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RESUMEN

Las especies de Cinchona conocidas como “quinas” o “cascarillas” comprenden varias
especies del género Cinchona, entre ellas C. officinalis y C. pubescens. Las dos especies
de Cinchona mas estudiadas son la C. officinalis y C. calisaya; sus alcaloides han sido
aislados de sus cortezas y han sido utilizadas mundialmente como remedio contra la
malaria por mas de 300 anos. El uso de estas especies y la expansién de la zona urbana
ha implicado que sus poblaciones naturales bajen drasticamente y en algunos de los casos
estén amenazadas debido principalmente a su baja tasa de germinacién y regeneracion,
encontrandose Unicamente en lugares apartados y en pequenos grupos. Ademas, existe
poca informacion sobre la fisiologia de la germinacién de sus semillas y vigor de plantines
con fines de propagacién y su establecimiento en campo. Por lo que el objetivo del presente
trabajo fue determinar las condiciones que incrementan el porcentaje de germinacién vy el
vigor de los plantines de C. calisaya Wedd. y C. krauseana L. Andersson. Se clasificaron
las semillas de ambas especies por su coloracion y visibilidad de su embrién para conocer
si existe relacion con su porcentaje de viabilidad. También se evalu6 el efecto del KNOs y
agua de coco sobre sus porcentajes de germinacion. Por otra parte, se estudié el efecto
que tiene el tiempo de almacenamiento y contenido de humedad de las semillas sobre su
porcentaje de germinacién. Finalmente, se evalué el efecto de las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal, aisladas del suelo nativo de C. pubescens en la Concesién para la
Conservacién del Bosque Pichita Puyu Sacha (Junin), sobre el vigor de los plantines de C.
krauseanay C. calisaya. Los resultados nos indicaron que la clasificacion por coloracién y
visibilidad del embrién no tienen relacién con el porcentaje de viabilidad de las semillas de
C. krauseana y C. calisaya. Las semillas de C. krauseana son recalcitrantes y el KNO3
aumento el porcentaje de germinacion de estas semillas. Finalmente, los in6culos de PGPR
aplicados a los plantines de las dos especies no se presentaron diferencias significativas

con el Control a un p-valor 0.05. El presente trabajo aporta informacién que servira para



mejorar el manejo de las semillas y plantines de Cinchona y asi plantear a futuro la

propagacion y/o reforestacién de estas especies en el Peru.
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ABSTRACT

Cinchona species known as “quinas” or “husks”; comprise several species of the genus
Cinchona, including C. officinalis and C. pubescens. The two most studied species of
Cinchona are C. officinalis and C. calisaya; its alkaloids have been isolated from their bark
and have been used worldwide as a remedy against malaria for more than 300 years. The
use of these species and the expansion of the urban area has involved that their natural
populations drop drastically and in some of the cases they are threatened due mainly to their
low germination and regeneration rate, being found only in isolated places and in small
groups. In addition, there is little information about the physiology of seed germination and
seedling vigor for propagation purposes and field establishment. Therefore, the objective of
this work was to determine the conditions that increase the percentage of germination and
the vigor of the seedlings of C. calisaya Wedd and C. krauseana L. Andersson. The seeds
of both species were classified by their coloration and visibility of their embryo to know if
there is a connection with their viability percentage. The effect of KNOs and coconut water
on its germination percentages was also evaluated. On the other hand, the effect of the
storage time and moisture content of the seeds on their percentage of germination was
studied. Finally, the effect of the plant growth promoting bacteria, isolated from the native
soil of C. pubescens in the Pichita Puyu Sacha Forest Conservation Concession (Junin), on
the vigor of the C. krauseana and C.calisaya seedlings was evaluated. The results indicated
that the classification by coloration and visibility of the embryo have no connection with the
percentage of viability of the seeds of C. krauseana and C. calisaya. The seeds of C.
krauseana are recalcitrant and the KNOS3 increased the percentage of germination of these
seeds. Finally, the PGPR inocula applied to the seedlings of the two species did not show

significant differences with the Control at a p-value of 0.05. The present work provides
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information that will serve to improve the management of sedes and seedlings of Cinchona

and thus propound future propagation and / or reforestation of these species in Peru.
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1 INTRODUCCION

Las especies de Cinchona identificadas como “quinas” o “cascarillas” simbolo en el escudo
nacional de nuestra riqueza vegetal, comprende especies del género Cinchona, entre ellas
C. officinalis y C. pubescens. Son plantas medicinales distribuidas en el bosque montano
de la region andina sudamericana (Andersson, 1998) y han sido utilizadas mundialmente
como remedio contra la malaria y desérdenes infecciosos por mas de 300 anos, lo que ha

llevado a considerarlas como plantas “salvadoras de la humanidad” (Buitron, 1999).

Las dos especies de Cinchona mas estudiadas son la C. officinalis y C. calisaya; sus
alcaloides han sido aislados y caracterizados, principalmente mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (Keene et al., 1983). Se han aislado alrededor de 25 alcaloides entre
las diversas especies de Cinchona (Verpoorte et al., 1989) siendo los mas importantes la
quinina y su estereoisdbmero quinidina que se encuentra la corteza de las mismas. En la
actualidad la demanda de la corteza ha disminuido, dada la sintesis obtenida a partir del
compuesto, con propiedades analogas a la quinina disminuyendo dramaticamente la
importancia de la cosecha comercial (Alban, 2013). Sin embargo, habiéndose incrementado
la resistencia de los parasitos de la malaria, (algunos de estos resistentes a la quinina) se
ha revitalizado el interés por el descubrimiento de otros alcaloides mas eficaces
provenientes de otras especies de Cinchonay géneros afines como Ledenbergiay Remigia

(Alban, 2013).

Segun Alban (2013), la corteza de C. calisaya Wedd es usada como antifebrifugo, quita las
calenturas y tercianas. Fue empleado por los indigenas para combatir toda clase de
calenturas, y tercianas; asi también, es astringente, antiséptica, sudorifica, estomatica,
diurética y cicatrizante de heridas. Alban (2013) también menciona que C. krauseana tiene

se usa como antifebrifugo y se bebe la infusion de la corteza (en Bolivia).



El uso de estas especies ha implicado que sus poblaciones naturales bajen drasticamente
y en algunos de los casos estén amenazadas. El Ministerio de agricultura en su propuesta
de Categorizacion de las especies de la Flora Silvestre Amenazada ha incluido a Cinchona
calisaya en la categoria de vulnerable (Vu) (basados en los criterios del UICN, 2001), bajo
la disposicion del decreto Supremo N° 043-2006-AG. Por ello, es fundamental realizar

trabajos que apoyen su conservacion in situ'y ex situ.

Buddenhagen et al. (2004) menciona que en condiciones naturales Cinchona pubescens
presenta baja tasa de germinacion y regeneracion, encontrandose Unicamente en lugares
apartados y en pequenos grupos. Esto nos puede dar una idea del comportamiento del

género.

Informacién como la morfologia de las capsulas y semillas de las plantas nos ayudan a
obtener mayor conocimiento de su calidad y por tanto, del manejo y conservacion de sus
semillas. Por ejemplo, los rasgos morfolégicos de las capsulas podrian ayudar a establecer
su calidad (Romero, 2015). No existe informacion sobre el vigor de los plantines de
Cinchona. Sin embargo, por el lento y delicado desarrollo observado en experimentos
anteriores en plantines de C. calisayay C. krauseana se puede indicar que su vigor es bajo.
Por esto seria conveniente conocer las condiciones de las plantas en campo y sus semillas

desde el momento de colecta.

Por ejemplo, Amorim et al (1997), con fines de favorecer la germinacion de Trema micrantha
(Familia Ulmaceae) concluyen que los rasgos morfolégicos son una importante herramienta
para comprender los procesos germinativos de esa especie. Ademas, Martin (1946) utilizé
rasgos morfolégicos para clasificar a las semillas, de acuerdo con el tamano y disposicién
del embrién dentro de la semilla, clasificacién que hasta la actualidad se sigue utilizando
como una referencia en estudios de evolucion, morfologia y dormancia de semillas (Forbis

et al., 2002; Baskin & Baskin, 2004; FinchSavage & Leubner-Metzger, 2006).



Existen algunos estudios donde se han evaluado el porcentaje de germinacién de diferentes
especies de Cinchona, entre ellas C. pubescens, C. krauseana, C. macrocalixy C. officinalis
(Mejia, 2014; Cancho et al., 2016). Campos et al. (2014) utiliz6 nitrato de potasio y agua de
coco con la finalidad de elevar el porcentaje de germinacion de semillas de Cinchona
pubescens. También se han investigado diferentes maneras de propagar el género,
enraizamiento por estacas, enraizamiento por brotes, enraizamiento por acodos aéreos y
con diferentes sustratos para germinar las semillas (Conde et al., 2017). Esto nos
demuestra que hay un interés por propagar el género. Sin embargo, sigue siendo un

problema el manejo de las semillas y los plantines.

Mejia (2014) realiz6 una investigacion sobre las condiciones extrinsecas e intrinsecas que
requieren las semillas de 6 especies de Cinchonay presenta en sus resultados que semillas
de Cinchona krauseana llevadas a un rango de contenido de humedad entre 4-6% y
analizadas luego de 16 semanas de almacenamiento en refrigeracion incrementan su
porcentaje de germinacion. Asi mismo, asegura que el contenido de humedad de las
semillas de C. krauseana tiene una relacién inversa y significativa con su porcentaje de

germinacion.

Por otro lado, estudios en plantas de Cinchona demuestran su capacidad micorritica. Caso
especifico es el de Cinchona pubescens en Loja, Ecuador (Apolo, 2012). Asi también, se
han realizado conteo de esporas de micorrizas en plantas jovenes y adultas de C.
pubescens en la Concesién para la Conservacién del Bosque Pichita Puyu Sacha en Junin,
Perld encontrandose que Cinchona pubescens presenta una fuerte interaccién con
micorrizas desde una etapa temprana de desarrollo indicando una aparente necesidad a
micorrizar (Cancho et al., 2016). Informacién que nos lleva a pensar sobre el apoyo
fundamental de los microorganismos para el establecimiento de Cinchona en campo. Por

lo tanto, es inevitable pensar en las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)



que logran mejorar la disponibilidad de nutrientes para las plantas, producen hormonas

vegetales y logran suprimir enfermedades de plantas.

Tomando en cuenta estos factores externos e internos importantes, el presente trabajo
planteé evaluar las condiciones que las semillas y plantines de dos especies de Cinchona
requieren para mejorar su porcentaje de germinacién y vigor con fines de propagacion y su

establecimiento en campo.



2 MARCO TEORICO

2.1 Diversidad y Distribucién de las especies

Las especies del género Cinchona se distribuyen desde Costa Rica hasta el Oeste de Sur
América (Alban, 2013). calisaya Wedd. esta distribuido en Perd, Bolivia, Colombia,
Guatemala, Madagascar, India y Tanzania. En Peru, su distribucién geografica es limitada
(regién Puno); y con menos de 10,000 individuos en 20,000 Km?, lo que proyecta la
posibilidad de extincién de sus individuos en estado silvestre del 10%en los proximos 100
anos (Alban, 2013). En el Peru se encuentra entre los 1,000 y 1,500 m.s.n.m. La situacion
poblacional de esta especie es de peligro. Ademas, en la actualidad dicha zona viene
sufriendo una fuerte deforestacion, para ampliacién de la frontera agricola y extraccion de
madera. La especie se encuentra confinada entre las provincias de Carabaya y Sandia del

departamento de Puno (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion geogréfica de C. calisaya en Peru

Nombre cientifico | Departamento Provincia | Longitud (°S; O) | Latitud (°S; S) | Altitud (msnhm)

Cinchona calisaya Puno Carabaya 70°00°'00” 14°00°00” 2190
Puno Sandia 69°26'24” 14°15°00”

*Fuente: Zevallos, (1989).

