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RESUMEN

Considerando la importancia ecoldgica del Retrophyllum rospigliosii, surgio la
necesidad de investigar la ecologia reproductiva y propagacion de la especie con la
finalidad de aportar a su conservacion. Se recolectd el material vegetal de los
individuos ubicados en las plantaciones de las fincas La Suecia, San José y
Claridad, ubicadas en el Departamento del Cauca. Se evalud la calidad de las
semillas, germinacién en vivero y contenido de biomasa mediante parametros como
pureza, contenido de humedad y peso de las semillas; para la evaluacion de la
germinacion, se utiliz6 un disefio de parcelas subdivididas mediante un arreglo
combinatorio de tratamientos pregerminativos, sustratos y procedencias,
considerando como variables de respuesta el porcentaje de germinacion y el tiempo
medio de germinacion. El contenido de biomasa se evalué con un modelo lineal
mixto que permitié identificar los efectos de los tratamientos, procedencias y
sustratos en el contenido de biomasa aérea y radicular. Se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje y tiempo medio de germinaciébn, mas no en sus
interacciones. La procedencia La Suecia, bajo el tratamiento escarificacion
mecanica mas estimulante, obtuvo el mejor desempefio en las variables evaluadas,
alcanzando un valor méximo de germinacion 84,84 % en un tiempo medio de 51
dias. Para la variable biomasa, se encontré que los mejores resultados fueron para
el tratamiento testigo, donde se alcanzé un valor maximo de 0,182 g de biomasa
aérea y 0,049 g de biomasa radicular después de un mes de germinadas las
semillas. Finalmente, se concluyd que se pueden alcanzar porcentajes altos de
germinacion de la especie mediante la escarificacibn mecénica, lo que facilitaria el
posterior desarrollo de proyectos de propagaciéon con la especie.

Palabras clave: propagacion vegetal, hormonas, germinacién, biomasa,
tratamientos pregerminativos, sustratos, procedencias, Podocarpaceae.



ABSTRACT

Considering the ecological importance of Retrophyllum rospigliosii, the need arose
to investigate the reproductive ecology and propagation of the specie, this with the
purpose to contribute to its conservation. The plant material of the individuals located
in the plantations of the La Suecia, San José and Claridad farms, located in the
Department of Cauca, was collected. Afterwards, the quality of the seeds,
germination and biomass content were evaluated. Within the quality test, parameters
such as purity, humidity content and weight of the seeds were evaluated. For the
germination evaluation, a subdivided plot design was used by a combined
arrangement of pregerminated treatments, substrates and provenances, the
response variables were: germination percentage and mean germination time. The
biomass content was evaluated by a mixed linear model that allowed to identify the
effects of the treatments, provenances and substrates on the aerial and root biomass
content. As a result, it was found that the substrates, provenances and treatments
presented significant differences in the percentage and mean germination time
variables; however, the interactions between these factors didn’t show significant
differences. The Suecia provenance, under the mechanical scarification plus
stimulating treatment, was the one that obtained the best performance in the
variables evaluated, reaching a maximum germination value of 84.84% and a mean
germination time of 51 days. For the biomass, it was found that the best results were
under the control treatment where a maximum value of 0.182 g of aerial biomass
and 0.049 g of root biomass was reached after one month of seed germination.
Finally, it was concluded that high germination percentages of this species can be
reached through mechanical scarification, which would facilitate the subsequent
development of propagation projects with the species.

Keywords: vegetal propagation, hormones, germination, biomass, pregerminated
treatments, substrates, provenances, Podocarpaceae



INTRODUCCION

En los bosques altoandinos de Colombia, la familia Podocarpaceae se encuentra
representada principalmente por los géneros: Podocarpus, Prumnopitys y
Retrophyllum (Yaguana et al., 2012). Los individuos de estos géneros han sido
seriamente amenazados por la eliminacién continua de los ecosistemas de alta
montafia (premontanos y montanos) debido a la expansion de la frontera agricola
(Cavelier y Torner, 2001) y a la extraccion de los mismos por el valor comercial de
su madera (Rodriguez y Nieto, 2003). La fragmentacion de los bosques y su
cosecha ha llevado a que, actualmente, solo se conserven pequefos relictos de
esta especie en las partes més altas de las montafias (Marin, 1998). Ademas de lo
anterior, la baja densidad por el amplio espaciamiento entre poblaciones y las
condiciones climaticas caracteristicas de los ecosistemas altoandinos, como son la
baja luminosidad y la humedad permanente, han llevado a una baja interaccién
ecolégica entre los individuos de la especie, generando una disminucion en las
tasas de reproduccion debido a la reduccion de la produccién de semillas (Marin,
1998). Actualmente las especies de estos géneros se consideran en estado
vulnerable (Gardner y Tobler, 2013; Res 1912 de 2017).

Entre las especies de Podocarpaceas en Colombia, el pino romerén (Retrophyllum
rospigliosii) es el mas importante en términos de representatividad ecoldgica y uso
econoémico (Ludefa y Bueno, 1989; Marin, 1998). Es por ello, que, desde hace mas
de dos décadas, instituciones publicas y privadas la han tenido presente para
establecerla como ensayos experimentales o plantaciones piloto. Se conoce que la
especie tiene gran potencial como arbol ornamental, para proteccion de cauces de
agua y recuperacion de suelos (Gomez y Toro, 2007). A nivel de plantaciones, R.
rospigliosii puede alcanzar un incremento medio anual (IMA) de 30 a 70 cm en altura
y de 0,33 a 0,44 cm en diametro (Trujillo, 2013). Es una especie adecuada para
enriguecimiento de bosques secundarios pobres y bosques primarios
sobreexplotados (Céardenas, 2016).

Para asegurar la permanencia de R. rospigliosii, es necesario emprender planes de

restauracion y conservacion, lo que implica conocer las técnicas mas apropiadas o
de mejores resultados de propagacion de la especie, y, en este caso particular,
aprovechar las areas de plantaciones ya establecidas en el departamento del
Cauca, en las fincas La Suecia (municipio de El Tambo) y Claridad y San José
(meseta de Popayan) para estudiar la calidad de las semillas alli producidas,
posibles técnicas de germinacion mas eficientes en cuanto a tiempo y porcentaje y
asi lograr presentar el contenido de biomasa fijado por las plantulas originadas de
semillas alli colectadas.
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1. MARCO REFERENCIAL

1.1 ESTADO DEL ARTE

El conocimiento de la viabilidad y los parametros de germinacién, es indispensable
para el desarrollo de practicas silviculturales exitosas (Guimaraes et al., 2015). Las
pruebas de germinacion y de viabilidad han sido utilizadas ampliamente en la
evaluacion de la calidad de las semillas, siendo la primera el procedimiento mas
comun para evaluar su calidad fisiolégica (Lopez et al., 2016).

En Bolivia, en un estudio que involucra los mismos tres géneros de podocarpaceas
presentes en Colombia, determinaron que las semillas maduras presentan una
viabilidad de 50% y 33% de capacidad germinativa, son semillas recalcitrantes que
no mantienen la viabilidad mucho tiempo (Ayma-Romay, 2005).

Marin (1998), en su libro sobre las podocarpaceas andinas de Colombia, realizo la
primera recopilacion de informacion en el pais de R. rospigliosii, en donde reporta
que, a través de ensayos de germinacion establecidos en los viveros de La Florida
(Popayan, Cauca) y de Rancho Grande (Restrepo, Valle), se identificaron las
multiples dificultades de la germinacion de la especie; entre ellas, la condicion de
gue se deben sembrar bajo sombra para favorecer su germinacién, dado que la
respuesta germinativa y el crecimiento pueden ser inhibidas por la exposicion de las
semillas a la luz (Lamprecht y Liscano, 1957).

Estudios realizados por Lamprecht y Liscano (1957) reportan que las semillas
provistas de testa carnosa, como las de R. rospigliosii, germinan deficientemente
(21%), pero que mejora considerablemente cuando se quita la testa, se limpian
cuidadosamente y son remojadas durante al menos 15 dias (50%). Asi, estas inician
su germinacion a los 62 dias de haber sido sembradas y terminan a los 228,
tardando en promedio 166 dias en terminar el proceso de germinacion. En otro caso,
se reporta que semillas cosechadas de arboles de 14 afios en Pensilvania (Caldas),
donde el proceso de germinacion inicié al cuarto mes de sembradas y alcanzaron a
los seis meses una germinacion total del 70% (Cueva et al., 2013).

Segun estudios realizados por Gomez, Toro y Piedrahita (2013), la germinacion de
R. rospigliosii, ocurre entre 40 y 136 dias después de la siembra y se completa de
127 a 172 dias después; los mismos autores observaron que, bajo previa
estratificacion o hidratacion de las semillas, se puede obtener un porcentaje de
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germinacion del 74%. Parent, (1989) afirma que el porcentaje de germinacion es del
50 al 60%.

Ceballos y Lépez (2007) en su estudio sobre conservacion de la calidad de semillas
forestales nativas, indican que el almacenamiento a 12°C de semillas de R.
rospigliosii mantiene su viabilidad y permite alcanzar valores de germinacion de
hasta el 43% con tendencia a incrementar, a medida que aumente el tiempo de
almacenamiento.

1.2 ESPECIE

Retrophyllum rospigliosii es tipica del bosque hiumedo montano bajo (bh-MB),
bosque muy himedo montano bajo (bmh-MB) y bosque himedo premontano (bh-
PM). La especie crece principalmente entre 1400 y 2800 m de altitud, en sitios con
humedad relativa alta y con precipitaciones promedias de 800 a 3000 mm al afio
(Gomez, 2007). Se desarrolla en lugares con temperatura media de
aproximadamente 12°C, con minima de 4°C y maxima de 20°C (Cueva et al, 2013).
El rango mas favorable para su crecimiento se presenta a temperatura media de
entre 10°C — 19°C (Trujillo, 2013).

1.2.1 Ecologia de la especie. R. rospigliosii se desarrolla naturalmente en suelos
derivados de cenizas volcanicas (Andisoles) (Diez y Lazaro, 2004). La especie crece
en terrenos de baja fertilidad, requiere alta humedad y suelos profundos y puede
desarrollarse en suelos arcillosos o arcilloso-arenosos (Goémez, 2007). R.
rospigliosii requiere para su buen crecimiento de una asociacién micorricica de tipo
endotrofico (alimentacion interna), con hongos de la familia Endogonaceae,
pertenecientes a los géneros Acaulospora y Glomus (Cueva, 2011). Dicha
asociacién ayuda a una mejor absorcién de nutrientes y le proporciona a la planta
proteccién contra parasitos.

1.2.2 Ecologia reproductiva de la especie. R. rospigliosii es una especie dioica
que puede desarrollar, en el mismo arbol, flores masculinas y femeninas (Cueva y
Trujillo, 2016). Las flores masculinas se ubican en pequefios grupos en el apice de
las ramas, mientras que las femeninas se encuentran solitarias en el apice de las
ramas que salen de la axila de las hojas (Gomez, 2007). En general, la especie
registra un proceso de floracidén masculina de septiembre a diciembre y de floracion
femenina en octubre (Cueva et al, 2013).
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La fructificacion corresponde a la maduracion del cono femenino, la cual posee un
embrion desarrollado y dos cotiledones pequefios (Romero, 2012). La formacion del
fruto comienza entre diciembre y febrero y continda, en general, hasta agosto,
tomando entre cuatro a cinco meses para completar su periodo de desarrollo y
maduracion (Gomez, 2010). Durante la fructificacion se presenta generalmente la
renovacion del follaje de los arboles.

