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INTRODUCCION

En general la viabilidad del polen de las plantas cultivadas es
relativamente corta en estado natural, variando de pocos dias a perio
dos de horas solamente. Mediante condiciones controladas se ha lo-
grado prolongar su longevidad para efectuar hibridaciones entre plan-
tas que florecen en momentos diferentes, o también para preservarlo
de una estacidn a otfa éon fines similares.

En cacao como en oitras plantas, existen peligros de iﬁtroducir
enfermedades o plagas por el transporte de materiales de propagacidn
entre centros de investigacidn de algunos paises. Esos peligros po-
drian evitarse en parte, usando polen viable como material de inter-
cambio, ya que hasta el momento no se ha demostrade que se trasmitan
agentes patédgenos por ese medio.

La viabilidad del polen de cacao dura de dos a tres dias, cuan-
do una flor es removida del Arbol y mantenida en condiciones ne con~
troladas (6)y Con el objeto de prolongar la longevidad del polen,
ge han ensayado algunos sistemas de almacenaje ¥y conservacidn, regu~
lando la temperatura y humedad relativa en recipientes cerrados (9)
(34), ¥ en ampollas selladas con un ambiente gascoso apropiado, des-
hidratindolo previamente por congelamiento intenso y répico (17)(19).

Algunos investigadores han utilizado pruebas de germinacién
in Eizgglpara ¢l polen de cacao, usando medios nutritivos con sustan
cias y concentraciones diferentes. Las pruebas preliminares de ger-
minscidn con polen fresco han dado resultades paralelos a los obte~
nidos con las mismas muestras en polinizaciones controladas (3h);

pere en pruebas con muestras de polen corservadas a temperaturas



bajas, los resultados obtenidos no guardan relacidn con los de las
polinizaciones con &l mismo polen (Q) {34),

Es por tanto necesario contar con una prueba de germinacidn in
vitro para el polen de cacac conservado, que exprese toda su potencii
iidad de germinacidén y refleje en lo posible la respuesta in vivo
cuando sea usado en hibridaciones controladas. Una prueba asi comple
mentaria los métodos de almacenaje y conservacidu.

Logs principales objetivos del presente trabajo han consistido
en:

a) Estudiar la influencia individual de las principales sustan-
cias nutritivas y reguladoras de crecimiento que afectan la
germinacidn in vitro del polen de cacao fresco y conservado
a bajas temperaturas,

b) Comparar la eficiencia del medio determinado en a) con cotras
pruebas de visbilidad usadas comunmente y con la germinacidn
in vivo en estigmas,

Los trabajos se realizaron en el Centro Troplcal de Investiéacién

y Ensefianza del Instituto Interamericano de Cienciss Agricolas en

Turrialba, Costa Rica, durante los nueve primeros meses de 1961.



REVISION DE LITERATURA

Numerosas investigaciones se han hecho para determinar un medio
de bultivo artificial apropiado para medir en forma simple y confia-
ble la germinabilidad del polen de algunas plantas. Se encuentran
trabajos especificos con polen de especies, variedades y clones de una
misma especie. La experiencia ha mostradao gue los requerimientos nu-
tritivos del substrato germinative no son iguales para todas las plan-
tas. Para claridad en la exposicidn, se presenta la revisién do liteo-

ratura dividida en las siguientes partes:

Medios de cultivo para la germinacién del polen de algunas plantas.

Las investigaciones tendientes a obtener un medic de germinacién
apropiado para el polean de una planta cualguisra, tienen diversas fi-
nalidades: determinar la capacidad germinativa de una muecsira de po-
len conservada ae una estacidén a otra, de una muestra de polen para
hibridar una variedad que florece mis tarde, estudiar problemas de es
terilidad, partenocarpia, efecto de sustancias reguladoras de creci-
miento, et=2. i

Para el polsn de maiz (Zea mays) el medio nutritivo més apropia-
do para determinar su capacidad germinativa segin Bailr y Loomis (3)
es: agar 0.7% y sucrosa 15%. E1 polen se distribuye sobre uﬁa gota
de medic transferida a un portaobjeto y_dejada esparcir y enﬁurecer
previanente para formar una lémina de 1 ocm. de didmetro; asi se obtu-
vo alrededor de-90% de germinacién. Este medio provee una relaciédn

préxima a la isoténica entre el medio nutritivo y el citcplasma, con

el belance ligeramente hacia o1 lado hipotdénico para que el grano de



polen pueda absorbeyr aguz pars el crecimiento del tubo, pero no tan
rédpido que cause su rompimiente o explosidn.

Warnock y Hagerdorn (38) encontraron que para arveja (Pisum
sativum L.) el mejor medio de germinacién del polen fue agar 1%, su-
crosa 15% y pH 7.0. La adicidén de extracto de levadura al medio de
germinacidn predujo un estimule en ¢l crecimiento del tubo polinico.

King y Johnson (2¢) estudlando los factores gque afectan la ger-

minacidn del polen de papa (Solanum tuberosum) en condiciones artifi-

¢iales, anotan que la combinacidén mis favorable de condiciones incluye
el secado del polen por 3 a 6 horas a 9OOF ¥ la siembra en un medio de
2% de agar USP #1 laminar y 15% de sucrosa, por un minimo de 12 horas
& 6OOF, y con una humedad relativa préxima a la saturacidn.

Para palma africana (Elacis guincensis} Jacq.) Broekmans (%) ob-

tuvo buenos resultados cultivando polen sobre portaobjetos revestidos
con agar-maltosa (2% de maltosa mis 1.5% de agar). Se obtuve la méxi
ma germinacidn después de 5 horas, el grano de polen fue fijado y

tefiido aplicando una gota de lactofenol con fuesina &cida.

La germinacidn del polen dgl olivo (Qlea europoea) fue estudiada
por Zito y Spina (39), mediante las técnicas de la gota colgante de
Tieghem y la del deslizamiento de Belling. Usaron varias soluciones
de azucares en diez variedades de olivos. Concluyen que la mejor so-
lucidn es la de sucrosa al 15% y que el método de Belling es superior.

C'Kellay (23% wstudid la influencia de los hidratos de carbono
~en el crecimiento y respiracién del tubo poliniceo in vitro empleando
tres especies vegetales y carbono radicactivo. Se compard el creci-

miento del tube polinico eu soluciones equimolares de diferentes
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azucares y derivados, en relacidén a sucrosa. El polen de una variedad
- ' d - ”» 0 * * l
de jazmin germind en soluciones de niveles uniforme de sueresa-C ,
14 14 .
glucosa~C ¥y fructuose-C” . Los azucarcs suplidos oxternamente fmoron
abgorbidos y utilizados en la respiracién.

Estudiando la fisiologia del polen de trébol (Trifolium pratense)

Martin (27) observé que estalla casi instantaneamente cuando se pone

en contacto con el agua. Seflala que un medio adecuado debe controlar
la absorcidén de agua. Soluciones azucaradas conteniendo agar o gela-
tina, producen menos rompimiento. El mejor medio para la germinacidn

de polen de T. hibrido y T. repens, fue 2 a 5g de gelatina afiadidos

en una solucidn de sucrosa (0.731 N.). BEsto indica que la funcidn de
la sclucidn azucarada es controlar la absorcidn de agua.

Uso de sustancias reguladoras de crecimiento en el substrato germi-
nativo del polen,

La adicibn de sustincias reguladoras de crecimiento al substrato
germinativo ha merecido considerable atencidn. Addicott (1) informd
los resultados de 33 sustancias reguladoras de crecimiento probadas
en germinacién de polen y crecimiento del tubo polinico de Tropaeolum
¥y Milla. GEncontrd que 16 sustancias incrementaron significativamente
la germinacidn o crecimiento del tubo polinico., Los resultados pre-
sentados indicaron que la germinacién del polen y el crecimiento del
tubo poliﬁico son al menos en parte fisiologicamente independientes.
Ciertas sustancias pueden afectar un proceso y no el otro.

Vasil (35) estudié la germinacién del polen de zlgunas Cucurbita
ceas. Eﬁ las pruebas de germinacidn contd al azar 100 a 200 granos

¢n grupos de 25 o mas en diferentes campos dpticos, encontrando en el



mismo medio un rango de variacidn en la germinacién de 5 a 12%. Los
resultados sugieren gque la germinacidn es estimulada con concentracio
nes muy bajas de varias sustencias reguladoras de crecimiento {(&cido
3~indolacético, dcido indolpropiénico, 2:4-diclorofencxiacético, etec.).

Smith (32) informé que para Antirrhinum majus y Bryophyllum

daegremontianum, las concentraciones de auxinas menores que 200 ppm.

mostraron un efecto estimulante, en contraste con las concentraciones
més fuertes que manifestaron ser tdxicas. FEncontrd que el uso del po~
len de una sola flor para la siembra de los cultivos, era esencial
para controlar la variacidn en la germinacidn del polen.

Raghavan y Baruah (30) cultivaron polen de areca (Areca catechu

L.} en 0.75% de sucrosa y varias concentraciones de 4 auxinas, 3 vita-
minas y traszas de 7 elementos. La germinacidn del polen y el creci-
miento del tubo polinico fue sstimulado considerablemente por Acido
boérico, Acido para-aminobenzoico y clorurc alrico.

Loo y Hwang (21) estudiaron el estimulo que causan, el sulfato
de manganeso, Aacido 3-idolacético y colchicina en la germinaciodn del

polen y crecimiento del tubo polinico de Antirrhinum majus y otras

especies. Encontraron que la germinacidn fue marcadamente acelerada

MM. hasta lO_lOM.

por el sulfato de manganeso en concentrszciones de 10
La colchicina en bajas concentraciones estimula el crecimiento del po
len, pero no-.en concentraciones altas. ¥l &cido 3-indolacético en ha
jas concentracicnes fue menos efectivo que las dos sustancias anterio
res.