Por otra parte, Cinchona krauseana se encuentra distribuida en Bolivia, Ecuador y Peru

(Alban, 2013).

Alban (2013) menciona que el género se encuentra distribuido principalmente en bosques
montanos de los Andes. Asi mismo, menciona que la familia Rubiaceae encuentra su mayor
representacién en bosques amazoénicos (selva alta y baja), registrandose el 89.68%, para

los andes el 9.94% y para la Costa el 0.36%.




Cinchona es un género neotropical con cerca de 23 especies distribuidas desde Costa Rica
hasta el sur de Bolivia. En Per, Brako y Zarucchi (1993) reportaron 18 especies del género,
6 de ellas endémicas entre las que se encontraba Cinchona krauseana (Pino y Taylor,
2006). Asi mismo, el departamento de Amazonas presenta 9 especies, por lo que también

podria considerarse un centro de diversidad (Alban, 2012).

Para Colombia se conocen siete especies, la mayoria exclusivas de la regién Andina en
altitudes por encima de los 1.000m; C. barbacoensis se encuentra en el piedemonte pacifico
del departamento de Narifio y puede bajar hasta los 100 m de altitud (Delprete & Cortés,

2002; Andersson, 1992; Jiménez, 2002).

2.2 Caracteristicas de las semillas de Cinchona. krauseanay C. calisaya

Las semillas de Cinchona krauseana presentan una forma plana convexa de testa blanca
con presencia de alas fragiles de color café y miden aproximadamente 5.1 mm de largo por

3.9 mm de ancho, incluida el ala, el margen del ala se encuentra dentado (Mejia, 2014).

Las semillas de Cinchona calisaya presentan una forma fusiforme de testa blanda con
superficie membranosa con presencia de alas muy fragiles que se rompen facilmente y
terminan en pequenos tricomas simples de color café amarillento. Semillas con endospermo

y embrion pequefio espatulado con desarrollo rudimentario, tipo espatulado de color blanco.

2.3 Germinacion

La germinacién incorpora aquellos eventos que se inician con la absorcién de agua por la
semilla seca y terminan con la elongacion del eje embrionario. El proceso concluye cuando
la radicula penetra y atraviesa las estructuras que rodean el embrién, lo que frecuentemente
se conoce como “germinacion visible” (Herrera et al., 2006). La absorcién de agua por la

semilla desencadena una secuencia de cambios metabdlicos que incluye la respiracion,



sintesis protéica y movilizacion de reservas. A su vez, la division y el alargamiento celular
en el embrion provocan la rotura de las cubiertas seminales, que generalmente se produce
por la emergencia de la radicula (Chong et al., 2001). Sin embargo, las semillas de muchas
especies son incapaces de germinar, aun cuando presentan condiciones favorables para
ello, lo cual se debe a que las semillas se encuentran en estado de latencia. Por ello,
mientras no se den las condiciones adecuadas para la germinacién, la semilla se encontrara
en estado latente durante un tiempo variable, dependiendo de la especie, hasta que en un

momento dado pierda su capacidad de germinar (Chong et al., 2001).

Fases de la germinacién son (Figura 1):

Hidratacion: la absorcion de agua por imbibicion, causando su hinchamiento y ruptura
de la testa, este es el primer paso para la germinacion, sin el cual el proceso no puede
darse. Durante esta fase se produce una intensa absorcion de agua por parte de los
distintos tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va acompariado de un aumento

proporcional en la actividad respiratoria.

Germinacion: representa el verdadero proceso en el que se producen las
transformaciones metabdlicas necesarias para el completo crecimiento y desarrollo de
la plantula. Representa el inicio de la actividad enzimatica, translocaciéon y asimilacién
de las reservas alimentarias en las regiones de crecimiento del embrién. En esta fase

la absorcién de agua se reduce considerablemente, llegando incluso a detenerse.

Crecimiento: es la ultima fase de la germinacién y se asocia con la emergencia de la
radicula (cambio morfolégico visible). Esta fase se caracteriza porque la absorcién de
agua vuelve a aumentar, asi como la actividad respiratoria (Koornneef et al. 2002).
Concluyendo con el desarrollo de una plantula, que representa el primer estadio de

desarrollo de la planta hasta que emergen las primeras hojas verdaderas.
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Figura 1.Curva de adsorcion de agua de las semillas y las actividades metabdlicas
asociadas con las diferentes fases.

I= fase de imbibicién; ll= germinacion sensu stricto; lll= crecimiento de la radicula.
Fuente: Herrera et al. (2006).



2.4 Tolerancia a la desecacion

Las semillas ortodoxas toleran niveles de desecacion hasta de 3 %, lo que permite
conservarlas por décadas a temperaturas cercanas a 0 °C en bancos de germoplasma.
Estas adquieren la capacidad de tolerar la desecacion durante la ultima etapa de su
desarrollo, a través de cambios celulares, fisioldgicos y bioquimicos. Entre los cambios
celulares, Fisher et al. (1988) encontraron reduccién de almidén en los plastidios de los
embriones en Sinapis alba L. Por otro lado, Berjak et al. (1992) observaron reduccién de
vacuolas en embriones de semillas ortodoxas de Landophia kirkii, mientras que en semillas
recalcitrantes de Avicennia marina no se manifestd esa reduccion (Farrant et al., 1997). En
semillas de Phaseolus vulgaris L. se reportd una reduccion en el nimero de mitocondrias
(Farrant et al., 1997) y alineamiento de cuerpos lipidicos sobre la membrana celular en
embriones de maiz (Zea mays L.) (Cordova y Burris, 2002).

El contenido minimo de humedad que tolera la semilla, varia entre especies y dentro de la
misma especie, de otra manera muere. En semillas ortodoxas ese contenido fluctua entre
3y 7 %, mientras que en las recalcitrantes fluctia entre 12 y 31 % (Wesley—Smith et
al.,, 1992). Chin (1978) report6 que la viabilidad de semillas de alcanfor de
Borneo (Dryobalanops aromatica L.), cacao y rambutan se redujo considerablemente con
humedades de 35, 27 y 20 %, respectivamente. Ademas, Dursset et al. (1998) observaron
que Coffea arabica es sensible a la desecacioén con contenidos de humedad inferiores a 8

%, mientras que en C. sessilifloray C. racemosa se observo por debajo de 30 %.

De modo que las semillas se clasifican como:

Semillas ortodoxas, aquellas que son tolerantes a la desecacién, se dispersan y conservan

luego de alcanzar un bajo porcentaje de humedad.

Semillas recalcitrantes, aquellas que son sensibles a la desecacion, se dispersan junto con

los tejidos del fruto (carnoso) con altos contenidos de humedad.
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2.5 Contenido de humedad de las semillas

Entre los factores fisicos mas importantes que afectan la calidad de las semillas durante el
almacenamiento son la humedad de equilibrio de la semilla, humedad relativa y temperatura
de almacenamiento que la rodea, ya que estos dos Ultimos son los que inciden

principalmente sobre su contenido de humedad (Piriz et al., 2008).

El contenido de humedad de la semilla se incrementa cuando aumenta la temperatura del
ambiente donde se encuentra almacenado, siempre y cuando la humedad relativa
permanezca estable. Pero cuando la temperatura del aire se calienta, las semillas
disminuiran su humedad de equilibrio: por ejemplo, las semillas de arroz en una humedad
realitiva de 70 % y temperatura de 15°C tendran una humedad de equilibrio de 13,8 %, pero
si se aumenta la temperatura a 25°C a la misma humedad relativa, la capacidad de
retencion de agua de ese ambiente también aumenta y la humedad de equilibrio de la
semilla en ese ambiente disminuye a 13,3 %. No obstante, hay que sefalar que la
temperatura y humedad relativa actian en forma independiente; por tanto, si una aumenta

hay que disminuir la otra (Magnitskiy y Plaza, 2007)

2.6 Viabilidad de semillas

Se consideran semillas viables a aquellas que son capaces de transformarse en plantulas
aceptables para su posterior trasplante en el campo, suelo o invernadero. Por el contrario,
el concepto de no viable serian aquellas semillas totalmente muertas o que pudieran dar
lugar a plantulas anormales, que no formarian parte del porcentaje de germinacion real y

que si se llevasen a campo no darian cosecha (Pérez y Pita, 1999).

Carvalho y Nakagawa (1993) argumentan que el porcentaje de viabilidad esta influenciado

por las caracteristicas genéticas de la planta progenitora y por factores ambientales como
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las condiciones climaticas durante la floracion, formacién, desarrollo y maduracion del fruto,
el grado de madurez de la semilla al momento de la cosecha y el manejo durante la colecta

y la postcosecha.

El tiempo que tardan las semillas en perder su viabilidad (longevidad) es variable segun las
especies y dependiente de factores tanto externos (temperatura ambiental), como internos

(contenido en humedad, genotipo, etc.) a las propias semillas.

De acuerdo con Bidwell (2000), el envejecimiento es un factor que generalmente disminuye
la viabilidad en las semillas, y es de suma importancia conocer la viabilidad de las semillas
para determinar el periodo de tiempo en el que conservan su capacidad para germinar y

asi lograr una propagacion exitosa (Hartmann y Kester 1994).

2.7 Prueba de Tetrazolio para determinar la viabilidad de las semillas

La metodologia del ensayo de tetrazolio (Tz) ha sido propuesta por la ISTA (International
Seed Testing Association) para evaluacion de la viabilidad de numerosas especies de
plantas cultivadas. Es una prueba bioquimica que nos ayuda a determinar la viabilidad de
los embriones de las semillas. Diferencia los tejidos vivos de los muertos sobre la base de
la actividad de enzimas deshidrogenasas las cuéles participan en las reacciones de
respiracién que se producen en la mitocondria de las células vivas. Al ser hidratadas las
semillas, la actividad de las deshidrogenasas incrementa, resultando en la liberacion de
iones hidrégeno, lo que reducen la solucion incolora de 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio en
un color rojo/rosa genéricamente llamado formazan. El formazan tifie a las células vivas de
color rojo o rosado intenso, en tanto que las muertas permanecen sin colorear. La viabilidad
de las semillas se determina en funcién al patrén de tincién del embrién y la intensidad de

la coloracion. Que una semilla sea viable, nos indica que es capaz de germinar y producir
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una plantula normal, sin embargo, podria estar dormida, y en ese caso no germinaria

inmediatamente (Ruiz, 2009).

2.8 Uso del Nitrato de potasio como inductor de la germinacion

El nitrato de potasio es una fuente ideal de N y K para una éptima nutricién vegetal. Segun
el IPNI (International Plant Nutrition Institute), el nitrato de potasio (KNOs) es una fuente
soluble de dos nutrientes esenciales muy importantes. Es cominmente utilizado como
fertilizante para cultivos de alto valor que se benefician con la nutricién de nitratos (NO3) y

una fuente de potasio (K) libre de cloruro (CI).

Segun el PNA (Potassium Nitrate Association) el nitrégeno es el mayor componente de las

proteinas (incluidas las enzimas).

El tratamiento de semillas con compuestos nitrogenados, como el KNOs, estd ampliamente
relacionado con una mayor tasa de germinacién y el crecimiento temprano en diferentes
especies vegetales (Shim et al, 2008). El efecto del KNOs sobre la germinacion es
dependiente de la concentracion y del modo de aplicacion usados. Por otro lado, las
especies reactivas del nitrégeno, como el 6xido nitrico (NO), también estan asociadas al

proceso de germinacién (Diaz-Vivancos et al., 2013).

Asi también, Hartmam y Kester (1994) sostienen que muchas semillas recién cosechadas
y en letargo germinan mejor después de ser remojadas en una solucién de nitrato de
potasio.