1.2.3 Maduracion de semillas. En la zona Andina colombiana, la cosecha de frutos
de R. rospigliosii se presenta mayoritariamente en los meses secos, generalmente
de enero a febrero y de julio a agosto (Gomez, 2007). Los frutos se recolectan
cuando presentan una coloracion amarillenta y se observan en el piso, enteros o
despulpados por aves, murciélagos o roedores (Cueva et al., 2013).

1.2.4 Semillas y produccion de semilla. Durante el periodo de fructificacion, las
semillas se encuentran en grandes cantidades debajo de los arboles, donde
aquellas que presentan una coloracion amarilla o con testa completamente
descompuesta tienen una mejor probabilidad de germinar (Rodriguez y Nieto,
2003). La produccién de semillas promedio es de 250 a 400 por kg (Trujillo, 1996).
El ciclo de maduracién de la semilla inicia con la expulsion de la pulpa, la cual tarda
10 dias. La madurez fisiologica de la semilla se completa a los tres meses, iniciando
la germinacién al cuarto mes (Cueva et al., 2013).

1.2.5 Almacenamiento de semillas. Antes de almacenar las semillas de R.
rospigliosii, se depositan en recipientes para el remojo de los frutos frescos durante
cuatro dias y luego se agita manualmente la pulpa. Una vez la semilla esta limpia
se deja durante uno o dos dias a la sombra para secarla y posteriormente
almacenarla o sembrarla (Gomez, 2007). Las semillas de R. rospigliosii son
recalcitrantes, por lo que requieren de un alto contenido de humedad para conservar
su viabilidad y germinar posteriormente (Cueva y Trujillo, 2016). Las semillas se
almacenan en aserrin humedo dentro de recipientes sin tapa, con el fin de permitir
el intercambio gaseoso y mantener en un rango de humedad entre 35% y 45%
(Ceballos, 2007). Las semillas se deben almacenar el menor tiempo posible
después de su recoleccion, con el fin de reducir su deterioro por enfermedades o
ataques de plagas (Trujillo, 1996).

1.2.6 Germinacion. La germinacién de R. rospigliosii se tipifica como epigea, en la
cual los cotiledones son forzados sobre la superficie del sustrato por medio del
alargamiento del hipocétilo (Bonner, 2000). Entre lo que se conoce, se reportan
bajas tasas de germinacion durante periodos prolongados de tiempo, la cual toma
entre 40 y 136 dias dependiendo de la temperatura y la hidratacion de las semillas
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(Gomez, 2013), pero mejora considerablemente cuando se les quita la testa y se las
limpia (Lamprecht y Liscano, 1957).

La regeneracion de esta especie en condiciones naturales ocurre bajo el dosel del
bosque, presentando condiciones de baja luminosidad durante la germinacion. Las
plantulas se regeneran con semillas de forma abundante alrededor de la planta
madre (Cueva et al., 2013).

1.3 LATENCIA DE SEMILLAS

Una semilla latente no tiene la capacidad de germinar en un periodo de tiempo
especifico bajo ninguna combinacion de factores ambientales fisicos normales que,
de otro modo, son favorables para la germinacion de la semilla (Baskin y Baskin,
2004). La latencia es una caracteristica de las semillas que define las condiciones
requeridas para la germinacion y, por lo tanto, cualquier sefial que amplie estas
condiciones, debe considerarse como un factor de liberacion de latencia (Finch y
Leubner, 2006).

1.3.1 Latencia fisica. Es causada por capas impermeables al agua de células en la
cubierta que controlan el movimiento del agua. Para romper este tipo de latencia,
se puede realizar escarificacibn mecanica o quimica (Finch y Leubner, 2006).

1.3.2 Latencia fisiolégica (PD). Es la forma de latencia mas abundante y se
encuentra en semillas de angiospermas y gimnospermas. Se caracteriza de la
siguiente manera (Baskin y Baskin, 2004):

PD profundo: Los embriones extirpados de estas semillas no crecen o produciran
plantulas anormales. Para romper este tipo de latencia se necesitan varios meses
de estratificacion sea fria o calida antes de que pueda tener lugar la germinacion
(Baskin et al., 2005).

PD no profundo: Los embriones extirpados de estas semillas, producen plantulas
normales. Se conoce que el GA (Acido giberélico) puede romper esta latencia,
ademas de la escarificacion o estratificacion fria o caliente.
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1.3.3 Latencia morfologica (MD). Este tipo de latencia es comun en semillas con
embriones subdesarrollados, donde los embriones no estan fisioldgicamente
inactivos, sino que necesitan tiempo para crecer y germinar (Finch y Leubner, 2006).

1.3.4 Latencia morfofisiologica (MDP). Es evidente en semillas con embriones
subdesarrollados, pero ademas tienen un componente fisiolégico en su latencia.
manera (Baskin y Baskin, 2004). Estas semillas requieres un tratamiento para
romper la latencia como estratificacidon o en algunos casos la aplicacion de acido
giberélico (GA) (Finch y Leubner, 2006).

1.4 TRATAMIENTOS PREGERMINATIVOS FiSICOS

Los tratamientos pregerminativos son procedimientos necesarios para romper la
latencia de las semillas que, en conjunto con las condiciones adecuadas del medio,
permiten la germinacion. Los métodos pregerminativos mas comunes son:
estratificacion, lixiviacion, escarificacion mecénica, adicion de hormonas y otros
estimulantes quimicos (Varela y Arana, 2010).

1.4.1 Estratificacion. Consiste en colocar las semillas entre estratos que
conservan la humedad, en frio o calor. La estratificacion fria consiste en mantener
las semillas a temperaturas bajas (4 a 10°C), disminuyendo asi sustancias
inhibidoras de sus tejidos (Pérez, 2003). La estratificacion calida se basa en la
necesidad de las semillas de estar sometidas a altas temperaturas (22 a 30 °C) para
poder germinar (Varela y Arana, 2010).

1.4.2 Escarificacién mecénica. Consiste en raspar parte de la cubierta de las
semillas con elementos como lijas, limas o quebrarlas con un matrtillo o pinzas; si es
a gran escala, se utilizan maquinas especiales como tambores giratorios recubiertos
en su interior con papel lija o combinados con arena gruesa o grava (Varela y Arana,
2010). La escarificacion manual de la cubierta en la zona radicular elimina las
restricciones y permite la emergencia de la radicula (Garcia, 1999).

1.5 TRATAMIENTOS PREGERMINATIVOS QUIMICOS

1.5.1 Lixiviacién. Consiste en el lavado de las semillas con agua o sustancias
quimicas, con la finalidad de ablandar la testa y remover los inhibidores quimicos
presentes en la cubierta (Pérez, 2003). El tiempo de inmersién del tratamiento varia
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entre 12, 24, 48, hasta 72 h y, en algunos casos, se requiere cambio de agua
frecuente (Varela y Arana (2010).

1.5.2 Hormonas y otros estimulantes quimicos. Son compuestos organicos
naturales o sintéticos que inhiben o modifican el desarrollo de las plantas,
estimulando la germinacion (Duval, 2006). Entre los tratamientos de hormonas y
estimulantes mas usados en la industria, estan el acido giberélico (GA3)! y acido
indolacético® (Varela y Arana, 2010); todos ellos se emplean a diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion, dependiendo de la especie de que se
trate.

1.6 ANALISIS DE CALIDAD DE SEMILLAS

Las pruebas de calidad de las semillas permiten analizar parametros
estandarizados de pureza, peso, contenido de humedad, viabilidad y germinacion;
con la finalidad de evaluar las caracteristicas fisicas y fisiolégicas de las semillas.
Estos andlisis se basan en una muestra representativa de semillas y determinan el
rendimiento potencial del lote estudiado, segun los criterios descritos por las Reglas
Internacionales para el Analisis de Semillas (ISTA) (Schmidt, 2000).

1.6.1 Muestreo. Consiste en la obtenciébn de una muestra adecuada para el
desarrollo de la prueba de calidad, la cual debe ser representativa del lote de
semillas. El muestreo debe realizarse de tal manera que evite la exposicién
prolongada de las semillas al ambiente, dado que este afecta sus caracteristicas
biologicas y fisicas (ASTS, 2016). Segun estén dispuestas las semillas en los
contenedores, se dispondré a aplicar la siguiente intensidad de muestreo:

1-4 contenedores: tres muestras primarias de cada contenedor

5-8 contenedores: dos muestras primarias de cada contenedor

9-15 contenedores: una muestra primaria de cada contenedor

16-30 contenedores: 15 muestras primarias del lote tomadas de contenedores
seleccionados al azar, con no mas de una muestra por contenedor

31-59 contenedores: 20 muestras primarias del lote tomadas de contenedores
seleccionados al azar, con no mas de una muestra por contenedor.

1 El &cido giberélico es una fitohormona que se produce en la zona apical de frutos y semillas. Su funcién en las
semillas es la de interrumpir el periodo de latencia (Varela y Arana, 2010).

2 El 4cido Indolacético es una auxina que ayuda a regular diversos procesos del desarrollo vegetal como el

crecimiento, la division celular y la formacion de raices (Varela y Arana, 2010). Tiene como funciones inhibir el
desarrollo de las yemas axiales, promover el fototropismo positivo y estimular la elongacion (Duval, 2006).
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Las muestras primarias son pequefias porciones de semillas que se toman al azar
de un determinado lote de semillas (ASTS, 2016).

1.6.2 Andlisis de pureza. Brinda informacién de peso en porcentaje sobre la
composicion de semillas puras, en relacion con semillas de otras especies o
distintos elementos ajenos a la muestra.

La muestra de trabajo debe pesarse y registrar sus datos en gramos, posteriormente
la separacion de la semilla pura se hace de forma manual, con tamiz o soplador,
logrando obtener material puro y elementos inertes. Posteriormente se toma el peso
de la muestra pura y se procede a efectuar la relaciéon (ASTS, 2016).

aje (%) d peso de la semilla pura 100
. *
porcentaje (7o) de pureza peso total de la muestra

1.6.3 Peso fresco de las semillas. Es un factor importante para calcular tasas de
siembra en un vivero (Cuevas, 1996). Para calcular el peso fresco, se deben pesar
ocho repeticiones de 100 semillas cada una y, con estos valores, se calcula la
media, desviacion estandar y el coeficiente de variacién. Para calcular el peso de
mil semillas. se multiplica la media del peso por 10.

, n(Zx?) — (Zx)? (Ec.1)
Varianza (s) =
nn-1)
Desviacion estandar (S) = Vvarianza
(Ec.2)
(Ec.3)

Coeficiente de variacion (CV) = —= 100

Xl

Donde:

X: media aritmética

X = peso de cada réplica en gramos

n = numero de réplicas

Para aceptar el peso de mil semillas, el coeficiente de variacién no debe superar 4,
de lo contrario se procedera a pesar ocho réplicas mas. La desviacion estandar
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debe ser calculada usando 16 réplicas y cualquiera que se encuentre con el doble
de la medida estandar, debera ser descartada (ASTS, 2016).

