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Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar las concentraciones de las hormonas BAP (6-
Bencilaminopurina) y ANA (Acido 1-naftalenacético), espectros de luz y las dosis de Murashige
y Skoog (1962), que favorecen el desarrollo de brotes en plantines in - vitro de Phalaenopsis.
Se usaron tres concentraciones de hormonas H1 (BAP 0 mg/l + ANA 0 mg/l), H2 (BAP 3 mg/l +
ANA 0,5 mg/l) y H3 (BAP 6 mg/l + ANA 0,5 mg/l); se probaron dos tipos de especto de luz LB
(luz blanca) y LAR (luz azul-roja); acompafadas de dos dosis Murashige y Skoog (MS al 100%
y MS al 50%). Se obtuvieron 12 tratamientos los cuales fueron evaluados a partir de los 15 dias
de su siembra y monitoreados cada 8 dias en un periodo de 2 meses. Los resultados obtenidos
en la investigacion muestran que los tratamientos (T3, T4, T5, T6, T9, T10, T11 y T12) con
reguladores de crecimiento presentaron induccion de brotes en plantines de Phalaenopsis
comparados con los tratamientos que no tuvieron reguladores de crecimiento que no
presentaron induccién de brotes (T1, T2, T7 y T8). La combinacién de reguladores de
crecimiento BAP 6mg/l + ANA 0,5 mg/l presentaron mayor namero de brotes. En cuanto al
medio de cultivo Murashige y Skoog no presentaron diferencia significativa en la induccion de
plantines. El espectro de luz blanca tuvo una diferencia significativa en la induccién de brotes
comparada con el espectro de luz roja-azul.

Palabras clave: Acido naftalénacético (ANA); bencil aminopurina (BAP); induccion de brotes in
vitro; Phalaenopsis.
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Abstract

The objective of the study was to evaluate the concentrations of the hormones BAP (6-
Benzylaminopurine) and NAA (1-naphthaleneacetic acid), light spectra and the doses of
Murashige and Skoog (1962), which favor shoot development in Phalaenopsis seedlings in
vitro. Three concentrations of hormones H1 (BAP 0 mg/l + NAA 0 mg/l), H2 (BAP 3 mg/l + NAA
0.5 mg/l) and H3 (BAP 6 mg/l + NAA 0.5 mg/l) were used; two types of light spectra WL (white
light) and BRL (blue-red light) were tested; accompanied by two Murashige and Skoog doses
(100% MS and 50% MS). Twelve treatments were obtained, evaluated 15 days after planting,
and monitored every eight days for two months. The results obtained in the research show that
the treatments (T3, T4, T5, T6, T9, T10, T11, and T12) with growth regulators presented shoot
induction in Phalaenopsis seedlings compared to the treatments that did not have growth
regulators and that did not present shoot induction (T1, T2, T7 and T8). The combination of
growth regulators BAP 6mg/l + NAA 0.5 mg/l showed more sprouts. As for the culture media,
Murashige and Skoog showed no significant difference in seedling induction. The white light
spectrum significantly differed in shoot induction compared to the red-blue light spectrum.

Keywords: Naphthaleneacetic acid (NAA); benzyl aminopurine (BAP); in vitro bud induction;
Phalaenopsis.
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CAPITULO | INTRODUCCION

La familia Orchidaceae que fue descubierta hace miles de afios, tiene un gran valor para el
ser humano, por sus diversas utilidades; mayoritariamente como ornamental por el aroma,
duracién, forma y colorido de sus flores, ademas de sus propiedades medicinales y culinarias
(Emeterio et al, 2016; Frausto et al, 2019).

Las orquideas representan la familia con mayor nimero de especies vegetales en el mundo
con alrededor de 27.000 especies. Ecuador se encuentra como uno de los habitats con mayor
namero de especies de orquideas en América Latina (Gil et al, 2019); estas han desarrollado
nuevos patrones de crecimiento para adaptarse a diversos medios, encontrandose en mayor
namero en los tropicos (Ordoriez, 2016).

Dentro de las orquideas el género Phalaenopsis tiene gran demanda comercial alrededor
del mundo por su vistosidad y duracién de las flores, sin embargo, este género es de dificil
reproduccion natural, puesto que no se pueden obtener individuos uniformes, razén por la cual
se realiza investigacién de nuevas técnicas mediante propagacion in vitro para reproducirla
masivamente y obtener individuos con cierto nivel de uniformidad (Zahara, Datta, Boonkorkaew,
& Mishra, 2017).

El cultivo in vitro se basa en la capacidad de las células para regenerar una planta idéntica a
la planta madre, en esta técnica se parte de pequefias porciones u 6rganos denominados
explantes, los cuales deben pasar por un proceso de desinfeccidn para prevenir contaminacion,
en este tipo de cultivo se trabaja en condiciones asépticas, en frascos con medio de cultivo,
suplementado con reguladores de crecimiento, bajo condiciones adecuadas y controladas
(Perea, 2009).

Los reguladores de crecimiento hormonales como las auxinas y citoquininas tienen gran
importancia en el cultivo in vitro, la concentracion de hormonas dependera siempre de la
especie o el tejido que se va a trabajar, generalmente las auxinas promueven la formacion de
raices y las citoquinas la induccién de brotes (Cob et al, 2016). Ademas la combinacién de
estas interviene en el desarrollo de callos y regeneracion de drganos (Martin, Chong, & Pérez,
2015).

El medio de cultivo es uno de los factores que intervienen en la morfogénesis de los tejidos
y el crecimiento, basicamente el medio de cultivo tiene un conjunto de componentes como
macronutrientes, micronutrientes, aminoacidos, azlcares y vitaminas, ademas de agentes
gelificantes; el tipo de medio de cultivo varia dependiendo del tipo de especie a trabajar
(Sharry, Adema & Abedini, 2015). Murashige y Skoog es uno de los medios de cultivo, mas
usados para la propagaciéon de tejidos in vitro, debido a que se trabaja con mudltiples
concentraciones, dependiendo de los requerimientos de la especie a propagar (Abdelnour &
Esacalant, 1994; Allende et al. 2013; Araya, Gomez, Hidalgo, & Valverde, 2000; Chen et al.
2020).

La luz es un factor que afecta al desarrollo vegetal, los factores como la calidad e intensidad
promueven respuestas fisiolégicas del cultivo, los distintos espectros de luz tienen diversos
efectos sobre los cultivos in vitro, asi la luz blanca interviene en el vigor de las plantas e
intensidad del color verde, mientras que la luz roja y azul intervienen en la formacion de raices
(Murillo et al, 2016).

Este trabajose plantea como objetivo principal la induccién hormonal (BAP-ANA) de brotes
en plantines in vitro de Phalaenopsis bajo dos espectros de luz y dos concentraciones de
Murashige Skoog.



1.1. ANTECEDENTES

Las orquideas se cultivan en China y Japén por mas de 25 siglos y desde entonces
diferentes culturas han adquirido gusto y apreciacidn por esta especie, estas se encuentran
distribuidas por todos los continentes en su mayoria en regiones tropicales (Sedano, Manzo,
Roldan, & Castellanos, 2015). En Ecuador se encuentran cerca de 4000 especies de la familia
Orchidaceae y el 40% son endémicas (Gonzéfez & Cueva, 2014).

El género Phalaenopsis se encuentra entre las orquideas mas comercializadas del mundo,
por longevidad y belleza de sus flores (Colombo, Favetta, & Tadeu, 2012; Salazar Mercado,
Amaya Nieto, & Barrientos Rey, 2013). Ecuador en el afio 2019 ingresé 1°939.403,57 ddlares
por concepto de exportacion de orquideas (OTCA, 2021).

Segun Griesbach (2002) en su estudio "Desarrollo de orquideas Phalaenopsis para el
mercado masivo" establecié que, originariamente los clones de Phalaenopsis eran enviados
desde Japén a Estados Unidos y de ahi se enviaban a China para su reproducciéon masiva in
vitro, después se enviaban las plantulas in vitro a los paises bajos para su produccion y las
plantas con flores se las enviaba nuevamente a Estados Unidos para la venta, actualmente la
tendencia de produccién sigue un patron de triangulacion similar.

El cultivo in vitro es una técnica de propagaciéon donde se toman pequefias partes de una
planta y se les da las condiciones necesarias para la regeneracién y formacion de un nuevo
individuo idéntico a la planta madre. La técnica tiene gran importancia gracias a su utilidad para
propagar y conservar especies que presentan problemas de reproduccién; en este sentido
algunos factores que debemos considerar son las fuentes de posibles puntos de crecimiento,
los constituyentes nutricionales organicos e inorganicos, ademas de la temperatura, luz y pH
(Abdelnour & Esacalant, 1994; Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

Las orquideas Phalaenopsis son monopodiales, esto hace que la reproducciéon masiva sea
limitada, esto ha generado que se investiguen nuevas técnicas de reproduccion, sin embargo,
varian de acuerdo con la variedad de Phalaenopsis (Zahara, Datta, Boonkorkaew, & Mishra,
2017).

