <0,0001

Anexo 16. Prueba de Shapiro-Wilk para las variables altura, didmetro, Nro. de hojas, ancho y
largo de la hoja, vigor, y longitud de la raiz en los diferentes tiempos de almacenado (0, 20 y
40 dias) en el ambiente invernadero de la especie Hyeronina macrocarpa.

Almacenado Variable n  Media D.E. W* p(Unilateral D)
0 dias Altura (cm) 24 120 0,39 0,93 0,5480
0 dias Diametro (mm) 24 0,75 0,26 0,83 0,0287
0 dias Nro. Hojas 24 2,75 087 0,88 0,1650
0 dias Ancho hoja(cm) 24 054 0,21 0,86 0,0728
0 dias Largo hoja(cm) 24 0,73 0,25 0,91 0,3456
0 dias Raiz (cm) 24 164 021 0,83 0,0369
0 dias Vigor 24 056 048 0,76 <0,0001
20 dias Altura (cm) 24 061 0,78 0,77 <0,0001

20 dias Diametro (mm) 24 0,31 0,37 0,77 <0,0001
20 dias Nro. Hojas 24 133 132 0,75 <0,0001
20 dias Ancho hoja(cm) 24 0,33 041 0,78 <0,0001
20 dias Largo hoja(cm) 24 044 052 0,77 <0,0001
20 dias Raiz (cm) 24 144 054 0,75 <0,0001
20 dias Vigor 24 044 050 0,78 <0,0001
40 dias Altura (cm) 24 081 090 0,75 <0,0001
40 dias Didmetro (mm) 24 042 0,46 0,75 <0,0001
40 dias Nro. Hojas 24 108 1,18 0,72 <0,0001
40 dias Ancho hoja(cm) 24 0,27 040 0,67 <0,0001
40 dias Largo hoja(cm) 24 059 0,66 0,75 <0,0001
40 dias Raiz (cm) 24 158 065 0,71 <0,0001
40 dias Vigor 24 040 0,73 0,68 <0,0001
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Anexo 17. Prueba de Kruskal Wallis para las variables: altura, diametro, Nro. de hojas,
ancho-largo de la hoja y longitud de la raiz en los diferentes tiempos de almacenado (0, 20 y
40 dias) en los 2 ambiente camara germinadora e invernadero de la especie Hyeronina
macrocarpa.