1.6.4 Prueba de germinacién. Permite determinar el potencial de germinacion de
un lote de semillas y realizar comparaciones de calidad entre lotes, para estimar el
valor de siembra en campo. Para el desarrollo de la prueba se deben tomar al azar
400 semillas puras y dividirlas en cuatro repeticiones de 100 semillas cada una, las
cuales se deben ubicar en el medio de germinacion apropiado (papel, algodén), con
un determinado espaciamiento que evite el contacto entre estas. La temperatura y
la luz deben ser lo méas uniforme posible en la cAmara de germinacion, ya sea bajo
luz artificial o diurna indirecta (ISTA, 2017). Se obtienen datos de germinacion y se
calcula el porcentaje de germinacion.

semillas germinadas (Ec. 4)

Porcentaje (%) de germinacién: -
je (%) 9 semillas sembradas

1.7 BIOMASA DE PLANTULAS

La biomasa corresponde a la materia organica fijada por las plantas a través de la
fotosintesis. Un método directo y sencillo de cuantificacion de la biomasa, es la
estimacion del peso seco del material (Arana et al., 2012). Para la estimacion del
peso las plantulas, se secan dentro de un horno a 65° durante 48h y se pesan en
una balanza analitica (AOSA, 1983). Este método permite estimar el carbono total
capturado por la planta. La produccion de biomasa aérea y radical se obtiene como
un promedio de cada 6rgano estudiado (Sanchez et al., 2011).
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2. METODOLOGIA

2.1 LOCALIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

Las semillas de R. rospigliosii empleadas en el presente estudio, se recolectaron de
tres plantaciones pertenecientes a la empresa Smurfit Kappa Cartén de Colombia,
ubicadas en la meseta de Popayan y el municipio de El Tambo Cauca, en las fincas
La Suecia, Claridad y San José (Figura 1). La meseta de Popayan se encuentra
localizada en la parte central del departamento del Cauca; esta comprendida entre
las cordilleras Central y Occidental y tiene una precipitacion promedio anual de 1720
mm (IGAC, 1971). Dentro de la clasificacion de zonas de vida de Holdridge, se
encuentra dentro de la formacion bosque humedo premontano (bh-PM)
(Holdridge,1967). Por su parte, el Municipio de El Tambo se encuentra ubicado al
sur-occidente del pais, sobre la cordillera Occidental y presenta una altura promedio
de 1745 msnm; las zonas de vida que predominan en la regién son bosque muy
hamedo montano bajo (bmh - MB) y bosque muy humedo pre montano (bmh- PM)
(Yanibe & Urresty, 2018).

Figura 1. Localizacion del sitio de estudio, fase de campo
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La evaluacion de la germinacion se realizo en el vivero Los Robles, ubicado en la
finca La Rejoya de propiedad de la Universidad del Cauca (2°31'00" N y 76°35'32"
W), localizada en el kilbmetro 3 del corregimiento de la Rejoya en Popayan, Cauca.
El vivero se encuentra a una altitud de 1783 msnm, la temperatura media es de
17.8°C y la precipitacion media anual es de 1941 mm (Climate-Data-ORG, 2017).

2.2 COLECTA Y ALMACENAMIENTO DE LAS SEMILLAS

2.2.1 Fuentes identificadas. Se seleccionaron individuos ubicados en estado
productivo que cumplian pardmetros técnicos como tamafio del arbol, forma de fuste
y estado fitosanitario, considerando una distancia de 9m entre cada individuo.

2.2.2 Recoleccién de semillas. La recoleccion de semillas se realizé en el mes de
febrero, directamente sobre el suelo seleccionando aquellas que tuvieran la testa o
cubierta de color amarillo - naranja, debido a que presentaban el mejor estado de
maduracion (Figura 2), segun las pruebas de corte para verificar el estado del
embrién, como se describira mas adelante.

Figura 2. Semillas de Retrophyllum rospigliosii recolectadas en el estudio

A

2.2.3 Desinfeccion de semillas. Una vez recolectadas, las semillas fueron
desinfectadas con una solucion de hipoclorito de sodio a una concentracion de 2%,
durante un periodo de 30 minutos.
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2.2.4 Almacenamiento. Las semillas fueron almacenadas en recipientes plasticos
con aserrin y se regaron con agua una vez por semana, con el fin de asegurar el
contenido de humedad necesario para mantenimiento. ElI tiempo de
almacenamiento de las semillas en los recipientes fue de 25 dias.

2.3 ANALISIS DE CALIDAD

Las pruebas correspondientes al analisis de calidad de las semillas fueron
realizadas en el Laboratorio de Semillas y en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca.

Para la seleccion de la muestra, de los 3 contenedores correspondientes a cada
procedencia, se tomaron 3 muestras primarias para el analisis de calidad.

2.3.1 Andlisis de pureza. Esta prueba se realiz6 mediante la seleccion manual de
una muestra aleatoria de semillas y su separacion en material puro y elementos
inertes. Dichos materiales se pesaron y se registraron los datos obtenidos, para
posteriormente calcular el porcentaje de pureza de la semilla (ASTS, 2016) (ver
ecuacion 4).

peso de la semilla pura (Ec. 5)

% pureza =
°p peso total de la muestra

2.3.2 Peso de mil semillas. Se tomé una muestra de semillas puras divididas en
ocho réplicas de 100 semillas cada una y se calculé varianza, desviacion estandar
y coeficiente de variaciéon (Ecuaciones 1 a 3). Para calcular el peso de 1000
semillas, se multiplico la media del peso por 10 (ASTS, 2016).

2.3.3 Determinacién del contenido de humedad por el método del horno. Se
colocaron las semillas trituradas en una caja de Petri, se tomo el peso inicial y luego
fueron llevadas al horno, manteniendo una temperatura entre 101-105 °C durante
18h aproximadamente. Después de enfriar, se peso el recipiente con su contenido
y se registraron los datos para cada procedencia.

_peso inicial - peso seco (Ec. 6)

CH * 100

peso inicial
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2.3.4 Prueba de germinacion. Se tomaron al azar 400 semillas y se separaron en
cuatro grupos de 100 semillas, cada uno de los cuales se ubicé en una bandeja con
papel absorbente a un espaciamiento de 2 cm, evitando el contacto entre ellas. Se
obtuvieron los datos de germinacion y se calcul6 el porcentaje de germinacion (Ver
ecuacion 4).

2.3.5 Prueba de corte. Se realizé un corte longitudinal a la semilla, exponiendo la
condicion del embrion mediante su formacion y coloracion natural. A partir de la
coloracion observada en el corte, se determind la siguiente clasificacion:

1. Semilla en buen estado: aquella que presentaba un saco embrionario sano y
tegumento interno rosa en tonalidades claras.

2. Semilla en regular estado: aquella con saco embrionario sano, tegumento
interno con pocas coloraciones necroticas, amarillas o cafeés.

3. Semilla en mal estado: aquellas que presentaron saco embrionario seco o
ausente, y tegumento interno necrético o café.

Para la realizacion de esta prueba se tomé una submuestra de 30 semillas por cada
procedencia, se separaron las semillas segun su estado fisico y se calcularon los
porcentajes individuales (ver Figura 3).

Figura 3. Clasificacion del estado de las semillas de Retrophyllum rospigliosii

Semilla en buen Semilla en regular Semilla en mal
estado estado estado
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2.4 FASE VIVERO Y ANALISIS DE GERMINACION

2.4.1 Disefio experimental. El disefio experimental implementado fue de parcelas
subdivididas mediante un arreglo combinatorio de tres factores: sustratos (S),
tratamientos pregerminativos (T) y procedencias (P). Para cada sustrato se
consideraron 330 semillas (factor principal), un total de 66 semillas por tratamiento
pregerminativo (factor subparcela), y 22 semillas por procedencia (factor sub-
subparcela). Se consideraron tres repeticiones para un total final de 1980 semillas
para el estudio (Figura 4).

Figura 4. Disefio del experimento donde se evaluo la germinacién de Retrophyllum

rospigliosii
Repeticion 1
S1P1T1 | S1P2T1 | S1P3T1 | S2P1T1 | S2P2T1 | S2P3T1
S1P1T2 | S1P2T2 | S1P3T2 | S2P1T2 | S2P2T2 | S2P3T2
S1P1T3 | S1P2T3 | S1P3T3 | S2P1T3 | S2P2T3 | S2P3T3
S1P1T4 | S1P2T4 | S1P3T4 | S2P1T4 | S2P2T4 | S2P3T4
S1P1T5 | S1P2T5 | S1P3T5 | S2P1T5 | S2P2T5 | S2P3T5
Repeticion 2
S1P1T1 | S1P2T1 | S1P3T1 | S2P1T1 | S2P2T1 | S2P3T1
S1P1T2 | S1P2T2 | S1P3T2 | S2P1T2 | S2P2T2 | S2P3T2
S1P1T3 | S1P2T3 | S1P3T3 | S2P1T3 | S2P2T3 | S2P3T3
S1P1T4 | S1P2T4 | S1P3T4 | S2P1T4 | S2P2T4 | S2P3T4
S1P1T5 | S1P2T5 | S1P3T5 | S2P1T5 | S2P2T5 | S2P3T5
Repeticion 3
S1P1T1 | S1P2T1 | S1P3T1 | S2P1T1 | S2P2T1 | S2P3T1
S1P1T2 | S1P2T2 | S1P3T2 | S2P1T2 | S2P2T2 | S2P3T2
S1P1T3 | S1P2T3 | S1P3T3 | S2P1T3 | S2P2T3 | S2P3T3
S1P1T4 | S1P2T4 | S1P3T4 | S2P1T4 | S2P2T4 | S2P3T4
S1P1T5 | S1P2T5 | S1P3T5 | S2P1T5 | S2P2T5 | S2P3T5

(S1P1T1)
22
semillas
por sub -
parcela

* Factores: sustratos (S), tratamientos pregerminativos (T) y procedencias (P).

2.4.2 Sustratos. Para la evaluacion de la germinacion, se utilizaron dos sustratos:
El primero compuesto de tierra negra rica en materia organica y arena de rio (fina);
y el segundo compuesto de aserrin. Ambos sustratos tuvieron una base filtrante
conformada por material de piedra triturada (grava) de referencia %" (ver Figura 5).

S1: Tierra + Arena

S2: Aserrin
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2.4.2.1 Desinfeccion del sustrato. Latierra, la arenay el aserrin se desinfectaron
con agua hirviendo, para evitar la posterior aparicion de enfermedades en las
semillas. Posteriormente, se cubrié la superficie tratada con un plastico durante 24
horas para mantener la temperatura del suelo el mayor tiempo posible.

2.4.2.2 Disposicion de los sustratos en el germinador. Los sustratos se
distribuyeron sobre dos camas germinadoras de 4,86 m de longitud y 1.05 m de
ancho, elevadas a 1.20 m del suelo (Figura 8). En la base del germinador se dispuso
sélido triturado formando una capa de 4 cm, la cual permitio la absorcion y
evacuacion de excesos de agua. Posteriormente, se distribuyeron los sustratos de
la siguiente forma:

Sustrato 1 (S1): cama (1.215 m x 1.05 m) de 20 cm formada por 10 cm de tierra
(cama baja) junto con 10 cm de arena (cama alta).

Sustrato 2 (S2): una cama (1.215 m x 1,05 m) con 20 cm de aserrin.

Figura 5. Establecimiento de sustratos y subparcelas en germinadores para evaluar
la germinacién de Retrophyllum rospigliosii

2.4.3 Procedencias. Se consideraron tres lugares de origen del material vegetal,
como se menciond previamente, que se designaron como P1 a la Finca Claridad
(Popayan, Cauca), P2 a la Finca La Suecia (El Tambo, Cauca), y, P3 a la Finca San
José (Cajibio, Cauca).

El material genético correspondiente a cada una de las procedencias provino de las
siguientes localidades:
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P1 (Claridad): Mesitas del Colegio (Cundinamarca), municipios de Jerico,
Caramanta y Tamesis (Antioquia) y Tona (Santander).

P2 (La Suecia): Municipio de Tamesis (Antioquia), finca La Playa.

P3 (San Joseé): Suroriente Antioquefio.

2.4.4 Tratamientos pregerminativos. Una vez recolectadas las semillas de cada
procedencia, se asignaron a estos cinco tratamientos pregerminativos (T1, T2, T3,
T4, T5) (Figura 6).

T1: Escarificacion mecanica completa (eliminacion del 100% de la testa).