Salazar, Amaya & Barrietos (2013) establecen en su estudio “Evaluacion de diferentes
medios de cultivo in vitro en el desarrollo de hibridos de Phalaenopsis (Orchidaceae)” que el
medio de cultivo més eficiente en el desarrollo de esta orquidea es Murashige y Skoog.

Otro factor de gran importancia en el cultivo in vitro es la luz, ya que interviene en el
desarrollo vegetal y promueve diferentes respuestas fisiolégicas. La calidad, intensidad y
duracion de la luz son factores que se deben tomar en cuenta dentro del cultivo in vitro (Murillo
al et, 2016).



1.2. PROBLEMA

Las orquideas son consideradas una de las familias mas grandes del reino vegetal y
calificadas como raras y de dificil reproduccién (Diaz, 2013). Debido a que las orquideas son
exdgamas y su propagacién da como resultado plantas heterocigotas, se buscan emplear
técnicas de reproduccion de partes vegetativas para producir plantas uniformes (Chugh, Guha
& Rao, 2009).

Segun Salgado & Pefiaranda (2019) muchas variedades de orquideas se encuentran en
peligro de extincién por la extraccion masiva debida a su interés ornamental y ademas por la
destruccion de su hébitat.

Las orquideas del género Phalaenopsis tienen resultados negativos con la reproduccion
sexual, ya que de esta manera no se obtienen plantulas uniformes y tardan muchos afios en
florecer, motivo por el cual se buscan alternativas a través de la propagacion de tejidos in vitro
(Salazar, Amaya, & Barrientos, 2013; Zahara et al, 2017).

1.3. JUSTIFICACION

Las orquideas del género Phalaenopsis tienen flores atractivas y una gran adaptabilidad a
diferentes condiciones ambientales, esto hace que tengan una gran importancia a nivel mundial
como flor de corte (Salazar, Amaya & Barrientos, 2013).

Las técnicas de cultivo in vitro han permitido conservar varias especies a partir de un
ejemplar, en el caso de la Phalaenopsis se buscan nuevas técnicas para conservar las
caracteristicas morfoldgicas deseadas y evitar la alta variabilidad genética por esta razén se
prueban nuevas técnicas como la induccién de brotes en plantines (Tirado, Naranjo, &
Atehortda, 2005).

La obtencién de plantulas de calidad en condiciones in vitro asegura la supervivencia ex
vitro bajo ciertas condiciones como el estado de crecimiento y nimero de brotes, ademas del
area foliar y sistema radicular (Lucia, Namur, Bollati, & Arce, 2010).

Diferentes estudios se han realizado en ramilletes florales, hojas, tallos y raices, teniendo
resultados positivos en la propagaciéon de Phalaenopsis, ademas las citoquinas y auxinas han
demostrado potenciar el desarrollo de brotes (Lucia, Namur, Bollati & Arce, 2010; Colombo,
Favetta & Tadeu, 2012; Frausto Jaime et al, 2019; Gil et al, 2019).

Fundamentado en lo anteriormente indicado se plantea la técnica de induccién de brotes en
plantines in vitro de Phalaenopsis interviniendo diferentes dosis de hormona, concentraciones
de Murashige y Skoog y espectros de luz.



1.4. OBJETIVOS
1.4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los factores que inducen la brotacién en plantines in vitro de Phalaenopsis.
1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

7

<+ Explorar las concentraciones de BAP y ANA que favorecen la induccién de brotes.

« Establecer el espectro de luz que genera un mayor desarrollo.

«» Evaluar soluciones de Murashige-Skoog (MS) en el crecimiento de plantines.

1.5. HIPOTESIS

Al menos una dosis de hormona, un espectro de luz y una concentracion de Murashige
Skoog fomentan el desarrollo de brotes en cultivo in vitro de Phalaenopsis.



CAPITULO Il MARCO TEORICO
2.1. FAMILIA ORCHIDACEAE

La familia Orchidaceae es un grupo morfolégico muy diverso y que debido a la extensa
gama de formas y colores de sus flores adquirié un gran valor comercial (Frausto et al, 2019).
Comprende entre 25,000 a 30,000 especies repartidas en el planeta, el cultivo de estas
depende de factores cdmo temperatura, sustrato, riego y fertilizacion (Diaz, 2013). El interés
por las orquideas también recae en un contexto medicinal, alimenticio, cosmético, ademas
socio cultural y religioso (Avila & Salgado, 2006).

La alta demanda comercial ha provocado el trafico ilegal de estas plantas, es decir son
extraidas de su habitat natural de manera no sustentable, llevando a algunas especies al borde
de la extincion (Avila & Salgado, 2006;Tejeda, Téllez, & Trejo, 2017); otro factor que amenaza a
las orquideas es la deforestacion a gran escala (Nauray, 2013).

Las orquideas botanicamente son angiospermas monocotiledoneas que se han
especializado para desarrollarse sobre diversos sustratos asi pueden ser epifitas, litofilas y
terrestres (Duarte, GOmez, & Monsalve, 2015). Presentan dos habitos de crecimiento de sus
tallos, sympodiales (formas de crecimiento laterales) o monopoidales (a partir de un solo
punto), y cuando estos exhiben engrosamiento se los conoce como psedobulbos, almacenando
agua y nutrientes (Ministerio de Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica, 2021)

Las semillas de orquideas son de tamafio muy reducido, estas son reconocidas como
semillas de polvo ya que un fruto puede contener hasta 2 millones, basicamente contienen el
embrion sin sustancias de reserva, siendo su germinacion exitosa en la naturaleza gracias a
una relacién simbiotica con hongos micorrizicos, en todo caso este proceso puede llegar a ser
muy demorado hasta conseguir individuos adultos y en bajo nimero; siendo una alternativa
para mejorar la eficiencia de este proceso la técnica de cultivo in vitro (McKendrick, 2000;
Nauray, 2013; Sedano, Manzo, Roldan, & Castellanos, 2015).

Estan distribuidas en distintas regiones del planeta en diversos habitats con mayor
representacion en los trépicos. Son plantas que han evolucionado en el contexto de sus flores
hasta incluso adquirir formas y aromas especiales para atraer a un polinizador especifico.
(Arditti, 1980; Diaz, 2013; Mufioz, 2014).

Alrededor del 70% de las especies de la familia Orchidaceae son epifitas, es decir cuentan
con raices carnosas y largas capaces de absorber agua y nutrientes del aire y troncos de
arboles sin ser plantas parasitas (Costa et al, 2017).

En el caso de América del Sur, Colombia y Ecuador comparten alrededor de 9000 especies
de orquideas, es decir tienen la riqgueza mas grande del mundo referente a esta familia, pero
alrededor de 3000 se encuentran en peligro de extincién debido a la deforestacion de los
bosques andinos (Téllez, Escobar, & Tejeda, 2017).

Ecuador es uno de los 17 paises con mayor diversidad en el mundo, debido a sus
caracteristicas climaticas y topograficas (Corral et al. 2017); de las 4032 especies de orquideas
descritas en territorio ecuatoriano la distribucion de especies endémicas es de 295 en la Costa,
1207 en la Sierra y 315 en la Amazonia (Endara, Williams, & Leén, 2009; Jiménez, 2014).



2.2. GENERO PHALAENOPSIS

El género Phalaenopsis conocido como orquidea Mariposa, es considerada importante para
los floricultores del mundo, por la forma de sus flores y fascinantes colores, ademas de su
tolerancia al estrés bidtico y abiético (Hong & Wen, 2007).

La Phalaenopsis es una orquidea epifita (Freuler, 2006), que tiene su origen en el sudeste
asiatico y tiene la particularidad de desarrollarse tanto en ambientes templados a grandes
altitudes como en climas céalidos a nivel del mar (Frausto et al, 2019); esto permite su amplia
distribucién geografica (Diaz, 2013).

Ademas, este género es reconocido por tener una gran demanda comercial, siendo muy
pocos los paises que en conjunto cubren la demanda global de este género de orquidea. Pues
deben contar con las condiciones de clima y recursos tecnolégicos para un cultivo in vitro, ya
que la propagacion natural de Phalaenopsis requiere mucho tiempo y no asegura las
caracteristicas de la especie (Frausto et al, 2019).

Este género de orquideas no tiene pseudobulbos, si raices carnosas y largas que surgen
sobre el tallo y bajo las hojas que se forman bajo el extremo apical, las cuales son gruesas y
cumplen con la funcién de realizar fotosintesis y de reserva, los tallos florales nacen de las
axilas de las hojas, en forma de racimos (Freuler, 2006; Colombo, Favetta, & Tadeu, 2012).
Diaz (2013) establece que las orquideas epifitas como Phalaenopsis no deben recibir luz solar
directamente en sus hojas, sin embargo, es un factor que influye en la produccion de nutrientes
y azUcares necesarios para la floracion.

La clasificacion taxonémica de Phalaenopsis se presenta en el cuadro 1:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Lilidae
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Epidendroideae
Tribu: Vandeae
Subtribu: Sarcanthinae
Alianza: Phalaenopsis
Género: Phalaenopsis

Cuadro 1: Clasificacién Taxonémica Fuente: Tirado, Naranjo, & Atehortta (2005).