Fontana et al. (2002) consideran que el efecto del nitrato de potasio sobre la latencia esta
relacionado con su comportamiento como aceptor electrénico, lo cual disminuye el consumo
de oxigeno y estimula de esta manera la via pentosa fosfato. Batak et al. (2002) sefalan
que la relacion entre aplicacion exégena de nitrato de potasio y germinacién es explicada

por la accién de los nitratos sobre la ruta metabdlica relacionada con el fitocromo A. Alboresi
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et al. (2005) sefalan que la aplicacién exdgena de nitrato logra que estos actien como
moléculas de senal en las vias metabdlicas del &cido abscisico o del acido giberélico. Por
estas razones es un promotor de la germinacion recomendado ampliamente en las Reglas
Internacionales de Ensayos de Semillas (ISTA, 2008) para superar la dormicién en semillas
de diversas especies. Asimismo, se han realizado ensayos usando el KNOs en diferentes
diversas especie (Vaccinium meridionale, Panicum maximum, Brachiaria, Nothofagus
betuloides, etc.) que presentan resultados favorables por el uso de este compuesto en
semillas con dificultades para germinar, asi como también, es considerable el aumento que

genera en la velocidad de germinacion comparada con los testigos.

2.9 Uso del agua de coco como inductor de la germinacion

El agua de coco es un componente natural el cual ademas de su comprobado contenido de
reguladores de crecimiento (citoquinininas) es rico en componentes nutritivos como
aminodacidos, vitaminas, azlcares, acidos organicos y otros elementos nitrogenados
(Krikorian, 1993).

Los frutos en desarrollo son también otra rica fuente de citoquininas, observandose que las
mas altas concentraciones se han encontrado en frutos jévenes, particularmente en
semillas (Weaver, 1976).

Las citoquininas son importantes en todas las etapas del desarrollo vegetal, desde la
divisién celular hasta la elongacion de las células, por lo cual se encuentran en mayor
concentracion en los meristemos de embriones y frutos inmaduros, en donde normalmente
se encuentra en concentraciones inferiores a la mayoria de fitohormonas y el efecto
fisiolégico que genera depende de la especie (Smith y Atkins, 2002). Por lo que participan
activamente en la regulacion de la divisién celular y la elongacién de la raiz. Posteriormente
la fitohormona se redistribuye dentro del embridn a las regiones donde dirige el crecimiento

de la raiz (Kucera et al., 2005).

13



En un estudio realizado por Patifio et al. (2011) se evalud el porcentaje de germinacién de
semillas de Dracontium grayumianum después de su inmersion en endospermo liquido de
coco (agua de coco) al 100% proveniente de frutos jovenes verdes por tres dias,
encontrando que el porcentaje de germinacién de estas semillas aument6é hasta 50% en
comparacion del control. Sin embargo, un ensayo realizado por Campos et al. (2014) en
semillas de Cinchona, especificamente en semillas de Cinchona pubescens evalué el efecto
del agua de coco a concentraciones de 30, 50 y 70% como tratamiento inductor de la
germinacién encontrando que las concentraciones mayores a 50% redujeron su porcentaje

de germinacién de hasta 29% en comparacion al tratamiento control.

2.10 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés Plant
growth promoting rhizobacteria) son microorganismos de gran importancia para la

agricultura. Los microorganismos considerados PGPR habitan en la rizésfera de las plantas.

Hiltner (1904), definié por primera vez el término rizésfera (Hartmann et al., 2008). En la
cual, él hace referencia a la parte del suelo donde se lleva a cabo la interaccidn entre la raiz
de las plantas y los microorganismos. Multiples investigaciones han demostrado la eficacia
de los PGPR en cultivos agronémicamente importantes (Pefa y Reyes, 2007; Piromyou, et

al.,, 2011; Sanchez et al., 2014).

Ademas, los PGPR de vida libre poseen mas de un mecanismo para ejercer su capacidad
promotora de crecimiento (Ribaudo et al., 2013). Estos son directos e indirectos (Camelo et
al,, 2011; Gémez et al.,, 2012). Los mecanismos directos estan relacionados con la
produccion de fitohormonas tales como, el &cido Indol acético (AlA), citoquinina y
giberelinas (Sarabia et al., 2010); la disponibilidad de nutrientes en el suelo mediante la

solubilizacion de fésforo, fijacién de nitrégeno y produccion de sideréforos (Martinez et al.,
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2013); aumento del volumen de la raiz (Criollo, 2012), promocién de la germinacion de
semillas y emergencia, mediante la produccién de sustancias fenolicas como las quinonas
(Frioni, 2011). Por otro lado, los mecanismos indirectos se relacionan con la resistencia a
patégenos por sintesis de sustancias inhibitorias, producidas por las PGPR empleando la
produccion de sideréforos, antibidticos, enzimas liticas o induccién de mecanismos de

resistencia (Otero, 2011).

Barreto (2007) menciona que realiz6 ensayos en plantulas de Anacardium excelsum para
conocer la estimulacién del crecimiento vegetal con indculos PGPR resultando con mejor
desarrollo foliar las inoculadas con Pseudomonas fluorescens con 6 hojas y con menor
desarrollo foliar las del tratamiento Control (sin inéculo PGPR) con 3 hojas. Sin embargo,
no menciona qué cantidades de inéculo utilizé y cada cuanto tiempo lo aplico.

Fernandez (2015) logré aumentar en 34% el porcentaje de germinacion de semillas de café
gue embebié en una suspension de bacterias (Azotobactery Pseudomonas) de 108 UFC/ml
por 15 minutos a 24°C y sembrd en placas Petri con papel toalla humedecido incubadas a
22°C por 40 dias. Sin embargo, el 91% de las cepas evaluadas no presentaron efecto
favorable en el porcentaje de germinacién, respecto al control. Esto puede deberse a que
las semillas de café no producen los exudados que sirven de nutriente para los
microorganismos (Fernandez, 2015).

Ogata y Zuniga (2008) referencian a Prevost et. al. (19878) y Meissner y Gross, (1980) para
inocular diferentes cepas por separado de rizobio puro y crecidas a una densidad de 10° —
108 cel/ml en semillas de Phaseolus vulgaris “frijol”, Phaseolus lunatus “pallar” Medicago
sativa “alfalfa”, Glycine max “soja” y Caesalpinia espinosa “tara”, previamente desinfectadas

y que finalmente aumentan sus porcentajes de germinacion.

Las bacterias para que sean considerados PGPR, deben cumplir con las siguientes

condiciones importantes: (1) poseer la capacidad de colonizacion de raices. Siendo esta
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condicion la mas relevante para la produccion de inoculos (Lugtenberg et al., 2001). (2)
deben ser compatibles y especificos a diversos cultivos y condiciones ambientales. Los
microorganismos PGPR con mas referencia son los géneros: Azotobacter, Pseudomonas,
Bacillus y Actinomicetos. Barreto et al. (2010) clasificé los inéculos de PGPR en:
Biofertilizantes (mejora la disponibilidad de nutrientes), Bioestimulantes (produccion de

hormonas vegetales) y Bioprotectores (supresion de enfermedades de plantas).

2.11 Vigor de semillas y plantulas

Ferguson (1995), en su intento por conceptualizar el vigor de las semillas, expreso6 que este
se basa en el comportamiento fisico o fisiol6gico de un lote de semillas, e incluye:

1. Los cambios en los procesos bioquimicos

2. La tasa y uniformidad de la germinacién y el crecimiento de las plantulas

3. La germinaciéon o capacidad de emergencia de las semillas al ser expuestas a
condiciones de estrés.

Con respecto a pruebas para conocer el vigor de las semillas, estas se desarrollan con la
finalidad de ofrecer solo informacién complementaria a la obtenida por la prueba de
germinacién y que, a su vez, permiten estimar el potencial de la emergencia en el campo,
en una amplia gama de condiciones ambientales (Barros et al., 2002; Costa y Carvalho,

2006).
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3 HIPOTESIS

Existen condiciones que incrementan el porcentaje de germinacion de las semillas y el vigor

de plantines de C. krauseana y C. calisaya.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar las condiciones que incrementan el porcentaje de germinacion de las semillas

y el vigor de plantines de C. krauseana y C. calisaya.

4.2 Objetivos especificos

e Relacionar el color y visibilidad del embrién de las semillas de C. krauseanay C. calisaya

con sus porcentajes de viabilidad.

e Evaluar el efecto de la aplicaciéon de nitrato de potasio y agua de coco (técnica de seed
priming) en semillas de C. krauseanay C. calisaya para maximizar sus porcentajes de

germinacion.

e Evaluar el efecto de 2, 6 y 11 semanas de almacenamiento de las semillas de C.
krauseana a 25, 12.9, 8.7 y 4% de contenido de humedad sobre su porcentaje de

germinacion.

e Evaluar el efecto de la inoculacion de PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria)

sobre el vigor de plantines de C. krauseanay C. calisaya.
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5 MATERIALES

5.1 Material Biologico

Para el desarrollo del presente estudio se trabaj6 con:

e Semillas de C. krauseana y C. calisaya almacenadas en el Banco de semillas del
Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
UNMSM.

e Suelo nativo colectado de plantas adultas y jévenes de C. pubescens ubicadas en
la Concesion para la Conservacion del Bosque Pichita Puyu Sacha (Junin).

e Coco maduro para la preparacion de soluciones inductoras de la germinacion.

5.2 Material de Campo y de Laboratorio

e GPS

e Pala

e Bolsas ziploc

e Cooler

e (Cuaderno de campo
e Costales

e Baldes

e Tetrazolium

e Agua destilada

e Alcohol de 70° y 96°

e Silica gel
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Hipoclorito de sodio
Nitrato de potasio (KNQOs)
Cajas herméticas (Camaras de humedad y secado)
Guantes quirdrgicos
Bisturi (mango y hojas)
Estiletes

Papel toalla

Pro-pipeta

Algodédn

Laminas porta objeto
Placas Petri

Matraces

Baguetas

Pipetas

Almacigueras

Macetas

Arena fina estéril
Estereoscopio con camara incorporada
Céamara fotografica
Termohigrémetro

Estufa eléctrica

Balanza analitica
Camara de siembra
Céamara de crecimiento

Autoclave
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Computadora
Plumén marcador
Lapiceros

Cuaderno de apuntes
Hoja milimetrada

Regla milimetrada
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6 METODOS

6.1. Origen de las semillas de C. calisayay C. krauseana

Para el desarrollo del presente estudio se trabaj6 con semillas de C. krauseana y C. calisaya
almacenadas a 4°C en el Banco de semillas del Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la UNMSM. Las primeras corresponden a semillas
almacenadas de C. krauseana que Mejia (2014) colecté en el 2012 en Amazonas
(6°10'18.5304" S 77°51'32.9653" W a 2600 msnm). Con contenido de humedad 7.07% en
el 2016. Las segundas corresponden a semillas extraidas de cépsulas maduras e
inmaduras colectadas en agosto del 2014 en la localidad de Quinquira en la selva de Puno
(14°10'34.8636" S 69°17'11.3088" W a 1900 msnm) que fueron secadas dentro de cajas
herméticas con silica gel para favorecer la apertura de la capsula y asi la extracciéon de sus

semillas para finalmente ser almacenadas. Con contenido de humedad 9.6% en el 2016.

Las especies mencionadas fueron identificadas por la Dra. Joquina Alban especialista en la

familia Rubiaceae de la UNMSM.

6.2. Relacion del color y visibilidad del embrion en las semillas de C. krauseanay C.
calisaya con sus porcentajes de viabilidad.