Resnik (29) encontrd que en polen de citrus la adicidén de 2:4-D,

A.I1.B,, tiamina y Acido bbrico a una solucién de 15% de sucrosa incre

mentd la germinacidn de 10 a 50%.



Bl efecto del Acido giberélico (AG) sobre la germinacidn y creci-
miento del tubo polinico fue estudiado por Chandler (7)), utilizando po-
len de 27 plantas representativas de 16 familias diferentes. Los cul-
tivé. en medio agar-sucrosa al cual adiciond AG en concentraciones de
31.25 a 1,000 ppm. BEl polen de 9 plantas no germiné sobre el testigo
y no fue estimulado con la adicibn de AG. El polen de 10 plantas ger=-
mind en todos los medios pero ¢l crecimiento del tubo fue inhibido con’
las adiciones de AG las que causaron formacidn de tubos polinicos en
espirales, abultamiento del Apice del tubo y exudaciones del citoeplas-
ma. Kl polen de 1 planta no germiné en el testigo, pero did buena ger
minacién en ¢l medio con AG. E1 polen de 7 plantas mostrd incremento’
en el porcentaje de germinacidn y en la elongacidén del tubo polinico
cuando ge afiadid AG al medio,

Bose (4) encontrd que ¢l AG no produjo efecto estimulante en la

germinacidén del polen de Pisum sativum, pero a 0.0% ppm. la longitud

del tubo polinico fue siete veces mayor que la del control y declind
gradualmente hasta que a 500 ppm. fue llgeramente menor.
Kato (16) encontrd que el AG aceleré marcadamente la germinacidn

del polen y crecimiento del tubo polinico de Lilium longiflorum, Lnota

que los efeetos fisiolégicos del AG son muy diferentes a los del Acido
3windolacétdoe.

Efecto del boro en la germinacidn del polen.

Estudiando la accidn del Acido bdrico Munzner (28) encuentra gue
estimuld la germinacién del polen y el crecimiento del tubo polinico
en més de 60 especles de angiospermas y también en algunas gimnosperwr.

nas.
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Este papel tan importante del boro se¢ apoya en la hipbtesis de Gauch
y Dugger (I3) por la cual el boro con el azficar reaccionan para formar
un complefo borato-azucarado (ionizable) que se mueve a través de las
membranas celulares mAs fAcilmente que las moléculas de azficar no
ionizables.

0'Kelley (22) hizo una comparacién del efecto del boro sobre el

crecimiento, toma de oxigeno y absorcidén de azficar, en la germina-

cibén del polen de jazmin (Tecoma radicans (L.) Juss). Encontrd que

la toma de oxigeno y la absorcibén de azficar son estimulados por la adi
cién del boro hasta concentracién de 100 ppm. La respuesta similar de
polen con sucrosa, glucosa. y fructosa a los efectos del boro sobre los
Procesos de toma de oxigeno y absorcidn de azucares, indican una es-
trecha relacibén entre los dos procesos. Por otro lado, el efecto del
boro sobre la elongacidén del tubo polinico aparece muy diferente y se
concluye que tiene un papel especifico en el crecimiento del tubo po-
linico, el cual no es estrechamente correlacionado con ningin efecto
del boro sobre absorcidén de aszficar o respiracidn.

Visser (36) estudid los requerimientos de germinacidn del polen
de manzanos y perales. La cantidad de boro presente en el medio deter
mindé el porcentaje de germinacidn y el largo del tubo polinico. ILa re
lativa influencia del Acido bérico sobre la velocidad de germinaciédn
fue positi%amente correlacionada con temperatura y negativamente corre

lacicnade con concentraciones de asiicar.

Otras pouebas de visbilidad de polen.

Para probar la viebilided del polen, ademids de la prueba de germi

nacidn en medio agar-sucrosa, se han empleado pruebas quimicas basadas



en el uso de reactivos o colorantes. Ostapenka (26) estudidé la via~
bilidad del polen dé manzanos y perales, almacenado por 10 a 15 dias
¥y por 12 meses. Empled tres métodos: germinacidn en 10% de azlcar,
tincién con aceto~carmin y prueba de la peroxidasa. Los resultados
mostraron que la germinacidn en solucidn de azficar d4id una indica~
¢idn razonable de la viabilidad.

King (¥8) describe la prueba de la peroxidasa ¢ indic?:quc se
basa en la oxidacién de la benzidina por la peroxidasa en piesencia
del peréxido de hidrdégeno. Anota que la reaccidn es tipica parsa
ciertas plantas pero puede ser totalmente opuesta en algunos casos.

Jacopinl (15) estudidé la viabilidad del polen con biselenito de
sodio a 2%. Los granos con germinacidn completa tomaron un color
rojo-ladrillo, los de poder germinativo débil se tornaron amarillo
pélido y los granos no viables no cambiaron de color.

Los estudios de germinacidn de polen de varios frutales reali-
zados por Porlingh (26) muestran que la prueba de clorurc de tetra-
solic (C.T.T.) no did una estimacidén exacta o segura del porcentaje
de germinacidn, en comparacidn con la prueba de agar-sucroea., Ls

germinacidén del polen después de ocho meses de almacenado fue marca-

damente reducida, mientras que la capacidad de tincidn fue la misma.

Trabajos sobre visbilidad y germinacidn de polen de cacao.

En cacao ol tr=bsjo wis znbiguo informando sobre pruebas de ger-
minacidén de polen in vitro, es ¢l de Haigh en 1931 fl%), guien estu-
di& polen de Arboles estériles en medio de agar 1.5% en cajas de Petri.
Bncontrd para el polen proveniente de Arboles normales 72.4% de germi-

nacidn y 0.32% para los estériles.
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Vos (37) informd sobre un estudio corto de germinacidn de polen
de cacao en Java. Indica que el mejor medio de germinacidn es 1.5%
dé agar y 4% de glucosa, empleande la técnica de la gota colgante en
un ambiente bien provisto de oxigeno.

Polania (25) empled como medio de siembra agar 1.5% glucosa 5%
¥ pH 5.5, en portaobjetos con anillos de vidrio colocados en cajas
de Petrl con papel filtre humcdecidc.

Vallecilla (33) estudié el efecto de los fertilizantes aplica-
des al suele y sustancias reguladoras de crecimiento sobre la germina
cidén del polen de cacao y crecimisnto del tubo polinico. Utilizé el
medio de germinacidn empleade por Polania y encontrd respuestas favo-
rables en el polen con adiciones de acido para-clorofenoxi-acético,
vitamina B1 ¥y glicerofostfato de cal,

Arango (2) y Esguivel (11) también utilizaron el medio de Pola-
nia. El primero estudidé el efecto del zinc sobre ¢l polen de cacao y
encontrd que su adicidn en concentraciones de 0.05 a 10 ppm. manifes-
taba ser estimulaente. El segundo estudid el efecto del boro, encon=-
trando que de & a 10 ppm. estimulaba el crecimiento del tubo polinieo.

Para probar 1a viabilidad de polen de cacac conservado a tempe-
ratura de BOOC bzjo cero por espacio de una a cuatro semanas, Denys
(9 ) empled como medio de germinacidn agar 1.5%, dextrosa 5% y pH en-
fre 5y 5.5. En investigaciones similares Varas (34%) usd 2% de agar
(USP #1 laminar) y 5% de sucrosa, para determinar la viabilidad de po
len de cacao conservado & temperaturas de 500 ¥y 20°¢ bajoe cero, por
espacio de una a nueve gemanas. Ambos informan que las muestras de

3

polen conservadas tenian aceptable capacidad de fecundacién en -
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polinizaciones en el campo, pero no germinarcn in vitro, por lo cual

sugieren investigaciones que aclaren este problema.



12

MATERIALES ¥ METODQS

Para el estudio individual de los principales factores que afec-
tan la germinacidén del polen de cacao in vitro, se utilizd polen del
tlon U.F.Co.-221. 8e estudiaron, en experimentos separados,.las reg-
puestas de polen tratado en varias formas: a) polen fresco provenien-
te de flores de un dia; b) polen conservado por una semana a 4°¢ de
acuerdo al método descrito por Varas (%4), que consiste en almacenar
flores colectadas durante el primer dia de abiertas en tubos de ensa-
¥o cerrados con tapones de corcho, conteniendo una cuarta parte de
cloruro de calcio anhidro (Claca), alslado o separado de las flores
por un pedazo de algoddn; c¢) idém a 1?—2000. bajo cero. LEstas tem-
peraturas se obtuvieron mediante un refrigerador.

Para las pruebas de germinacidn de polen se usd 20 ml. de medio
agar-sucrosa contenideos en cajas de Petrl. En estas condiciones la
hugmedad relativa se encuentra prdéxima a la saturacién y actlla favora=-
blemente para la germinacidén del polen.ﬂ

La siembra del poien se hizo rozando suavemente una antera sobre
el medio de cultive, con una pinza de puﬁta fina y curva. Los porcen
tajes de germinacibén fueron detefminados contande 50 granos pertene-
cientes al polen de una antera en cada una dé dos Areas escogidas al
agar. En cada campo éptice, para e¢vitar una posible influencia perso-
nal, se contaron los grancs de polen germinados de izquierda a derecha

y de arriba hacie abajo, registrédndolos con un contador de mano.