2.3. GENERALIDADES DEL CULTIVO IN VITRO

El cultivo in vitro es un método usado en biotecnologia vegetal que permite la propagacion
de plantas, esta técnica se estd usando ampliamente en plantas ornamentales con gran interés
comercial, sobre todo las de dificil propagacién natural (Rojas, Garcia, & Alarcén, 2004). Una
de sus ramas se fundamenta en la clonacion con el fin de conseguir individuos idénticos a la
planta madre y obtener mayor nimero de plantas en espacios reducidos (Aguirre, Pierre, &
Leigue, 2016).



Se describe el cultivo in vitro como una técnica donde se reproducen plantas dentro de
frascos de vidrio o contenedores especiales, proporcionandoles un ambiente artificial adecuado
que influird en el desarrollo de los explantes. El cultivo in vitro comprende los pasos detallados
en la figura 1 (Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

PASQ 1: Preparacion de medio y
acondicionamiento de los explantos

|

PASO 2: Siembra y subcultivo

I

PASO 3: Incubacion in vitro

|

PASO 4: Aclimatacion

l

PASO 5: Invernaculo
L l

Figura 1: Esquema de los pasos del cultivo in vitro. Fuente: Sharry, Adema, & Abedin (2015).

El cultivo de tejidos permite altas tasas de multiplicacién en ambientes asépticos y obtencion
de plantas libres de patdgenos, este tipo de cultivo permite trabajar en espacios reducidos con
disminucién en costos de la mano de obra (Gonzalez, 2013), y es una herramienta usada para
recuperar especies 0 genotipos en peligro de extincion y que tengan alta demanda comercial
(Tirado, Naranjo, & Atehortta, 2005).

Los explantes son pequefias porciones de la planta sean hojas, tallos, varas florales o
raices, los cuales pueden originar una planta genéticamente igual a la madre, estas pueden ser
cultivadas en medios soélidos o liquidos bajo ciertos requerimientos nutricionales y hormonales
(Perea, 2009). Estos pueden tener organismos contaminadores en su superficie e interior, en la
superficie se puede eliminar por desinfeccion, sin embargo los agentes contaminadores
interiores son dificles de eliminar, en este caso se pueden utlizar fungistaticos o
bacteriostaticos en el medio de cultivo para obtener tejidos libres de contaminaciéon (Roca &
Mroginski, 1991;Azofeifa, 2009).

Los medios de cultivo pueden ser liquidos o sdlidos estan conformados por macro y
micronutrientes, vitaminas, aminoacidos, azlcares, reguladores de crecimiento y gelificantes,
estos contribuyen de manera fundamental al desarrollo de los explantes (Aguirre, Pierre, &
Leigue, 2016).



2.4. CULTIVO IN VITRO DE ORQUIDEAS

Se han reproducido distintos tipos de orquideas a través de la técnica de cultivo in vitro
(Flores, Robledo, & Jimarez, 2017). La calidad de los explantes dependeran de las plantas
donadoras, y que redundara en el desarrollo del cultivo in vitro (Frausto et al, 2019).

La reproduccién natural del género Phalaenopsis es complicada y se necesita mucho
tiempo, por esta razon la reproduccion in vitro es una de las mejores alternativas para obtener
un mayor nimero de ejemplares (Salazar, Amaya, & Barrientos, 2013).

La aplicacién de cultivo in vitro permite la propagacién masiva de orquideas en un ambiente
aséptico, libre de bacterias y hongos, también la obtencion de plantas libres de virus (Pedraza,
2017).

En el cultivo in vitro se trata de reproducir o controlar las condiciones del ambiente como la
temperatura, luz y pH, es decir se trata de controlar el ambiente fisico y quimico en el que se
situara el explante (Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

Una de las principales razones para la reproduccién in vitro de orquideas es la obtencién de
clones soméaticos con caracteristicas uniformes, esta técnica permite disminuir el tiempo de
regeneracion e incrementar poblaciones para el comercio o restauracion ambiental (Frausto
Jaime et al, 2019)

Zahara et al., (2017) en el estudio “Los efectos de diferentes medios, concentraciones de
sacarosa y aditivos naturales en el crecimiento de plantulas de Phalaenopsis Hybrid 'Pink' “ en
el cual utilizaron dos medios (Murashige y Skoog [MS] y Vacin y Went [VW]) suplementados
con 0, 10, 20, 30 y 40 g L-1 de sacarosa al 0, 10 y 20 % (v/v) agua de coco (CW) o jugo de
zanahoria (CJ) como aditivos naturales, obtuvieron como resultado que la combinacién de
sacarosa (20 g L-1) y CJ (10 %) suplementando a medios MS o VW puede usarse para el
crecimiento de plantulas de esta especie.

Salgado & Pefiaranda (2019) en su trabajo de “Modificaciones en medios de cultivo
aplicadas en conservacién y produccion in vitro de orquideas” que se enfoco en el desarrollo de
un medio versatil con Murashige y Skoog, vitaminas Morel, agua de coco y carbdn, con el fin de
inducir callo, proliferacién de estructuras tipo protocormos, desarrollo y mantenimiento de
plantulas; los resultados muestran que las modificaciones realizadas de Murashige y Skoog
(MS), permiten disminuir en 10% los costos.

Frausto et al. (2019) en su publicaciéon “Induccién de brotes a partir de varas florales de la
orquidea Phalaenopsis spp. (Blume) in vitro” evalué concentraciones de sales minerales entre
ellas MS al 100% y al 50%, también utilizaron reguladores de crecimiento como BAP 20.2 uMy
ANA 5.37 uM, donde el mejor resultado fue la combinacién de BAP y ANA para la
induccidn de brotes, y MS al 50% se presenta como una opcién viable para las yemas
florales.

Mohammadi et al. (2021) declara en “Induccidn de poliploidia in vivo de Phalaenopsis
amabilis en un sistema de biorreactor de burbujas usando colchicina” que al reproducir in vitro
ejemplares de Phalaenopsis utilizando como medio Murashige y Skoog con 0,20 mg L * de
IBA, acompafiado de 2,00 mg L * de kinetina y 1,00 g L * de carbdn activado, durante un
periodo de cinco meses y posterior su adaptacion al medio, con resultados alentadores.

Las técnicas de cultivo in vitro contribuyen a la conservacién de recursos genéticos en
orquideas, el desarrollo de protocolos de propagacidn vegetativa es valioso para programas de
mejoramiento genético, estas técnicas facilitan ejecucion de estudios moleculares y genéticos
con el fin de conocer factores que afectan al desarrollo de esas especies en su hébitat natural
(Pedraza, 2017).

Son ventajas del cultivo in vitro la obtencién masiva de plantas a bajos costos y tiempos
reducidos, ahorro de espacio, mayor manejo de sanidad del cultivo, facilidad de transportar,
obtener varios clones a partir de un solo individuo y la conservacién de germoplasma (Aguirre,
Pierre, & Leigue, 2016). Diversos estudios determinan la viabilidad del método de induccion de



brotes en Phalaenopsis, lo que se ha practicado en diversas especies de orquideas (Abdelnour
& Esacalant, 1994; Frausto et al, 2019; Chen et al, 2020)

2.5. PROBLEMAS EN EL CULTIVO IN VITRO
2.5.1. CONTAMINACION

Diferentes microorganismos son responsables de la contaminacién, cualquier organismo
introducido en el medio de cultivo es un contaminante, la principal fuente de contaminacién son
los microorganismos presentes en el interior o exterior de los explantes, ademas de las malas
practicas en el laboratorio (Sharry, Adema, & Abedini, 2015). Un factor adicional que tomar en
cuenta dentro del cultivo in vitro es la edad fisiolégica del ejemplar a reproducir, esto nos
ayudara a tener menos indice de contaminacién y mayor control del cultivo (INIVIT, 2018).

Este problema limita el cultivo in vitro, pues los agentes patégenos aprovechan las
oportunidades para invadir y competir, la contaminacion se debe a la inadecuada desinfeccion
de explantes, precaria manipulacién del material vegetal, fallo en la esterilizacion de los medios
de cultivo, deficiente asepsia de los instrumentos, averia o fallo de la caAmara de flujo laminar y
escasa esterilizacion de los ambientes en los que se va a trabajar (Aguirre, Pierre, & Leigue,
2016).

Es importante evitar la contaminacion por microorganismos debido a que destruyen el
explante, compitiendo con él, afectando su desarrollo y supervivencia (Sanchez & Salaverria,
2004). Se denomina vitro-patdgenos a los contaminantes que aparecen en condiciones de in
vitro, estos causan muerte del tejido y alteran el pH y compiten por los nutrientes, estos
modifican al medio de cultivo (Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

Los géneros de hongos como Fusarium spp y Penicillium spp estan dentro del grupo de
patégenos que ocasionan problemas en el cultivo in vitro, ya que se hospedan en semillas y
partes vegetativas de las plantas (Alburqueque & Gusqui, 2018). Asi, Fusarium con cerca de 50
especies identificadas (Duarte et al, 2014), se encuentra infectando el interior de raiz, tallo y
hojas (Reyes, Alejo, Ruiz, & Tun, 2012), en tanto que Penicillium es un hongo filamentoso
oportunista que ingresa por las heridas de la planta, causando pudriciones (Allende et al, 2013).