T2: Escarificacibn mecanica completa + estimulante (citoquinina,091 g/l + acido
giberélico (GAs) 0,051 g/L + acido indol-3-butirico (IBA) 0,051 g/L).

T3: Escarificacion mecéanica completa + acido indolacético aplicado a una
concentracion de 150 mg/L (pureza del 90%).

T4: Escarificacion mecanica completa + &cido giberélico aplicado a una
concentracion de 250 mg/L (pureza del 90%).

T5: Testigo.

Figura 6. Tratamientos pregerminativos aplicados a semillas de Retrophyllum
rospigliosii.
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2.4.5 Descripcion de los tratamientos.

T5: Testigo

T1: Escarificacion mecanica completa (eliminacion del 100% de la testa). Se realizd
escarificacion manual de las semillas utilizando pinzas, alicate, corta cuticula,
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permitiendo quebrar y retirar completamente la testa o tegumento externo de las de
las semillas (Figura 7).

Figura 7. Proceso de escarificacion realizado a las semillas de Retrophyllum
rospigliosii
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T2: Escarificacion mecénica completa + estimulante (citoquinina,091 g/l + acido
giberélico (GAs) 0,051 g/L + acido indol-3-butirico (IBA) 0,051 g/L). Se realiz
inmersion de las semillas previamente escarificadas en 0,695 ml de estimulante en
un litro de agua durante un periodo de 48 horas.

T3: Escarificacion mecanica completa + acido indolacético. Se disolvieron 150
miligramos de &cido indolacético al 90% en un litro de agua y posteriormente se
introdujeron las semillas en el liquido durante 48 horas.

T4: Escarificacion mecénica completa + &cido giberélico. Se aplicé una
concentracion de 250 miligramos de acido giberélico al 90% en un litro de agua y
posteriormente se introdujeron las semillas en el liquido durante 48 horas.

T5: Testigo. Este tratamiento se caracterizé por no incluir ningun tipo de
estimulantes hormonales ni afectacion mecanica a las semillas.

2.4.6 Siembra. Con los sustratos (S1, S2) dispuestos en el germinador, se procedio
a dividir el germinador en 15 sub parcelas de 40,5 cm x 21 cm, donde se identificd
cada procedencia (P1, P2, P3) por columna y los tratamientos por filas (T1, T2, T3,
T4, T5). En total, se consideraron 90 sub parcelas en el experimento dadas las tres
repeticiones (Figura 8).
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Figura 8. Disefio de sub parcelas en el germinador
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En cada subparcela se sembraron 22 semillas, con un distanciamiento de 2cm
aproximadamente y una profundidad de 2 cm (para evitar que el riego destapara las
semillas). Posteriormente, se marcé la ubicacion de cada semilla mediante el uso
de palillos de madera para obtener un control mas preciso de la germinacion. El
riego se programo en horas de la mafiana y tarde para contar con un sustrato
himedo y sin excesos (Figura 9).

Figura 9. Siembra de semillas de Retrophyllum rospigliosii
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2.4.7 Manejo de luz. Con el fin de reducir la luminosidad natural y proteger los
germinadores del impacto directo de la lluvia, se instalaron dos capas de poli sombra
con un porcentaje de luminosidad del 65% sobre cada germinador: la primera a 2.30
m de altura y la otra justo sobre los germinadores (Figura 10).
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Figura 10. Disposicion de poli sombra para disminuir luminosidad natural en vivero
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2.4.8 Monitoreo de germinacion. Se realizaron visitas al vivero con un intervalo
de 3 a 4 dias, donde se revisaron las condiciones de la siembra, sustrato, riego y
emergencia de plantulas, llevando el respectivo registro.

2.4.9 Evaluacion de germinacion. Las variables analizadas en el estudio, fueron
la potencia germinativa y la germinacion media; la primera se refiere al porcentaje
de germinacion total al finalizar el ensayo y, la segunda, al niumero de dias que
transcurrieron hasta que se alcanzo el 50% de la germinacién para cada unidad
experimental.

2.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE BIOMASA EN PLANTULAS

En cada subparcela de sustrato-procedencia-tratamiento, se registraron las
plantulas durante los 30 dias primeros dias de emergencia. Posteriormente, cada
individuo fue extraido del germinador y depositado en una bolsa plastica de cierre
hermético (14 cm de alto x 10 cm de ancho) adecuadamente rotulada segun
tratamiento. Cada bolsa fue almacenada en una nevera a temperatura de 4°C para
conservar las propiedades del espécimen, mientras se realizaba su toma de peso
seco (Figura 11).
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Figura 11. Almacenamiento y empaque de plantulas de Retrophyllum rospigliosii
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A cada plantula se le midié la biomasa aérea y radicular; se realizé un corte a la
altura del cuello de la raiz para separar biomasa aérea y radicular y se llevaron al
horno de secado durante 48 horas, a una temperatura constante de 65°C.
Posteriormente se pesaron separadamente la parte aérea y radicular (Figura 12).

Figura 12.Proceso de corte de plantulas para medicion de biomasa aérea y radicular
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2.6 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS DE GERMINACION Y
BIOMASA

El disefio del estudio corresponde a parcelas subdivididas. Se analiz6 mediante un
modelo lineal mixto para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos
pregerminativos en la germinacion, la velocidad de germinacion de las semillas y la
biomasa de las plantulas. Los tratamientos pregerminativos, los lugares de origen
de las semillas, los sustratos y las interacciones se consideraron como factores fijos,
las parcelas y subparcelas se trataron como factores aleatorios. Los mejores
modelos se seleccionaron de acuerdo con el criterio de informacién de Akaike (AIC,
Akaike Information Criteria), donde el valor inferior indicé un mejor modelo (Zuur et
al., 2009) y los efectos se consideraron significativos con p < 0.05. Finalmente, las
diferencias en los valores de crecimiento debido a los diferentes tratamientos
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pregerminativos se evaluaron usando comparaciones multiples de medias. Los
analisis del modelo lineal mixto se realizaron utilizando la funcién "Ime" del paquete
"nime" del programa R 3.1.1 (Pinheiro et al., 2015).

El modelo de regresion implementado en el disefio experimental fue el siguiente:

yijkl = p + pl + ai + (Pp)il + Bj + (aB)ij + (Sp)ijl + yk + (ay)ik + (By)jk + (aBy)ijk +
(Ssp)ijkl

endonde:i=1...a,j=1...b,k=1...c,I=1...r

K media general de la poblacion

pl: efecto del I-ésimo bloque

ai: efecto del i-ésimo nivel del factor sustrato

(Pp)il: error entre parcelas principales

Bj: efecto del i-ésimo nivel del factor tratamiento pregerminativo

(ap)ij: interaccion entre los factores sustrato y tratamiento pregerminativo
(Sp)ij : error entre subparcelas

yk: efecto del i-ésimo nivel del factor procedencia

(ay)ik: interaccion entre los factores y procedencia

(By)jk: interaccion entre los factores tratamiento pregerminativo y procedencia
(aBy)ijk: interaccién entre los factores, tratamiento pregerminativo y procedencia
(Ssp)ijkl: error entre sub-subparcela
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3. RESULTADOS

3.1 CARACERIZACION BIOFISICA

Las tres procedencias se encuentran dentro del rango altitudinal 6ptimo para el
desarrollo de la especie (reportado entre 1650 a 3750 msnm). Las variables
temperatura y precipitaciéon se encuentran dentro del rango éptimo para las tres
procedencias; (1500 a 2500 mm) (Cueva et al., 2013) (Tabla 1).

Tabla 1.Caracterizacion biofisica de las procedencias

La Suecia Claridad (municipio San José
(municipio del de Popayan, Cauca) (municipio de
Tambo, Cauca) Cajibio, Cauca)
Latitud 2°28'0" 2°26'0" 2°35'5"
Longitud 76°48'30" 76°35'0" 76°33'38"
Altitud 1755 1905 1836
Precipitacion media anual (mm) 2255 2040 2190
Temperatura media anual (°C) 19 19 19
Area plantada (ha) 12 1 0,034
Espaciamiento (m) 3X3 3,5X3,5 5
Diametro promedio (m) 0,21 0,28 0,50
Altura promedio (m) 12,5 13,2 17,14
Area basal (m?) 0,034 0,065 0,198
Area basal del rodal (m?/ha) 37,774 53,061 7,128
Edad de plantacion (afos) 23 24 23
Procedencias Tamesis Mesitas del colegio Tamesis
(Antioquia) (Cundinamarca), (Antioquia)

Jericé, Caramanta,
Tamesis (Antioquia),
Tona (Santander)

Fuente: Los datos correspondientes a las fincas Claridad y La Suecia, se obtuvieron de bases de
datos de Smurfit Kappa Cartén de Colombia (SKCC), los de San José correspondieron a fuente
propia.

La procedencia La Suecia, presenta una densidad correspondiente a 1111
arboles/ha; se conoce que, en esta procedencia, se realizaron dos estudios de
investigacion, uno de ellos relacionado con la respuesta a nivel de nutrientes de
fertilizantes como boro y urea en diferentes concentraciones y el otro estudio estuvo
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relacionado con la respuesta a diferentes manejos de densidades (Ensayo Cenicafé
y Smurfit Kappa).

La densidad para la procedencia Claridad, es de 816,32 arboles/ha. Dicha
procedencia fue establecida para evaluar la respuesta germinativa de diferentes
procedencias de la especie (Tabla 1).

Los &rboles establecidos en la Finca San José se plantaron con fines de proteccion
y consta de 36 individuos que se distribuyen a 5 metros de distancia entre cada uno,
en una longitud de 185 m alrededor de la finca.

3.2 CALIDAD DE LAS SEMILLAS

3.2.1. Viabilidad de las semillas. Las procedencias 1y 2 (Claridad y La Suecia)
fueron las que presentaron el mayor porcentaje de semillas en buen estado,
mientras que la procedencia 3 (San José) present6 el mayor nimero de semillas en
regular y mal estado (Tabla 2 y Figura 13). Los mejores resultados indican que la
viabilidad de las semillas obtuvo los mejores resultados la procedencia 2 (La Suecia)
con un porcentaje de germinacion en laboratorio del 28% y a su vez, esta
procedencia, presenta las mejores condiciones para la germinacion, con un 50% de
estas semillas en buen estado, 17% de semillas un regular estado y un 33% en mal
estado (Tabla 2).

Dentro de los rangos reportados por Cueva, (2016), el porcentaje de germinacion
puede alcanzar valores entre el 50 al 80%.

Tabla 2. Resultados de la prueba de viabilidad de semillas de Retrophyllum
rospigliosii por el método de corte.

Procedencia Finca Germinacion Clasificacion
(%) Buen estado Regular estado  Mal estado
P1 Claridad 21 50 (%) 13 (%) 37 (%)
P2 La Suecia 28 50 (%) 17 (%) 33 (%)
P3 San José 11 34 (%) 23 (%) 43 (%)
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Figura 13.Clasificacion del estado de semillas de Retrophyllum rospigliosii.
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Los datos obtenidos para la germinacion, concuerdan con estudios realizados por
Lamprecht y Liscano (1957) donde reportan que las semillas provistas de testa
carnosa, como las de R. rospigliosii, germinan deficientemente (21%) sin ningun tipo
de tratamiento.

3.2.2. Peso y contenido de humedad. Las semillas de la procedencia La Suecia,
corresponden a aquellas con mayor contenido de humedad (49%), y a su vez se
relaciona con el mayor el nimero de semillas por Kg (637). El porcentaje de pureza
no presentod variaciones para las tres plantaciones (Tabla 3, Figura 14).