Variable Almacenado N Medias D.E. Medianas Promedio H p
(dias)/Ambiente Rangos
Altura (cm) 0 Camara Ger. 24 1,79 1,11 1,75 55,17 47,79  <0,0001
Altura(cm) 0 Invernadero 24 2,15 0,40 2,08 65,21
Altura(cm) 20 Cémara Ger 24 0,70 0,88 0,00 30,33
Altura (cm) 20 Invernadero 24 2,51 1,06 2,20 68,46
Altura (cm) 40 Camara Ger 24 0,62 0,94 0,00 29,29
Altura (cm) 40 Invernadero 24 3,05 1,09 2,95 79,75
Diametro (mm) 0 Camara Ger. 24 0,57 0,44 0,61 53,92 3243  <0,0001
Diametro (mm) 0 Invernadero 24 0,75 0,26 0,70 65,92
Diametro (mm) 20 Cémara Ger. 24 0,27 0,36 0,00 35,85
Diémetro (mm) 20 Invernadero 24 0,62 0,27 0,60 58,71
Diametro (mm) 40 Camara Ger. 24 0,22 0,33 0,00 31,08
Diédmetro (mm) 40 Invernadero 24 0,84 0,25 0,85 75,58
Nro. de hojas 0 Camara Ger. 24 1,58 1,00 2,00 50,29 39,64 <0,0001
Nro. de hojas 0 Invernadero 24 2,75 0,87 3,00 75,13
Nro. de hojas 20 Cémara Ger. 24 0,71 0,91 0,00 31,31
Nro. de hojas 20 Invernadero 24 2,67 0,98 2,50 71,83
Nro. de hojas 40 Camara Ger. 24 0,75 1,11 0,00 32,58
Nro. de hojas 40 Invernadero 24 2,17 0,58 2,00 62,96
Ancho- hoja (cm) 0 Camara Ger. 24 1,01 0,58 1,05 51,83 29,05 <0,0001
Ancho-hoja (cm) 0 Invernadero 24 1,08 0,41 1,05 53,46
Ancho hoja (cm) 20 Camara Ger. 24 0,51 0,71 0,00 35,19
Ancho-hoja (cm) 20 Invernadero 24 1,32 0,70 1,30 63,25
Ancho-hoja(cm) 40 Camara Ger. 24 0,53 0,82 0,00 35,17
Ancho-hoja(cm) 40 Invernadero 24 1,77 0,53 1,90 78,75
Largo - hoja (cm) 0 Camara Ger. 24 1,17 0,63 1,30 46,71 34,70  <0,0001
Largo-hoja (cm) O Invernadero 24 1,46 0,49 1,45 53,67
Largo- hoja (cm) 20 Cémara Ger. 24 0,69 0,93 0,00 35,29
Largo-hoja (cm) 20 Invernadero 24 1,73 0,67 1,85 65,46
Largo-hoja(cm) 40 Cémara Ger. 24 0,66 1,00 0,00 34,38
Largo-hoja(cm) 40 Invernadero 24 2,83 1,67 2,40 82,83
Raiz (cm) 0 Camara Ger. 24 2,41 1,24 2,75 61,42 30,61 <0,0001
Raiz (cm) 0 Invernadero 24 1,73 0,77 1,55 48,71
Raiz (cm) 20 Camara Ger. 24 1,14 1,47 0,00 37,54
Raiz (cm) 20 Invernadero 24 2,71 1,71 2,40 61,75
Raiz (cm) 40 Camara Ger. 24 0,81 1,28 0,00 31,79
Raiz (cm) 40 Invernadero 24 3,83 1,54 4,75 77,46
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Anexo 18. Prueba de Shapiro-Wilk para las variables altura, diametro, Nro. de hojas, ancho
y largo de la hoja, vigor, y longitud de la raiz para los controles C1 y C2 en los dos ambientes

(Camara germinadora e invernadero) de la especie Hyeronima macrocarpa.

Trat. Ambiente Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Cl Cémara Ger. Altura (cm) 3 0,00 0,00 sd >0,9999
Cl  Cémara Ger Diametro (mm) 3 0,00 0,00 sd >0,9999
Cl  Céamara Ger Nro. Hojas 3 0,00 0,00 sd >0,9999
Cl CémaraGer  Anchohoja(cm) 3 0,00 0,00 sd >0,9999
Cl  Cémara Ger Largo hoja (cm) 3 0,00 0,00 sd >0,9999
Cl  Cémara Ger Raiz (cm) 3 0,00 0,00 sd >0,9999
Cl  Céamara Ger Vigor 3 0,00 0,00 sd >0,9999
C1 Invernadero Altura (cm) 3 1,33 2,31 0,75 <0,0001
C1 Invernadero Diametro (mm) 3 0,49 0,85 0,75 <0,0001
C1 Invernadero Nro. Hojas 3 1,33 2,31 0,75 <0,0001
Cl  Invernadero  Ancho hoja(cm) 3 0,47 0,81 0,75 <0,0001
Cl  Invernadero Largo hoja (cm) 3 0,70 1,21 0,75 <0,0001
C1 Invernadero Raiz (cm) 3 2,44 2,47 0,75 <0,0001
C1 Invernadero Vigor 3 0,48 0,74 0,75 <0,0001
C2  Cémara Ger. Altura (cm) 3 2,47 2,47 0,98 0,0049
C2  Camara Ger Diametro (mm) 3 0,63 0,78 0,92 0,0035
Cc2 Camara Ger Nro. Hojas 3 1,83 1,76 0,99 0,0048
C2  CémaraGer  Anchohoja(cm) 3 0,82 091 0,97 0,0038
C2  Camara Ger Largo hoja (cm) 3 1,07 1,22 0,96 0,0049
C2  Camara Ger Raiz (cm) 3 2,37 2,45 0,98 0,0049
Cc2 Camara Ger Vigor 3 0,40 0,74 0,75 0,0021
C2 Invernadero Altura (cm) 3 0,90 156 0,75 <0,0001
C2 Invernadero Diametro (mm) 3 0,38 0,66 0,75 <0,0001
C2 Invernadero Nro. Hojas 3 0,67 1,15 0,75 <0,0001
Cc2 Invernadero  Ancho hoja (cm) 3 0,37 0,64 0,75 <0,0001
Cc2 Invernadero Largo hoja (cm) 3 0,50 0,87 0,75 <0,0001
Cc2 Invernadero Raiz (cm) 3 1,73 3,00 0,75 <0,0001
C2 Invernadero Vigor 3 0,60 0,78 0,75 <0,0001
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Anexo 19. Prueba de Kruskal Wallis para las variables altura, diametro, Nro. de hojas,