2.5.2. FENOLIZACION (OXIDACION)

La oxidacién se identifica por un oscurecimiento del tejido vegetal que avanza al medio de
cultivo, genera dafio e inhibicién del crecimiento, en situaciones graves necrosis y muerte del
tejido (Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

Diversos factores pueden desencadenar la fenolizacién u oxidacion como la intensidad de
luz, patdgenos, lesiones causadas en la desinfeccion, el volumen y calidad del contenedor, los
componentes del medio de cultivo, metales pesados, entre otros (Azofeifa, 2009).

Tirado, Naranjo, & Atehortla (2005) establecen que la fenolizacién en el cultivo in vitro de
Phalaenopsis es un problema comun, debido a la liberacién de compuestos fendlicos por los
tejidos y la consecuente oxidacion del medio de cultivo, como recomendacion se deben
cambiar los medios después de un tiempo.

Se pueden utilizar diferentes métodos para evitar la oxidacién entre ellos usar explantes
juveniles o con crecimiento activo, disminuir la intensidad de luz, disminuir la temperatura del
cultivo, utilizar medio liquido, agregar antioxidantes, disminuir el pH, agregar carbén activo,
disminuir el tiempo de esterilizacion del explante o también utilizar otro agente desinfectante,
incrementar sales de calcio y reducir niveles de nitratos (Sanchez & Salaverria, 2004; Sharry,
Adema, & Abedini, 2015).

El uso del carbén activado en el medio de cultivo es una de las alternativas comunes para
contrarrestar la oxidaciéon o fenolizacion, este es un compuesto absorbente que remueve
compuestos fendlicos, sustancias toxicas del medio de cultivo que se liberan en la



esterilizacion, las cuales causan dafio al explante, ademas remueve sustancias liberadas por el
mismo explante (Azofeifa, 2009).

Otras sustancias antioxidantes (acido ascorbico, L-cisteina) son utilizadas en cultivos con
alto contenido de polifenoles, ya que estos producen oscurecimiento y eventualmente la muerte
de los explantes, también se pueden utilizar antioxidantes durante la preparacion del explante,
otra alternativa seria incubar los cultivos en oscuridad o con bajas intensidades de luz (Roca &
Mroginski, 1991; Hernandez & Gonzales, 2010).

2.5.3. VITRIFICACION

Es una reaccion en la cual la planta adquiere una apariencia de vidrio, es decir los brotes
toman aspecto vitreo y transparente, ademas presentan desérdenes fisiolégicos, anatémicos y
morfolégicos, este fendmeno se produce por la humedad relativa, potencial del agua que afecta
la fotosintesis y la transpiracion, una solucién para combatirla es realizar un subcultivo de
material sano (Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

En si la vitrificacion es un conjunto de caracteristicas fisicas que presentan las hojas, tallos y
raices, 6rganos que se pueden mostrar cristalinos, acuosos, himedos y traslicidos. En las
hojas alteran la realizacion de la fotosintesis e intercambio gaseoso. Estos problemas estan
directamente ligados a factores nutricionales y dosis elevadas de reguladores de crecimiento
(Allende et al, 2013).

Los tejidos vegetales tiernos tienden a ser mas susceptibles a la vitrificacién, siendo los
factores asociados méas probables, niveles elevados de citoquininas, deficiente intercambio
gaseoso, baja irradiancia luminica, temperaturas altas, baja concentracion de agar y sacarosa
(Tirado, Naranjo, & Atehortta, 2005).

2.6. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo son parte fundamental en investigaciones en campos como la
microbiologia, medicina, agricultura, alimentaciéon e industrias farmacéuticas (Burguet &
Castillo, 2013). En el contexto del cultivo in vitro de tejidos vegetales estan disefiados con el fin
de replicar el sustrato adecuado para el desarrollo de distintas especies, las concentraciones
de nutrientes y requerimientos dependeran de la variedad u organismo que se estudie (Gémez
& Batista, 2006). Una conveniente composicion del medio de cultivo garantizara nutrientes al
tejido vegetal (Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

El medio de cultivo esta integrado por un conjunto de nutrientes y otros compuestos para el
desarrollo de diferentes organismos, este rige el crecimiento y morfogénesis de tejidos,
ademas, debe aportar a las células vegetales nutrientes similares a los del suelo, y debe estar
compuesto de macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, aminoacidos, azUcares Yy
gelificantes (Perea, 2009).

Los macronutrientes son elementos que intervienen en el crecimiento de tejidos vegetales y
contribuyen al equilibrio i6nico de las plantas estos elementos son: nitrégeno (N), foésforo (P),
potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S), la concentracion Optima de estos
nutrientes se rige a la especie en la que se va a trabajar (Aguirre, Pierre, & Leigue, 2016).

La incorporacion de micronutrientes en bajas concentraciones como hierro (Fe), manganeso
(Mn), zinc (Zn), cobre (Cu), boro (B) y molibdeno (Mo), son importantes para el desarrollo el
cultivo vegetal (Perea, 2009).

Carbohidratos, son azucares usados como fuente de carbono y energia (Sharry, Adema, &
Abedini, 2015). Estos son productos de la fotosintesis y como las plantas que estan en cultivo
in vitro debido a la baja intensidad de luz no pueden fabricar el azicar que necesitan, se
adiciona al medio cultivo (Abdelnour & Esacalant, 1994; Alvarado, Cruz, Portal, Acosta, & Leiva,
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2004). La sacarosa actia como acelerador del crecimiento heterotréfico, puede ser utilizada en
un rango de concentraciones (2 % al 12%) dependiendo de la especie (Alvarado et al. 2004)

Las vitaminas estimulan el crecimiento de los tejidos especificos, son utilizadas como
catalizadoras en procesos metabdlicos, por esta razéon se afiaden a los medios de cultivo,
ademas la ausencia de estas puede inhibir la organogénesis (Aguirre, Pierre, & Leigue, 2016).

Las plantas son autétrofas, es decir elaboran su propio alimento y vitaminas, sin embargo,
es necesario afiadir vitaminas al medio de cultivo hasta que los explantes crezcan y se vuelvan
verdes, el acido ascérbico entre 10 a 100 miligramos por litro, es considerado beneficioso
debido a su capacidad como agente reductor y para retrasar la formacion de sustancias
similares de la melanina (Roca & Mroginski, 1991; Perea, 2009).

El uso de agentes gelificantes en los medios de cultivo dependera de los requerimientos de
la planta, la principal funcidon de estos agentes es agregar un soporte a la plantula. Entre los
mas reconocidos se encuentran agar agar, phytagel y gelrite (Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

Las concentraciones de agentes gelificantes pueden afectar la efectividad de varios cultivos
de tejidos y sistemas de cultivos como la micropropagacion, la induccion de raices y el cultivo
de protoplastos, por el nivel de dureza del soporte (Roca & Mroginski, 1991; Flores, Robledo, &
Jimarez, 2017).

Entre los medios méas reconocidos y usados se encuentra Murashige y Skoog (MS), este
medio es utilizado ampliamente para los tejidos vegetales, por tener una mayor adaptabilidad a
gran namero de especies (Avila & Salgado, 2006; Kumar, y otros, 2015). Es un medio con alta
concentracién de sales minerales, que es posible utilizarlo es distintas concentraciones con el
fin de determinar, la concentracién éptima de acuerdo con la variedad de planta y tipo de
explante (Alvarado et al, 2004; Burguet & Castillo, 2013; Chugh, Guha, & Rao, 2009; Gutierrez
& Gonzales, 2019; Pedroza & Caballero, 2009).

Frausto et al. (2019) establece que el medio MS al 100% es un medio completo y de alta
calidad de sales y es sustentable en el crecimiento de ciertos cultivos que requieran altas
concentraciones de iones, sin embargo, las orquideas tienen un requerimiento mineral bajo, por
lo que una concentracion de MS al 50% muestra mejores resultados y mantiene la viabilidad de
los explantes en el caso de Phalaenopsis.

Flores, Robledo, & Jimarez (2017) establecen que la utilizacion de sales minerales de
Murashige y Skoog en concentraciones del 50% y 100% contribuyen a la formacion de brotes,
hojas y ndmero de raices.

La composicion del medio Murashige y Skoog (1962) se detalla en el cuadro 2.

Formulacién de sales de Murashige y Skoog

Macroelementos

Compuestos mag/l
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl2.2H20 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170

Microelementos

H3BO3 6.2
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MnS04.H20 22.3

ZnS04.7H20 8.6
Kl 0.83
Na2Mo0O4.2H20 0.25
CuS04.7H20 0.025
CoClI2.6H20 0.025

Cuadro 2: Componentes Minerales del Murashige y Skoog (1962) Fuente: Cseke al et., 2003; Pedroza & Caballero,
2009.

2.7. REGULADORES DE CRECIMIENTO

Los reguladores de crecimiento desempefian un papel esencial en el desarrollo de las
células vegetales durante el cultivo in vitro, la concentracion y el tipo de reguladores siempre
dependera de la especie en la que se va a investigar su accion (Rivas, Oranday, & Verde,
2016). Podemos definir a los reguladores del crecimiento como sustancias de origen natural y
sintético que estimulan el crecimiento, desarrollo y metabolismo de la planta (Perea, 2009).