Tabla 3. Resultados de pureza, peso y contenido de humedad de semillas de
Retrophyllum rospigliosii.

Procedencia Finca Pureza (%) Peso 1000 No. semillas C.H (%)
semillas (g) por kg
P1 Claridad 99,54 1776 566 47,36
P2 La Suecia 98,73 1613 637 49,11
P3 San José 93,73 1567 619 44,59
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Figura 14.Resultados de andlisis de calidad de las semillas de Retrophyllum
rospigliosii.
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Segun King y Roberts, citado por Fernandez y Johnston (2000), el contenido de
humedad de las semillas recalcitrantes como R. rospigliosii se debe mantener en un
rango no menor al 30% debido a que puede afectar caracteristicas como viabilidad,
peso de las semillas y posteriormente, disminuir su capacidad germinativa.

Los resultados obtenidos en la prueba de calidad, son semejantes a los datos
citados en la literatura. Ceballos et al. (2007) reportan una pureza del 98% y 669
semillas por kg, mientras Cueva (2016) reporta una pureza del 99,6%, un peso de
1725 g para 1000 semillas y 579 semillas por kg.

3.3 GERMINACION EN VIVERO

3.3.1 Porcentaje de germinacion. Mediante los resultados del andlisis de varianza,
se identificé que las procedencias y los tratamientos pregerminativos presentaron
efectos significativos (p < 0,05) en el porcentaje de germinacion; mientras que las
interacciones entre tratamientos pregerminativos, sustratos y procedencias no
presentaron efectos significativos en esta variable (Tabla 4).
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Tabla 4.Resumen correspondiente al porcentaje de germinaciéon de semillas de
Retrophyllum rospigliosii.

Factor Sumade Cuadrados Valor de Valor de
cuadrados medios F P

Sustratos 574 574 2,615 0,111
Procedencias 11808 5904 26,901 <0.001  x**
Tratamientos 14147 3537 16,116 <0.001 el
Sustratos: Procedencias 612 306 1,394 0,256
Sustratos: Tratamientos 259 65 0,296 0,880
Procedencias: Tratamientos 2281 285 1,299 0,261
Sustratos: Procedencias: 965 121 0,550 0,814
Tratamientos
Residuales 13168 219

El mayor porcentaje de germinacion se presentd en el sustrato 2 (aserrin),
procedencia 2 (La Suecia), tratamientos 2 (escarificacion mecanica mas
estimulante) y 4 (escarificacibn mecanica mas acido giberélico), con un porcentaje
del 84,84 %. Dentro de los tratamientos pregerminativos evaluados se observé que
en aquellos que involucraron la remocion de la testa (tratamientos 1 al 4) se
alcanzaron valores de germinacién entre el 33,33 y el 84,84%, mientras que en las
semillas con testa (tratamiento 5, testigo) se alcanzaron valores entre el 22,72 y el
46,97% (Tabla 5).

Mediante la prueba de Student Newman Keuls al 5%, se identificaron diferencias
significativas en el sustrato 2, para la procedencia 2 entre los tratamientos 2 y 4
respecto al tratamiento 5 y entre los tratamientos 2 y 5 para la procedencia 3 (Tabla
5).
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Tabla 5.Promedios y variaciones de la variable porcentaje de germinacién de
Retrophyllum rospigliosii para cada sustrato, procedencia y tratamiento.

Sustrato Procedencia Tratamiento Germinacion Coeficiente de Diferencias
promedio (%) variacion (%) entre
tratamientos
S1 P1 T1 39,394 40,522 bcde
T2 63,636 31,135 abcd
T3 54,545 22,048 abcde
T4 68,182 17,638 abc
T5 31,818 14,286 cde
P2 T1 66,667 27,555 abcd
T2 83,333 17,534 a
T3 77,273 25,641 ab
T4 80,303 8,646 a
T5 46,970 14,783 abcde
P3 T1 33,333 69,976 cde
T2 59,091 27,735 abcde
T3 37,879 85,135 bcde
T4 31,818 42,857 cde
T5 22,727 20,000 e
S2 P1 T1 63,636 7,143 abcd
T2 56,061 30,697 abcde
T3 54,545 46,398 abcde
T4 66,667 10,415 abcd
T5 33,333 51,626 cde
P2 T1 66,667 14,193 abcd
T2 84,848 17,221 a
T3 75,758 12,490 ab
T4 84,848 17,221 a
T5 40,909 29,397 bcde
P3 T1 39,394 29,038 bcde
T2 75,758 3,464 ab
T3 53,030 9,897 abcde
T4 50,000 31,492 abcde
T5 27,273 28,868 de

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
S1: (Tierra mas arena); S2:(Aserrin). P1: (Claridad); P2 (La Suecia); P3 (San José). T1: (Escarificacion
mecanica); T2: (Escarificacion mecénica méas estimulante); T3: (Escarificacion mecénica més acido
indolacético); T4: (Escarificacion mecanica mas acido giberélico); T5: (Testigo).

En cuanto a los sustratos, se logré observar un comportamiento similar en el
porcentaje de germinacion tanto para el S1 (tierra mas arena) como para el S2
(aserrin) en el tratamiento 2, donde se alcanzaron valores del 68,68 y 72,22%. El
tratamiento 5 (testigo), alcanzo un porcentaje de germinacion del 33,83% para el S1
y para el S2. (Tabla 6, Figura 15).

Se identificO que para el sustrato 1 hubo diferencias significativas entre los
tratamientos 2 y 4 respecto al tratamiento 5 y en el sustrato 2 hubo diferencias
significativas entre los tratamientos 2 al 4 respecto al tratamiento 5 (Tabla 6).
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Tabla 6.Promedios y variaciones de la variable porcentaje de germinacion de
Retrophyllum rospigliosii para cada sustrato y tratamiento.

Sustrato Tratamiento Germinacion Coeficiente de Diferencias entre
promedio (%) variacion (%) tratamientos
S1 T1 46,465 49,103 ab
T2 68,687 26,971 a
T3 56,566 46,356 ab
T4 60,101 39,801 a
T5 33,838 34,320 b
S2 T1 56,566 26,685 ab
T2 72,222 23,642 a
T3 61,111 28,834 a
T4 67,172 28,060 a
T5 33,838 37,462 b

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
S1: (Tierra mas arena); S2:(Aserrin). T1: (Escarificacion mecanica); T2: (Escarificacion mecanica mas
estimulante); T3: (Escarificacion mecénica mas acido indolacético); T4: (Escarificacion mecéanica mas acido
giberélico); T5: (Testigo).

Figura 15. Porcentaje de germinacion en factor de sustrato
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S1: Sustrato 1 (tierra mas arena); S2: Sustrato 2(aserrin)

La procedencia en la cual se alcanzaron los valores mas altos de germinacion fue
P2 (La Suecia), donde el tratamiento 2 (escarificacion mas estimulante) alcanzo el
valor maximo con 84,09%. Se alcanzd un porcentaje de germinacion del 67,42 %
en el tratamiento 4 (escarificacion mas estimulante) para la procedencia 1 (Claridad)
y en el tratamiento 2 (escarificacibn mas acido giberélico) para la procedencia 3
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(San Jose). El tratamiento 5 (testigo) alcanzé su valor maximo en la procedencia 2
(La Suecia) con un valor del 43,9 % y su valor minimo en la procedencia San José
con un valor del 25% (Tabla 7 y Figura 16).

De acuerdo a los resultados obtenidos por la prueba Student Newman Keuls, se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos 2 y 4 respecto al
tratamiento 5 en la procedencia 1 y en los tratamientos 2, 3 y 4 respecto al
tratamiento 5 para la procedencia 2 (Tabla 7).

Tabla 7. Promedios y variaciones de la variable porcentaje de germinacion de
Retrophyllum rospigliosii para cada procedencia y tratamiento

Procedencia  Tratamiento Germinacion Coeficiente de Diferencias entre
promedio (%) variacion (%) tratamientos

P1 T1 51,515 32,857 bcde
T2 59,848 28,586 abcd
T3 54,545 32,489 bcde
T4 67,424 13,084 abc
T5 32,576 34,650 ef

P2 T1 66,667 19,604 abc
T2 84,091 15,573 a
T3 76,515 18,181 ab
T4 82,576 12,752 a
T5 43,939 21,368 cdef

P3 T1 36,364 46,098 def
T2 67,424 20,633 abc
T3 45,455 48,990 cdef
T4 40,909 40,369 cdef
T5 25,000 25,062 f

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
P1: (Claridad); P2 (La Suecia); P3 (San José). T1: (Escarificacion mecénica); T2: (Escarificacion mecénica mas
estimulante); T3: (Escarificacion mecéanica mas acido indolacético); T4: (Escarificacion mecanica mas &cido
giberélico); T5: (Testigo).
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Figura 16. Porcentaje de germinacion de Retrophyllum rospigliosii en factor de
procedencias
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T1: Tratamiento 1 (Escarificacion mecanica); T2: Tratamiento 2 (Escarificacion mecanica mas estimulante); T3:
Tratamiento 3 (Escarificacion mecénica méas acido indolacético); T4: Tratamiento 4 (Escarificacibn mecanica
mas acido giberélico); T5: Tratamiento 5 (Testigo). P1: Procedencia 1 (Claridad); P2: Procedencia 2 (La Suecia);
P3: Procedencia 3 (San Josg€).

Los datos de porcentaje de germinacion alcanzados fueron superiores a los
sefalados por Cueva et al. (2013) para R. rospigliosii, con valores de germinacién
de hasta el 70% en semillas escarificadas, y en Podocarpus usambarensis donde
las semillas escarificadas completamente alcanzaron una germinacion de hasta el
80% (Chamshama y Downs, 1982). Se considera que los resultados obtenidos
concuerdan con la necesidad de utilizar tratamientos pregerminativos con el fin de
facilitar e incrementar el proceso de germinacion y reducir el periodo de emergencia
de los embriones (Lamprech y Liscano, 1957).

3.3.2 Tiempo medio de germinacidén. Se encontrd que el sustrato, la procedencia
y los tratamientos pregerminativos, afectaron significativamente el tiempo medio de
germinacion (p < 0,05), mientras que las interacciones entre estos factores no
presentaron ningun efecto significativo en dicha variable (Tabla 8).
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Tabla 8.Resumen correspondiente al tiempo medio de germinacion de Retrophyllum
rospigliosii.

Factor Suma de Media de Valorde F  Valor de P
cuadrados cuadrados

Sustratos 1161 1161 12,464 <0.001 xkk
Procedencias 1590 795 8,532 <0.001 il
Tratamientos 57227 14307 153,556 <0.001 xkk
Sustratos: Procedencias 150 75 0,804 0,452
Sustratos: Tratamientos 29 7 0,079 0,988
Procedencias: Tratamientos 526 66 0,706 0,685
Sustratos: Procedencias: 747 93 1,002 0,443
Tratamientos
Residuales 5590 93

El tratamiento en el cual las semillas tardaron el menor tiempo en germinar, fue el
tratamiento T4 (escarificacion mecénica mas acido giberélico) correspondiente a la
procedencia 2 (La Suecia) y al sustrato 1 (tierra mas arena) con un tiempo de 49
dias; mientras el tratamiento en el cual las semillas tardaron méas tiempo en germinar
fue el T5 (testigo sin escarificacion) correspondiente a la procedencia 1 (Claridad) y
sustrato 2 (aserrin), con un tiempo promedio de 135 dias. Esta variable presento
una variacion de 51 a 135 dias (Tabla 9).