ancho y largo de la hoja, vigor, y longitud de la raiz para el C1 en los dos ambientes (Camara
germinadora e invernadero) de la especie Hyeronima macrocarpa.

Variable Trat  Ambiente N Medias D.E. Medianas H P
Altura (cm) Cl  Cémara Ger. 3 0,00 0,00 0,00 0,47  >0,9999
Altura(cm) C1 Invernadero 3 0,93 1,14 0,00

Diametro (mm) Cl  Céamara Ger. 3 0,00 0,00 0,00 0,43  >0,9999
Diametro (mm) C1 Invernadero 3 0,49 0,85 0,00

Nro. hojas Cl  Camara Ger. 3 0,00 0,00 0,00 0,43  >0,9999

Nro. hojas C1 Invernadero 3 1,33 2,31 0,00
Largo-hoja (cm) Cl  Céamara Ger. 3 0,00 0,00 0,00 0,43  >0,9999
Largo-hoja (cm) C1 Invernadero 3 0,70 1,21 0,00
Ancho-hoja(cm) Cl  Cémara Ger. 3 0,00 0,00 0,00 0,43  >0,9999
Ancho-hoja(cm) C1 Invernadero 3 0,47 0,81 0,00
Raiz (cm) Cl  Céamara Ger. 3 0,00 0,00 0,00 0,43  >0,9999
Raiz (cm) C1 Invernadero 3 2,44 2,47 0,00
Vigor Cl  Cémara Ger. 3 0,00 0,00 0,00 0,43  >0,9999
Vigor Cl1  Invernadero 3 0,48 0,74 0,00

Anexo 20. Prueba de Kruskal Wallis para las variables altura, diametro, Nro. de hojas,
ancho y largo de la hoja, vigor, y longitud de la raiz para el C2 en los dos ambientes (Camara
germinadora e invernadero) de la especie Hyeronima macrocarpa.

Variable Trat. Ambiente N Medias D.E. Medianas H P
Altura (cm) C2 Cémara Ger. 3 0,90 1,56 0,00 0,43 0,7000
Altura(cm) C2 Invernadero 3 2,27 2,47 1,90

Didmetro (mm) C2  Céamara Ger. 3 0,38 0,66 0,00 0,43 0,7000
Diametro (mm) C2 Invernadero 3 0,63 0,78 0,38
Nro. hojas C2 Cémara Ger. 3 0,67 1,15 0,00 0,76 0,7000
Nro. hojas c2 Invernadero 3 1,83 1,76 2,00
Largo-hoja(cm)  C2  Cémara Ger. 3 0,50 0,87 0,00 0,43 0,7000
Largo-hoja (cm) C2 Invernadero 3 1,07 1,22 0,80
Ancho-hoja(cm) C2 Cémara Ger. 3 0,37 0,64 0,00 0,43 0,7000
Ancho-hoja(cm) C2 Invernadero 3 0,82 0,91 0,65
Raiz (cm) C2  Céamara Ger. 3 1,73 3,00 0,00 0,43 0,7000
Raiz (cm) (67 Invernadero 3 2,37 2,45 2,10
Vigor C2  CamaraGer. 3 0,40 0,74 0,00 0,43 0,7000
Vigor C2 Invernadero 3 0,60 0,78 0,39
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Anexo 21. Prueba de Shapiro-Wilk para las variables altura, diametro, Nro. de hojas, ancho
y largo de la hoja, vigor, y longitud de la raiz en los diferentes tiempos de almacenado (0, 20
y 40 dias) en el ambiente cdmara germinadora de la especie Vasconcellea cundinamarcensis.