Si bien el uso de estas fitohormonas puede estimular el crecimiento de érganos, también
podrian inhibir el desarrollo de estos, por esta razén es importante estudiar la combinacion de
estos en distintas concentraciones (Rojas, Garcia, & Alarcon, 2004). Aguirre, Pierre, & Leigue,
(2016) consideran que los reguladores de crecimiento deben ser usados en bajas
concentraciones, ya que asi intervienen positivamente en el desarrollo y metabolismo del
vegetal, y en su desarrollo celular.

Los reguladores como las auxinas y citoquininas son importantes para el crecimiento y
morfogénesis en el cultivo de érganos y tejidos de las plantas, gracias a estos es posible inducir
respuestas morfo-fisiolégicas de interés durante un cultivo in vitro, la combinacién de estos
reguladores de crecimiento permite el desarrollo de callos, suspensiones celulares y 6rganos
(Martin, Chong, & Pérez, 2015). Ademas, la combinacion de auxinas y citoquinas estimula la
proliferacion de células meristematicas (Aguirre, Pierre, & Leigue, 2016).

2.7.1. AUXINAS

Las auxinas son acidos que pueden ser naturales o sintéticos, su estructura deriva del fenol
o el indol, las auxinas naturales son el acido indolacético (AlA) y las sintéticas son el acido indol
butirico (IBA), &cido naftalenacético (ANA) y los derivados del fenoxiacético; estas hormonas
activan la elongacion de tallos, incrementan la pared celular y estimulan el flujo direccional del
floema y xilema (Aguirre, Pierre, & Leigue, 2016).

Estas tienen la capacidad de producir agrandamiento, alargamiento celular y promueven la
division de estas, las mas utilizadas son: acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D), acido a-
naftalenacético (ANA), acido indol-3-acético (AIA) y acido indol butirico (AIB) (Roca &
Mroginski, 1991; Avila & Salgado, 2006; Menezes, et al. 2016).

Rivas, Oraday, & Verde (2016) exponen que altas concentraciones de auxinas generalmente
favorecen la formacién de raices; sin embargo, otros autores difieren con esta teoria pues
especifican que altas concentraciones de auxinas pueden llegar a inhibir el desarrollo del
cultivo, ya que estimula la formacion de etileno (Uribe et al, 2012; Menezes et al, 2016)

Segun Roca & Mroginski (1991) el &cido naftalacético (ANA) es usado en un rango de
concentraciones de 1 a 10 mg/l. Sin embargo, en zarzamora Rubus sp. se demuestra que la
utilizacién de ANA entre 0,5 a 1 g por litro en combinacién con otra auxina o citoquinina es
favorable para obtener raices (Millones & Vasquez, 2020).
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Uribe et al. (2012) en su estudio sobre enraizamiento in vitro de micro tallos de Nothofagus
glauca (Phil.) Krasser establece que las auxinas son indispensables para la formacion de raices
in vitro, en el que se obtuvo 87,5% de enraizamiento con la utilizacién de 1mg/l IBAy un 75%
con 3 mg/l de ANA, pero establecen que la combinacién de ANA en concentraciones mayores 0
iguales que IBA puede ocasionar inhibicién del crecimiento de raices.

2.7.2. CITOQUININAS

Las citoquinas son sustancias que estimulan la divisién celular, y formacion de 6rganos,
desarrollo de yemas laterales, las mas utilizadas son: kinetina (KIN) y bencilaminopurina (BAP)
(Roca & Mroginski, 1991; Perea, 2009) Altas concentraciones de citocininas promueven la
generacion de brotes (Rivas, Oranday, & Verde, 2016).

Este grupo reducido de hormonas se divide en naturales y sintéticas, dentro de las naturales
encontramos la zeatina N6, el Thidiazuron (TDZ) y el CPPU N-(2-cloro-4-piridil)-N-fenil urea, las
citoquininas sintéticas comprenden la quinetina (KIN), N6 Benzylaminopurina (BAP),
N6benciladenina (BA), N6 dimetil alil aminopurina (2ip) (Aguirre, Pierre, & Leigue, 2016).

Bencilaminopurina (BAP) es un compuesto muy activo, el cual, acelera el crecimiento,
estimula la formacién de mdltiples brotes a partir de una yema axilar o apical, promueve la
absorcion de nutrientes como aminoacidos (Roca & Mroginski, 1991; Perea, 2009). En tanto
Gutierrez & Gonzales (2019) determinan que el uso de concentraciones elevadas de BAP
producen brotes deformes y pequefios e hiperhidratados Vitis vinifera L. recomendando bajas
concentraciones.

Garcia et al. (2009) exponen que las concentraciones de 3 y 6 miligramos por litro de BAP
muestran mayor namero de brotes en la multiplicacion in vitro de Bambusa vulgaris var.
vulgaris Schrad. ex Wendl, ademas, destaca que el BAP juega un papel fundamental en la
proliferacion de plantas en la multiplicacion in vitro.

Cob et al. (2016) establecen que las concentraciones altas de citoquininas inducen la
formacién de érganos y orientan puntos de crecimiento, sin embargo, podria causar
alteraciones en la longitud de brotes, recomienda el uso de BAP entre los 0,5 mg/l a 3mg/l en
produccién de Quillaja saponaria.

El uso de bajas concentraciones de citoquininas generalmente estimula la produccion de
tejidos, mientras que concentraciones elevadas la neoformacion de yemas sobre callos,
ademas las citoquininas pueden estimular la simplificacién del ARN y proteinas, incrementando
la produccién de enzimas estructurales necesarias para la mitosis (Chamorro et al., 2007).

2.8. ORGANOGENESIS DIRECTA

La organogénesis esta relacionada a la ruta de la morfogénesis que el explante sigue para
convertirse en plantula y una de esas rutas es la organogénesis directa la cual consiste en la
regeneracion de érganos en un explante de manera directa, donde se pueden obtener brotes,
raices o flores (Rojas, Garcia, & Alarcén, 2004).

Es un método de regeneracién que se da a través de un explante en cultivo in vitro, esta
regeneracion de érganos no se realiza a partir del callo, sino se forman directamente desde el
explante, con la utilizacién de reguladores de crecimiento como auxinas y citoquininas, ademas
del medio de cultivo adecuado, bajo condiciones apropiadas (Martin, Chong, & Pérez, 2015).

Se pueden tomar distintas partes de las plantas para obtener explantes como apices, hojas
0 segmentos de estas, porciones de tallo y meristemas (Perea, 2009). En el caso del género
Phalaenopsis se han probado explantes de hojas, yemas y flores para regeneraciéon por
organogénesis directa en las cuales han estimulado la induccién y formacién de brotes (Frausto
et al, 2019).
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Gil et al, (2019) establecen que la mejor forma de multiplicacion de orquideas es la
organogénesis directa, bajo condiciones adecuadas de medio de cultivo y reguladores de
crecimiento como auxinas y citoquininas.

2.9. ESPECTROS DE LUZ

Las plantas dependen de diversos factores uno de los mas importantes es la luz, ya que es
una fuente de energia para la fotosintesis, ademas la luz controla el sistema de regulacion
endogena (genética, enzimatica, trofica, hormonal, etc.) (Golovatskaya & Karnachunk, 2015).
Parametros de la luz, como intensidad, calidad y duracién intervienen directamente en el
desarrollo vegetal (Murillo et al, 2016).

La utilizacién de camaras luminicas proporciona mayor eficiencia en el proceso fotosintético,
ya que la luz activa genes que inducen la acetilacion, también la luz actda sobre los explantes
favoreciendo un color verde intenso e interviene en su crecimiento, cumple un proceso en el
cual la luz a través de fitocromos activa zonas infrarrojas que actlan con mecanismos
endogenos, provocando en el explante cambios morfoldgicos, bioquimicos y fisiolégicos
(Garcia et al, 2007).

La luz es captada por las células y tejidos vegetales de esta manera aumenta la capacidad
de absorcion en las plantas (Golovatskaya & Karnachunk, 2015); también hay que considerar
que la luz artificial y natural cuentan con distintas caracteristicas respecto a la calidad del
espectro luminoso (Pérez et al, 2012).

La intervencién de distintos tipos de espectros de luz determinard el desarrollo del cultivo in
vitro (Garcia et al, 2007); el uso de estos influye favorablemente en los cultivos, pero también
dependera del color del espectro que se utilice pues de acuerdo con este causaran distintos
efectos en los explantes, por ejemplo, la luz azul estimula un mayor nimero de brotes, mientras
gue la luz blanca presenta baja contaminacion (Stefanel et al, 2020; Pérez et al,2012).

Los espectros de luz roja y azul son importantes para el crecimiento de la planta, los
fitocromos tienen picos sensibles en la regién roja 600 (nm) e infrarroja 730 (nm) esto genera
expansion de hojas, elongacién del tallo e induce la floracién (Paniagua et al, 2015).