Segun la prueba de SNK al 5%, se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos de las semillas que fueron sometidas a escarificacién (T1 al T4) y el
tratamiento 5 (testigo); donde los primeros en mencion, iniciaron su proceso de
germinacion entre los 49y 61 dias y en el tratamiento donde no fueron escarificadas,
tardaron entre 117 y 135 dias en iniciar su germinacion (Tabla 9).
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Tabla 9.Promedios y variaciones de la variable tiempo medio de germinacion de
Retrophyllum rospigliosii para cada sustrato, procedencia y tratamiento.

Sustrato Procedencia Tratamiento Tiempo medio Coeficiente Diferencias
de germinacién  de variacion entre
(dias) (%) tratamientos

S1 P1 T1 58,959 20,965 c
T2 64,402 17,378 c

T3 62,637 13,973 c

T4 62,310 6,005 c

T5 127,232 8,439 ab

P2 T1 50,941 16,706 c
T2 50,120 5,165 c

T3 56,128 6,027 c

T4 49,636 11,842 c

T5 107,450 25,525 b

P3 T1 50,282 5,558 c
T2 63,250 18,323 C

T3 63,836 17,180 c

T4 62,426 9,258 c

T5 124,633 10,175 ab

S2 P1 T1 67,180 5,044 c
T2 58,904 11,951 C

T3 66,073 24,607 c

T4 67,485 10,319 c

T5 135,237 8,678 a

P2 T1 52,615 11,528 c
T2 65,209 3,687 C

T3 62,262 21,382 c

T4 57,261 5,331 c

T5 127,732 6,514 ab

P3 T1 64,931 7,803 c
T2 75,249 3,131 c

T3 71,793 3,708 c

T4 67,622 13,563 c

T5 122,452 5,468 ab

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
S1: (Tierra més arena); S2:(Aserrin). P1: (Claridad); P2 (La Suecia); P3 (San José). T1: (Escarificacion
mecanica); T2: (Escarificacion mecénica més estimulante); T3: (Escarificacion mecanica mas 4&cido
indolacético); T4: (Escarificacion mecanica mas acido giberélico); T5: (Testigo).

El inicio de la germinacion fue mayor en el sustrato 1, donde el tratamiento 1
(escarificacion mecénica), fue el que tardé menor tiempo en iniciar la germinacién
(53 dias); los tratamientos 2, 3 y 4 tardaron de 58 a 69 dias en el sustrato 1 (tierra
mas arena) y tardaron de 66 a 68 dias en el sustrato 2 (aserrin). El tratamiento T5
(testigo) tardd 119 dias para el S1 (tierra mas arena) y 128 dias para el S2 (aserrin)
(Tabla 10, Figura 17).

Se presentaron diferencias significativas en el tratamiento 5 (testigo), tanto para el
sustrato 1 (tierra mas arena), como para el sustrato 2(aserrin) (Tabla 10).
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Tabla 10. Tiempo medio de germinacioén (MGT) para cada sustrato y tratamiento

Sustrato Tratamiento Tiempo medio de Coeficiente Diferencias entre
germinacion (dias) de variacion tratamientos
(%)
S1 Tl 53,394 16,302 b
T2 59,257 18,001 b
T3 60,867 13,244 b
T4 58,124 13,439 b
T5 119,772 15,480 a
S2 T1 61,575 13,052 b
T2 66,454 12,242 b
T3 66,709 17,054 b
T4 64,123 12,276 b
T5 128,474 7,543 a

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
S1: (Tierra méas arena); S2:(Aserrin). T1: (Escarificacion mecénica); T2: (Escarificacibn mecanica mas
estimulante); T3: (Escarificacion mecanica mas acido indolacético); T4: (Escarificacion mecanica mas acido
giberélico); T5: (Testigo).

Figura 17. Tiempo medio de germinacion de Retrophyllum rospigliosii en factor
sustratos

Tratamiento |:| T I:l T2 I:l T3 - T4 . T5

a

=
8
Q
& 100
E
@
: . & 2
T

- b b b T - =5
=] T = -
g ==

50
£
2
3
@
'—

0

3 s2

Sustrato

S1: Sustrato 1 (tierra mas arena); S2: Sustrato 2 (aserrin).

La procedencia que tard6 menor tiempo (51 dias) en iniciar la germinacion fue la
procedencia 2 (La Suecia), correspondiente al tratamiento 1 (escarificacion); en las
otras dos procedencias el inicio de la germinacion present6 una variacion de 57 a
61 dias. El tratamiento T5 (testigo sin escarificacién) obtuvo un menor tiempo de
germinacion en la procedencia 2 (La Suecia), siendo en la procedencia 1 (Claridad)
en el cual las semillas tardaron mas tiempo en iniciar la germinacion (131 dias)
(Tabla 11, Figura 18).
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Se presentaron diferencias significativas en el tiempo medio de germinacion en las
tres procedencias. La prueba de Student Newman Keuls al 5%, mostro diferencias
significativas en el tratamiento T5 (testigo) (Tabla 11, Figura 18).

Tabla 11. Tiempo medio de germinacion (MGT) para cada tratamiento y procedencia

Procedencia Tratamiento Tiempo medio de Coeficiente de Diferencias entre
germinacion (dias) variacion (%) tratamientos
P1 T1 63,069 14,702 b
T2 61,653 14,416 b
T3 64,355 18,381 b
T4 64,897 8,856 b
T5 131,235 8,362 a
P2 T1 51,778 12,887 b
T2 57,664 14,846 b
T3 59,195 15,735 b
T4 53,448 11,067 b
T5 117,591 18,080 a
P3 T1 57,607 15,309 b
T2 69,249 14,378 b
T3 67,814 12,332 b
T4 65,024 11,416 b
T5 123,543 7,404 a

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
P1: (Claridad); P2 (La Suecia); P3 (San José). T1: (Escarificacion mecanica); T2: (Escarificacion mecanica mas
estimulante); T3: (Escarificacion mecanica mas acido indolacético); T4: (Escarificacion mecanica mas acido
giberélico); T5: (Testigo).

Figura 18. Tiempo promedio de germinacién de Retrophyllum rospigliosii en factor
procedencias
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P1: Procedencia 1 (Claridad); P2: Procedencia 2 (La Suecia); P3: Procedencia 3 (San José).

Los resultados obtenidos para el tiempo medio de germinacion (49 dias) superan
los reportados por otros autores. Cueva (2016) reporta que, en semillas cosechadas
en arboles de 14 afios, el inicio del proceso de germinacion se dio tan sélo hasta el
cuarto mes; por su parte, Becerra (1972) report6 un tiempo de germinacion de entre
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seis y ocho meses para semillas de esta especie. En un estudio realizado por
(Lamprecht y Liscano, 1957) se encontré que las semillas remojadas durante 15
dias, iniciaron su germinacion a los 62 dias de haber sido sembradas y terminan a
los 228 dias tardando en promedio 166 dias.

3.3.3 Analisis de curvas de germinacion. La germinacion de las semillas de R.
rospigliosii dio inicio a los 49 dias de la siembra. El valor maximo de germinacion se
presento entre los dias 100 y 130, momento en el cual se estabilizd. El sustrato en
el que mejor se desarroll6 el proceso de germinacion fue el 2 (aserrin), alcanzando
una germinacion de hasta el 70% en la procedencia 2 (La Suecia) y el tratamiento
T2 (escarificacion mecanica mas estimulante) (Figuras 19 a 21).

Se observa que en los primeros 60 dias del experimento, la germinacién tiene un
mejor desempefio en el sustrato 1 (tierra mas arena); entre los 60 y los 110 dias, el
desarrollo de la germinacion es igual en ambos sustratos; y después de los 110 dias
el desarrollo de la germinacion es mejor en el sustrato 2 (aserrin) (Figura 19).

Figura 19. Porcentaje de germinacion diario de Retrophyllum rospigliosii segun los
sustratos utilizados
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S1: Sustrato 1 (tierra mas arena); S2: Sustrato 2(aserrin).

En cuanto a la respuesta de las procedencias frente a la germinacion, se encontro
gue después de 40 dias, la procedencia P2 (La Suecia) tuvo mejor desempefio. Las
procedencias P1y P3 (Claridad y San Jos€) presentaron un comportamiento similar
hasta los 60 dias; después de este tiempo, la procedencia P1 presento mejor
desempeiio (Figura 20). Cabe resaltar que la procedencia P2 (La Suecia) fue
aguella con mayor contenido de humedad, mayor niamero de semillas en buen
estado y la que alcanzé los valores mas altos de germinacion.
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Figura 20. Porcentaje de germinacion diario de Retrophyllum rospigliosii segun las
procedencias
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P1: Procedencia 1 (Claridad); P2: Procedencia 2 (La Suecia); P3: Procedencia 3 (San Jose).

En la figura 21 se puede observar que el tratamiento con mejor desempefio fue el
T2 (escarificacibn mecanica mas estimulante). Los tratamientos T1, T3y T4 tuvieron
un comportamiento similar hasta los 60 dias y posteriormente son superados por el
tratamiento T4. Se observa que hay una gran diferencia en la germinacioén de los
tratamientos T1, T2, T3 y T4 con el tratamiento T5, siendo muy importante el
incremento de la germinacion de las semillas al realizarse el proceso de
escarificacion.

Figura 21. Porcentaje de germinacion diario de Retrophyllum rospigliosii segun los
tratamientos
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T1: Tratamiento 1 (Escarificacion mecanica); T2: Tratamiento 2 (Escarificacion mecanica mas estimulante); T3:
Tratamiento 3 (Escarificacion mecanica mas acido indolacético); T4: Tratamiento 4 (Escarificacion mecéanica
mas acido giberélico); T5: Tratamiento 5 (Testigo)
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3.4 CONTENIDO DE BIOMASA

3.4.1 Biomasa aérea. Los factores sustrato, procedencia y tratamiento
pregerminativo fueron significativos en la acumulacion de biomasa aérea (p<0,05),
ademas de las interacciones entre sustratos y procedencias, y procedencias y
tratamientos (Tabla 12).

Tabla 12.Resumen correspondiente al contenido de biomasa aérea

Factor Suma de Media de Valor de Valor de P
cuadrados cuadrados F

Sustratos 0,024 0,023 6,040 0,014 *
Procedencias 0,063 0,031 8,036 < 0.001 *kk
Tratamientos 0,258 0,064 16,496 < 0.001 ook
Sustratos: Procedencias 0,032 0,015 4,091 0,017 *
Sustratos: Tratamientos 0,036 0,009 2,331 0,054
Procedencias: Tratamientos 0,073 0,009 2,323 0,017 *
Sustratos: Procedencias: 0,021 0,002 0,661 0,725
Tratamientos
Residuales 1047 4,093 0,004

El valor mas alto para el contenido de biomasa aérea se presentd en el sustrato 1
(tierra mas arena), procedencia 3 (San José) y tratamiento 5 (testigo) con 0,182g.
Se observé que en aquellos que involucraron la remocién de la testa (tratamientos
1 al 4) se alcanzaron contenidos de biomasa entre 0,092 y 0,158g, mientras que en
las semillas con testa (tratamiento 5, testigo) hubo valores entre 0,141 y 0,182g
(Tabla 13).