% KING, J.R. Comunicacida personal. Estacién Experimental Tropical,
Pichilinguesy Ecuader, 1960.
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Con el objeto de hacer los recuentos después de un periedc de tienm
po igual eun cada caso, se detuve la germinacidn a las cince horas de
sembrado el pelen aplicando gotas de lactofencl con anilina azul. La
magnificacidén usada fue X 125.

S¢ hizco una serie de experimentos para estudiar ?1 efecto de ca-
da factor del substrato germinative usando disefics irrestrictamente al
azar con sels repeticiones. Los datos se¢ expresaron en porcentajes de
polen germinado, obienidos en la forma descrita. En los andlisis esta
disticos esos porcentajes se transformaron en grados mediante la trans
formacién p:senae. A continuacidn se describen los experimentos reali
zados tanto en el estudio de los factorss concernientes al medio de
germinacidn, como en el ensayoc comparativo de pruébas de viabilidad y

germinacidn de polen.

Factores concernientes al medio de germinacidn,

l.~ El efecto de diferentes concentraciones de sucrosa (quimi-
camente pura): 2, 5, 10 y 15 por ciento.

2.~ Fl efecto de diferentes concentraciones de agar (UsP #1
granular): 0.5, 1, 2 y 3 por ciento.

5.~ El efeeto de diferentes niveles de acidez desde pHL.5 a
PH7.0. El pH se ajustd con el medio caliente (40 a 50°C)
utilizando un potencidmetro y &cido léctico e hidréxido de
50dio.

4.,- Combinazcién de los tres factores anteriores (Sucrosa, agar
y pH) con dos niveles de cada uno, mediante un experimento
factorial en un disefio irrestrictamente al azar con seis

repeticlones.
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5.~ El efecto del &cido 3-indolacético, &cido giberélico y
Acido bérico (quimicamente puros) en diferentes concen-
traciones: 1, 10, 20, 50 y 100 ppm.

6.~ Bl efecto de la adicién de extractos de estilos y estigmas
de cacao. Los extractos se prepararon con agua caliente

¢n la forma descrita por Sanclemente (31).

Comparacidn de prucbas de viabilidad, germinacidén in vitro ¥y germing=-
cidén dn vivo de polen de cacao.

Este ensayo se hizo tomando en cuenta que era cconveniente evaluar
el medio de germinacidn determinado en los experimentos anteriores,
comparédndolo con otras pruebas de viabilidad y de germinacidn de uso
frecuente, y principalmente con la prueba de germinacidn in vivo que
seria la que revela més claramente la germinacidn real al estado natu~
ral, Las pruebas comparadas fueron:

1.~ Medio de germinacidn més apropiado pera cada tipo de polen,

determinado en los experimentos anteriores.
2.~ Medio de germinacidn comunmente usado en cacao (2) (I1) %)
(31) (33) (37): agar 1.5%, glucosa 5% y pH ontre 5 y 5.5

3.~ Prueba de la peroxidasa. Descrité.por King (r8), consiste
en una mezcla de 15 ml. de agar 2%, perdxido de hidrébgeno 5 ml.
¥y solucién de bengidirna 1.8 ml. La caja de Petri conteniendo
este medio se guarda en un refrigerador hasta que se torne ver
de azulado (5 a 10 minutos). Inmediatamente se siembra el po~-
1en ¥ se¢ determina la viabilidad entre 5 a 15 minutos después
de membrado. El polen de cacao tefiido de azul es viable, no

L d . e
asl el que no se tifie,
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Prueba de lactofenol con anilina azul (tifle de azul los granos
de polen maduros y normales).

Prueba de iodo ioduro de potasio (tifie de amarillo oscuro los
granos de polen maduros y normales).

Germinacién in vive, haciendo preparacidnes cifolégicas de es
tilos y estigmas de flores polinizadas artificialmente, gi=-
guiendo el método de Nebel citado por Cope (8) pero sin aplas
tar (Ysquash")la preparacién. EL estilo y estigma se extrae
con una pinza después de 4 a 5 horas de 1la polinizacién y se
sumerge en solucibén carnoy por medio minuto, se lava con agua
¥ se coloca en un portaobjeto para tefiirlo por 5 minutos con
una gota de colorante (50 mg. de amarillo de Martims y 50 ng.
de lacmoid en 100 ml.. de agua) después.:de extraer el colo-
rante con un papel secante se monta en una gota de agua.

Los porcentajes de germinacidn se determinaron obser#andd de
50 a 100 granos de polen en cada preparacidn. La observacidn

microscdpica se hizo con una magnificacién de X 500.
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RESULTADOS

En esta seccibn se exponen los resultados de los experimentos so-
bre las principales sustancias gque afectan la germinacién in vitro del
polen de cacao y los del ensayc comparative de varias pruebas de viae
bilidad y germinacidén. Los datos, en porcentajes promedios gé.:germinam
cién, se presentan en cuedros incluyendo los tres tipos de polen estu~
diados (polen fresco, conservado a 4°¢ ¥ a ~1?°C). Los resultados de-
tallados de cada experimento, con sus observaciones y anélisis esta-
disticos se agrupan en el apéndice.

Los resultados del estudio de varias concentraciones de sucrosa
en el medio germinativo del polen de cacaoc se presentan en el Cuadro
1. Los andlisis estadisticos mostraron diferencias altamente signifi-
cativas entre los tratamientos de folen fresco, no asi para los de
polen conservado. Los promediosunnidos por una linea no difieren sig-
nificativamente de acuerdo a las pruebas de intervalos mGltiples y ¥
miltiples de Duncan (80); por lo tanto para polen fresco las concentra
ciones de 5, 10 y 15% de éucrosa dan respuestas estadisticamente igua-
les, a la vez gue superiores a la concentracibncde 2%+ Las observa-
ciones originales y los analisis estadisticos se prescentan en los
Cuadros 1, 2 y 3 del apéndice.

Los resultados de los experimentos sobre el efecto del agar en el
medice germinativo se‘présentan en el Cuadro 2. La concentracién de su
crosa a 15% es coustante en los tratamientos y fue seleccionada del
experimento anterior por haber presentado el por ciento promedio més
alte de germinacién para.polen.fresco. El pH del medio ne fue regula-

do y como en el experimento anterior fluctuaba entre 6 y 6.5. No se
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encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos de los tres
tipos de polen.’'Las~tespuestas del polen de’cucao a lag con-
centracicnes de agar estudiadas parecen indifercntes para su germina-
cidn. Pruebas preliminares entre agar USP #1 granular y laminar no
dieron diferencias. Los datos originales y los andlisis estadisticos
se encuentran en los cuadros &, 5 y 6 del apéndice.

CUADRG 1. Porcentajes promedios de germinacidn in vitro de polen de
cacac en 4 concentraciones de sucrosa. Promedios de 6

repeticiones.
Tratamientos Polen Polen conservado a
Agar Sucrosa fresco 4°¢ ~17%¢
2% 2% 733 26.8 15.0
2% 5% 87.0 37.0 5.6
2% 10% 89.3 28.5 16.5
2% 15% 92.3 21.8 5.6

Unicamente los tratamientos con polen fresco mostraron diferencias
significativas,

CUADRC 2., Porcentajes promedloSdc germlna01on in vitro de polen de
cacao en 4 concentraciones de 2gar. " Promedios de 6 repe

ticiones
Tratamientos Polen Polen conservado a
Agar Sucrosa fresco 49 —1700
0.5% 15% 51.8 4,3 18.1
1.0% 15% 61,8 32.5 25.6
2 0% 15% 61.1 37.8 19.1
3. 0% 15% 53%.1 26.5 7ol

Las diferencias entre los tratamientos no son significativas.
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Los datos del efecto de la concentracidn de hidrogeniones (pH) S0
bre la germinacidén del polen de cacao se presentan en el Cuadro 3. Se
mantuvieron constantes las concentraciones de agar y sucrosa. La gerw
minacién del polen fue inhibida a pH 4.5 y los porcentajes promedios
de germinacidn fueron més altos desde pH 5.5 hasta 6.5. Se encontrd
diferencias altamente significativas er los tratamientos con polen
fresco solamente. Los datos originales y los andlisis estadiéticos se

presentan en los Cusdros 7, 8 y 9 del apéndice

CUADRO 3. Porcentajes promedios de germinacidn in vitro de polen de
cacao en 6 niveles de pH. Promedios de 6 repeticiones

Medio: ;éar 2% - Polen Polen conservado a
Sucrosa 10%. fresco 49 -17°¢
pH 4.5 0.0 0.0 0.0

5.0 57.6 28,1 5.3
5.5 _6_7’;C_:| 36.0 7.8
6.0 86.8 49.3 5.0
6.5 32.1 8.1
7.0' 25.8 2.0

Los promedios unidos por una misma linea son estadisticamente iguales.
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Los porcentajes promedios de la combinacidon de tres factores del
medio germinativo (sucrosa, agar y pH) estudiados en un experimento
factorial dos por tres, se presentan en el Cuadro 4. De cada factor
se seleccionaron dos niveles: sucrosa 10 y 15%, agar 1 y 2%, pH 5.5 ¥
6.5. BSe encontraron diferencias altamente significativas en los tra-
tamientos con polen fresco, pero no en los tratamientos con polen con
servado. La subdivisidén de grados individuales de libertad de la suma
de cuadrades de tratamientos indica que la sucrosa al 10% produjo las
diferencias significativas (ver Cuadros 10, 11 y 12 en el apéndice).
CUADRO 4. ©Porcentajes promedios de germinacidén in vitro de la combi-

nacidn de dos niveles de tres factores del medio germina-
tivo. Promedios de 6 repeticiocnes

Tratamientos Polen Polen conservade a
Agar Sucrosa pH fresco oG 2179
1) 1% 10% 5.5 91,5 31,1 38.1
2) 1% 10% 6.5 87.8 b6.3 41.8
3) 1% 15% 5.5 84,1 29,3 hs.1
by 1% 15% 6.5 79.8 ) 42.5 38.8
S) 2% 10% 5.5 . 91.6 21.5 34,3
6) 2% 10% 6.5 85.8 29.8 3743
7 2% 15% 5.5 69,0 2k .5 34,0
8) 2 15% 6.5 77.8 38.1 32.8

Unicamente los tratamientos con polen fresco mostraron diferencias
altamente significativas.