Las condiciones de luz son particularmente importantes para el desarrollo del explante
(Rodriguez et al, 2011); la reaccién a la luz dependera de la especie y el efecto que se busca,
se considera que la luz roja es que puede incrementar el peso fresco y seco de la raiz de las
plantulas, y la luz azul aumenta el peso fresco y seco de brotes (Pedraza, 2017).
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CAPITULO Ill METODOLOGIA
3.1. UBICACION Y AREA DE ESTUDIO

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Principios Activos y Seguridad Alimentaria
del Centro de Investigacion, Innovacion y Transferencia de Tecnologia (CIITT) de la
Universidad Catdlica de Cuenca, ubicado en la via a Bibin y calle 25 de marzo, en el cantén
Cuenca, provincia del Azuay.
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Figura 2: Ubicacién del CIITT de la Universidad Catélica de Cuenca.

3.2. ESQUEMA DEL ESTUDIO

Un esquema de las actividades realizadas en la investigacion se detalla en la figura 3.

Obtencién de plantines

|
~

Preparacion de medios
de cultivo

|
\/

Esterilizacién de medios
e instrumentos

\/

Siembra de plantines en
los frascos con medio
de cultivo

|
~—_

Incubacién — Registro
de Datos

~————

Andlisis de resultados.

Figura 3: Esquema del estudio realizado.
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3.3. MATERIAL
3.3.1. MATERIALES Y EQUIPOS

Se detallan en el cuadro 3 materiales, equipos, insumos y reactivos

investigacion.

utilizados en la

Actividad

Materiales

Insumos

Reactivos

Equipos

Papel de etiqueta
Marcadores

Vaso precipitacion

Agua destilada

Murashige y Skoog

Céamara de Flujo
Laminar

_ estéril (MS) Bala_n;:’:l de
L, . Pipetas precisién
Preparacion del medio lcohol al 709
de cultivo . Alcohol al 70% BAP .
Agitadores Microondas
Acido Clorhidrico 0,5 ANA
Frascos de vidrio N Autoclave
Papel aluminio Estufa
Rotuladores
Cajas petri.
Frascos de vidrio
Pinzas con medio
rili . )
esterilizado Cémara de Flujo
Mechero Laminar
Siembra de plantines Agua estéril tipo 11
Fo6sforos Estufa
Alcohol al 70%
Hoja de bisturi
Alcohol al 90%
Mangos de bisturi
Agua estéril tipo Il
- 0
Desinfeccion de Frascos estériles Alcohol al 70% Camara de fljo
Tween 20

Plantines

laminar

Pinzas Alcohol al 90%
Cloro comercial
Pinzas
Esterilizacion de Frascos de Vidrio . Estufa
i Agua tipo Il
materiales
Autoclave
Bolsas de
esterilizacion
Céamara de
incubacién

Condiciones de luz

Estructura metdlica

Alambre

Tijeras

Lamparas luz
blanca.

Lamparas luz
roja-azul

Cuadro 3: Materiales, equipos, insumos y reactivos usados en la investigacion. Fuente: Propia.
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3.3.2. MATERIAL VEGETAL

Se trabajaron con plantines de Phalaenopsis provenientes de frascos comunitarios de la
misma edad y similares caracteristicas. Estos plantines se obtuvieron de la empresa Orquideas
GENEC.

3.4. METODOLOGIA
3.4.1. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental para la evaluacion de nimero de brotes consisti6 en un esquema
factorial de 2 x 2 x 3 (2 concentraciones de medio de cultivo, 2 espectros de luz y 3
concentraciones de hormonas, cuadro 4) completamente al azar.

Se utilizaron 3 plantines en frascos individuales por tratamiento y cuatro repeticiones, dando
como resultado 12 tratamientos (cuadro 5) y 144 individuos bajo experimentacién.

La variable analizada en el estudio fue el nUmero de brotes por tratamiento, se registraron
datos cada 8 dias durante un periodo de 2 meses, los mismos que fueron analizados
estadisticamente mediante un analisis de varianza y establecimiento de rangos de confianza
mediante la prueba de Tukey al 0.05%.

Medios y Soluciones Concentraciones y medidas
MS 50%
Factor 1 Murashige y Skoog
MS 100%

H1: BAP 0 +ANAO
Factor 2 Hormonas H2: BAP 3 mg/l + ANA 0,5 mg/l.

H3: BAP 6 mg/l + ANA 0,5 mg/I

Luz blanca
Factor 3 Espectros de luz
Luz roja-azul

Cuadro 4: Factores en estudio para la induccion de brotes. Fuente: Propia.

Estos medios fueron dosificados a razén de 10 ml por frasco (dimension 10x5 cm), dando
un total de 144 frascos los cuales fueron estabilizados y posteriormente se procedié a la
siembra de un plantin de Phalaenopsis por frasco, siendo incubados bajo 2 espectros de luz:
luz blanca y luz roja-azul.

Tratamiento Descripcion
T1 MS 100% + H1 + Luz Roja-Azul
T2 MS 100% + H1 + Luz Blanca
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T3 MS 100% + H2 + Luz Roja-Azul

T4 MS 100% + H2 + Luz Blanca
T5 MS 100% + H3 + Luz Roja-Azul
T6 MS 100% + H3 + Luz Blanca
T7 MS 50% + H1 + Luz Roja-Azul
T8 MS 50% + H1+ Luz Blanca
T9 MS 50% + H2 + Luz Roja-Azul
T10 MS 50% + H2 + Luz Blanca
Tl MS 50% + H3 + Luz Roja-Azul
T12 MS 50% + H3 + Luz Blanca

Cuadro 5: Descripcién de tratamientos. Fuente: Propia

3.4.1. PREPARACION DE HORMONAS

Determinada la cantidad de hormonas a usarse (cuadro 4), fueron disueltas con la adicién

de gotas de acido clorhidrico al 0,5 N ajustando posteriormente el pH a 5,6 con hidréxido de
sodio 0.5 N.

3.4.2. PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo utilizado fue Murashige y Skoog (1962) ya que es altamente compatible
con diversas especies (Avila & Salgado, 2006). Los medios se prepararon con los elementos
descritos en el cuadro 6.

Descripcion Concentracion Cantidad
Murashige y Skoog (MS) 50% 2,2 mgl/l
Murashige y Skoog (MS) 100% 4,4 mgl/l

Agar — Agar 20 g/l

Agua Tipo Il 1000ml

Sacarosa 8 g/l

Cuadro 6: Elementos del medio de cultivo. Fuente: Propia
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3.4.4. ESPECTROS DE LUZ

Uno de los factores que determina el desarrollo en los organismos autétrofos es la luz, de
ahi la importancia de controlar este factor en cultivos in vitro, ya que promueve el aumento de
sustancias que ayudan al crecimiento (Araya, GOmez, Hidalgo, & Valverde, 2000). La calidad
de luz puede cambiar la morfogénesis de las plantas, mediante una serie de procesos guiados
por receptores, éstos absorben la luz de la regién roja y azul del espectro e incrementan la
calidad de las plantas sometidas a cultivo in vitro (Tavares, y otros, 2009)

Se trabaj6 con dos camaras de incubacion, una con luz blanca y otra con luz roja — azul, ver
figura 4.

Figura 4: Camaras de incubacion, (a) camara con espectro de luz blanca y (b) camara con espectro de luz roja-azul.

La calidad de luz puede cambiar la morfogénesis de las plantas, mediante una serie de
procesos guiados por receptores, éstos absorben la luz de la region roja y azul del espectro e
incrementan la calidad de las plantas micropropacion (Tavares, y otros, 2009)
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO IN VITRO

Durante el establecimiento del cultivo se realiz6 una inspeccion a los 7 dias después de la
siembra, los cuales presentaron contaminacion (Figura 5).

Figura 5: Frascos Contaminados.

Por lo regular se pretende que, al trabajar con plantines, que ya estaban en un proceso de
cultivo in vitro, se descartaria un proceso de desinfeccion, sin embargo, los tratamientos
tuvieron alto indice de contaminacion por lo que se recurrid a la desinfeccion del material
vegetal.

Aguirre, Pierre, & Leigue (2016) dice que los contaminantes mas comunes en cultivo in vitro
son hongos, bacterias y levaduras, ademas que los signos de contaminacion aparecen
después de que las plantas sean sub cultivadas.

Garcia, Mesa, & Ocampo (2015) describe un protocolo de desinfeccion del material vegetal
bajo la utilizacion de una gota de Tween 80 por cada 100 ml de agua destilada por 10 minutos y
luego hacer lavados con agua destilada estéril. En diferentes estudios sobre protocolos de
desinfeccién establecen la importancia del hipoclorito de sodio en la desinfeccién de explantes
en rangos 1,5 % al 3% (Borges, Estrada, Pérez, & Meneses, 2009; Campos, Arteaga, &
Campos, 2020).

Sanchez & Salaverria (2004) probaron tres tipos de concentraciones de cloro comercial (10,
20y 30%) en desinfeccion de explantes de fresa cv. Fresno, donde la concentracion de 20% de
cloro con distintas mediadas de tiempo (10, 20 y 30 minutos) tuvo menor contaminacion y
sobrevivieron mayor namero de explantes.

