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RESUMEN

Este proyecto de investigacion tuvo lugar en el laboratorio de Ecuaflor-A, con el
fin de contribuir al rescate y conservacion de una especie amenazada de orquidea
endémica de la zona de Molleturo (Cyrtochilum edwardii). La misma que afios
atras existia en cantidades extensas, pero debido a la expansion agricola, y a su
extraccion desmedida por comerciantes de plantas han disminuido notablemente
en su habitad natural. La semilla utilizada para este proyecto fue en capsula
cerrada, la misma se empleé para la siembra in vitro Para esto se han empleado
dos medios caseros a base de platano y manzana, sometidos a tres fotoperiodos
de tiempo y cuatro repeticiones, en un disefio experimental de bloques completos
al azar, los resultados obtenidos fueron estadisticamente analizados mediante la
prueba de rango multiple de Duncan al 5%.Las variables tomadas en este trabajo
fue: porcentaje de germinacidn desde la tercera semana hasta la onceava
semana y formacién de protocormos desde las semana 17 finalizando a la
semana 19. A lo largo de la investigacion el medio casero a base de platano con
un fotoperiodo de 16 horas luz resulté positivo en la germinacion de semilla y
formacién de protocormos.

Palabras clave: Cyrtochilum edwardii, medio de cultivo platano, fotoperiodos,
cultivo in vitro.
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ABSTRACT

This investigation project took place in Ecuaflor-A laboratory, with the goal to
contribute towards the rescue and conservation of an endangered species of
orchid endemic to a zone of Molleturo (Cyrtochilum edwardii). That species of
orchid was abundant years ago but due to the expansion of farming and its
extraction due to commercial mean this plant has become depleted. The seed
utilized for this project was inside a closed capsule, the same type of capsule was
also used for the vitro cultivation. For this to occur there were two house
techniques based upon plantain and an apple, applied to three photo periods of
time and four repetitions. This was made on an experimental design of blocks
completed simultaneously; the results obtained were statistically analyzed median
to the multiple ranks of Duncan to the 5% The variables in the project were the
percentage of germination from the third week until the eleventh week and the
formation of protocorms from the seventieth finalized on the ninetieth week.
Throughout the investigation the technique of plantain with a photoperiod of 16
hours gave positive results of the germination of the seed and the formation of
protocorms.

Keywords: Cyrtochilum edwardii, cultivation techniques, photoperiods, in vitro
culture.
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CAPITULO 1

MARCO INTRODUCTORIO

Desde hace miles de afios ya las orquideas fueron utilizadas por los Mayas,
Aztecas y Griegos en la ornamentacion, la medicina, incluso para hacer
pegamento y hasta como un afrodisiaco y potenciadoras de la fertilidad. La
palabra orquidea viene del griego orchis que significa testiculo, por la forma de los
pseudobulbos de algunas especies terrestres y porque crecen en pares (1). Con
el tiempo, la palabra orchis derivd en Orchidaceae, término que hoy designa a la
familia m&s numerosa del reino vegetal con mas de 25 000 a 30 000 especies
distribuidas alrededor de los paises céalidos y templados de todo el mundo (2), (3).

Hasta el siglo XIX solo se podia conseguir una orquidea extrayéndola de su
habitat natural, debido a que se desconocia que la germinacion de las semillas en
condiciones naturales tiene lugar por la presencia de hongos en un proceso
simbidtico (4).

Fue en el afio de 1922 cuando Knudson public6 su experiencia, logrando
hacerlas germinar y crecer en un medio con azlUcares y minerales, sin la
presencia de hongos simbidticos, mediante un cultivo aséptico (5). Se considera
gue esta técnica permite producir plantas a gran escala en corto y mediano plazo,
favoreciendo la conservacion del recurso filogenético (6).

En el mundo se estima que existen alrededor de 30 000 especies de orquideas,
en Ecuador se encuentran alrededor de 214 géneros que agrupan hasta el
momento unas 4 200 especies, con un 25% de endemismo. Se considera que
este nimero ascendera debido a descubrimientos y registros (7); (8).

En el area comprendida por Colombia y Ecuador, debido a la alta tasa de
deforestacion de las selvas andinas se considera que alrededor de 3 000
especies se encuentran en riesgo de extinciéon (9). Dentro de este grupo en riesgo
podria encontrarse Cyrtochilum edwardii, ya que, hace 30 afios aproximadamente
se habia registrado una alta poblacion de esta especie en una area de unos
12km? en la parroquia Molleturo del cantén Cuenca y a dia de hoy son muy pocos
los especimenes presentes, quizas debido a la expansion de la frontera agricola,
a la utilizacion en la alimentacion de animales menores, a su extraccibn como
planta ornamental (8).