Almacenado Variable n Media D.E. W*  p(Unilateral D)
0 dias Altura (cm) 24 0,23 0,43 0,58 <0,0001
0 dias Diametro (mm) 24 0,09 0,16 0,57 0,0002
0 dias Nro. Hojas 24 0,33 065 0,60 <0,0001
0 dias Ancho hoja (cm) 24 0,10 0,18 0,57 <0,0001
0 dias Largo hoja (cm) 24 0,15 0,27 0,56 <0,0001
0 dias Raiz (cm) 24 1,21 0,39 0,57 <0,0001
0 dias Vigor 24 0,62 0,63 0,80 <0,0001

20 dias Altura (cm) 24 0,39 0,78 0,58 <0,0001
20 dias Diadmetro (mm) 24 0,19 0,36 0,58 <0,0001
20 dias Nro. Hojas 24 0,54 1,02 0,57 <0,0001
20 dias Ancho hoja (cm) 24 0,16 0,31 0,57 <0,0001
20 dias Largo hoja (cm) 24 0,20 0,40 0,57 <0,0001
20 dias Raiz (cm) 24 1,28 0,50 0,55 <0,0001
20 dias Vigor 24 0,46 0,75 0,68 <0,0001
40 dias Altura (cm) 24 0,14 052 0,35 <0,0001
40 dias Diametro (mm) 24 0,29 0,44 0,67 <0,0001
40 dias Nro. Hojas 24 0,21 0,72 0,37 <0,0001
40 dias Ancho hoja (cm) 24 0,38 0,64 0,65 <0,0001
40 dias Largo hoja (cm) 24 0,40 0,65 0,66 <0,0001
40 dias Raiz (cm) 24 1,09 0,32 0,34 <0,0001
40 dias Vigor 24 0,51 0,48 0,68 <0,0001

Anexo 22. Prueba de Shapiro-Wilk para las variables altura, diametro, Nro. de hojas, ancho
y largo de la hoja, vigor, y longitud de la raiz en los diferentes tiempos de almacenado (0, 20
y 40 dias) en el ambiente invernadero de la especie Vasconcellea cundinamarcensis.

Almacenado Variable n Media D.E. W?* p(Unilateral D)
0 dias Altura (cm) 24 147 111 0,92 0,0248
0 dias Diametro (mm) 24 0,60 047 0,92 0,0245
0 dias Nro. Hojas 24 217 140 0,87 0,0247
0 dias Ancho hoja (cm) 24 0,10 0,17 0,57 0,0001
0 dias Largo hoja (cm) 24 0,15 0,27 0,56 0,0042
0 dias Raiz (cm) 24 1,94 0,39 0,78 0,0048
0 dias Vigor 24 0,61 0,46 0,76 0,0001

20 dias Altura (cm) 24 0,93 1,14 0,76 <0,0001
20 dias Diametro (mm) 24 0,49 059 0,71 <0,0001
20 dias Nro. Hojas 24 1,08 1,25 0,69 <0,0001
20 dias Ancho hoja (cm) 24 0,47 055 0,71 <0,0001
20 dias Largo hoja (cm) 24 0,58 0,68 0,72 <0,0001
20 dias Raiz (cm) 24 1,49 0,58 0,73 <0,0001
20 dias Vigor 24 0,48 0,74 0,66 <0,0001
40 dias Altura (cm) 24 0,96 1,25 0,69 <0,0001
40 dias Diémetro (mm) 24 0,44 055 0,71 <0,0001
40 dias Nro. Hojas 24 1,21 156 0,75 <0,0001
40 dias Ancho hoja(cm) 24 0,36 047 0,71 <0,0001
40 dias Largo hoja(cm) 24 0,49 0,63 0,72 <0,0001
40 dias Raiz (cm) 24 1,49 0,60 0,74 <0,0001
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40 dias Vigor 24 0,40 045 0,70 <0,0001