Por lo tanto, los plantines de Phalaenopsis pasaron por un protocolo de desinfeccion, el cual
consistio en lavarlos con agua tipo Il retirando las partes afectadas. Luego fueron llevados a la
camara de flujo laminar donde los plantines se colocaron en frascos estériles los cuales se
afiadieron 100 ml de una mezcla previamente preparada con cloro al 20% + 4 gotas de tween
20 en 1 litro de agua tipo I, los cuales se estuvieron agitando constantemente por 8 minutos,
posteriormente se realizaron 3 enjuagues con agua tipo Il estéril, luego los plantines fueron
colocados en etanol al 70% por 30 segundos y nuevamente pasaron por 3 enjuagues con agua
tipo Il estéril y finalmente fueron colocados en frascos estériles para su siembra en nuevos
medios de cultivo.

Luego de la desinfeccion por contaminacion inicial los tratamientos nuevamente presentaron
contaminacion, se puedo establecer que los hogos contaminadores, fueron Fusarium vy
Penicillium (figura 6), los cuales se cree que pudieron haberse introducido con el plantin,
durante la manipulacion en el laboratorio o por bacterias endofitas. Estos patdgenos pueden
influir en el desarrollo del cultivo y competir por los nutrientes, sin embargo, son contaminantes
gue afectan frecuentemente al cultivo de tejidos (Pérez et al, 2016).
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Figura 6: Contaminacién en el cultivo por patégenos (a) Penicillium y (b) Fusarium.

Avila et al. (2013) establecen que en las orquideas epifitas se pueden encontrar agentes
fungicos en semillas, en partes externas e internas de la planta, ellos encontraron 18 tipos de
hongos entre ellos fusarium y penicillium.

Por lo tanto, se podria establecer un protocolo de desinfeccion de la parte externa del
plantin y ponerlos bajo estado de cuarentena por 15 dias con medio cultivo combinado con
fungicidas, una vez transcurrido este proceso, se podria cambiar los plantines a medios de
cultivo suplementado con hormonas de crecimiento.

Otro factor de preocupacion es la oxidacion fendlica que presentd el cultivo in vitro de
Phalaenopsis, Hernandez & Gonzales (2010) dice que los tejidos liberan al medio compuestos
polifenoles y taninos, esta causa oscurecimiento, necrosis y alteraciones del crecimiento. Sin
embargo, Tirado, Naranjo, & Atehortia (2005) pone en consideracion que la fenolizacién es
algo comun en el cultivo in vitro de Phalaenopsis, razon por la cual recomiendan cambiar el
medio en un tiempo aproximado de un mes.

Frausto et al. (2019) observaron secreciones de color café en el medio de cultivo de los
explantes de varas florales de Phalaenopsis caracteristico de la fenolizacion por lo que
realizaron subcultivos a medio nuevo cada 3 semanas y establecen que la oxidacidon depende
mucho del medio de cultivo utilizado.

Figura 7: Tratamientos con presencia de fenolizacién u oxidacion.

La fenalizacion ocurrié en 90% de los tratamientos, por lo que seria recomendable utilizar
sustancias catalizadoras con el fin de retardar la fenolizacion. Perea (2009) recomienda el uso
de antioxidantes (catalizadores) los cuales pueden ser naturales o sintéticos, entre ellos el
carbon activado, acido ascorbico, acido citrico etc. Frausto et al. (2019) recomiendan bajas
consentraciones de Murashige y Skoog debido a que su concentracion al 100% tiene alta
cantidad de sales, ya que las orquideas pueden sobrevivir en medios con poca disponibilidad
de agua y nutrientes.
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Azofeifa (2009) de acuerdo con su revisiéon bibliografica determina que la oxidacion se
presenta en menor grado en medios de sales diluidas de Murashige y Skoog (MS) al 50% o al
25%, sin embargo, en la investigacion se trabaj6é con sales diluidas al 50% y presentaron alto
porcentaje de oxidacion.

4.2. INDUCCION DE BROTES

Luego de realizados los analisis (p< 0,05), se concluye que se acepta la hipétesis
alternativa, es decir, que las dosis de hormonas, espectros de luz y concentraciones de
Murashige Skoog influyen en el desarrollo brotes en plantines in vitro de Phalaenopsis.

Los resultados fueron registrados desde el inicio del ensayo, sin embargo, los mismos se
analizan a partir de los 21 dias, en vista que se observé que los plantines de Phalaenopsis
empezaron a tener reaccion a la aplicacion de los diferentes tratamientos y luego cada 15 hasta
llegar a los 63 dias.

Analisis alos 21 dias

El nimero de brotes a los 21 dias de iniciado el proceso, se realizé6 mediante el andlisis de
varianza (Cuadro 8) para los diferentes tratamientos, donde se indica que se registro
diferencias significativas para luz y concentraciones de hormonas (6+0,5 mg) de BAP y ANA
frente a los testigos, (Figura 8), lo que influye en la prueba de significancia representado por el
tratamiento T12.

De la misma manera al analizar las interacciones entre factores estudiados se observa
relaciones entre la concentracion de hormonas BAP+ANA (6+0,5 mg), Murashige Skoog al 50%
y color de la luz blanca contribuyen a la cantidad de brotes de plantines de Phalaenopsis
(Figura 9).

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 45,29 14 3,24 5,36 <0,0001
Concentracion 18,76 2 9,38 15,53 <0,0001
MS 0,92 1 0,92 1,53 0,2249
Luz 5,77 1 5,77 9,55 0,004
Tratamiento 9,55 7 1,36 2,26 0,054
Réplicas 10,29 3 3,43 5,68 0,003
Error 19,94 33 0,6

Total 65,23 47

Cuadro 6: Andlisis de varianza para numero de brotes a los 21 dias de iniciado el proceso (10 de enero de 2022)
Fuente: Propia.
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A partir de la tercera semana de toma de datos se pudo observar en los plantines
suplementados con dosis de hormona (T3, T4, T5, T6, T10, T11 y T12) se encontraban
hinchados, estos fueron monitoreados y en la semana 5 se observaron pequefios brotes entre
las hojas de los plantines.

Analisis alos 35 dias

A los 35 dias, la dosis de hormonas utilizadas en el ensayo y el uso de la luz blanca
demostraron diferencias significativas para el desarrollo de brotes en plantines de Phalaenopsis
con relacion al testigo, de esta manera el tratamiento T12 se ve influenciado por estos factores
(Figura 7). La concentracion de Murashige Skoog hasta este momento no demuestra influencia
en el desarrollo de brotes. Analizadas las interacciones entre factores estudiados se demuestra
gue todos ellos contribuyen al incremento del nimero de plantines como muestra la Figura 11.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 39,68 14 2,83 4,81 0,0001
Concentracion 17,01 2 8,51 14,44 <0,0001
MS 0,52 1 0,52 0,88 0,3539
Luz 51 1 51 8,65 0,0059
Tratamiento 7 7 1 1,7 0,1436
Réplicas 10,05 3 3,35 5,68 0,003
Error 19,44 33 0,59
Total 59,12 47

Cuadro 7: Andlisis de varianza para nimero de brotes a los 35 dias (24 de enero de 2022). Fuente: Propia.
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Figura 11: Interacciones entre(a) hormonas BAP+ANA y MS), (b) Hormonas BAP+ANA y espectro de luz, (c) MS y color
de luz, (d) Hormonas BAP+ANA, MS y espectro de luz (d). Prueba de Tukey al 0.05. Letras iguales corresponden a
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Anadlisis a los 49 dias

A los 49 dias, las concentraciones de Murashige y Skoog (MS) no muestran influencia en
brotes (figura 12). Las dosis hormonales aplicadas y el color de la luz influyen favorablemente
el crecimiento y desarrollo de nuevos brotes.

La tendencia de los resultados se mantiene, donde la concentracion de hormonas
BAP+ANA (6+0,5 mg), Murashige Skoog al 50% y color de la luz blanca contribuyen a la
cantidad de brotes de plantines de Phalaenopsis (Figura 13).

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 138,14 14 9,87 5,48 <0,0001
Concentracion 62,51 2 31,26 17,37 <0,0001
MS 1,81 1 1,81 1,01 0,3227
Luz 17,1 1 17,1 9,5 0,0041
Tratamiento 31,07 7 4,44 2,47 0,0376
Réplicas 25,65 3 8,55 4,75 0,0073
Error 59,39 33 1,8
Total 197,52 47

Cuadro 8: Analisis de varianza para namero de brotes a los 49 dias 7 de febrero
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Figura 12: Graficos de (a) Distribucién de los tratamientos, (b) Dosis de hormonas BAP+ANA (c), Concentracion de MS

32
A b
24 N
w n -
£ g
=] =]
1] 4]
= T 18
2 2
o o
E E
o | o |
= =
0.8
B
0.0 1
T2TID T2 T8 MTITETE T2 T7 T8 T 8+05mg 34H.5mg 0mg
281 2.0
25
207 A A
& & 204
E s A =
5 IO =]
o o
o Y 45
2 2
o o
E 109 E B
5 o |
= Z 101
0,51 05
0.0 ] 1
50% 100% Blanca Rojp-azul

y (d) Espectros de luz sobre crecimiento de brotes. Prueba de significancia de Tukey al 0.05. Letras iguales

corresponden a rangos iguales.
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Figura 13: Interacciones entre(a) hormonas BAP+ANA y MS), (b) Hormonas BAP+ANA y espectro de luz, (c) MS y color
de luz, (d) Hormonas BAP+ANA, MS y espectro de luz (d). Prueba de Tukey al 0.05. Letras iguales corresponden a
rangos iguales.