Ademas se conoce que el género Cyrtochilum se ve afectado por un lento
desarrollo, pues estudios demuestran que desde semilla hasta la obtencion de
una planta adulta, en condiciones naturales, pueden pasar entre 6 y 15 afios (4).
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Ante la probleméatica descrita, esta investigacion plantea como objetivo general:
“Valorar medios de cultivo caseros a base de platano y manzana respectivamente,
a los cuales se les adiciona agua de coco y sometidos a tres fotoperiodos en la
germinacién de semilla y desarrollo de protocormos de Cyrtochilum edwardii” y
como objetivos especificos: 1) Probar dos medios de cultivos (platano y
manzana). 2) Analizar el efecto del agua de coco en el proceso de germinacion de
semilla. 3) Evaluar tres fotoperiodos para la germinacion de semilla de la orquidea
Cyrtochilum edwardii. 4) Contribuir a la conservacion de la biodiversidad,
mediante la propagacion in vitro de esta orquidea.

Se espera que al menos un medio y fotoperiodo favorezcan la germinacion de
semilla y desarrollo de protocormos de Cyrtochilum edwardii.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES DE LAS ORQUIDEAS

Las orquideas son la familia que engloba uno de los grupos de plantas con
mayor numero de especies, que se encuentran distribuidas por todo el planeta,
aunque ausentes en la Antartida y en los desiertos mas aridos de Eurasia (10).

La orquidea es considerada una de las flores mas atractivas del mundo por sus
atributos ornamentales, y en algunos casos curativos. La gran diversidad en
formas, tamafos y colores le ha valido para ser categorizada como la familia mas
extensa dentro de la botanica sistematica son plantas herbaceas perennes que
crecen en las ramas de los arboles (epifitas), en las rocas (litofitas), en el suelo
(terrestres), y algunas en el subsuelo (subterraneas) (11).

Ecuador es un pais biodiverso en orquideas, en el que se encuentran a estas
plantas en todos los pisos altitudinales entre 0 a 4500 msnm pero la mayor
cantidad de orquideas endémicas se encuentran entre los 1500-3000 msnm; se
puede decir que las orquideas son plantas muy evolucionadas y se adaptan con
facilidad a ecosistemas nuevos, estudios realizados indican que de cada diez
especies de plantas silvestres cuatro de ellas son orquideas; en definitiva Ecuador
se encuentra entre los 17 paises megadiversos, por su ubicacién geogréfica,
factores climéticos y topografia ocupando estos menos del 10% de la superficie
del planeta los mismo que albergan siete de cada diez especies reconocidas (12)

El 5 de diciembre de 2013 Ecuador fue declarado oficialmente el pais de las
orquideas respaldado por el decreto ejecutivo N° 172, con esto se busca
incentivar a la poblacion para la conservacion, rescate, cultivo, reproduccion,
comercializacion e investigacion sobre las mismas (13).

En nuestro pais se encuentra una de la especie de orquidea mas pequeiia del
mundo, con 2,1 milimetros de dimensién perteneciente al género Platystele
descubierta por Lou Jost (14). Pero también se cultiva en el Jardin Botanico de
Guayaquil, la orquidea Tigre (Grammatophyllum speciosum), siendo originaria del
Sureste de Asia y considerada como una de las especies mas grandes del mundo
(15); (16).

Los estudios sobre orquideas en la provincia del Azuay tuvieron como
precursor al sacerdote salesiano Angel Andretta, con el apoyo de la familia Portilla
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lograron importantes avances en la clasificacion de orquideas nativas del pais
(17). Quienes formaron una empresa que apoya a la conservacion de especies
nativas, mediante cultivos in vitro, siendo una de ellas Cyrtochilum edwardii (8),
especie que botanicamente tiene como sindénimos: Odontoglosum edwardii
(Rchb.f). (1878), y Dasyglosum edwardii (Rchb.f). Kéniger & Schildh. (1996) (18);
(29).

2.2 DISTRIBUCION DE Cyrtochilum edwardii

Especie nativa de Ecuador, se la encuentra particularmente en la parroquia
Molleturo perteneciente a la provincia del Azuay (8), entre los 2300 a 2700 msnm
(20), descubierta en el afio de 1878 por el botanico Edward Klaboch (21).