Tratanientos (7). (8) (1) () (6) () (1) (5)
Promedios: 69.0 77.8 79.8 B8h4.1 85.8 87.8 91.5 91.6
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Los datos del efecto de varias conéentraciones de &cido 3-indolacé
tico sobre la germinacidn in vitro del polen de cacao se presentan en. &l
Cuadre 5. Las concentraciones de 50 y 100 ppm. inhiben la germinacién
del polen fresco y tratado. El efecto inhibitorio gradual se aprecia
mas en los tratamientos con polen fresco, en cambio los tratamientos
con polen conservado parecen menos sensgibles en sus respuestas. Deta-
lles de las observaciones y andlisis estadisticw se presentan en los

Cuadros 13, 14 y 15 del apéndice.

CUADRO 5. DPorcentajes promedios de germinacién in vitro del polen de
cacao en 6 concentraciones de Acide 3-indoldcetico, Prome
dios de 6 repeticiones

Concentraciones de Polen Polen conservado a
dcido 3-indolacético fresco £O¢ _17%
0 ppm. 65.3 by,% 20.3

1 7945 38.3 18.6

10 31.8 22.1 21.3

20 | 11l.3 1.0 26.1

50 0.0 . 0.0 c.0

160 - 0.0 G.0 0.0

Los promedios unidos por una misma linea no difieren significativa-
mente,
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Los resultados del efecto de diferentes concentraciones de aéido
giberélico y Acido bérico se¢ presentan en los Cuadros 6 y 7 respecti-
vamente. Em hAmbos cascs no se encontraron diferencias significativas
anbte.loB tratamientos, tanto para el polen fresco como para el tra-
tado. Los resultados detallades y los andlisis estadisticos se pre~
sentan en los Cuadros 16, 17, 18, 19, 20 y 21 del apéndice.

CUADRO 6. Porcentajes promedics de germinacidn in vitro del polen'de

. . T T )
cacao en 6 concentraciones de &cido giberélico. Promedios
de 6 repeticiones

Concentracidn de Polen Polen conservado a
fcido giberélico fresco 4°¢ _17°¢
0 ppw. 79.8 11.3 39.1

1 80.1 15.6 Leoi

10 78.6 2043 L6.6

20 82.6 16.3 45.0

50 70.1 18.6 k7.0

100 80.8 20.6 52.8

Las diferencias entre los tratamientos no son signiticativas.

En el Cuadro 8 ge presentan los resultados del efecto de extrac-
tos de estilos y estigmas sobre la germinacion in vitro del polen de
cacao. S8e encontraron diferencias altamente gignificativas entre los
tratamicentos de pelen fresco Gnicamente. Los resultados en detalle ¥
2os andlisis estadisticos se presentan eu los Cuadros 22, 23 ¥ 2L del

apéndice.
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CUADRO 7. Porcentajes promedios de germinacién in vitro del polen
de cacao en 6 concentraciones de Acido bdérico. Prome-
dios de 6 repeticiones

Concentraciones de Polen Polen congervado de
Acido bérico fresco 490 _17°¢
O ppm. 20,8 22.0 31,0
1 92,1 he.3 35.6
10 90.3 37.0 h2.8
20 9%.6 18.0 2745
50 89.5 25.6 235
100 86.8 15.0 20,6

Las diferencias entre los tratamientos no son significativas

CUADRO 8. ©Porcentajes promedios de germinacidn in vitro del polen
de cacao en extractos de estilos y estigmas. Promedios
de & repeticiones

Tratamientos . Polen Polen consgervado a
frescos 400 —1706

Agar 2%, sucrosa 10%,
oH 5.5 (Testigo) 854,73 11,3 39,1

Tdem mas extracto 66,1 17.0 hh .0

Unizamente los tratamientos con polen fresco mostraron diferencias
significativas.
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Bn el Cuadro 9 se presentan los resultados del ensayo comparativo
de varias pruebas de germinacidn y viabilidad de polen. La comparacidn
se hizo con muestras de cuatro tipos de polen de cacao. BEn los tres
primeros tratemientos se dan porcentajes promedios de viabilidad de po-
len y en los tres 0ltimos se dan porcentajes promedios de germinacién.
En las pruebas de viabilidad, se aprecid varias tonalidades en la tin-
cién de los granos de polen y se tratd de establecer separaciocnes en-
tre los grados de tincidn, pero resultd muy dificulﬁgso e inexacto, e
por lo cual se decididé tomar las observaciones de grancs de polen co-

4
loreados y no coloreados, asumi?ndose como viables a los primeros. &l -
medio de germinacidn determinado en los estudios antericres (tratamigg
to 5) incluye 1 y 10 ppm. de &cido bérico en las pruebas con polen con
servado a L4°¢C ¥ a l?OC bajo cero respectivamente; eses concentracilones
mostraron una influencia favorable para la germinacidn del polen con-
servado (ver Cuadrc 7), aunque no alcanzaron significacién estadistica.

El éstudio con polen considerado muerto se hizo con muestras de
polen provenientes de flores gusrdadas por una semana en condiciones
no controladas., Las diferencias entre los tratamientos se expresan me-
diante lineas que unen los promedios gque no difieren significativamenw:
te. Los datos originales y los andlisis estadisticos se presentan en

los Cuadros 25, 26, 27 y 28 del apéndice.
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Comparacidén de varias pruebas de viabilidad y germinacidn

Porcentajes promedios de germinacidn

Promediocs de & repeticiones.

Tratamientos Polen Polen conservado a Polen
fresco 490 _1700 muerto
1) Prueba de ilodo iloduro _
de PotasiOeiviescessas 100.C 100.0 99.8 87.0
2) Lactofenol con anilina
87Ul ceanoenconrnaansns 9,2 100.0 100.0 91.0
%)} Prueba de la peroxida-
B eesocosscrsooessonssnnss 96-0 98.0 9702 1603
4} Medio comfin: agar 1.5%
glucosa 5% y pH 5+5.5 92.3 9,0 8.2 0.0
5) Medio determinado: agar ot
2%, sucrosa 10% y pH 5.5 93,2 30.7 24 .2 0.0
6) Pruecba de germinacidn
E‘._EI_ Vitro............. 50-7 36-? 2903 0.0
Los promedios unidos por una misma linea no difieren significati-
vamente. )
+ Proveniente de flores guardadas una semana en condicliones no con=-
troladas.
++

Se adicicnd 1 by 10 ppm. de &cido bdérico en las pruebas con polen
conservado a 4°C y -17%¢ respectivamente.
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DISCUSION

La variacidn de los porcentajes de germinacién fue alta dentro de
las muestras de polen de cacao estudiadas, quizas debido a diferencias
de edad entre las flores, pero no alcanzd a niveles de significacidn.
Esto indica que las variaciones incontroladas de germinacidn del polen
no afectan basicamente a los resultados. Resnick (29) encontrd varia-

clones similares para polen de citrus y Smith (32) para polen de

Anthirrinus majus y Bryobhylum daegremontianum, y para reducir esta va
riacidn el dltimo autor uséd polén de una sola fler. En cambio Vasil
(35) con polen de algunas cucurbitaceas tuve un rango de variacidn de
5 a 12% solamente.

De los dos primeros factores estudiados, sucrosa y agar, la pri-
mera fue la més importante, ya que sumistrada en concentraciones de 5
a 15% es favorable para la germinacidn del polen de cacao, en relacidn
con la de 2%. El agar en las concentraciones probadas (0.5, 1, 2 y 3%)
no influyd en forma marcada en el proceso estudiado; pero al 2% ofrece
una consistencia wAs adecuada al medio germinativo.

La influencia del pH en el medio fue decisiva en la germinacién
del polen de cacao; a pH 4.5 inhibid completamente su germinacién, al-
canzé los més altos incrementos entre pH 5.5 y 6.5, para luego comen-
zar a descender a partir de pH 7.0.

El &cido 3-indolacético a las concentraciones de 50 y 100 ppm. in
hibié la germinacidén del polen, pero no produjo estimulo a concentra-
ciones menores, indicando que su papel fue menos importante en 1la ger-
minacidén del polén usado en este trabajo. El Acido giberelico y el

Acido bérico a concentraciones de 0, 1, 10, 20, 50 y 100 ppm. no
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mostraton influencia favorable para la germinacidén del polen de cacao
in vitro, tanto fresco como conservade. 8in embargo, las concentra-
ciones de 1 y 10 ppm de Acido bérieco muestran una tendencia a aumentar
la germinacidn del polen conservado a 4°¢ ¥y a i?°c bajo cero respecti~
vamente (de 22.0 a 42.%% v de 31.0 a 42.8%), aungue sin alcanzar sig-
nificacién estadistica. |

Esquivel (11) encontrd una influencia favorable del boro para la
germinacién del polen de cacac ¥ también otros investigadores (22)
(28) (36), informan iguales resultados para polen de otras plantas.
Posiblemente el efecto favorable del boro se debe a que los complejos
entre el boro y grupos hidroxilos juegan un papel importante en la
formacidén de substancias de la pared del tubo polinico, como lo pro-
pone Schmucker citado por Gauch y Dugger (12).