Anexo 23. Prueba de Kruskal Wallis para las variables altura, didmetro, # de hojas, ancho y
largo de la hoja, vigor, y longitud de la raiz en los diferentes tiempos de almacenado (0, 20 y
40 dias) en el ambiente cdmara germinadora de la especie Vasconcellea cundinamarcensis.

Variable Almacenado N Medias D.E. Medianas Promedio H p
(dias) Rangos

Altura (cm) 0 24 0,23 0,43 0,00 31,92 1,10 0,2992
Altura(cm) 20 24 0,39 0,78 0,00 32,67
Altura(cm) 40 24 0,14 0,52 0,00 27,63

Didmetro (mm) 0 24 0,09 0,16 0,00 31,50 1,10 10,2991
Didmetro (mm 20 24 0,19 0,36 0,00 32,83
Didmetro (mm 40 24 0,07 0,27 0,00 27,67

Nro. de hojas 0 24 0,33 0,65 0,00 31,83 1,07 0,3079
Nro. de hojas 20 24 0,54 1,02 0,00 32,67
Nro. de hojas 40 24 0,21 0,72 0,00 27,67

Largo de hoja (cm) 0 24 0,33 0,65 0,00 31,83 1,12 0,2934
Largo de hoja (cm 20 24 0,54 1,02 0,00 32,67
Largo de hoja (cm 40 24 0,21 0,72 0,00 27,67

Ancho de hoja (cm) 0 24 0,10 0,18 0,00 32,00 1,08 0,3059
Ancho de hoja (cm 20 24 0,16 0,31 0,00 32,00
Ancho de hoja (cm 40 24 0,06 0,22 0,00 32,60

Raiz (cm) 0 24 1,21 0,39 1,00 31,50 1,12 0,2935
Raiz (cm) 20 24 1,29 0,50 1,00 32,85
Raiz (cm) 40 24 1,09 0,32 1,00 27,65

Anexo 24. Prueba de Kruskal Wallis para las variables altura, diametro, Nro. de hojas,
ancho y largo de la hoja, vigor, y longitud de la raiz en los diferentes tiempos de
almacenado (0, 20 y 40 dias) en el ambiente invernadero de la especie Vasconcellea
cundinamarcensis.
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Variable Almacenado N Medias D.E. Medianas Promedio H P
(dias) Rangos

Altura (cm) 0 24 1,47 1,11 1,00 37,38 2,32 0,2741
Altura(cm) 20 24 0,93 1,14 0,00 28,73
Altura(cm) 40 24 0,96 1,25 0,00 28,83

Didmetro (mm) 0 24 0,60 0,47 0,44 35,17 1,12 0,5359
Didmetro (mm 20 24 0,49 0,59 0,00 29,90
Diametro (mm 40 24 0,44 0,55 0,00 28,77

Nro. de hojas 0 24 2,17 1,40 2,50 40,42 4,88 0,6030
Nro. de hojas 20 24 1,08 1,25 0,00 27,50
Nro. de hojas 40 24 1,21 1,56 0,00 28,54

Largo de hoja (cm) 0 24 0,78 0,60 0,60 36,79 2,06 0,3168
Largo de hoja (cm 20 24 0,58 0,68 0,00 29,79
Largo de hoja (cm 40 24 0,49 0,63 0,00 28,06

Ancho de hoja (cm) 0 24 0,60 0,45 0,48 36,83 2,36 0,2691
Ancho de hoja (cm 20 24 0,47 0,55 0,00 30,48
Ancho de hoja (cm 40 24 0,36 0,47 0,00 27,35

Raiz (cm) 0 24 1,94 0,47 2,05 40,92 534 0,0512
Raiz (cm) 20 24 1,49 0,58 1,00 27,96
Raiz (cm) 40 24 1,49 0,60 1,00 27,83

Anexo 25. Efecto de concentracion (50-75mM) de CaCl2 y tiempo de inmersion (10-30min.)
sobre el numero total de semillas sintéticas germinadas de Vascocellea cundinamarcensis en

los 2 ambiente (cAmara germinadora e invernadero).