De acuerdo a la prueba Student Newman Keuls, se encontraron diferencias
significativas en el sustrato 1, entre el tratamiento 3 y 5 para la procedencia 1; y
entre los tratamientos 1 al 4 para la procedencia 3. Para el sustrato 2, no hubo
diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 13).
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Tabla 13.Tabla resumen correspondiente al contenido de biomasa aérea de
Retrophyllum rospigliosii

Sustrato  Procedencia Tratamiento Contenido de Coeficiente Diferencias entre
biomasa aérea (g) de tratamientos
variacion
S1 P1 Tl 0,120 64,084 bcdefg

T2 0,131 61,437 bcdefg
T3 0,092 57,685 g
T4 0,108 53,787 cdefg
T5 0,170 21,673 ab

P2 Tl 0,097 52,409 fg
T2 0,106 57,869 defg
T3 0,120 71,616 bcdefg
T4 0,108 49,600 cdefg
T5 0,156 45,676 abcde

P3 T1 0,104 55,621 defg
T2 0,113 63,027 cdefg
T3 0,099 53,089 efg
T4 0,120 57,915 bcdefg
T5 0,182 32,559 a

S2 P1 Tl 0,130 76,260 bcdefg

T2 0,156 36,091 abcde
T3 0,114 47,368 cdefg
T4 0,158 36,311 abcd
T5 0,163 34,000 abc

P2 T1 0,096 45,175 fg
T2 0,110 37,121 cdefg
T3 0,117 65,263 bcdefg
T4 0,110 47,413 cdefg
T5 0,141 31,526 abcdefg

P3 T1 0,107 61,057 cdefg
T2 0,142 38,290 abcdefg
T3 0,119 57,420 bcdefg
T4 0,124 45,889 bcdefg
T5 0,151 33,334 abcdef

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
S1: (Tierra mas arena); S2:(Aserrin). P1: (Claridad); P2 (La Suecia); P3 (San Jos€). T1: (Escarificacion
mecanica); T2: (Escarificacion mecénica méas estimulante); T3: (Escarificacion mecénica més acido
indolacético); T4: (Escarificacion mecanica mas acido giberélico); T5: (Testigo).

Para los dos sustratos, se logré observar un mayor contenido de biomasa aérea en
el tratamiento 5 (testigo) tanto para el S1 (tierra mas arena) como para el S2
(aserrin), con valores de 0,168 y 0,151g respectivamente. La prueba de Student
Newman Keuls mostré diferencias significativas en el tratamiento 5 (testigo) (Tabla
14 y Figura 22).
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Tabla 14. Contenido de biomasa aérea para cada sustrato y tratamiento

Sustrato Tratamiento Contenido de Coeficiente de Diferencias entre
biomasa aérea (g) variacion (%) tratamientos
S1 T1 0,105 58,188 c
T2 0,115 61,226 bc
T3 0,106 66,027 c
T4 0,110 52,479 bc
T5 0,168 36,855 a
S2 T1 0,111 67,034 bc
T2 0,133 40,149 b
T3 0,117 57,879 bc
T4 0,129 45,247 bc
T5 0,151 33,115 a

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
S1: (Tierra méas arena); S2:(Aserrin). T1: (Escarificacion mecénica); T2: (Escarificacibn mecanica mas
estimulante); T3: (Escarificacion mecanica mas acido indolacético); T4: (Escarificacion mecanica mas acido
giberélico); T5: (Testigo).

Figura 22. Contenido de biomasa aérea en el factor sustrato — tratamiento
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S1: Tierra mas arena; S2: Aserrin

En cuanto a las procedencias, se observo un mayor contenido de biomasa aérea en
el tratamiento 5 (testigo) para las tres procedencias, con valores entre 0,149 y
0,169g. La prueba de Student Newman Keuls al 5% presentd diferencias en el
tratamiento 5 (testigo), el cual no difiri6 significativamente del tratamiento 2
(estimulante mas escarificacion mecanica) en la procedencia 1, ni del tratamiento 3
en la procedencia 2; en la procedencia 3 si difirid significativamente de los otros
tratamientos (Tabla 15 y Figura 23).
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Tabla 15.Contenido de biomasa aérea para cada procedencia y tratamiento

Procedencia Tratamiento Contenido de Coeficiente de Diferencias entre
biomasa aérea (g) variacion (%) tratamientos
P1 T1 0,126 71,738 bcd
T2 0,143 49,367 ab
T3 0,103 52,833 cd
T4 0,134 46,781 bc
T5 0,166 29,512 a
P2 T1 0,096 48,707 d
T2 0,108 47,633 cd
T3 0,118 68,214 bcd
T4 0,109 48,278 cd
T5 0,149 40,337 ab
P3 T1 0,106 58,068 cd
T2 0,130 49,039 bcd
T3 0,110 56,430 cd
T4 0,122 50,126 bcd
T5 0,169 33,808 a

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
P1: (Claridad); P2 (La Suecia); P3 (San José). T1: (Escarificacibn mecénica); T2: (Escarificacion mecanica méas
estimulante); T3: (Escarificacion mecénica méas acido indolacético); T4: (Escarificacion mecanica méas &cido
giberélico); T5: (Testigo).

Figura 23.Contenido de biomasa aérea en el factor procedencia - tratamiento.
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P1: Procedencia 1 (Claridad); P2: Procedencia 2 (La Suecia); P3: Procedencia 3 (San José).

3.4.2 Biomasa radicular. El valor mas alto para el contenido de biomasa radicular
se presento en el sustrato 2 (aserrin), procedencia 1 (Claridad) y tratamiento 4
(escarificacibn mecanica mas acido giberélico) con 0,0476g. En aquellos que
involucraron la remocion de la testa (tratamientos 1 al 4) se alcanzaron contenidos
de biomasa entre 0,0239 y 0,047g y en las semillas con testa (tratamiento 5, testigo)
se alcanzaron valores entre el 0,030 y el 0,045g (Tabla 16).
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El analisis mediante la prueba SNK indicO que no se presentaron diferencias
significativas entre tratamientos para la biomasa radicular (Tabla 16).

Tabla 16. Resumen correspondiente al contenido de biomasa radicular de
Retrophyllum rospigliosii

Sustrato  Procedencia  Tratamiento Contenido de Coeficiente Diferencias entre
biomasa de tratamientos
radicular (g) variacion

S1 P1 T1 0,0290 54,833 a
T2 0,0306 70,428 a

T3 0,0239 54,794 a

T4 0,0395 163,476 a

T5 0,0440 43,341 a

P2 T1 0,0266 52,437 a
T2 0,0310 74,810 a

T3 0,0254 44,098 a

T4 0,0249 41,657 a

T5 0,0365 44,066 a

P3 T1 0,0262 55,121 a
T2 0,0277 50,698 a

T3 0,0243 46,045 a

T4 0,0248 55,080 a

T5 0,0382 46,117 a

S2 P1 T1 0,0429 145,613 a
T2 0,0464 85,379 a

T3 0,0369 126,751 a

T4 0,0476 82,814 a

T5 0,0459 28,646 a

P2 T1 0,0289 42,820 a
T2 0,0301 37,340 a

T3 0,0327 88,643 a

T4 0,0298 42,181 a

T5 0,0379 45,180 a

P3 T1 0,0322 57,647 a
T2 0,0334 34,183 a

T3 0,0422 138,323 a

T4 0,0296 50,159 a

T5 0,0305 24,272 a

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
S1: (Tierra més arena); S2:(Aserrin). P1: (Claridad); P2 (La Suecia); P3 (San José). T1: (Escarificacion
mecanica); T2: (Escarificacion mecénica méas estimulante); T3: (Escarificacion mecénica méas acido
indolacético); T4: (Escarificacion mecanica mas acido giberélico); T5: (Testigo).}

Los factores que presentaron mayor significancia fueron el sustrato y la procedencia
(p<0,05). Las interacciones entre los factores no presentaron diferencias
significativas para esta variable (Tabla 17).
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Tabla 17. Resumen correspondiente al contenido de biomasa radicular

Factor Suma de Media de Valorde F  Valor de P
cuadrados cuadrados

Sustratos 0,011 0,0116 14,617 < 0.001 Fkk
Procedencias 0,014 0,0072 9,129 < 0.001 il
Tratamientos 0,006 0,0017 2,159 0.071
Sustratos: Procedencias 0,003 0,0017 2,208 0,110
Sustratos: Tratamientos 0,003 0,0009 1,143 0,334
Procedencias: Tratamientos 0,007 0,0009 1,250 0,266
Sustratos: Procedencias: 0,003 0,0003 0,468 0,878
Tratamientos
Residuales 1047 4,093

Sum Sq: Suma de cuadrados; Mean Sq: Media de cuadrados; F value: valor de F; P: valor de significancia.

Para los dos sustratos, se observé un comportamiento similar en el contenido de
biomasa aérea en el tratamiento 5 (testigo), tanto para el S1 (tierra mas arena) como
para el S2 (aserrin), con un valor de 0,039g. La prueba de Student Newman Keuls
mostro diferencias significativas entre los tratamientos 3y 5 para el sustrato 1 (Tabla
18 y Figura 24).

Tabla 18. Contenido de biomasa radicular para cada sustrato y tratamiento

Sustrato Tratamiento Contenido de Coeficiente de Diferencias entre
biomasa radicular (g) variacion (%) tratamientos
S1 T1 0,027 53,429 ab
T2 0,030 67,819 ab
T3 0,025 47,826 b
T4 0,030 132,013 ab
T5 0,039 44,590 a
S2 T1 0,035 115,081 ab
T2 0,035 65,261 ab
T3 0,037 120,204 ab
T4 0,036 73,911 ab
T5 0,039 38,564 a

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
S1: (Tierra mas arena); S2:(Aserrin). T1: (Escarificacion mecanica); T2: (Escarificacion mecanica més
estimulante); T3: (Escarificacion mecénica mas acido indolacético); T4: (Escarificacion mecanica mas acido
giberélico); T5: (Testigo).
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Figura 24. Contenido de biomasa radicular en el factor sustrato — tratamiento
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S1: Tierra mas arena; S2: Aserrin

Respecto a las procedencias, se observd un mayor contenido de biomasa aérea en
el tratamiento 5 (testigo) para las tres procedencias, con valores entre 0,035 y
0,045g. La prueba de Student Newman Keuls no mostré diferencias significativas
en los tratamientos (Tabla 19 y Figura 25).

Tabla 19. Contenido de biomasa radicular para cada procedencia y tratamiento

Procedencia Tratamiento Contenido de

Coeficiente de

Diferencias entre

biomasa (g) variacion (%) tratamientos
P1 T1 0,037 38,500 ab
T2 0,038 84,672 ab
T3 0,030 47,398 ab
T4 0,044 29,797 ab
T5 0,045 33,991 a
P2 T1 0,028 47,470 b
T2 0,031 58,713 ab
T3 0,029 76,455 ab
T4 0,027 42,894 b
T5 0,037 44,263 ab
P3 Tl 0,029 57,381 ab
T2 0,031 41,561 ab
T3 0,034 44,032 ab
T4 0,028 52,114 b
T5 0,035 41,893 ab

Letras distintas indican diferencias estadisticas entre promedios. Prueba Student Newman Keuls (SNK) al 5%.
P1: (Claridad); P2 (La Suecia); P3 (San José). T1: (Escarificacidbn mecéanica); T2: (Escarificacion mecanica mas
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estimulante); T3: (Escarificacion mecanica mas &cido indolacético); T4: (Escarificacion mecanica mas &cido
giberélico); T5: (Testigo).

Figura 25.Contenido de biomasa radicular en el factor procedencia — tratamiento
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4. DISCUSION

Los diferentes resultados obtenidos en las procedencias podrian evidenciar el
efecto en la maduracion fisiolégica de los frutos y las semillas debido a la variacion
entre humedad relativa y precipitacion propios de cada sitio (procedencia) (Baskin
y Baskin, 2005). Andrade, (2021), en su estudio sobre la fenologia del Podocarpus
oleifolius, afirma que los factores climaticos como temperatura y precipitacion
influyen de manera significativa en cada una de las fases fenoldgicas de la especie,
principalmente en las fases de floracion y fructificacion, siendo mayores para
precipitaciones altas. Los valores de precipitacion de las tres procedencias se
encontraron dentro del rango que la especie requiere para su desarrollo, sin
embargo, la procedencia La Suecia, present6 la mayor precipitacion; sumado a lo
anterior, los resultados obtenidos para esta procedencia, pudieron estar
relacionados con la densidad en la que fueron plantados sus individuos.