En este trabajo no se encontrd ningin efecto claro atribuido a
la adicibén de boro, lo cual pbsiblemente se debié a la contaminacién
gue indudablemente causd el uso de widrio Pyrexf Esta contaminacién
posiblemente fue suficiente para llenar las necesidades de boro del
polen y nuevas adiciones no estimularon la germinacidn.

En el ensayo comparativo de varias pruebas de vigbilidad vy serni
nacién (ver Cuadro 9), los porcentajes de germinacién in vivo con po~
len conservado no difieren de los encontrados con las mismas muestras
en germinagién in vitro, en el medio de germinacién determinado en el
presente trabajo. Unicamente hubo diferencias con el polen fresco.
Es posible que solamente los granos de polen morfoldgice y fisioldgi-
camente normales germinan in vivo, debido a un control natural {posi=~

blemente bioguimico, fisiolégico-funcional & genético) por seleccidn.
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Las condiciones artificiales del almacenamiento, probablemente eliminan
los granos de polen que no reunen las condiciones Sptimas y solamente
el polen restante germina dando resultados similares, tanto en las prue

bas in vitro como in vivo,

Se hubliera podido esperar que la adicidn de extractos de estilos
¥y estigmas al medio hubieran provisto de substancias que favorezcan la
germinacién del polen, pero los resultados indican que causaron una ine
hibicibén en la germinacidén del polen fresco, Sanclementd: (¥1) informé
también de resultedos similares cuando usé extracta de gineceo de un
clon autoin-compatible, F1 clon usado en este trabajo eé autocompati-
ble. Por otro lade, la autoincompatibilidad en cacao no inhibe la ger-
minacién del polen, sinc Unicamente la fusidn de los nficleos del polen
y del dvulo; por taﬁto, la inhibicidn del polen en este caso, puede
provenir de la presencies en los extractos de substancias o fitohormonas
que impidan la germinscién. Es probable tambiéﬁ que el método de ex-
traccién usade no es el aprepiado y que produjo cambios bioguimicos en
el extracto que perjudiquen la germinacidn.

La viabilidad del polen de cacao determinada con las pruebas de
lodo ioduro de potasio y lactofenol con anilina azul (de 99.2 a 100%),
difiere marcadamente de los porcentajes de germinacidn determinados
EE XEEE (de 29.3 a 50.7%), ya se trate de polen fresco o conservadeo a
bajas temperaturas. Con polen considerado muerto que no germina in
vive ni in vitro, los porcentajes de viabilidad dados por las dos prue
bas mencidnadas estan alrededor de noventa por ciento, lo cual con-
firme una respuesta inapropiada., Estos resultados apoyéﬁlo propuesto

por King (IB) que las pruebas de coloracién de polen dan resultados
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gue no se pueden asociar con viabilidad.

La prueba de la peroxidasa con polen fresco did resultados simila

res a las pruebas de germinacidn estudiadas in vitro, y similares a
‘las pruebas de coloracidén en los casos de polen conservado; sin embar-
go, siempre did respuestas diferentes a las pruebas in vivo. La via-
bilidad de 16.3 por ciento que arrojd con polen considerado muerto,
podria indicar que la enzima peroxidasa ain eé capar de oxidar la ben-
zidina y colorear los grancs de polen que todavia podrian estar vivos,
pero gue han perdido la capacidad de germinacidn por haber casi agota-~
do sus energlas en el proceso de respiraqién bajo las condiciones in-

controladas del medio ambiente.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones del presente trabajo son:

Para polen fresco de cacao el medio de germinacidén gue se encon-
trd mis apropiada fue: 2% de agar (USP #1 granular), 10% de sucroc
sa y pH 5.5.

Pruebas de germinacién in vivo dan porcentajes de germinacidn
que no difieren significativamente con los obtenidos in vitro
con polen conservado; pero si difiereh para polen fresco.

Para determinar la capacidad de germinacidn del polen de cacac
conservado, se podria utilizar la prueba de germinacién in vitro
determinada en el presente trabajo, ¢ la prueba in vivo que es
relativamente de facil ejecucidn.

Las pruebas de icdo ioduro de potasio y lactofenol con anilina
azul, dan porcentajes de viabilidad que difieren significativa~

mente con los porcentajes de germinacidén de las pruebas in vivo

& in vitrao.

La prueba de viabilidad de la peroxidasa y la pfueha de germina-
cién comunmente usada en cacao (ager 2%, glucosa 5%, pH 5 - 5.5)
dan respusstas que difieren significativamente cﬁn la pruebsa de

germinacidén in vivo.

Se sugieren investigaciones scobre las causas de la variacidn na-
tural del polen de cacao en un arbol, entre arboles de un mismo
clon, entre flores con diversas ubicacicnes en un mismo &rbol,

etc.
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' RESUMEN

Con el objeto de éétudiar la influencia de las principales sustan
clas nutritivas (sucrosa y agar) y reguladoras de crecimiento (Acido
3-indolacético y &cido giberelico) que afectan la germinacidn del po—‘
len de cacao, se realizaron experimentos individuales para cada fac-
tor estudisado, empleando tres tipos de polen (clonm U.F.Co, 221): recien
colectado, conservado por una semana en tubos cerrados con cloruro de
calcio anhidro = 400, e idem = 1700 bajo cero. La viabilidad se estimé
en porcentajes de polen germinado,

Bl medié germinativo éptimo para polen de cacac determinado en los
experimentos anteriores, fue evaluado mediante un ensayo comparativo
incluyendo tres pruechbas de viabilidad, la prueba de germinacién in
yitro comunmente empleada en cacao, y una prucba de germinacidén in vivo
como base principal de comparacién.‘

Los resultados experimentales indican gue:

1, Las mejores concentraciones de sucrosa en el medio germinativeo fue
ron: 5, 10 ¥ 15%.

2. No hube diferencias sigﬁificativas entre cuatro concentraciones de
agar USP; Nel granular (0.5, L, 2 y 3%), pero se prefirid usar la
concentracidén de dos por ciento porque did una consistencia mids a-
decuada al medio de cultiwo,

3. El rango mas aproplado de pH, entre seis niveles estudiados (4.5,
5.04 5.5, 6.0, ¥ pE 7.0), estaba entre 5.5 y pH 6.5.

4. Entre las combinaciones de dos niveles de agar (1 y 2%), sucrosa
(10 y 15%) v pH (5.5 7y 6.5), el mejor medio de germinacidn para el

polen de cacao fue: agar 2%, sucrosa 10% y pH 5.5.
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De seis concentraciones de Acido 3-indolacético y dcido giberélico
(0, 1, 10, 20, 5C y 100 ppm.), ninguﬁa estimuld la germinacién del
polen de cacao; las concentraciones de 50 y 100 ppm. de acido
3-indolacético inhibieron completamente la germinacidn del polen.
Las concentraciones de 1 y 10 ppm. de Acido bdérico se manifesta-
ron estimulantes para la germinacidén del polen de cacao conservado
= 4% y a -1?00 respectivamente (de 22.0 a2 L42.3% y de 31.0 a
42.8%) .

Por la adicidn de extractos de estilos y estigmas al medio germi-
native, se observd un ligero estimulo sobre la germinaéidn

del polen de cacao conservado, pero en cambio la germinacidn del
polen fresco fue marcadamente reducida (de 85,7 a 66.1%).

La comparacién entre varias pruebas de viabilidad y germinacidn,
mostré gque las pruebas iodo iodurc de potasio y lactofenol con ani
lina azul dieron una respuesta complotamente diferente con respec=-
to a la viabilidad del polen de cacao; gue la prueba de la peroxi-
dasa y el medio germinativo comunmente usade en cacao dieron res-
puestas dudosas y que el medio de germinacidn Sptimo determinado
en el presente trabajo, did resultados similares al de la pruebs
de germinaciénbig‘iixg para polen conservado, pero no para polen

fresco,
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SUMMARY

In order to study the influence of the main nutritional (sucrose
and agar) and growth regulating substances (3-indoleacetic acid and
gibberellic acid) which affect the germination of cacao pollen, indi-
vidual research was carried out for each factor under study, by using
three types of pollen (U.F.Co. 221 clon): freshly collected, stored
for a week in sealed tubes (with anhydrous calcium chloride) at QOC,
and idem at l?OC below zero,.

The optimum germinating medium for cacao pollen as determined in
the above menticned experiments, was evaluated through a comparative
test which included three viability tests, the germinating test common
1y employed for cacao, and an in vivo germinating test as a basis for

comparisort.

Experimental results:

1. Best sucrose concentrations in the germinating medium were: 5, 10
and 15%.

2. No significant differences were found among four agar concentra-
tions (0.5, 1, 2, and 3%), but 2 percent agar concentration was
preferred because it gives a more adequate consistency to the
medium.

3. The most-appropriate pH range, out of six pH levels studied
(k.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 and 7.0), was between pH 5.5 and 6.5.

b, Through the combination of twe levels of agar (1 and 2%), sucrose
(10 and 15%), and pH (5.5 and 6.5%} the best germinating medium
for cacao pollen appears to be: agar 2%, sucrose 10% and

PH 5.5,
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None of six concentrations of 3-indoleacetic acid and gibberellic
acid (0, 1, 10, 20, 50 and 100 ppm.), stimulated germination of
cacao pollen; concentrations of 3-indoleacetic acid of 50 and

1060 ppm. inhibited pollen germinztion completely.