CAMARA GERMINADORA

A

Germinacién de Vasconcellea cundinamarcensis

INVERNADERO

B

tn

Germinadas (N°)

Tiempo
0 min
* 10 min

30 min

Control
* 0 Tratamiento
& | C1=S5intesta

= 2 (2= Contesta

. .
2 @ & a0
Concentracion (50-75mM) CaCl2

Germinacion de Vasconcellea cundinamarcensis

Germinadas (N°)
.

20 © 60
Concentracion (50-75mM) CaCl2

Tiempo
0 min
*  10min

*  30min

Control
* 0 Tratamiento
* 1 Ci=sintesta

" 2 (2= Contesta
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Anexo 26. Numero total de semillas sintéticas germinadas de Vascocellea cundinamarcensis
en los dos ambiente (camara germinadora e invernadero) sobre los dias de almacenado (0,20
y 40 dias) y su temperatura (4°C y 25°C).

CAMARA GERMINADORA

A

INVERNADERO

Vasconcellea cundinamarcensis

B

Temperatura
Vasconcellea cundinamarcensis ) . . ) 45
2.0 ;—~l s 25
F:. . NA
Temperatura 3
. 4°C £ !
7 S P E Control
OE- [C] * 0 Encap
w ° NA 1 - L] -
= & 1 Cl=5
E 1 . . " 3 C2=1
E Control
3 ® 0 Encapsulado L - ey
0 4 1 Cl=Sintesta 10 : 30 @
= C2= Contesta Almacenado (dias)
0 10 20 20
Almacenado (dias)
Anexo 27. Efecto de concentracion (50-75mM) de CaCl2 y tiempo de inmersion (10-
30min.) sobre el numero total de semillas sintéticas germinadas de Hyeronima macrocarpa
en los 2 ambiente (cAmara germinadora e invernadero).
CAMARA GERMINADORA INVERNADERO
A B
Germinacion de Hyeronima macrocarpa Germinacion de Hyeronima macrocarpa
Tiempo Tiempo
0 min ) 0 min
— = 10 min - = 10min
= . Z ;
w3 . 30 min 3 . 30 min
E 2 . Control E 2 . . Control
3 * 0 Tratamiento 8 * 0 Tratamiento
4 . + 1 C1=Sintesta ; R . 4 { Cl=5in testa
= 2 (2= Contesta = 7 C2= Con testa
o- - 0- - .
EI! EIG =E SIG SIG DI 2‘9 ;Ic glc glc
Concentracion (50-75mM) CaCl2 Concentracion (50-75mM) CaCl2
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Anexo 28. Numero total de semillas sintéticas germinadas de Hyeronima macrocarpa en
los dos ambiente (camara germinadora e invernadero) sobre los dias de almacenado (0,20 y
40 dias) y su temperatura (4°C y 25°C).

CAMARA GERMINADORA INVERNADERO
Hyeronima macrocarpa
Temperatura
Hyeronima macrocarpa 4 . . £
] * - * 25 °C
=
Temperatura 2 ‘ ‘ ‘ - R
=
| c . 4 £
o * 2505 Ez- E U L Control
% o NA ° * 0 Encap
&
E; . - (] 1 - a ] .4 s t 1 Q=
E Control | 2= C
@
o * 0 Encapsulado 0- PO am im
1 . [] . 4 m a q _ b ' '
C1= Sin testa ; 0 20 20 0
" 2 C2= Contesta Almacenado (dias)
e 4 = eam P
| ! ! 3
0 10 20 30 40
Almacenado (dias)

Anexo 29. Porcentaje de germinacion de las semillas sintéticas de las especies Vasconcellea
cundinamarcensis y Hyeronima macrocarpa en los 2 ambiente (cAmara germinadora e
invernadero) sobre los dias de almacenados (0,20 y 40 dias).