Observando las semillas de Cinchona calisaya almacenadas en el Banco de Semillas se
encontré que habia diferencias en su coloracién, por lo tanto, se clasificaron en semillas
claras y semillas oscuras y se almacenaron nuevamente hasta su uso subsiguiente.
Posteriormente, al evaluarlas en el estereoscopio se noté que habia semillas con embrién
visible y otras sin embrién visible (Figura 11), por lo que se hizo una nueva clasificacién

formando lotes (Tabla 5).
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También se not6 que las semillas de Cinchona krauseana podian ser clasificadas solo por
su coloracién mas no por la visibilidad de su embrién en el estereoscopio (Figura 12 y Tabla

5 (Lote 1y 2)).

Después de clasificar las semillas en lotes se les aplico la prueba de Tetrazolio o Tz para
evaluar su viabilidad. Inicialmente, se sumergieron todos los lotes de Cinchona en agua
destilada por 24 horas para iniciar la actividad de las enzimas deshidrogenasas; ademas
asi ablandar los tejidos y que sea mas facil el ingreso del colorante. Pasadas las 24 horas
se sumergieron los lotes en el colorante, también por 24 horas y se colocaron en placas
Petri las que se recubrieron con papel aluminio para mantenerlas en oscuridad. Para
concluir con la evaluacién, se extrajeron los embriones (Figura 13) y se calculd el
porcentaje de viabilidad de cada lote segun conteo de embriones viables (Tabla 6).

Considerando como viables las semillas con embriones tefiidos de rojo y rosado con el

Tetrazolio y no viables a los embriones parcialmente rosados y blancos (Tabla 2).

Tabla 2. Viabilidad de las semillas segun la tincion de los embriones de Cinchona.

Caodigo de
Tincion del embridn Viable
tincion
Rosado Si 2
Parcialmente rosado NO 1
Blanco NO 0
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6.3. Evaluacion del efecto de la aplicacion de nitrato de potasio y agua de coco
(técnica de seed priming) en semillas de C. krauseanay C. calisaya para maximizar
el porcentaje de germinacion.

Para evaluar el efecto de la aplicacion de nitrato de potasio y agua de coco en semillas de
C. krauseana y C. calisaya sobre el porcentaje de germinacion se prepararon diferentes

soluciones inductoras pre germinativas que se encuentran descritas en la Tabla 3.

6.3.1 Preparacion de las soluciones inductoras

Para la preparacion de las soluciones de agua de coco se utilizé un coco maduro el cual se
perfor6 en el poro de germinacién con la ayuda de un desarmador limpio y con el
endospermo liquido se prepararon las tres dosis planteadas en la Tabla 3. Seguidamente,
estas soluciones fueron esterilizadas en autoclave y después de enfriarse se llevaron a la

camara de siembra limpia.

6.3.2 Preparacion de las dosis de nitrato de potasio

Con ayuda de una balanza analitica se pesé el KNOsy se diluyé en agua destilada. Estas
diluciones también fueron esterilizadas en autoclave y después de enfriarse se llevaron a

la cdmara de siembra limpia junto con las otras soluciones inductoras (Figura 2).

6.3.3 Siembra y evaluacioén

La siembra de las semillas en las soluciones inductoras se realiz6 con una previa
preparacion de materiales, los cuales fueron esterilizados en autoclave y colocados dentro
de la cadmara de siembra donde se desarrolld el trabajo. Se utilizaron 1050 semillas por
especie. Cada especie tuvo 7 tratamientos con 5 réplicas de 30 semillas cada una (Tabla

3 yFigura3y4).
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La evaluacion del niumero de semillas germinadas se contabilizé cada dos dias con ayuda

de un estereoscopio y con ello se arm6 una base de datos para los andlisis estadisticos

posteriores.

Tabla 3. Tratamientos inductores de la germinacién para C. krauseanay C. calisaya.

Tratamiento Especie Inductores Dosis
1 C. krauseana KNO3 1000 ppm
2 C. krauseana KNO3 2000 ppm
3 C. krauseana KNO3 3000 ppm
4 C. krauseana Agua de coco 30%
5 C. krauseana Agua de coco 50%
6 C. krauseana Agua de coco 70%
7 C. krauseana Agua destilada CONTROL
8 C. calisaya KNO3 1000 ppm
9 C. calisaya KNO3 2000 ppm
10 C. calisaya KNO3 3000 ppm
11 C. calisaya Agua de coco 30%
12 C. calisaya Agua de coco 50%
13 C. calisaya Agua de coco 70%
14 C. calisaya Agua destilada Control




Figura 2. Matraces con soluciones inductoras de la germinacion.

Figura 3. Siembra de semillas por cada tratamiento inductor

dentro de la camara de siembra.
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Figura 4. Placas Petri con las semillas sembradas ubicadas en el area de cultivo.
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6.4. Evaluacion del efecto de 2, 6 y 11 semanas de almacenamiento de las semillas
de C. krauseana a 4, 8.7, 12.9 y 25% de contenido de humedad sobre su porcentaje
de germinacion.

6.4.1 Ensayos previos

Para conocer los tiempos en que las semillas de C. krauseana aumentan y disminuyen
cierto contenido de humedad se realizaron ensayos con ayuda de la camara humeda para
la hidratacién de las semillas (Figura 5), la camara seca para la desidratacion de las
semillas (Figura 6) y una balanza. Estos tiempos sirvieron de referencia para calcular
aritméticamente el tiempo que tomaria llevar a las semillas al contenido de humedad

deseado (4, 8.7, 12.9 y 25%).

6.4.2 Método para que las semillas alcancen 4, 8.7, 12.9 y 25% de contenido de

humedad

Haciendo uso de la férmula propuesta por Hong et al. (1996), se monitored el peso de las
semillas al inicio y durante el aumento y disminucién de su contenido de humedad con la
finalidad de alcanzar el contenido de humedad deseado (DMC).

(100 — MC% inicial)
(100 — DCM%)

Weight of seed (g)at DMC% = * Winicial ofseed (g)
DMC% = Contenido de humedad deseado.
Weight of seed (g) at DMC%-= El peso que deberian tener las semillas al contenido de
humedad deseado.
MC% inicial = Contenido de humedad inicial.
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5.3.2.1 Reduccion del contenido de humedad a 4%

La preparacion de la cdmara seca se dio 24 horas antes, para esto se coloco dentro silica
gel con la finalidad de reducir al maximo la humedad de su ambiente, seguidamente se
introdujo una placa Petri con las semillas de C. krauseana para disminuirles su contenido

de humedad.

5.3.2.2 Aumento del contenido de humedad a 8.7, 12.9 y 25%

La preparacién de la camara humeda se dio 24 horas antes, para esto se colocé dentro dos
pliegues de papel toalla himedo con la finalidad de aumentar al maximo la humedad de su
ambiente, seguidamente se introdujo una placa Petri con las semillas de C. krauseana para

aumentarles su contenido de humedad.

6.4.3 Estabilizacion del contenido de humedad alcanzado por las semillas

Después de que las semillas alcanzaran los diferentes contenidos de humedad se
guardaron en bolsas trilaminadas por separado, se sellaron y se dejaron en el desecador

por 3 dias para estabilizarles el contenido de humedad (Hong et al., 1996).

6.4.4 Calculo del contenido de humedad real

Pasados los tres dias, se seleccionaron 3 réplicas de 100 de semillas por cada contenido
de humedad y usando la estufa se verificaron los contenidos de humedad.
Finalmente, se separaron en lotes tomando en cuenta que se calcularian sus porcentajes

de germinacién después de 2, 6 y 11 semanas de almacenadas (Tabla 8).

. . Wfresco — Wseco
Contenido de humedad de las semillas(%) = W fresco * 100
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6.4.5 Calculo del porcentaje de germinacion

Se contabiliz6, con ayuda del estereoscopio, el nimero de semillas germinadas por lote y

con ello se arm6 una base de datos para los posteriores andlisis estadisticos.

Figura 5. Camara humeda.

Téaper hermético con rejilla. A. Placa con semillas. B. Hermohigrémetro.

Figura 6. Camara seca.

Taper hermético con rejilla y silica gel. A. Placa con semillas. B. Silica gel.
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6.5. Evaluacion del efecto de la inoculaciéon con PGPR (Plant Growth-Promoting

Rhizobacteria) sobre el vigor de las plantinesde C. krauseanay C. calisaya.

La preparacién de los in6culos de PGPR se realizaron por aislamiento de algunas bacterias
del suelo de plantas adultas y jévenes de C. pubescens ubicadas en la concesién para la
Conservacién del Bosque Pichita Puyu Sacha (Junin). Para lo cual se desarrollaron los

siguientes pasos:

6.5.1 Colecta del suelo

En condiciones de esterilidad, usando guantes y bolsas ziploc, se muestred suelo
rizosférico que contenia raicillas de plantas adultas y jovenes de C. pubescens ubicadas en
La Concesién de Junin (Figura 7 y 8) y se transportaron en cadena de frio hacia el
Laboratorio de Microbiologia de Suelos, Facultad de Agronomia de la Universidad Agraria
La Molina. Asi mismo, se realiz6 un andlisis fisicoquimico del suelo para conocer las

condiciones en las que se desarrollan las bacterias en el suelo nativo.

6.5.2 Aislamiento y ensayos para la seleccion de rizobacterias promotoras del
crecimiento de la planta

Como parte de un proyecto colaborativo de investigacién con el Laboratorio de
Microbiologia de Suelos de la Facultad de Agronomia — UNALM (2015-2016), las cepas
fueron brindadas por esta unidad de investigaciéon. El procedimiento consistié en aislar
cepas de bacterias y actinomicetos del suelo rizosférico a fin de obtener una primera
generacién para su purificacion. Estas cepas crecieron en medio soélido agar peptona
(fluconazol 0.25 %), pH 5.5 a 27°C por 48 horas. Se realizé el recuento estandar en placa
de la poblacién de bacterias totales expresados en UFC/g segun ICMSF (The International
Commission on Microbiological Specifications for Foods). De la poblacion total se aislaron

23 cepas codificadas desde 11 a 123, las que se cultivaron en 50 ml de medio caldo peptona
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de pH 5.5 e incubaron a 27°C, cada una, la agitacion del medio con las cepas fue manual

y se dio dos veces al dia durante dos dias.

Con lafinalidad de seleccionar las mejores cepas para conocer su efecto como PGPR sobre
las plantulas de C. calisayay C krauseana se realizaron ensayos previos para evaluar el
efecto de la inoculacion sobre la germinacion y crecimiento de la raiz de semillas de llantén.
Se eligieron 18 cepas y se probaron como inéculos 107 UFC/ml en medio sélido MS sucrosa
(10 semillas/placa inclinada) aplicandose 0.1 ml sobre cada semilla. Las cepas
seleccionadas fueron 4: 121 e 122 con 100% de germinacién y I5 e 117 las cuales

incrementaron la longitud de raiz de llantén (Aguero et al., 2016).

6.5.3 Preparacion de las bandejas y trasplante de las plantulas de Cinchona

Se prepararon dos bandejas con sustrato arena estéril, la esterilizacion consistié en lavar
la arena fina con abundante agua corriente y luego esterilizarla en autoclave. Luego de
enfriada la arena a temperatura ambiente se colocd en cada bandeja, una bandeja para
cada especie. Cada hoyo de la bandeja contenia una plantula de Cinchona con edad de 2
semanas después de su germinacién. Finalmente, se cubrié cada bandeja con bolsa
adherente, simulando un mini invernadero, para evitar la evaporacién rapida del agua
(Figura 9).

Cada hoyo de las bandejas se regd una vez por semana con 4ml de solucién hidropénica
San Marcos al 50%, la que le proporcionaba un pH 6.5 al sustrato. Asi mismo, se reg6 con
in6dculo de PGPR una vez dentro de la misma semana.