Concentratiens of 1 and 10 ppm. boric acid seemed to stimulate
germination of cacao pollen preserved at 4°C and at -17°C respec-
tively (from 22.0 to 42.3% and from 31 to 42.8%).

By the addition of styles and stigmés extracts to the germinating
medium a slight stimuletion on the germination of preserved cacao
pollen was observed, but on the other hand, fresh pollen germina-
tion was markedly reduced {from 85.3 to 66.1%).

A comparison among several viability and germination tests made
with cacao pollen, shows that the iodine-potassium iodide test
and the lactophenol-anniline blue test give incorrest answers with
respect to the viability of cacao pollen, ﬁhe peroxidase test and
the medium currently used for cacao pollen germination give dub-
lous answers, and the best medium, as determined by the present
experiments, gives results which are egual to the germination

tests in vivo for preserved pollen, but not so for fresh pollen.
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CUADRO 1., Prueba de Bucrosa con Polen Fresco. Datos en porcenta-
jes de germinacidn
Tratamientos Repeticlones Total X
Agar Sucrosa I T I1I IV V VI
(a) 2% 2% 88 86 63 63 69 71 hho  73.33
(v) 2% 5% 91 95 82 86 8r 87 522 87,00
(c) 2% 10% 90 94 92 90 81 &9 536 89433
(d) 2% 15% 82 92 95 94 95 96 554 92.33

Andlisis de Variancia (datos

de % transformados a angulos)

F. de V. Goelia S.C. C.M,. F.
ﬁepeticiones 5 166.68 33,33 1.31
Tratamientos 3 n62.81 254,27 8.63""
Error 15 bhl.9¢ 29.46
++ Significativo al 1%

Sm= 2. 215

Tratamientos: (a) (b) (a) (a)

Prcmedics: 73.33 T3.00 89,.33%

92435
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CUADRO 2. Prueba de sucrosa con polen conservado a 400. Datos
en poréeniajes de germinacidn

" Tratamientos Repeticiones Total X
Agar Sucrosa I 11 IIrIv v VI
(a) 2% 2% Ly 25 35 29 16 15 153 26,83
(b) 2% 5% k2 20 27 37 50 46 222 37.00
(c) 2% 10% 6h 27 49 9 10 12 171 28.50
(a) 2% 15% 13 18 2k 23 23 30 151 @Lk«03

Andlisis de Variancia (datos de % tranformados a angulos)

e de V. Gaslie S.Ce CeM. .

. Repeticiones 5 364 .14 72.82 0.82
Tratamientos 3 290.40 96 .80 '1.09
Error 15 1323.92 88.26

Total 23 1978.46
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CUADRO 3. Prueba de sucrosa con polen conservado a ~l7OC. Datos en
% de germinacidn

Tratamientos Repeticiones Total X

Agar Sucrosa I IT I1T IV Vv VI
(8) 2% 2% 56 2 7 6 13 6 90 15,00
(b) 2% 5% 21 8 0 L o 1 34 5.66
(c) 2% 10% L 60 13 g8 7 7 99  16.50
(a) 2% 15% 0O 11 6 o 14k 3 3l 5.66

- Andlisis de variancia (datos de % transformados

a &ngulos)

F. de V. G’o Tia S-Co C;Mo F
Repeticiones 5 626,12 125,22 0.76
Tratamientos Z £69.09 223,03 1,35
Error 15 2478,73 165.25

Total 23 3773.94
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CUADRO 4, Prueba de agar con polen fresco de cacac. Datos en por-
centajes de germinacidn.

Tratamientos Repeticiones Total X
Agar Sucrosa T i II1T IV Vv VI
(a) 045% 15% 88 65 37 82 21 18 311 51.83
(b) 1% 15% 96 84 80 73 22 16 371 61.83
(c) 2% 15% 85 B8 48 72 Lo 4k 367  61.16

(d) %% 15% 73 87 78 56 11 ik 319  53.16

Andlisis de variancia (datos de % transformados a &ngulos)

F. de V. GIL. S.C.‘ C’M. F
Repeticiones 5 6,031,354  1,206.26 15.08 ++
Tratamientos 3 225,79 75.26 0.94
Error 15 1.199.57 79.97

Total 23 7.456.64

++ Significatdve al 1%



L2

CUADRO 5. Prueba de agar con polen conservado a 4°¢,
Datos en porcentajes de germinacidn.

Tratamientos Repeticiones Total X

hgar Sucrosa I 11 TIT IV VW VT
() 0.5% 15% 3% 39 51 12 4y 60 2h2  40o.3
(v) 1% 15% 28 25 59 26 28 29 195 32.5
(c} 2% 15% 2h 35 30 32 L3 63 227 3748
(d) 3% 15% 52 53 3 1.0 6 8 159  26.5

Andlisis de Variancia (dates de % transformados

a dngulos)

F. de V. G.L. 5.C. C.M, F.
Repeticiones 5 546.46 109.29 0.928
Tratamisntos 3 345.15 115.05 0.977
Error 15 11765:06 117.67

Total 23 24656.69
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CUADRO 6. Prusba de agar con polen conservado a —l?OC. Datos en
porcentajes de germinacidn

Medios Repeticiones Total X
Agar Suecrosa I IT IIT IV V VI
(a) 0.5% 15% 6 b 43 3 3518 109 18,16
(b) 1% 15% 8 5% 12 17 31 33 154 25.66
() 2% 15% 13 18 33 18 16 17 115 19,16
(d) %% 15% 8 2 5 12 10 6 43 7.16

Andliisis de variancia (datos de % transformados a &ngulos)

F. de V. Golia S.C. C.M, F
Repeticiones 5 356.61 ‘ 73,32 0.809
Tratamientos 3 666.91 222.30 2.457%
Error 15 1.359,16 90.61

Total, 23 2.%92.68 &
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CUADRO V. Efecto del pH en el medioc germinativo usando polen fresco.
Medio patron agar 2%, sucrcsa 15%, Datos en porcentajes
de germinacidn

pH Repeticiones Total ¥
I IT ITT IV  vV¥ VI
(a) k.5 0 o ¢! 0 o} 0 0 0.00
() 5.0 78 55 k8 65 63 37 3h6 57466
(e} 5.5 69 72 77 82 57 45 Loz 67.00
(d) 6.0 91 82 81 84 87 86 521 86.83
(e} 6.5 7 8o 81 61 75 & hsy 76.16
(£) 7.0 81 82 74 B4 65 81 Lz7 72.83

Andlisis de variancia (datos de % transformados a dngulos)

Fo de Vl GcL- SoCo CpMo b
Repeticiones 5 178.43 35.68 0.75
Tratamientos 4 1222,99 305,74 Gol3 e
Error 20 997.02 49,85

Total 29 2398, bk

++ Slgnificativo al 1%

Tratamientos: (b) () (£) (e) (a)
Promedios: 57.66 67.00 72.8% 976,16 86 .83
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CUADRO 8., Efecto del pH.- Polen conservado a 4°¢, Medio patron
agar 2%, sucrosa 15%. Datos en porcentajes de germina-

cidn.
- Repeticiones Potal 7
I II 1T IV ¥V VI

(a) .5 0 0 0 0O © 0 0 0.00
(b) 5.0 10 45 28 2k by 17 169  28.16
(e) 5.5 ks kg 4z 24 15 4o 216 36.00
(d) 6.0 = 62 68 57 34 27 48 296 49,33
(e) 6.5 .25 16 39 26 52 35 193 32.16

{(£) 7.0 18 &4 19 14 28 12 155 25,83

Andlisis de variancia (datos de % transformados a dngulos)

F. de V. GeLs S.Ce C.M. F
Repeticiones 5 599,08 119,81 1,403
Tratamientos N 811.38 202.84 2.375
Error 20 1.707.67 85.38

Total 29 3.,118.13
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“CUADRO 9. Efecto del pH.- Polen conservado a ~l?OC. Medlio patron
agar 2%, sucrosa 15%. Datos en porcentajes de germina-

cidn.
pH Repeticiones Total ¥
I IT IIT IV Vv VI
(a) by 0 0 0 00 0 0 0,00
(b) 5.0 o 2 1 8 1v b 32 5.33
(e) 545 12 6 5 5 1k 6 Lo 7.83
(d) 6.0 8 g9 2 4L 3 4 30 5.00
{e) 6.5 5 6 23 6 5 b ko 8.16
(1) 7.0 3 01 3 9 0 2 18 3.00

Andlisis de variancia (datos de % transformados a &ngulos)

F. de V., G.L. S.C. C.M. F
Repeticiones 5 37.29 7.45 0,172
Tratamientos i 226.82 56,70 1.310
Error 204 865.48 k3,27

Total’ 29 1129.59
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CUADRC 10. Combinacidén de tres factores del medio de germinaciédn
con polen fresco. Datos en porcentajes de germinacidn

e A —

PH I IT I11 v v

Medios _Repeticiones | Total X

1) a1 - 810 5.5 92 90 89 93 89 96 549 9145
2) Al - 810 6.5 84t 86 78 94 96 89 527 87.8
3) Al - 815 515 8 87 g7 8 75 92 505 8h,1
4y AL - 815 6.5 82 86 92 92 70 57 k79 79.8
5) 42 - 810 545 89 88 94 91 95 93 550 91.6
6) A2 - S10 645 93 70 89 83 95 85 515 85.8
7} A2 - 815 5.5 69 62 75 72 79 84 44 69.0
8) a2 ~ 815 875 g7 7h 76 7h 73 83 467 7748

Andlisis de variancia (datos de % transformados a &ngulos)

F. de Vu G‘-Lo SaC- C-Mo R
Repeticiones 5 88.21 17 .64 0.49
Tratamientos 7

Agar 1 101,21 101,21 2,81
Sucrosa 1 835,83 835.83 2% .24
pH 1 38.34 38.34 1.06
Agar-Sucrosa 1 57.86 57.86 1.61
Agar - pH 1 12.%0 12.30 0.3h
Sucrosa-pH 1 53,13 53.13 1.k7
Agar-Sucrosa pH 1 4i.25 ki.25 1.1h
Error 35 1.258,70 35,96
Total Iy 2, 436,84

*+ Significativo al 1%
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CUADRO 11. Combinacidén de tres factores del medio de germinaciédn

&
con polen conservado a 4 C.