La densidad y la ocupacién de los individuos en la plantacion es un factor clave para
la polinizacion y reproducciéon de R. rospigliosii (Cueva y Trujillo, 2016). Se infiere
que, entre mayor cantidad de individuos, se promuevan las tasas de reproduccion
y, por ende, se logra una mayor cantidad de semillas como en el caso de La Suecia.
Se considera que para esta procedencia la humedad relativa y la precipitacion,
permitieron generar semillas con un mayor contenido de humedad, mayor peso y
posteriormente, una capacidad germinativa de hasta el 84,84%. En un ensayo
realizado por Schaefer, (1989) citado por (Marin,1998), en semillas de Podocarpus
milanjianus, se encontrd que las semillas con mayor contenido de humedad (58%)
obtuvieron porcentajes de germinacién que alcanzaron el 72%.

Es posible que las semillas de R. rospigliosii, al igual que las semillas de Podocarpus
glomeratus, tengan una latencia fisiologica combinada con latencia fisica que
requiere aparte del escarificado, tratamientos como estratificacion, hormonas u
otros para promover su germinacion (Romay, 2005). Asi, la escarificacion mecénica
realizada a las semillas de los tratamientos 1 al 4 permitié romper la latencia fisica
de las semillas, de tal manera que éstas fueron mas permeables al agua, gases y
nutrientes y tardaron menos tiempo en germinar que aquellas que no fueron
sometidas a este proceso. Segun la clasificacion de Baskin y Baskin, (2014), las
semillas con latencia fisiolégica tendrian tiempo medio de germinacion mayor a 30
dias, lo que seria el caso de semillas de R. rospigliosii. Los valores correspondientes
al porcentaje y tiempo de germinacién en semillas tratadas (33,33 al 84,84 %) y (49
dias), estuvieron relacionados con el efecto de la escarificacion mecanicay la accion
del acido giberélico para ayudar a romper la latencia fisioldgica y mecéanica que
presentan las semillas (Baskin y Baskin, 2004).
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Se conoce que el acido giberélico utilizado en el tratamiento 2 (escarificacion
mecanica mas estimulante) y 4 (escarificacion mecanica mas acido giberélico) son
importantes para activar semillas latentes (Bewley, 1997; Miransari y Smith, 2009).
Se encontré que en semillas de Lycopersicon esculentum, el acido giberélico influye
en la hidrdlisis de reservas de alimento que forman parte de la resistencia mecéanica
para la protusion de la radicula y tiene un efecto directo sobre el potencial de
crecimiento del embrion (Karssen et al., 1989). En semillas de Passiflora
quadrangularis, donde se analizo la aplicacion de reguladores de crecimiento sobre
la germinacion de las semillas, se encontré que la aplicacion exégena de acido
giberélico contribuy6é a un mayor porcentaje de germinacion y a un menor tiempo
medio de germinacion al igual que lo sucedido en las semillas de R. rospigliosii
analizadas en el estudio (Carranza et al., 2016).

Ademas, se conoce que el acido giberélico, potencia la expansion celular, la cual es
esencial para el desarrollo de la planta (Bewley et al., 2013). Barkrim et al. (2007)
estudiaron el efecto de la adicion de acido giberélico en plantulas de Lycopersicon
esculentum y advirtieron efectos positivos en la adquisicion de biomasa por las
plantulas. Al contrario, el acido indolacético, acido giberélico y el &cido
naftalenacético en semillas de Ferocactus histrix fijaron menor biomasa que las
semillas no tratadas (control) (Amador et al.,, 2013). Los resultados para
Retrophyllum rospigliosii tuvieron un comportamiento similar al segundo estudio
mencionado, debido a que se observdO que las plantulas provenientes del
tratamiento 5 (testigo) se caracterizaron por un mayor contenido de biomasa, a
comparacion de los tratamientos 1 al 4 donde las plantulas provenientes de semillas
tratadas presentaron menores valores a esta variable.

Se considera que, las diferencias del efecto del acido giberélico en el desarrollo de
las plantas de R. rospigliosii estuvieron relacionadas con la baja concentracion
utilizada en el estudio, la cual, pudo reducir la sintesis de este compuesto en el
desarrollo de los meristemos (Thorpe and Murashige, 1970; citados por Gaspar et
al. 1996). Gupta y Chakrabarty (2013); citados por Alcantara et al., (2019), indican
gue una baja cantidad de giberelinas puede generar un bajo desarrollo de los
aparatos reproductores vegetales.
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5. CONCLUSIONES

Los valores de germinacion de R. rospigliosii, tanto en laboratorio como en campo,
demostraron que la procedencia con mejor desemperfio fue la finca La Suecia, la
cual alcanzé los valores mas altos de germinacion (84,84 %) e inici6 el proceso de
germinacion en menor tiempo (51 dias) en comparacion a las otras dos
procedencias que alcanzaron valores de germinacion maximos de hasta 67,4% e
iniciaron su proceso de germinacion entre 57 a 61 dias. Las diferencias entre
procedencias se deben probablemente a las diferencias biofisicas y de
establecimiento de la plantacion en cada lugar.

Existe una diferencia significativa en el tiempo medio de germinacion entre las
semillas escarificadas (tratamientos T1-T4) que tardaron menor tiempo en iniciar el
periodo de emergencia del embridn y las semillas sin escarificacion (tratamiento T5).
La escarificacion permitié reducir la latencia fisica de las semillas, reduciendo el
tiempo de germinacion a entre 51 a 61 dias, mientras aquellas que no fueron
escarificadas tardaron hasta 131 dias.

La aplicacién de hormonas como el &cido giberélico redujo la latencia fisiol6gica que
presentan las semillas de R. rospigliosii. Asi, el tratamiento pregerminativo de
escarificacion mecanica mas estimulante y el tratamiento escarificacibn mecénica
mas acido giberélico incrementaron la germinacion, alcanzando valores del 84,84%
y 82,57% respectivamente. En contraste, las semillas no sometidas a escarificacion
alcanzaron valores de germinacion de solo 46,97%.

Respecto a la asignhacién de biomasa por las plantulas, el tratamiento testigo sin
escarificacion (tratamiento T5) presentdé mayor contenido de biomasa tanto aérea
como subterranea.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda que, una vez recolectadas, las semillas sean sumergidas en agua a
temperatura ambiente durante un periodo aproximado de 24h y almacenadas a en
aserrin con la finalidad de conservar su calidad.

Las semillas de R. rospigliosii deben presentar caracteristicas ideales de manejo,
pues al ser recalcitrantes, es necesario reservar bajo un sustrato que permita
mantener condiciones sanitarias y contenido de humedad adecuado como el
aserrin; asi mismo, una vez realizado este proceso, estas deben sembrarse en el
menor tiempo posible, con la finalidad de evitar la muerte del embrion y alcanzar
una mayor germinacion, pues en condiciones opuestas a las mencionadas el
potencial germinativo disminuye.

Para estudios que involucren la propagacion de la especie, se recomienda realizar
escarificacion mecanica mas acido giberélico como tratamiento pregerminativo,
dado que éstos le proporcionan a la semilla, las mejores condiciones para el
desarrollo de su proceso germinativo.

Para la determinacién de fuentes semilleras, se considera que la procedencia 2 (La
Suecia) es aquella que presenta las mejores condiciones en cuanto a factores
abidticos, bibticos y factores fisiolégicos de las semillas. Se recomienda la
recoleccion de semillas en esta procedencia para futuros estudios.

Realizar estudios que impliquen almacenamiento e hidratacion de las semillas a
diferentes temperaturas y en diferentes periodos de tiempo. Ademas, estudiar el
efecto de diferentes concentraciones de estimulante, acido indolacético (AlA) y
acido giberélico (AG) y otras hormonas para establecer la eficacia de nuevas
metodologias en la germinacion.

Para analisis de biomasa de plantulas de R. rospigliosii, se recomienda tomar el
peso fresco de las plantulas, el mismo dia de su retiro en el vivero; esto con el fin
de disminuir la variabilidad en los datos. Ademas, considerar el peso de plantulas
con mas dias de desarrollo (60-90 dias).
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ANEXOS

Anexo A. Formato de recolecciéon de datos de germinacion

Fecha de siembra:
# DE REPETICION

Dia germinacién

Fecha Fecha
S1P1T1
S1P1T2
S1P1T3
S1P1T4
S1P1T5
S1P2T1
S1P2T2
S1P2T3
S1P2T4
S1P2T5
S1P3T1
S1P3T2
S1P3T3
S1P3T4
S1P3T5
S2P1T1
S2P1T2
S2P1T3
S2P1T4
S2P1T5
S2P2T1
S2P2T2
S2P2T3
S2P2T4
S2P2T5
S2P3T1
S2P3T2
S2P3T3
S2P3T4
S2P3T5

TOTAL
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Anexo B. Formato de recoleccion de datos de biomasa

Réplica | Sustrato | Procedencia | Tratamiento | NUmero | Biomasa Biomasa
de planta aérea subterranea

R1 S1 P1 T1

R1 S1 P1 T2

R1 S1 P1 T3

R1 S1 P1 T4

R1 S1 P1 T5

R1 S1 P2 T1

R1 S1 P2 T2

R1 S1 P2 T3

R1 S1 P2 T4

R1 S1 P2 T5

R1 S1 P3 Tl

R1 S1 P3 T2

R1 S1 P3 T3

R1 S1 P3 T4

R1 S1 P3 T5
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Anexo C. Mortalidad de las semillas para cada repeticion

Mortalidad por repeticion Repeticién 1 Repeticion 2 | Repeticion 3
T semilla sembrada 660 660 660

T semilla Germinada 431 334 337

% Germinacion 65,303 50,606 51,061
T plantulas muertas 11 5 9

% Plantulas muertas 2,552 1,497 2,671
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Anexo D. Conteo de plantulas muertas para cada subparcela

Arbol muerto

or subparcela

Repeticion 1
Subparcela Arbol

S1P1T1 16
S1P1T2 8
S1P1T3 1
S1P1T4 17
S1P2T1 19
S1P2T2 7
S1P3T1 9
S1P3T4 18
S2P1T4 14
S2P2T1 15
S2P3T3 13

Total 11
Repeticion 2
S1P2T2 13
S2P1T1 1
S2P1T2 7
S2P2T1 4
S2P3T1 2

Total 5
Repeticion 3
S1P2T2 21
S1P2T3 3+10
S1P3T2 13
S2P1T4 3
S2P2T4 11+17
S2P3T3 16
S2P3T4 13

Total 9
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Anexo E. Totalidad de semillas germinadas para cada tratamiento

Semilla germinada por tratamiento, suma de repeticiones

T1 T2 T3 T4 T5
T semilla sembrada 396 396 396 396 396
T semilla Germinada 204 279 233 252 134
% Germinacion 51,5 70,5 58,8 63,6 33,8
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Anexo F. Cantidad y porcentaje de plantulas evaluadas para el contenido de biomasa.

Tratamiento Numero de plantulas % de plantulas por

evaluadas cada tratamiento
T1 198 18,38
T2 273 25,35
T3 231 21,45
T4 242 22,47
T5 133 12,35
Total 1077 100
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Anexo G. Distribucién normal del modelo de germinacion en factor de sustratos y
procedencias

Mormal Q-0

Standardized residuals

-2 -1 0 1 2

Theoretical Quantiles
am{z~T+5+F +EB)
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Fesiduals

Anexo H. Ajuste del modelo de germinacion en factor de sustratos y
procedencias

Residual vs Fitted
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