Para generar una condicién de temperatura estable a las plantulas, estas se colocaron
dentro de la camara de crecimiento del laboratorio que tenia temperatura de dia 18°C y de

noche 12°C.
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5.4.4 Aplicacién del inéculo de PGPR

Las cuatro cepas otorgadas por el Laboratorio de Suelos se mezclaron para formar un sélo
in6culo de PGPR (Tabla 4). Dicha mezcla se aplicé una vez por semana usando 1.5 ml por
plantula. El inéculo de PGPR se conservé en la camara de siembra que tenia como
temperatura promedio 23°C y se agitdé 2 veces al dia por 2 semanas (cantidad que dur6
para 2 aplicaciones), los indculos fueron proporcionados en 3 oportunidades y con ello se
completo6 el experimento de 6 semanas. La aplicacion de los indculos se dio en plantulas
con edad de 2 semanas después de la germinacion.

Tabla 4. Concentracién bacteriana por inéculo de PGPR (UFC/ml).

Cepas UFC/ml inéculo
15 2.8 x 10°

117 1.05x 10°

121 2.15x10°

122 1.70 x 10°

6.5.5 Evaluacion de las variables

Las evaluaciones se realizaron 4 veces durante 6 semanas y se evaluaron las variables:
“Numero de hojas”, “Largo de ambas hojas” y “Numero de plantines vivos”. Para la variable
“Numero de hojas” se contabilizé el nimero total de hojas por plantula. Para la variable
“Largo de ambas hojas” se midié con regla milimetrada de extremo a extremo el primer par
de hojas de los plantines (Figura 10). Finalmente, el “Numero de plantines vivos”

correspondio a la sobrevivencia de los plantines en cada fecha de evaluacién.
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Figura 7. Arbol joven de Cinchona pubescens en la concesién para la Conservacién del
Bosque Pichita Puyu Sacha (Junin).

Figura 8. Colecta de muestras de suelo para produccion del inéculo de PGPR.

Los circulos rojos representan los puntos de colecta en un arbol de Cinchona pubescens.
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Figura 9. Plantines de Cinchona en crecimiento dentro del “mini invernadero”

preparado con bolsas adherentes.

Figura 10. Medicion de las variables de una plantula de Cinchona

con regla milimetrada.
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7 RESULTADOS

7.1 Relacion del color y visibilidad del embrién en las semillas de C. krauseana y C.
calisaya con sus porcentajes de viabilidad.

La clasificacion realizada usando las variables color de las semillas y visibilidad de su
embrién se muestra en la figura 11 y 12. Sin embargo, después de realizar la prueba Tz se
evidencié que la clasificacién realizada inicialmente (Tabla 5) no es valida debido a que las
semillas de C. calisaya clasificadas como semillas sin embrion visible en el estereoscopio,
si tenian embrién. Por lo tanto, se descarté la clasificaciéon de visibilidad del embrién en el
estereoscopio y se mezclaron los lotes de C. calisaya teniendo finalmente sélo los lotes C.
calisaya oscura y C. calisaya clara.

Para el caso de C. krauseana donde todos los embriones eran visibles al estereoscopio
sélo se realiz6 la comparacion entre los porcentajes de viabilidad de los lotes C. krauseana

oscuras y C. krauseana claras.

Los embriones de C. krauseana y C. calisaya tefiidos con tetrazolio se muestran en la

Figura 14 y Figura 15.

Tabla 5. Clasificacién inicial que se dio a las semillas segln su especie, color y visibilidad
del embrién en el estereoscopio.

. . Color de Visibilidad del
Lote Especie Procedencia ) P
semilla embrion

1 C. krauseana Distrito Oscura Si
2 | C. krauseana| Huancas .
Clara Si

Amazonas
3 C. calisaya Oscura Si
4 C. calisaya Centro Oscura No
5 C. calisaya poblado Clara Si

6 C. calisaya Quinquira
4 Clara No

(Puno)
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2mm

2mm

Figura 11. Diferencias entre los lotes de Cinchona calisaya.

A. Lote 3, Semilla oscura con embrién visible, B. Lote 4, Semilla oscura sin embrion
visible. C. Lote 5, Semilla clara con embrién visible. D. Lote 6, Semilla clara sin embrion
visible.
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Figura 12. Diferencias entre lotes de Cinchona krauseana.

A. Lote 1, Semilla oscura con embrién visible. B. Lote 2, Semilla del clara con embrién
visible.

1mm

Figura 13. Extraccion de los embriones en semillas de C. calisaya.

A. Semilla con el embridn dentro del endospermo. B. Embrion extraido del
endospermo.
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Figura 14. Embriones de Cinchona calisaya.
A. Embriéon rosado, B. Embridn parcialmente rosado, C. Embrién rojo intenso, D. Embrién
blanco. Vista a 30X.
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Figura 15. Embriones de Cinchona krauseana.
A. Embrién rojo intenso, B. Embrién blanco, C. Embridn rojo, D. Embrién rosado. Vista a
30X.
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Tabla 6. Porcentaje de viabilidad de las semillas de Cinchona considerando su coloracién.

C. calisaya Si

C. krauseana Si

* Para comprender el cédigo de tincién véase nuevamente la Tabla 2.
* Para C. calisaya se evalu6 mas de 100 semillas por clasificacion y para C. krauseana se
evalub aproximadamente 90 semillas por clasificacién debido a la falta de material.

Se considerd como semillas viables las tefiidas de rojo y rosado intenso (Ruiz, 2009). Sin
embargo, tomando en cuenta que los bajos vigores de las semillas determinan el nivel de
actividad y capacidad de las semillas durante la germinacién y posterior emergencia de las
plantulas (ISTA, 1995) y conociendo que Cinchona posee un bajo vigor en sus plantulas y
alta mortandad (Suni et al., 2016), se decidié considerar a las semillas con embriones
tefidos de rojo como semillas viables con vigor alto y a las semillas con embriones tefidos
de rosado como semillas viables con vigor bajo (Figura 16) de tal manera que las semillas
de C. krauseana poseen 43.5% de vigor alto en sus semillas claras y 12.2% de vigor alto
en sus semillas oscuras. Asi también, las semillas de Cinchona calisaya poseen 52.8% de

vigor alto en sus semillas claras y 43.5% de vigor alto en sus semillas oscuras (Tabla 6).
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Figura 16. Vigor de las semillas de Cinchona segun intensidad de tincién con Tz.

7.2 Efecto de la aplicacion de nitrato de potasio y agua de coco (técnica de seed
priming) en semillas de C. krauseana y C. calisaya para maximizar el porcentaje de
germinacion.

El tiempo de evaluacion del porcentaje de germinacion de las semillas duré
aproximadamente 20 dias, en los que se registré una temperatura maxima promedio de
30°C y minima de 23°C, encontrandose mayor numero y velocidad de germinacién en
semillas tratadas con KNOj3; (Figura 19 y Figura 20) y menor nimero, menor velocidad y

hasta bloqueo de la germinacion en semillas tratadas con agua de coco (Figura 17 y Figura

18)

Las soluciones inductoras de agua de coco llegaron a ser perjudiciales para la mayoria de

semillas tanto de C. calisaya donde redujo su porcentaje de germinacion hasta 50.7%
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menos que el Control y en C. krauseana donde redujeron el porcentaje de germinacién a 0.
Caso contrario ocurrié con las semillas tratadas con KNO3 de esta misma especie, donde
se logr6 elevar la germinacion hasta 32% mas que las semillas del tratamiento agua

destilada (Tabla 7).

En la Figura 21 se observa que en C. calisaya el porcentaje mas alto de germinacion fue
84.1 y se dio en el tratamiento con KNO3; a 2000ppm. También, que los tratamientos con
50 y 70% de agua de coco reducen la germinacion de sus semillas comparadas con el
tratamiento testigo. En C. krauseana se observa que el porcentaje mas alto de germinacién
fue 84 y se dio en el tratamiento KNO3 a 1000ppm. También, que el inductor agua de coco
a un porcentaje mayor o igual a 30% tiene un efecto altamente negativo en la germinacion

de sus semillas, reduciéndola a 0%.

Finalmente, en los analisis estadisticos, para Cinchona calisaya no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos del inductor KNOs y el tratamiento Agua
destilada a un p-valor (0.05). Asi mismo, no hay diferencias significativas entre los

tratamientos con agua de coco al 30% y KNOsa 3000ppm a un p-valor (0.05) (Anexo 1).

Para Cinchona krasueana, no hay diferencias significativas entre los tratamientos 30, 50 y
70% de agua de coco a un p-valor (0.05). Sin embargo, existen diferencias significativas
entre el tratamiento KNOs a 1000 ppm y el tratamiento Agua destilada a un p- valor (0.05)

(Anexo 2).
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Tabla 7. Porcentajes de germinacion de Cinchona con los tratamientos inductores.

C. calisaya C. krauseana
Agua de coco al 30% 755 BC 5.2 A
Agua de coco al 50% 56.6 AB 6.8 A
Agua de coco al 70% 29.5 A 0.0 A
Agua destilada 80.2 D 521 B
KNO3 1000ppm 792 D 840 C
KNO3 2000ppm 841 D 791 BC
KNOS3 3000ppm 78.6 CD 722 BC

*Cada tratamiento tenia 5 réplicas de 30 semillas cada una.

*Las letras indican la separacién de promedios por Tuckey a un nivel de 5%.
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Figura 17. Semillas de Cinchona calisaya tratadas con inductor agua de coco.

A. Semilla danada con agua de coco al 30% (n6tese el endospermo necrosado). B.
Semilla dafada con agua de coco al 50% (nétese el borde del endospermo necrosado).
C. Semilla dafada con agua de coco al 70% (no6tese el embrion y el endospermo
necorsado). Vistas a 20X.
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Figura 18. Semilla y embriones de Cinchona krauseana tratadas con agua de coco y
evaluadas con prueba Tz.

A. Semilla que no logré germinar embebida en 30% de agua de coco en estadio
fenolégico 01 (Obsérvese la turgencia de la semilla). Vista a 15 X. B. y C. Embriones no
viables. Vista a 30X y en otros D. Embriones viables, que no lograron germinar. Vista a

20X.
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Figura 19. Semillas y plantulas de C. calisaya después de 11 dias de ser llevadas a

germinar.
A. Semillas tratadas con KNOs a 1000 ppm. B. Semillas tratadas con KNOza 2000 ppm.
Vistas a 10X. C. Semillas tratadas con KNO3 a 3000 ppm, Vista a 20X. D. Semilla y
plantula con tratamiento Agua destilada. Vista a 10X.
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Figura 20. Semillas y plantulas de C. krauseana después de 20 dias de ser llevadas a

germinar.

A. Semillas tratadas con KNOs a 1000 ppm, Vista a 7X. B. Semillas tratadas con KNOz a
2000 ppm, Vistas a 10X. C. Semillas en tratamiento Agua destilada, D. Plantulas tratadas
con KNOs a 3000 ppm. Vista a 7X.
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7.3 Efecto de 2, 6 y 11 semanas de almacenamiento de las semillas de C. krauseana
6a 4, 8.7, 12.9 y 25% de contenido de humedad sobre el porcentaje de germinacion.
Después de contar el nimero de semillas germinadas en los diferentes lotes con la finalidad
de calcular sus porcentajes de germinacion, se encontr6 que, las semillas almacenadas por
2 semanas a 4°C lograron los porcentajes de germinaciéon mas altos en todos los contenidos
de humedad (4, 8.7, 12.9 y 25%), mayor que las semillas almacenadas por 6 6 mas
semanas, teniendo en cuenta que a 25% de contenido de humedad no germinaron sino que
se contaminaron y también que a las 11 semanas de almacenamiento, en donde sélo
germinaron semillas con 8.7% y 12.9% de contenido de humedad. (Tabla 9).