Datos en porcentajes de

germinacidn
. Repeticiones
Medios PH T T iII vy fotal - X

1) Al - 810 5.5 68 5 5h 7 15 38 187  31.16
2) Al - 810 6.5 b1 67 6 75 5 34 278  L6.33
3} A1 - 81B 5.5 28 14 %6 3k 2 62 176 29.33
)y Al - 815 £.5 sk 42 39 77 16 27 255 42,50
5) 42 - 810 5.5 7 2k 60 16 2 éo 129  21.50
6) 42 - 510 6.5 2 5 ki 29 27 72 179 29,83
7) 42 - 815 5.5 2 20 11 58 29 27 147 24.50
8) 42 ~ 415 6.5 3 12 65 32 44 Le 229 38,16

Andlisis de Variancias

(datos de % transformados a dngulos)

F. de V. GuLo S.Co C.M, F
Repeticiones 5 2.390,81 Lo8,16 2 043
Tratamientos 7 1.474,11 210.58 1.076
Error 35 6.848,39 195.66
Total Ty 10,713%.31
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g

0
con polen conservado a -177C.
de germinacidn

Combinacién de Bres factores de medic de germinaciodn

Datos en porcentajes

Medios Repeticiones -

pH T T v v vE retel A
1) Al - Si0 5.5 36 8 52 65 45 23 229  38.16
2) Al - 810 6.5 22 38 78 37 Ll 35 251 41,83
3) Al - 815 5.5 8 20 29 50 45 k41 271 L5.16
Ly a1 - 815 6.5 59 15 30 47 19 63 233 38.83
5) A2 - 810 5.5 26 69 27 3L 3k 19 206 34,33
6) A2 - 810 6.5 2h 61 L2 k2 k1 24 23k 37,33
7y A2 - 815 5.5 24 64 11 28 39 38 20% 34,00
8) a2 ~ 515 6.5 23 3L 57 27 38 21 197 32.83

Andlisis de Variancia (datos de % transformados a Angulos)

F. de V. Gl 3,Co C.M. 7
Repeticiones 5 120.61 24,12 0.164
Tratamientos 7 296 .80 L2, 4o 0.289
Error 35 5,121.51 146.32

Total L7 5.538.92
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CUADRG 13. Efecto del 4cido 3-indolacético.- Polen Fresco. Medio
patrén: agar 2%, sucrosa 10%, pH 5.5. Datos en pore-
centajes de germinacidn

feido 3- Repeticiones _
indolacético Total X
I IT IT IV v VI
(a) 0 ppm 6% L§ 86 76 86 35 392 65433
(b) 1 8o 67 71 gk 80 8% L7 7950
(c) 10 31 49 35 32 23 21 191 31,83
(a) 20 5 14 5 15 L 25 68 11.33
(&) 50 o 0 0 0 0 0 0 0.00
(£) 100 0 0 0 0 0 o© 0 0400

Andlisis de Variancia (datos de % transformados a dngulos)

F. de V. G.L, 5.C, C.M. F
ﬁepeticiones 5 191.10 38.22 C.40
Tratamientos 3 7.417.14 2,472,311 2604 44
Error 15 1.523%,95 9L .93

++ Significativo al 1%
Sm= 3,977
Tratamientos+ (c) (a) {(b)
Promedios: 11.33 31.83 65.33  79.50
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CUADRO 14. BEfecto del &cido 3-indolacético.- Polen conservado a
49, Medio patro agar 2%, sucrosa 10%, pH 5.5. Datos
en porcentajes de germinacidn

Acido 3 - Repeticione =
indolacético b s Total X
I IX I1T IV FAY) VI
1) O ppm. b2 41 42 48 16 59 2Lk8 41,33
2) 1 55 41 13 39 Lo Lo 230  38.33
B 10 27 38 5 L 32 31 137 22,16
) 20 0 4 0 2 0 0 6 1.00
5) 50 0 0 0 0 0 0 0 0.00
6) 100 0 © 0 0 0 0 0 $.00

An&lisis de Variancia (datos de % transformados a Angulos)

F. de Ve Gan S+Coy CoMo F-
Repeticiones 5 517.69 103.53 1,43
Tratamientos 3 5.054.02 1.684.67 23.39 +4
Error 15 1.080.25 72.01

++ Significativo al 1%
sz_3.464
Tratamientos: (4 (3) (2) (1)
Promedios: 1,00 22.16 38,33 41.33
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Polen conservado a

CUADRO 15. Efegto del Acido 3vindolacébtico.-
-17°C, Medio patron: agar 2%, sucrosa 10%, pH 5.5.
Datos en porcentajes de germinacién.
Acide 3- Repeticiones Total b
indolacttico T 11 111 IV Vv Vi
0 ppm. 26 & 13 29 35 11 122 20433
1 7 17 Bl 8 15 14 112 18,66
10 18 63 1z 5 7 23 128 21433
20 7 17 32 bz 25 33 187 26.16
50 0] 0 o] 0 0 0 0 0.00
100 0 0 0 O ] 0 8] 0.00

Andlisis de Variancia (datos

de % transformados a dngulos)

Fo de Vo G’. L. S Ca G. Mc F
Repeticiones 5 192.55 38.51 00264
Tratamientos 3 1o0k,77 2k,92 0239
Error 15 20185.96 145073

Total 23 2.483.28
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CUADRC 16. Efecto del Acido giberelico.- Polen fresco. Medio patrén:
agar 2%, sucrosa 10%, pH 5.5. Datos en porcentajes de
polen germinado.

Acido Repeticiones -
giberélico Total- X
I I1 TIIT IV v VI

0  ppa. 80 85 70 96 60 88 k79 79.83

1 92 87 93 78 55 76 L83  80.16

20 72 90 69 74 76 91 Loz w8.66

20 85 78 82 90 88 73 496 82.66

50 68 57 92 86 67 bl b2l  70.16

100 6k 85 82 8L 81 &9 485  80.83

Andlisis de Variancia (datos de % transformados a Angulos)

F. de V. GeLs 3.C. C.M. P
Repeticiones 5 332013 6h.02 0,888
Tratamientos 5 2h 2,17 48,43 0.671
Error 25 '1.801.96 72,07

Total 35 2.364,26
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CUADRO 17. GEfecto del 4cido giberélico.- Polen conservado a 560.
Medio patrdén: agar 2%, sucrosa 10%, pH 5. 5 Batos en
porcentajes de polen germinado

A?ido’ ' Repeticiones fotal ¥
giberélice
I 1T 111 Iv v V1
0O ppm. 7 15 20 2 5 18 68 11.33
1 22 36 5 16 3 2 ol 15.66
10 31 8 20 15 9 39 a2z 20433
20 31 15 21 b 19 8 98 16.33
50 5 10 12 35 11 %9 112 18.66
100 4 16 23 16 bh 11 12k 20466

Andlisis de Variancia (datos de % transformados & Angulos)

F. de V. G.L. 8.C. CiM. ¥
Repeticidnes 5 84,12 16.82 0,165
Tratamientos 5 26L .42 52.88 0.521
Error 25 2,53%6.,05 101,44

Total 35 2.884 .59
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‘CUADRO 18. Efecto del Acido giberélico.- Polen conservado A - 1?00,
Medio patrén: agar 2%, sucrosa 10%, pH 5.5. Datos en
porcentajes de germinacidn

I

Acido Repeticiones "
giverélico , Total X
7  II: ITT IV v VI

0 ppn. 50 b6 bg 35 17 38 235 39,16

1 56 28 30 65 Lhy 5k 277 k.16

10 b1 58 17 45 39 80 280 h6.65

20 35 47 g8 29 35 Lg 270 45,00

50 5h 48 30 62 he 42 282 k7,00

100 38 56 62 54 65 42 317 52,83

Anédlisis de Varianciax(datos de % transformados & édngulos)

F. de V. G.L. 5.C. C.M. F
Repeticiones 5 123,46 2k.69 C.263
Tratamientos 5 203%.19 LOw63 04323
Error 25 2.343%,16 93,72

Total . 35 20669081
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CUADRO 19. Efecto del 4cido bérico.- Polen fresco. Medio patrén:
agar 2%, sucrosa 10%, pH 5.5. Datos en porcentajes de
polen germinado

e e e e S e

Concentraciones Repeticiones

de hoido Bérico T T v v Totel ¥
0 ppm. 93 84 97 92 ok 85 545 90.83
1 88 98 90 86 96 95 553  92.16
10 93 93 91 90 8k 91 542 90,33
20 97 96 8k ok 98 93 562  93.66
50 80 93 90 86 90 98 537 89,50
100 87 91 89 88 89 77 521 86.83

AnAlisis de Variancia (datos de 9% transformados a Angulos)

F. de V. Go Lie S. Co C. M. T
Repeticiones 5 59.57 11.91 0.426
Tratamientos 5 184,91 36,98 1.3%23%
Error 25 698,77 27.95

Total 35 943.25
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CUADRO 2. Bfecto del 4cido bérico.- Polen conservado a 4°C. Medio
patron: agar 2%, sucrosa 10%, pH 5.5. Datos en porcenta
jes de polen germinado -