CAMARA GERMINADORA INVERNADERO
Germinacién de Vasconcellea cundinamarcensis Germinacién de Vasconcell dii censis
a los 0 dias a los 0 dias
1.00 -
Control Control
* 0 encapsulado * O Encapsulado

07 & 1 cymSintests ) : 1 C1=Sintesta
H] ® 2 C2= Contesta 2 2 2= Contesta
= -
- "
i £
F o0 E . N
5 Tiempo({min)_inmersidn_CaCl2 o] Tiempo(min)_inmersién_CaCi2
(%] 1 - - o

0
0.2 - .1
30
30
0- -
0.00- - - ' ' ' ' '
\ ! ! ! ! 0 20 40 60 80
0 20 40 en a0 Concentracion (50-75mM)
Concentracion (50-75mM)
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1l i

Censis

i6n de Vascol

Germinacion de Vasconcellea cundinamarcensis

Concentracion (50-75mM)

a los 20 dias a los 20 dias
2.0- 4-
Control Control
* 0 Encapsulado * 0 gncapsulado
13 L 1 C1=sintesta 3 - PP
= 5in testa
[ ® 2 (2= Contesta o :
3 K] ® 2 2= Contesta
=
E 1.0- E 5- . .
g Tiempo(min)_inmersién_CaCl2 3 Tiempo{min)_inmersién_CaCl2
& | |
0 0
05 * 10 1= ° * . 10
30 20
0.0- O o 0- . .
v 2 “0 &0 & 0 2 0 60 0
Concentracién (50-75mM) Concentracion (50-75mM)
Germinacion de Vasconcellea cundinamarcensis Germinacion de Vasconcellea cundinamarcensis
a los 40 dias a los 40 dias
2.0- 4+ Control
Control * 0 Encapsulado
& 1 Ci=Sintesta
15 * 0 Encapsulado 3- - P C' .
- = on testa
& 1 Ci=Sintesta @
2 = 2 (2= Contesta S
- "=
€ Ea-
Eq0- E
E ) L » 5 Tiempo{min)_inmersién_CaCl2
3 Tiempo(min)_inmersion_CaCl2 ©
0
0 1- * * . 10
c-
s 1 30
30
0- - -
0.0 | | | * | * | 0 20 40 80 80
0 20 40 60 30 Concentracion (50-75mM)
Concentracion (50-75mM)
Germinacion de Hyeronima macrocarpa L 3
a los 0 dias Germinacion de:mn{;gz macrocarpa
4- Control
* 0 gncapsulado ) ‘
4 1 Ci=Ssintesta i Control
3 . . ® 2 (2= Contesta 4- . * 0 encapsulado
o Tiempo(min)_inmersién_CaCl2 * 1 a=sintesta
% g 3= ] ® 2 (C2= Contesta
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Anexo 30. Fotografias de la Investigacion.

Foto 1. Recoleccion de la semilla Foto 2. Recoleccioén de la semilla
Hyeronima macrocarpa Vasconcellea cundinamarcensis.

Foto 3. Peso de las semillas para Foto 4. Peso de las semillas para
calcular el CH. calcular el CH.
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Foto 5. Viabilidad de las semillas Foto 6. Viabilidad de las semillas
Hyeronima macrocarpa Vasconcellea cundinamarcensis.

Foto 7. Preparacion de soluciones Foto 8. Desinfeccion de semillas
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Foto 9. Lavado de semillas en la Foto 10. Extraccion de embriones
Camara de Flujo para colocar en Alginato de Sodio

Foto 11. Deposito de los embriones en las Foto 12. Colocacion de los embriones
diferentes concentraciones de CaCla2 en los tubos de ensayo
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Foto 13. Almacenamiento de los embriones Foto 14. Siembra de los embriones
encapsulados en los diferentes periodos encapsulados

Foto 15. Toma de datos Foto 16. Toma de datos
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