Finalmente, se not6 que la mayoria de las semillas almacenadas al 4% de contenido de
humedad no prosperaron en plantulas en ninguno de los tiempos de almacenamiento ya
que la gran mayoria se las semillas quedaron estancadas en la emergencia de laraizy en
otras, el hipocétilo que sale a través del tegumento mas los cotiledones no lograron liberarse
y por lo tanto no se desarrollan en plantulas (Figura 22). También resulté que las semillas
almacenadas a 8.7% de contenido de humedad terminaron de desarrollarse en plantulas
vigorosas después de 2 y 6 semanas de almacenamiento, sin embargo, después de las 11
semanas muchas de las semillas no completaron su germinacion y las plantulas que se
desarrollaron tuvieron bajo vigor. (Figura 23). Y que la mayoria de las semillas con
contenido de humedad de 12.9 y 25% después de 6 semanas de almacenamiento se
desarrollaron en plantulas de vigor bajo, algunos con bordes irregulares o simplemente las

semillas no se desarrollan y necrosan después de germinar (Figura 24 y 25).
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Tabla 8. Semillas de C. krauseana clasificadas en Lotes segun su contenido de humedad y
tiempo de almacenamiento.

1 C. krauseana 4 2
2 C. krauseana 4 6
3 C. krauseana 4 11
4 C. krauseana 8.7 2
5 C. krauseana 8.7 6
6 C. krauseana 8.7 11
7 C. krauseana 12.9 2
8 C. krauseana 12.9 6
9 C. krauseana 12.9 11
10 C. krauseana 25 2
11 C. krauseana 25 6
12 C. krauseana 25 11

*Cada Lote tiene 5 réplicas de 30 semillas cada una.
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Tabla 9. Porcentaje de germinacién de las semillas de C. krauseana almacenadas a los
contenidos de humedad y los tiempos de almacenamiento establecidos.

4 6 60

11 0

2 84

8.7 6 73
11 27

2 90

12.9 6 66
11 37

2 81

25 6 0
11 0
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Figura 22. Germinacion de las semillas de C. krauseana almacenadas con 4 % de

contenido de humedad.

A. Germinacién de semillas almacenadas por 2 semanas y evaluadas después de 21 dias
de ser sembradas (izquierda) y germinacién de semillas después de 48 dias de ser
sembradas (derecha). B. Germinacion de semillas almacenadas por 6 semanas con 4 %
de contenido de humedad después de 56 dias de ser sembradas. C. Semillas
almacenadas por 11 semanas con 4 % de contenido de humedad después de 17 dias de
ser sembradas.
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Figura 23. Germinacion de las semillas de C. krauseana almacenadas 8.7% de contenido
de humedad.
A. Germinacién de semillas almacenadas por 2 semanas evaluadas después de 21
dias de ser sembradas (izquierda) y las mismas después de 33 dias de ser sembradas
(derecha). B. Plantulas vigorosas resultantes de la germinacion de semillas
almacenadas por 6 semanas con 8.7 % de contenido de humedad después de 18 dias
de ser sembradas. C. Germinacién de semillas almacenadas por 11 semanas con 8.7
% de contenido de humedad después de 18 dias de ser sembradas.
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Figura 24. Germinacion de las semillas de C. krauseana almacenadas 12.9% de
contenido de humedad.

A. Germinacién de semillas almacenadas por 2 semanas después de 33 dias de
haber sido sembradas. B. Germinacion de semillas almacenadas por 6 semanas
después de 40 dias de haber sido sembradas. Se observan muchas semillas
necrosadas después de germinar y plantulas con bordes irregulares y necrosados
(circulo rojo). C. Germinacion de semillas almacenadas por 11 semanas después de
36 dias de haber sido sembradas.
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Figura 25. Germinacion de semillas de C. krauseana con 25% de contenido de humedad.

A. Germinacién de semillas almacenadas por 2 semanas después de 21 dias de
haber sido sembradas. B. Germinacion de semillas almacenadas por 6 semanas
después de 18 dias de haber sido sembradas. C. Germinacién de semillas
almacenadas por 11 semanas después de 36 dias de haber sido sembradas.
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7.4 Efecto de la inoculacion con PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) sobre
el vigor de los plantines de C. krauseanay C. calisaya.

Las evaluaciones se realizaron s6lo por 6 semanas debido a la alta mortandad de las
plantulas. El experimento concluy6 cuando los plantines tenian 8 semanas después de su

germinacion.

Los analisis estadisticos no encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
PGPR y Control para las variables “Largo de ambas hojas” (Figura 30, Anexo 5 y 6),
“Numero de hojas” (Figura 29, Anexo 7 y 8) y “Numero de plantines vivos” (Figura 31,
Anexo 9 y 10) para ambas especies a un p-valor < 0.05. Sin embargo, en la variable
“Numero de plantines vivos” puede notarse una tendencia de mayor mortandad con el

tratamiento PGPR (Tabla 10).

Los promedios de todas las variables evaluadas pueden visualizase en la Tabla 10.
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CDEF
DEFCDEF DEF BCDE F EF
AB BC BC BCD BC
| I I | I I I
21-oct 31-oct 15-nov 22-nov 21-oct 31-oct 15-nov 22-nov
C. calisaya C. krauseana
B CONTROL Promedio de numero de hojas B PGPR Promedio de nimero de hojas

*Las letras indican la separacién de promedios por Tuckey a un nivel de 5%.

Figura 29. Comparacion del promedio de niumero de hojas de Cinchona por tratamiento

1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

PGPR y Control durante las fechas de evaluacion.

J
Y HIJ
GHI FGH
EFG FG PEFG EFG
BCDE nBcSPEF
ABC
I I 1 I I I
21-oct 31-oct 15-nov 22-nov 21-oct 31-oct 15-nov 22-nov
C. calisaya C. krauseana
B CONTROL Promedio de largo de ambas hojas (cm) B PGPR Promedio de largo de ambas hojas (cm)

*Las letras indican la separacién de promedios por Tuckey a un nivel de 5%.

Figura 30. Comparacion del promedio del largo de ambas hojas de Cinchona por

tratamiento PGPR y Control durante las fechas de evaluacién.
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35 DE DE DE CDE

BCD

30
2BCOE acoE ABCDE ABCDE
25
ABCDE ABCDE rach
20 ABC
AB

15 X
E I I
0

21/10/2016 31/10/2016 15/11/2016 22/11/2016 21/10/2016 31/10/2016 15/11/2016 22/11/2016

(6]

C. calisaya C. krauseana

B Numero de plantulas vivas CONTROL B Numero de plantulas vivas PGPR

Figura 31. Comparacién del promedio del niumero de plantines vivos de Cinchona por
tratamiento PGPR y Control durante las fechas de evaluacién.
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8 DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Relacion del color y visibilidad del embrién en las semillas de C. krauseanay C.
calisaya con sus porcentajes de viabilidad.

Resultados obtenidos por Mejia (2014) en semillas de Cinchona krauseana almacenados a
4°C mostraron positiva la clasificacion de las semillas por su coloracién sobre su porcentaje
de germinacion, donde las semillas de Cinchona krauseana clasificadas como oscuras
alcanzaron 47% de germinacién y las claras 16%. Sin embargo, los resultados del presente
trabajo, donde se utiliza semillas de la misma colecta, indican que las semillas oscuras de
Cinchona krauseana tienen 12.2% de viabilidad con vigor alto y que las semillas claras con
vigor alto tienen 43.5% de viabilidad. Bewley et al. (2013) menciona que la viabilidad y la
germinacién de numerosas semillas mejoran luego de un tiempo de almacenamiento bajo
condiciones especificas como bajas temperaturas y humedades relativas cercanas al 0%.
Mejia (2014) menciona que la coloracién oscura de las semillas se ha relacionado con su
grado de maduracion, asi como también lo menciona Bewley et al. (2013) que las semillas
oscuras se encontrarian maduras, y las claras, aun durante el proceso de maduracién. De
los resultados obtenidos en este trabajo podemos interpretar que las semillas claras
consideradas como inmaduras en el 2012 por Mejia (2014) han mejorado su viabilidad con
el tiempo probablemente por madurar y que las semillas oscuras han reducido su viabilidad
con el tiempo por envejecer. Finalmente, con respecto a la clasificacion de embriones
visibles y no visibles, podemos inferir que un mayor volumen del endospermo reduce o
anula la visibilidad de su embrion por lo que el uso de este caracter para su clasificacién no

es valida.
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8.2 Efecto de la aplicaciéon de nitrato de potasio y agua de coco (técnica de seed
priming) en semillas de C. krauseana y C. calisaya para maximizar el porcentaje de
germinacion.

Shim et al. (2008) sugirieron que el KNO3; promueve la reparacién metabdlica de tejidos y
el aumento de respiracién, con lo cual se mejora la tasa de crecimiento y la germinacion de
las semillas. Esto se ve claramente en los resultados obtenidos en las semillas de C.
krauseana donde el uso de KNO3; como solucién inductora se ve reflejado en el aumento
del porcentaje de germinacion y vigor de las plantulas debido a que estas eran mas verdes,
de mayor tamarno y con raices mas grandes. Lo que supondria que la disponibilidad de
nutrientes como los que aporta el KNOs es un requisito para la germinacioén y vigor de

semillas en estas especies.

Campos et al. (2014) exponen que C. pubescens no logra aumentar su porcentaje de
germinacién de manera significativa usando como solucién inductora KNOs. Sin embargo,
menciona tener plantulas mas vigorosas en comparacion al tratamiento Control. De manera
similar ocurre en el presente trabajo con C. calisaya donde no hay diferencias significativas
para la germinacion de las semillas tratadas con KNOsy las del testigo, siendo sus valores
de porcentaje de germinacién altos (80% y 79% respectivamente). Sin embargo, en C.
krauseana si aumenta significativamente su porcentaje de germinacién hasta un 31.9%
sobre el valor del tratamiento Control con KNOs a 1000ppm, asemejandose al porcentaje
de germinacién de C. calisaya. Esto podria deberse a que las semillas de C. calisayay C.
pubescens eran semillas que se encontraban con menos tiempo de almacenamiento y no
requerian de un inductor para aumentar la tasa de germinacién y que las semillas de C.
krauseana que ya tenian 4 anos almacenadas si lo necesitaban. Como menciona Shim et
al. (2008), el KNOs promueve la reparacién metabdlica de tejidos y el aumento de
respiracién, con lo cual habria mejorado la tasa de crecimiento y germinacion de las semillas
de C. krauseana.
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Roca y Mroginski (1991) mencionan que el agua de coco es uno de los liquidos que al ser
nutritivos para los embriones inmaduros, podia producir el mismo efecto en tejidos y en
células explantadas. Asi también dicen que una de las técnicas para estimular la division
celular de los explantes es utilizar agua de coco a concentraciones muy bajas como 5y
10%, concentraciones que podrian actuar con las auxinas y promover el crecimiento. Sin
embargo, Campos et al. (2014) realizd ensayos con semillas de Cinchona pubescens, y
reportaron que el porcentaje de germinacion disminuy6 hasta 29.2 % con agua de coco al
70%. En el presente trabajo también se realizaron ensayos con las mismas dosis, agua de
coco al 70% y se encontr6 que C. calisaya reduce su porcentaje de germinacién hasta 50.7
% y C. krauseana hasta 52.1%. De estos resultados podemos descartar las
concentraciones altas de agua de coco como inductor de la germinacién para semillas de

Cinchona ya que ha sido comprobado en 3 especies.

8.3 Efecto de 2, 6 y 11 semanas de almacenamiento de las semillas de C. krauseana
a4,8.7,12.9 y 25% de contenido de humedad sobre el porcentaje de germinacion.