Analisis alos 63 dias

Transcurridas 9 semanas de ensayo, el andlisis de datos demuestra mediante el ADEVA que
en definitiva las hormonas BAP y ANA en la dosis 6+0,5 mg y la luz de color blanca tiene un
efecto positivo sobre el nimero de brotes. En tanto, la concentracién de MS fue indiferente
(Figura 14). La tendencia de las interacciones entre los factores analizados en este estudio se
ha mantenido a través del tiempo, en vista que la concentracién de hormonas BAP+ANA (6+0,5
mg), Murashige Skoog al 50% y color de la luz blanca contribuyen de manera conjunta a
incrementar la cantidad de brotes de plantines en Phalaenopsis (Figura 15)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 168,85 14 12,06 4,51 0,0002
Concentracion 91,94 2 45,97 17,2 <0,0001
MS 0,45 1 0,45 0,17 0,6834
Luz 11,37 1 11,37 4,25 0,0471
Tratamiento 37,64 7 5,38 2,01 0,0832
Réplicas 27,44 3 9,15 3,42 0,0284
Error 88,2 33 2,67
Total 257,05 47

Cuadro 9: Analisis de varianza para numero de brotes a los 63 dias 21 de febrero. Fuente: Propia.
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La evolucién del nimero de brotes en plantines fue diferente para cada tratamiento. De los
cuales T12, con las dosis de 6+0,5 mg de las hormonas BAP y ANA, aplicacion de luz blanca y
Murashige Skoog al 50% de la concentracién, demostré6 mayor rendimiento en el nimero de

brotes.

Podemos argumentar que la utilizacion de hormonas en este caso BAP y ANA, si
intervienen en la induccién de brotes en los plantines in vitro de Phalaenopsis, las dosis
hormonales, es decir, BAP 6 mg/l + ANA 0,5 mg/l tiene una pequefia diferencia en cuanto a la
induccion de brote, versus la dosis BAP 3 mg/l + ANA 0,5 mg/I.

Segun Garcia al et. (2009) dicen que en el cultivo in vitro de Bambusa vulgaris var. Vulgaris
en medio liquido, el BAP en 3y 6 mg/l favoreci6 la induccién de brotes y que la mezcla de BAP
+ ANA no tiene una respuesta efectiva en la induccion. Frausto Jaime al et. (2019) declararon
que la utilizacién de reguladores de crecimiento BAP 20.2 uM + ANA 5.37 uM combinados para
la induccion de brotes en varas florales de Phalaenopsis muestran mejores resultados, a
diferencia de la utilizacion solo de BAP.

Araya et al. (2000) establece que la luz promueve sustancias que influyen el crecimiento en
cultivos in vitro. Tavares et al. (2009) declara que la luz roja y azul influyen en la calidad de las
plantulas cultivadas in vitro. En relaciéon con los espectros de luz usados en la investigacion,
demostré mejor resultado el uso de luz blanca en la induccion de brotes.

Frausto Jaime et al. (2019) declara que induccion de brotes a varas florales de
Phalaenopsis, el uso de MS 100% que es un medio completo con una cantidad de sales alta es
beneficioso para ciertos cultivos, pero en el caso de las orquideas que evolucionaron y se
adaptaron a un bajo requerimiento mineral, debido a que necesitan sobrevivir a medios de poca
disponibilidad de agua y nutrientes, determina que MS 50% resulta favorable para la para la
viabilidad de los explantes.

En el caso de esta investigacién se determind que tanto el MS al 100% como al 50% nho
tienen una diferencia significativa en la induccion de plantines de Phalaenopsis. Sin embargo,
el MS al 50% tiene una pequefia elevacion en comparacion MS al 100%.

La figura 16 muestra la evolucion de la induccion de brotes a través de las semanas, en el
cual algunos tratamientos muestran cierto nimero de brotes en una semana y la siguiente
disminuyen, esto se debe a que los individuos contaminados fueron descartados.
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Figura 16: Evolucién del nimero de brotes de plantines de Phalaenopsis de 0 a 9 semanas de proceso.

De acuerdo con lo observado en la investigacién, los tratamientos con dosis hormonal BAP
3 mg/l + ANA 0,5 mg/l, si presentaron induccion de brotes, sin embargo, tuvieron mayor indice
de brotacion con la dosis hormonal BAP 6 mg/l + ANA 0,5 mg/l y en cambio los tratamientos
con 0 dosis hormonal no presentaron brotes, se puede decir que una concentracion baja de
ANA es adecuada para la induccion de brotes, acompafiada de una dosis alta de BAP.

Frausto Jaime et al (2019) establecen que la combinacién adecuada de hormonas puede
influir de manera significativa la induccién de brotes en Phalaenopsis.

En cuanto a la dosis de MS al 100% y al 50%, se puede decir que ambas concentraciones
tuvieron iguales resultados puesto que ninguna es significativamente diferente en la induccion
de brotes en plantines in vitro de Phalaenopsis.

En el caso de la luz, el espectro de luz blanca muestra una diferencia significativa al del
espectro de luz roja azul, en la induccion de brotes de Phalaenopsis.

Otro aspecto importante en los tratamientos que no tuvieron influencia de hormonas de
crecimiento (T1, T2, T7 y T8) presentaron formacién de raices, pero no presentaron formacién
de brotes. Tampoco hubo diferencia en el nimero de raices en cuanto al espectro de luz, pero
se puede decir que las concentraciones de MS al 50 y 100%, si intervinieron de manera
favorable en el crecimiento de raices en plantines de Phalaenopsis como se observan en la
figura 17.
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Figura 17: Tratamientos T1 y T2 que presentaron formacién de raices.
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CAPITULO V CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

>

Con respecto a la oxidacion que presentd el cultivo in vitro de Phalaenopsis
podemos atribuirlo a la no incorporacién de sustancias catalizadoras en el medio de
cultivo.

Podemos afirmar que el uso de reguladores de crecimiento promueve la induccion
de brotes, debido a que todos los tratamientos suplementados con reguladores
indujeron mayor numero de brotes en plantines de Phalaenopsis, frente a los no
hormonados, siendo la concentracion de 6 mg/l + 0,5 mg/l de hormonas BAP y ANA
los que mas influyeron en la induccién de brotes en plantines de Phlaenopsis con un
total de 6 brotes por plantin.

En referencia al medio de cultivo Murashige y Skoog en las concentraciones
probadas (50% y 100%) no se evidencid diferencia significativa.

El espectro de luz blanca ha demostrado que influye en la induccién de brotes, pues
los tratamientos bajo su influjo presentaron mayor namero de brotes.

En cuanto al

5.2. RECOMENDACIONES

>

Al trabajar con frascos comunitarios se debe observar que el frasco esté
adecuadamente sellado y que el medio de cultivo no se encuentre muy viejo.

Se podria establecer una cuarentena de los plantines en medio con baja
concentraciéon de sales, con una desinfeccién previa durante 15 dias, después de
este tiempo, transferirlo a medio de cultivo con reguladores de crecimiento.

Afadir sustancias catalizadoras al medio de cultivo para remover la oxidacion o
sustancia fendlicas.

Se podria evaluar el Murashige y Skoog en concentraciones mas bajas que las
utilizadas en este estudio.
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ANEXQOS

Fotografias de los materiales usados en la preparacion del medio de cultivo

Figura A 1: Agar-Agar utilizado para la preparacion del medio de cultivo.

Figura A 2: Marca comercial de sacarosa para preparacion del medio de cultivo.
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Figura A 3: Murashige y Skoog sales minerales para preparacion del medio de cultivo.

Figura A 4: Pesaje de los elementos utilizados para la preparacién del medio,
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Figura A 5: Acido Clorhidrico.

Figura A 6: Hormonas BAP y ANA.
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Figura A 7: Disolucién de las hormonas con &cido clorhidrico al 0,5 N.

Figura A 8: Hidroxido de sodio 0.5 N.
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Figura A 9: Frasco que se utilizarén para la colocacion del medio de cultivo.

Figura A 10: Frascos esterilizados y etiquetados.
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Figura A 11: Enfriamiento de frascos previos a la etiquetacion.

Fotografias de los materiales usados para la siembra de los plantines

Figura A 12: Siembra de plantines in vitro de Phalaenopsis.
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Figura A 13: Preparacion de materiales para su esterilizacion.

Fotografias de los frascos por tratamiento

Figura A 14: Plantin con brotes laterales.
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Figura A 15: Plantin grueso con brotes entre hojas.

Figura A 16: Plantin con brotes.
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Figura A 17: Plantin con formacion de raices.

Figura A 18: Plantin con oxidacion fendlica.
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Figura A 19: Plantin con formacién de brotes.
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