Concentracidon de Repeticiones Total X

ra .d -b/ .
, Acteo borieo I If 111 IV vV VI

U 0 ppm 2 1k 19 2 33 62 132 22,00
1 38 67 20 60 21 48 254 k2,33
10 22 37 70 ho 43 10 222 37,00
20 28 12 25 18 8§ 17 108 18,00
50 , 3115 7 25 14 62 154 25.66
100 13 1o kLo 12 1h 1 90 15,00

inflndlisis de Variancia (datos de % transformados a &ngulos)

F. de V' G.L. S'C‘ C.M. F
Repeticiones 5 181,75 365.35 0.21
Tratamientos 5 1.690,3%9 338,07 1.95
Error 25 bL,327.33 173.09

Total 35 6.199,47
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CUADRO 21, Ifecto del Acido bérico.-~ Polen conservado a -1700.
Medio patrén: agar 2%, sucrosa 10%, pH 5.5, Datos en
porcentajes de polen germinado

Concentraciones

“er -t Repeticiones Total X
de &cido bodrico

1 IT IrT v Vv VI

0 popm 27 27 5 b3 by o 37 186  31.00
1 1 29 51 5% 24 56 214k 35,66
10 5% 63 45 bo 1% 34 257 k2,82
20 33 18 b1 14 30 29 165 27150
50 21 27 32 36 11 14 141 23,50
100 19 22 23 17 10 33 12k 20.66

Andlisis de Variancia (datos de % transformados a éngulos)

F, de V. GoL, 8.0, C.M. F
Repeticiones 5 373,08 7h.61 0.675
Tratamientos 5 708.02 | 141,60 1.282
Erfor 25 2.759.46 110437

Total 35 3.840 056
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CUADRO 22. Efecto de extractos de estigmas y estilos sobre 1la germi
nacidn in vitre del polen fresco de cacao. Datos en por
centajes de germinacidn

Tratamientos Repeticiones Total X
I IT 11T IV v

1) Agar 2%, Sucrosa 10%
PE 5.5 (Testigo) 83 36 99_ 92 92 80 51 85.33

2) Idem. mis extracto 73 91 59 76 54 64 397 66,16

Andlisis de Variancia (datos de % traunsformades a Angulos)

F. de V. Gelia S.C. C.M. F
Repeticiones 5 140,76 28.15 1.240
Tratamientos 1 526.68 526.68 23,201 **
Error ' 5 113.53 22.70

Total 11 780,97

++ Sigrificativo al 1%
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CUADRO 23, Efecto de extractos de estigmas y estilos sobre la germi=
nacidén in vitro del polen de cacac conservado a 4> e,
Datos en porcentajes de germinacidn

Tratamientos Repeticiones Total %
I IT IXrT Iv ¥ VI

1) Agar 2%, Sucrosa 10%
pE 5.5 (testigo) » 15 20 3 5 18 68 11,33

2) Idém més extracto 15 Lo 8 16 11 12 102 17.00

Andlisis de Variancia (datos de % transformados a fngulos)

. de V. Golis S.C. CeM. F.
Repeticiones 5 295.73 59.14 1,096
Tratam.entos 1 270,08 70,08 1.299
Error 5 269.67 53.93

Total 11 635.48
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CUADRO 24, Efecto de extractos de estigmas y estilos sobre la germi-
nacion iﬂ vitro del polen de cacao conservado a ~-177C,
Datos en porcentajes de germinacién

Tratamientos Repeticianes Total X
T IT ITI IV v  ¥I

1) Agar 2%, Sucrosa lO%;
PE 5.5 (festigo) 50 46 L9 25 17 38 235 29,16

2) Idém mis extractos 66 21 28 64 22 63 264 Ll 00

Anédlisis de Variancia: (datos de % transformados a Angulos)

¥, de V. G.L, S.C. C.M, F
Repeticiones 5 724,00 144,80 0.662

- Tratamientos 1 21.87 21.87 0.232
Error 5 469,36 93,87

Total 11 1.215.23
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GUADRO 25. Comparacidén de pruebas de viabilidad y germinacién con
polen fresco de cacao. Datos en porcentajes de germina-
cidn ¢ viabilidad

Tratamientos Repeticiones Total X

I II IIT 1v \i VI

1) Prueba de iodo ieduro

de potasio 100 100 100 100 100 100 &Q0 100.00
2) Lactofenol con anili-

na azul. 100 100 100 99 98 98 =595 99.16
3) Prueba de la peroxida

Sa. 97 95 100 98 88 98 576 96.00
4} Medio com(n: agar 1.5%

glucosa 5%, pH 5-5.5, 92 95 88 90 95 94 554 92.33
5) Medio determinado:

agar 2%, sucrosa 10%, .

PE 5.5, 96 9l 95 97 92 85 559 93.156

6) Prueba de germinaciédn

in vivo 73 bh 46 bh 53 4 30k 50.66

Andlisgis de Varigncia (datos

de % transformados a angulos)

Fe de V., G.Ls S.C. C.M. F
Repeticiones 5 128,13 25.62 - 1,149
Tratamientos 5 7.509,. 4l 1.501.88 6737944+
Error 25 557,48 22.29
Tetal 35 8.195.05

++ Significativo al 1%

Sm= 1,928

Tratamientos: (6) (4) (5) (3} (2) (1)

Promedios: 50,66 92.3%% 93.16 94.00 99.146 100.00C
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gUADRC 26, Comparacidn de pruebas de viagilidad ¥ germinacidn con
polen de cacao conservado a 4 C. Datms en porcentajes
de germinacidn yp viabilidad

era——

Tratamientos Repeticiones Total X
I IT III° IV Vv VI

1) Prueba de iodo ilodu-
ro de potasio 100 100 160 100 100 100 600 100.00

2) Lactofencl con ani-
lina azul 100 100 100 100 100 100 /50C 100,00

3} Prueba de 1a peroxi-
dasa g9 98 96 95 100 100 588  98.00

4} Medio comfin: agar 1.5%
glucosa 5%, pH 5-5.5. 22 21 2 2 L 3 54 9.00

5) Medio determinado: agar
2%, sucrosa 10%, ph 5.5

y 1 ppm de BO H, 5 47 9 30 47 he 184 30.66
6) Prueba de germinacidn
in vivo 38 43 33 4h 37 25 220  36.66

Anélisis de Variancia (datos de % transfopmados a angulos)

R. de V. _ Gelis 8.C. C.M, F

Repeticiones 5 298,47 59.69 1,11
Tratamientos 5 3%.668.67 6.733,7%  125.30 4+
Error 25 1,343.5% 53,74

++ Significativo al 1%

Sm= 2,440

Tratamientos: (4) (5) (6) (%) {2) (1)

Promedios: 9,00 30 .66 36.66 98.00 160.00 100.00
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CUADRO 27. Comparacidn de prucbas de viabilidad y germinacién con
polen de cacao conservado a -17 C. Datos en porcentajes
de germinacidén p viabilidad

Tratamientos ‘ Repeticiones Total X
I IT IIT IV v VI

1) Prueba de iodo ioduro '
de potasio 100 100 100 99 100 100 599  99.83

2) Lactofenol con anili-
na azul 100 100 100 100 100 100 600 100,00

3) Ppmeba de la peroxi-

dasa 90 99 99 100 98 97 58% 97,16

LYy Medio comfn: agar L1.5%,
, glucosa 5%, PE 5-5.5 13 5 4 9 %z 15 Loy 8.16

5) Medio determinado: agar
2%, sucrosa 10%, ph 5.5

y 10 ppm de B03H5 Lg 38 722 21 11 1k 24,16
6) Prueba de germinacidn
in vive 37 33 33 11 31 31 176 29.33

Andlisis de Variancia (datos de % transformados a dngulos)

F. de V. G.L, S.C. ¢.M. F.
Repeticiones 5 163.5? 2071 0.51
Tratamientos 5 35,039.75 7.007.95 172.43 4+
Error 25 1.016.23 bo L Bl

+4+ Significativo al 1%
Sm: 2-602

Tratamientos: (4) (5) (6) (» (1) (2}
Promedios: 8,16 24,16 29.33 97,16 99,83 10C .00
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CUADRC 28, Comparacidén de pruebas de viabilidad y germinacidn con
Porcentajes de germinacidn o

polen muerto de cacac.
viavilidad segtn el ca

S0

Total X

Tratamientos Repeticicnes
I II IIT Iv v VI

1) Prueba de iocdo ioduro

de potasio 1200 78 86 100 75 83 522 87.00
2) Lactofencl con anili-

na azul 90 92 92 91 93 88 546 91,00
3) Prueba de la peroxi-

dasa 7 2 28 16 23 22 98 16433
L) Medio comlGn: agar 15%, i

glucosa 5%, pH 5-5.5 o 0 0 0 o} 0 0 0,00
5) Medio determinado: agar

2%, sucrosa 10% pE 5.5 0 0 0 0 0 0 0 000
6) Prueba de germinacidn

in vivo QO ] Q0 0] 0 O 0 .00

AnAlisis de Variancia (datos

de % transformados a angulos)

e de Vk ' G.Ln SiCt C.M, ¥
Repeticiones 5 356 .87 71.37 0.69
Tratamientos 2 10.003, 34 5.001.67 L8,88 s+
Trror 10 1.023,16 102.31

++ 8ignificativa al 1%

Sm= 4,129

Tratamientos: {(3) (1) {2)

Promedios: 16,33 87.00 91,00
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