Campos et al. (2015) exponen que las semillas de C. pubescens con las que trabajaron
poseian 16.67% de contenido de humedad al momento de ser ingresadas a laboratorio y
alcanzaron 84.66% de germinacién. Mejia (2014) expone en sus resultados que las
semillas de C. krauseana recién ingresadas al laboratorio en el 2012 alcanzaron 47% de
germinacién. Sin embargo, las semillas de C. krauseana del mismo lote, en el 2014, con
contenido de humedad 7.2% alcanzaron 88% de germinacion (Suni et al. 2016) y en el
2016, el presente trabajo expone que las semillas del mismo lote contenian 7.07% como
contenido de humedad y germinaron solo el 52%. Segun Popiniguis (1985) la madurez
fisiologica de la semilla se da cuando esta alcanza su méaximo vigor y poder germinativo
donde desempena eficientemente sus funciones fisiolégicas propias; después de este

punto, el vigor y el poder germinativo tienden a disminuir debido a procesos naturales de
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deterioro. Considerando lo anterior, podemos decir que estas semillas alcanzaron su

madurez en el 2014 y después empezaron a deteriorarse y perder su viabilidad.

Mejia (2014) menciona también que las semillas de C. krauseana almacenadas a 4% de
contenido de humedad en el banco de semillas por 2 semanas alcanzan 61% de
germinacién y después de 16 semanas en almacenamiento alcanzan 74.3% de
germinacién. Si contrastamos estos resultados con los obtenidos en el presente trabajo
tenemos que las semillas de C. krauseana almacenadas también a 4% de contenido de
humedad por 2 semanas alcanzaron 88% de germinacion y a las 11 semanas redujeron su
porcentaje de germinacion a 0. Mejia (2014) concluye que el porcentaje de germinacion
aumenta a medida que pasa el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, el presente
trabajo nos indicaria que Mejia usé semillas inmaduras o en dormancia que aumentaron su
porcentaje de germinacién después de 16 semanas de almacenamiento debido a que las
bajas temperaturas del Banco de Semillas podrian haber roto algun tipo de dormancia
presente por simular una fase de vernalizacion natural (Beriie, 1990). Sin embargo, después
de 4 anos de almacenamiento las semillas ya habian madurado y de salir de su dormancia
por lo que han ido perdiendo su vigor o han envejecido e ido perdiendo su viabilidad como
lo menciona Bidwell (2000). Es por ello, que almacenar a las semillas con 4% de contenido

de humedad por 11 semanas disminuye su porcentaje de germinacion a 0.

Mejia (2014) también menciona que el contenido de humedad de las semillas de C.
krauseana, tiene una relacién inversa y significativa con su porcentaje de germinacion,
obteniéndose mayores porcentajes de germinacién a 4% de contenido de humedad luego
de 16 semanas en almacenamiento en comparacion con el 5 y 6% de contenido de
humedad que también evalu6. Sin embargo, el presente trabajo que evalud las semillas de
C. krauseana del mismo lote demuestra que después de 11 semanas de almacenamiento

las semillas no germinan (0% de germinacion) y que, en ese tiempo, las semillas que logran
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los mejores porcentajes de germinacién son las que tienen 8.7 y 12.9% de contenido de

humedad.

Finalmente, Mejia (2014) menciona que las semillas de C. officinalis con contenidos de
humedad mayores a 21% tienen 0% de viabilidad. Esto se puede corroborar en los
resultados obtenidos en el presente trabajo, donde las semillas de C. krauseana con 25%
de contenido de humedad después de 6 semanas de almacenadas no germinan (0% de
germinacién). Segun Hong y Ellis (1996), la madurez, calidad fisiologica, estado sanitario y
contenido de humedad, afectan la velocidad de deterioro de las semillas. Segun esta
afirmacioén, almacenar semillas de C. krauseana maduras a contenidos de humedad tan
altos como 25% habrian acelerado el proceso de deterioro de estas por lo que perdieron su

viabilidad en poco tiempo.

8.4 Efecto de la inoculacion con PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) sobre
el vigor de los plantines de C. krauseanay C. calisaya.

Fernandez (2015) logré aumentar en 34% el porcentaje de germinacion de semillas de café
gue embebi6 en una suspensién de bacterias (Azotobactery Pseudomonas) de 108 UFC/ml.
Sin embargo, el 91% de las cepas evaluadas no presentaron efecto favorable en el
porcentaje de germinacion, respecto al control.

En el presente trabajo se aplicaron las 4 cepas en conjunto como consorcio bacteriano
todas a 10° UFC/ml. Es posible que la concentracion del in6culo haya sido muy alta y el
intervalo de inoculaciéon muy corto para los plantines de Cinchona.

El suelo de Cinchona pubescens es acido con pH 5.3. Se sabe que el in6culo de bacterias
posee un pH 5.5. Sin embargo, el pH de la solucién hidropénica con la que se regaron los
plantines es 6.5. Por lo que la mortandad de los plantines la atribuimos al aumento del pH
del sustrato donde se generaron condiciones para la proliferacién de hongos parasitos que

causen la pudriciéon de las raices y posterior necrosamiento de las hojas y finalmente la
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muerte de los plantines. Por tal motivo, no lograran mejorar el vigor de los plantines de
Cinchona resultando que los tratamientos Control y PGPR no tengan diferencias

significativas.
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9 CONCLUSIONES

No hay una relacién de la coloracién de las semillas de C. calisayay C. krauseana y la

visibilidad de su embridn vs sus porcentajes de viabilidad.

El tratamiento pre germinativo con soluciones de KNOgz incrementa el porcentaje de
germinacién de semillas de Cinchona krauseana que posean un vigor bajo, incluso mejora

el vigor de las plantulas.

El agua de coco a concentraciones mayores iguales a 30% aplicadas como solucién pre
germinativa reduce el porcentaje de germinacién de semillas de las dos especies de

Cinchona.

Las semillas de C. krauseana almacenadas desde el 2012 a 4°C han envejecido y perdido

su potencial germinativo por lo que por lo que demuestran ser recalcitrantes.

La aplicacion de los inéculos de PGPR a los plantines de las dos especies de Cinchona
bajo las condiciones que se dieron en el presente estudio no cumple su efecto como

promotoras del crecimiento.
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10 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar nuevos ensayos con los tratamientos inductores de agua de coco,

usandolo sélo como estimulante temporal y no continuo.

Continuar con estudios de almacenamiento de las semillas C. calisaya para conocer qué

tipo de semilla es (ortodoxa o recalcitrante).

Mejorar los métodos de aplicacion de los inéculos de PGPR como frecuencia de aplicaciéon

y concentracion del indculo.

Se recomienda aplicar los in6culos de PGPR luego de obtenidos y no conservarlos para

evitar contaminaciones.

Se recomienda continuar con las investigaciones sobre el manejo adecuado en los plantines
de Cinchona con la finalidad de potenciar su vigor para un futuro establecimiento de la

planta en campo.
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12 ANEXO

Anexo 1. Prueba de Tuckey de los promedios de germinacion de semillas de C. calisaya

tratadas con las diferentes soluciones inductoras.

Analisis de la varianza

Ezpecie Variable N E* ER* Aj CW
C. calisaya % semillas germinadas 165 0.32 0.37 54.97

Cnadro de Analis=i= de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—valor
Modelo. 8.35 6 1.39 16.83 <0.0001
Inductores §.35 6 1.39 16.83 <0.0001
Error 13.06 158 0.08
Total 21.41 1&4

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.25042
Error: Q.0827 gl: 158

Inductores Medias n E.E.
Aogua de coco al TO0% 0.10 25 0.06 A
hgua de coco al 503 0.29% 16 0.07 & B
LAogua de coco al 30% 0.43 24 0.06 BE C
FENO3 3000 ppm(mg/L) 0.65 25 0.06 C D
Aogua destilada 0.68 25 0.06 D
FNO3 1000 ppm(mg/L) 0.70 25 0.06 D
ENO3 2000 ppmimg/L) 0.72 25 0.06 D

Medizs con una letrs comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 2. Prueba de Tuckey de los promedios de germinacién de semillas de C.

krauseana tratadas con las diferentes soluciones inductoras.

Especie Variable H E®= R* Aj Cwv
C. krauseana % semillas germinadas 163 0.39 0.36 103.81

Cnadro de Anali=is de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 6.06 6 1.01 16.38 <0.0001
Inductores &.06 & 1.01 16.38 «<0.0001
Error 9.62 156 0.08
Total 15.659 162

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.21671
Error: 0.08617 gl: 15&

Inductores Medias n E.E.

Logua de coco al T0% 0.00 25 0.05 A

Aogua de coco al 50% 0.02 19 0.06 A

Aogua de coco al 30% 0.02 19 0.06 A

Lgua destilada 0.25 25 0.05 B
FEMNO3 3000 ppm(mg/L) 0.37 25 0.05 BE C
EMO3 2000 ppmimg/L) 0.44 25 0.05 B C
FMNO3 1000 ppmi{mg/L) 0.47 25 0.05 C

Medizs con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 3. Comparacion del efecto de los inductores sobre el porcentaje de

germinacién de las especies de Cinchona.

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=16.2T7763
Error: 70&.8274 gl: 312

Eapecie Inductores Mediaz n E.E.
C. cali=sava ENC3 62.08 75 3.07 A
C. krauseana ENC3 42.786 75 3.07 B
C. cali=zaya Agua de coco 42.60 65 T.12 B
C. cali=zaya &Agua destilada 36.45 25 13.57 B C
C. krauseana Agua destilada 24.09 25 5.32 C
C. krauseana Agua de coco 1.42 63 3.38 D

Msdizs con una letrs comin ne son significativamente difersntes (p > 0.05)
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Anexo 4. Comparacion de los porcentajes de germinacién de Cinchona por

tratamiento Control y PGPR.

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=9.46173
Error: 70&.8274 gl: 3212

Inductores Medias n E.E.
ENO3 55.42 150 2.17 A
Bgua destilada 32.33 50 9.22 B
Agua de coco 24.85 128 4,32 B

Medias con una letrs comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 5. Comparacién del promedio de Largo de ambas hojas por tratamiento de

cada especie de Cinchona.

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.104959
Error: 0.034& gl: 1&8

Ezpecie Tratamiento Medias n E.E.
C. calisaya CCNTEROCL 1.03 68 0.02 &
C. calisaya PGFR 0.83 48 0.03 B
C. krauseana PGFR 0.81 40 0.03 B
C. krauseana CONTROL 0.79 28 0.04 B

Modias cor uma letra comin no son sigrificativamente diferentes (p > 0.05)
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Test:Tukey Alfa=0.05 DM5=0.28029

Anexo 6. Comparacién del promedio del Largo de ambas hojas en los tratamientos

Control y PGPR por cada especie en las diferentes fechas evaluadas.

Error: 0.0346 gl: 1&8

Especie Fecha de evaluacidn Tratamiento Medias n E.E.
C. cali=ayva 28/11/201¢ CONTROL 1.15 17 0.05 &
C. cali=sava 2271172016 CONTROL 1.11 17 0.05 A B
C. cali=sava 15/11/2016 CONTROL 1.04 17 Q.05 A B C
C. calisava 28/11/2016 EGFR 0.97 12 0.05 A B C D
C. krauseana 28/11/201& CONTROL 0.%33 7 0.07 L B C D
C. krauseana 28/11/201¢ PGFR 0.92 10 0.06e R B C D
C. cali=sava 2271172016 PGPR 0.90 12 0.05 E C D E
C. krauseana 22/11/2016 CONTROL 0.84 7T 0.07 BE C D E F
C. krauseana 22/11/2016 EGFR 0.83 10 0.086 B C D E F
C. calisaya 15/11/201& PGFR 0.81 12 0.05 C Db E F
C. cali=aya 21/10/2016 CONTROL 0.78 17 0.05 C Db E F
C. krauseana 15/11/201¢ PGFPR 0.78 10 0.086 C b E F
C. krauseana 15/11/2016 CONTROL 0.74 7 0.07 b E F
C. krauseana 21/10/2016 EGFR 0.70 10 0.06 o E F
C. krauseana 21/10/201& CONTROL 0.64 T 0.07 E F
C. cali=aya 21/10/2016 PGFPR 0.62 12 0.05 F

Medizs con una letrs comuin no son sigrificativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 7. Comparacién del promedio de la variable “Numero de hojas” por tratamiento

Control y PGPR de cada especie de Cinchona.

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.34510

Error: 0.3737 gl: 1&F8

Especie Tratamiento Mediaz n E.E.
C. calisaya CONTRCL 3.85 68 0.07 A
C. calisayva PGPFR 3.42 48 0.09 B
C. krauseana CONTERCL 3.36 28 0.12 B
C. krauseana PGPR 3.15 40 0.10 B

Medias con uns letrs comin no son significastivamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 8. Comparacién del promedio de Numero de hojas en los tratamientos por

cada especie en las diferentes fechas evaluadas

Test:Tukey Alfa=0.05 DM5=0.92127

Error: 0.3737 gl: 1&8
Especie Fecha de evaluacidn Tratamiento Medias n E.E.
C. calisaya 28/11/201a& CCHTROL 4.82 17 0.15 A
C. calisaya 22/11/201a& CCHTROL 4,59 17 0.15 A B
C. calisaya 28/11/201a& PEER 4,00 12 0.12 A B C
C. krauseana 28/11/2014@ CONTERCL 4,00 T 0.23 A B C
C. krauseana 28/11/2014@ PEER 4,00 10 0,19 A B C
C. calisaya 15/11/2014@ CCHTROL 4,00 17 0.1 A B C
C. calisaya 22/11/201a& PEER 3.83 12 0.18 B C
C. calisaya 15/11/2014@ PEER 3.83 12 0.18 B C
C. krauseana 15/11/2014@ CONTERCL 3.71 T 0.23 B C
C. krauseana 22/11/2014@ CONTERCL 3.71 T 0.23 B C
C. krauseana 22/11/2016 PGER 3.40 10 0.19 C
C. krauseana 15/11/201& PGER 3.20 10 0.1%9 C
C. calisaya 21/10/2014@ PEER 2.00 12 0.18 D
C. calisaya 21/10/2014@ CCHTROL 2.00 17 0.15 D
C. krauseana 21/10/2016 PGER 2.00 10 0.19 D
C. krauseama 21/10/2014@ CONTEROCL 2.00 T 0.23 D
Medizs con una letrs comin ne son significativamente difersntes (p > 0.05)

Anexo 9. Comparacién de la variable “Numero de plantines vivos” por tratamiento Control

y PGPR en cada especie.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,92091

Error: 7,1944 gl: 9

Ezpecie Tratamiento Medias nmn E.E.
C. krauseana PGFR 18,75 4 1,34 A
C. cali=aya PGFR 15,00 4 1,34 A
C. krauseana Control 20,00 4 1,34 B
C. ecalisaya Control 21,75 4 1,34 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,08}
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Anexo 10. Base de datos de las evaluaciones del porcentaje de germinacion de las semillas de
Cinchona calisayay C. krauseana en el tiempo.

Fecha de % semillas
Especie Tratamiento Reéplicas

evaluacion germinadas
C. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 1 0.1
C. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 2 0.1
C. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 3 0.3
C. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 4 0.1
C. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 5 0.1
C. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 1 0.2
C. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 2 0.0
C. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 3 0.2
C. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 4 0.1
C. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 5 0.1
C. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 1 0.1
C. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 2 0.0
C. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 3 0.2

87




. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.1
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 30% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 30% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 30% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 30% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 30% | 07/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 50% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 50% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 50% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 07/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 07/10/2016 0.0
. calisaya Agua destilada 07/10/2016 0.2
. calisaya Agua destilada 07/10/2016 0.1
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. calisaya Agua destilada 07/10/2016 0.2
. calisaya Agua destilada 07/10/2016 0.1
. calisaya Agua destilada 07/10/2016 0.1
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.7
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.7
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.7
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 1.0
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.7
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.7
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.5
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.7
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.7
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. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.7
. calisaya | Agua de coco al 30% | 11/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 30% | 11/10/2016 0.3
. calisaya | Agua de coco al 30% | 11/10/2016 0.3
. calisaya | Agua de coco al 30% | 11/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 30% | 11/10/2016 0.3
. calisaya | Agua de coco al 50% | 11/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 50% | 11/10/2016 0.2
. calisaya | Agua de coco al 50% | 11/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 70% | 11/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 70% | 11/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 11/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 11/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 70% | 11/10/2016 0.0
. calisaya Agua destilada 11/10/2016 0.7
. calisaya Agua destilada 11/10/2016 0.8
. calisaya Agua destilada 11/10/2016 0.6
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. calisaya Agua destilada 11/10/2016 0.6
. calisaya Agua destilada 11/10/2016 0.6
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 1.0
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 1.0
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 1.0
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.8
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. calisaya | Agua de coco al 30% | 15/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 30% | 15/10/2016 0.6
. calisaya | Agua de coco al 30% | 15/10/2016 0.8
. calisaya | Agua de coco al 30% | 15/10/2016 0.6
. calisaya | Agua de coco al 50% | 15/10/2016 0.3
. calisaya | Agua de coco al 50% | 15/10/2016 0.3
. calisaya | Agua de coco al 50% | 15/10/2016 0.6
. calisaya | Agua de coco al 70% | 15/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 70% | 15/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 15/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 15/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 70% | 15/10/2016 0.0
. calisaya Agua destilada 15/10/2016 0.9
. calisaya Agua destilada 15/10/2016 1.1
. calisaya Agua destilada 15/10/2016 0.9
. calisaya Agua destilada 15/10/2016 0.8
. calisaya Agua destilada 15/10/2016 0.8
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. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 1.0
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 1.0
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 1.0
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.8
. calisaya | Agua de coco al 30% | 19/10/2016 0.6
. calisaya | Agua de coco al 30% | 19/10/2016 0.7
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. calisaya | Agua de coco al 30% | 19/10/2016 0.8
. calisaya | Agua de coco al 30% | 19/10/2016 0.6
. calisaya | Agua de coco al 30% | 19/10/2016 0.7
. calisaya | Agua de coco al 50% | 19/10/2016 0.3
. calisaya | Agua de coco al 50% | 19/10/2016 0.4
. calisaya | Agua de coco al 50% | 19/10/2016 0.6
. calisaya | Agua de coco al 50% | 19/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 19/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 70% | 19/10/2016 0.0
. calisaya | Agua de coco al 70% | 19/10/2016 0.1
. calisaya | Agua de coco al 70% | 19/10/2016 0.2
. calisaya | Agua de coco al 70% | 19/10/2016 0.1
. calisaya Agua destilada 19/10/2016 0.9
. calisaya Agua destilada 19/10/2016 1.1
. calisaya Agua destilada 19/10/2016 1.0
. calisaya Agua destilada 19/10/2016 0.8
. calisaya Agua destilada 19/10/2016 0.8
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. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.7
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 1.0
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.7
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.9
. calisaya | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. calisaya | Agua de coco al 30% | 26/10/2016 0.9
. calisaya | Agua de coco al 30% | 26/10/2016 0.7
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C. calisaya | Aguade coco al 30% | 26/10/2016 0.9
C. calisaya | Aguade coco al 30% | 26/10/2016 0.6
C. calisaya | Aguade coco al 30% | 26/10/2016 0.8
C. calisaya | Aguade coco al 50% | 26/10/2016 0.7
C. calisaya | Aguade coco al 50% | 26/10/2016 0.8
C. calisaya | Aguade coco al 50% | 26/10/2016 0.2
C. calisaya | Aguade coco al 70% | 26/10/2016 0.2
C. calisaya | Aguade coco al 70% | 26/10/2016 0.2
C. calisaya | Aguade coco al 70% | 26/10/2016 0.3
C. calisaya | Aguade coco al 70% | 26/10/2016 0.5
C. calisaya | Aguade coco al 70% | 26/10/2016 0.4
C. calisaya Agua destilada 26/10/2016 0.9
C. calisaya Agua destilada 26/10/2016 0.9
C. calisaya Agua destilada 26/10/2016 0.8
C. calisaya Agua destilada 26/10/2016 0.7
C. calisaya Agua destilada 26/10/2016 0.7
C. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
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. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 07/10/2016 0.0
. krauseana | Agua de coco al 30% | 07/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 30% | 07/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 30% | 07/10/2016 0.0
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. krauseana| Agua de coco al 30% | 07/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 07/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 07/10/2016 0.0
. krauseana | Agua de coco al 50% | 07/10/2016 0.0
. krauseana | Agua de coco al 70% | 07/10/2016 0.0
. krauseana | Agua de coco al 70% | 07/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 07/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 07/10/2016 0.0
. krauseana | Agua de coco al 70% | 07/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 07/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 07/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 07/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 07/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 07/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.2
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.3
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.1
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. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.1
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.1
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.1
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.1
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.1
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.1
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.1
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 11/10/2016 0.2
. krauseana| Agua de coco al 30% | 11/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 30% | 11/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 30% | 11/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 11/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 11/10/2016 0.0

99




. krauseana| Agua de coco al 50% | 11/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 11/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 11/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 11/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 11/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 11/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 11/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 11/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 11/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 11/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 11/10/2016 0.3
. krauseana Agua destilada 11/10/2016 0.0
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.6
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.5
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.7
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. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.6
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.6
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.5
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.4
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.4
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.5
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.5
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 15/10/2016 0.5
. krauseana| Agua de coco al 30% | 15/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 30% | 15/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 30% | 15/10/2016 0.1
. krauseana| Agua de coco al 30% | 15/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 15/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 15/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 15/10/2016 0.0
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. krauseana| Agua de coco al 50% | 15/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 15/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 15/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 15/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 15/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 15/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 15/10/2016 0.4
. krauseana Agua destilada 15/10/2016 0.2
. krauseana Agua destilada 15/10/2016 0.2
. krauseana Agua destilada 15/10/2016 0.3
. krauseana Agua destilada 15/10/2016 0.2
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.6
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.8
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.8
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.8
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.8
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. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.6
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.8
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.5
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.5
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.5
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 19/10/2016 0.5
. krauseana| Agua de coco al 30% | 19/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 30% | 19/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 30% | 19/10/2016 0.1
. krauseana| Agua de coco al 30% | 19/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 19/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 19/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 19/10/2016 0.1
. krauseana| Agua de coco al 50% | 19/10/2016 0.0
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. krauseana| Agua de coco al 70% | 19/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 19/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 19/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 19/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 19/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 19/10/2016 0.6
. krauseana Agua destilada 19/10/2016 0.6
. krauseana Agua destilada 19/10/2016 0.2
. krauseana Agua destilada 19/10/2016 0.3
. krauseana Agua destilada 19/10/2016 0.3
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 1.0
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.9
. krauseana | KNO3 1000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.9
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.9
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. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.7
. krauseana | KNO3 2000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.9
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.6
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.6
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. krauseana | KNO3 3000 ppm(mg/L) | 26/10/2016 0.8
. krauseana| Agua de coco al 30% | 26/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 30% | 26/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 30% | 26/10/2016 0.1
. krauseana| Agua de coco al 30% | 26/10/2016 0.1
. krauseana| Agua de coco al 50% | 26/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 50% | 26/10/2016 0.1
. krauseana| Agua de coco al 50% | 26/10/2016 0.1
. krauseana| Agua de coco al 50% | 26/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 26/10/2016 0.0
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. krauseana| Agua de coco al 70% | 26/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 26/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 26/10/2016 0.0
. krauseana| Agua de coco al 70% | 26/10/2016 0.0
. krauseana Agua destilada 26/10/2016 0.8
. krauseana Agua destilada 26/10/2016 0.8
. krauseana Agua destilada 26/10/2016 0.3
. krauseana Agua destilada 26/10/2016 0.4
. krauseana Agua destilada 26/10/2016 0.4
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