2.3 ORQUIDEA Cyrtochilum edwardii

2.3.1 TAXONOMIA

La clasificacion taxonomica referida a Cyrtochilum edwardii se presenta en el
cuadro 1.

Cuadro 1. Taxonomia de Cyrtochilum.

Reino Plantae
Phylum: Magnoliophyta

Clase: Liliopsita
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Género: Cyrtochilum
Especie: Edwardii

Fuente. (22); (23).

2.3.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS

23.21 Raiz

Cyrtochilum edwardii presenta raices epifitas, gruesas que miden hasta 60 cm
de largo, con un diametro de 1 cm, su coloracién varia de acuerdo a la humedad
existente, pasando de blanquecinas a verdes cuando este factor ambiental es
alto, las orquideas toman un tono café cuando se encuentran directamente
expuestas a la luz solar. Se estima que la mayor tasa de crecimiento de esta



especie tiene lugar entre los 3 y 5 meses de su aparicion, periodo luego del cual
se detiene su desarrollo (7); (8). (ver figura 1).

2.3.2.2 Tallo

En esta orquidea se presenta como pseudobulbos, con una coloracion purpura
debida a una alta concentracion de pigmentos, que ademas de soporte actlan
como un érgano de reserva, almacenando agua para aprovecharla en el tiempo
de verano para su subsistencia. Su tamafio en plantas adultas alcanza 20 cm de
largo;(ver figura 2) (7).

Fig. 1. Raiz de Cyrtochilum edwardii.

Elaboracion propia

2.3.2.3 Hojas

Esta especie presenta hojas disticas, alternas, subcoriaceas, agudas, Yy
liguladas; de entre 80 a 100 cm de largo y de 5 a 6 cm de ancho; ademas
Cyrtochilum edwardii mantiene la concentracién de pigmentos, por lo que sus
hojas también son purpuras en su parte basal y bordes. (7); (20); (22) (ver figura
3).



Fig. 2. Tallo de Cyrtochilum edwardii.
Elaboracién propia

Fig. 3.Hojas de Cyrtochilum edwardii.

Elaboracién propia

2.3.24 Flores

Estan compuestas por tres sépalos, dos pétalos y un labelo, este ultimo es
considerado como el pétalo basal, todos presentando ondulacion en sus bordes.
Su coloracién puarpura es muy intensa, no presentando néctar ni sustancias

- 6 -



aromaticas. Se estima un tamafio promedio de cuatro centimetros (7); (8) (ver
figura 4).

2.3.25 Inflorescencia
Presenta un tallo floral principal (raquis) con bracteas alternas a nivel de las

cuales se ramifica en una panicula, en términos generales una planta puede
agrupar entre 50 y 300 flores dependiendo de su robustez (7); (20) (ver figura 5).

Fig. 4. Flores de Cyrtochilum edwardii.

Elaboracion propia

2.3.2.6 Fruto

Es una céapsula trilocular cuyas divisiones se aprecian externamente, su
tamafo puede alcanzar un didmetro de 4 cm y 6 cm de longitud. En el caso de
Cyrtochilum edwardii, después de la fecundacion alcanza su madurez entre 5y 6

meses. En el interior de la misma las semillas se encuentran adheridas a
pequeiios filamentos (7) (ver figura.6).



Fig. 5. Inflorescencia de Cyrtochilum edwardii.
Fuente: (24)

Fig. 6. Fruto de Cyrtochilum edwardii.

Elaboracién propia

2.3.2.7 Semillas

Cyrtochilum edwardii presenta una capsula que contiene entre 1300-4000
semillas (25); (26), dependiendo el tamafio de la misma, tienen una apariencia de
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hilo, son monocotiledéneas, membranosas, y poseen una capa que protege al
embrion y esto permite que el viento les ayude alcanzar mayores distancias (7);
(8) (ver figura 7).

G0
:.g::g:c:ooo:;o 0
SOOOO0
”".'0 0

Fig. 7. Semilla de Cyrtochilum edwardii.
Elaboracién propia

2.4 MEDIOS DE CULTIVO

Un medio de cultivo debe reunir ciertas condiciones para el desarrollo de
semillas y explantes, asi, contener sales minerales, azucar, vitaminas, gelificante
un pH ligeramente &cido, una determinada humedad, que junto con la
temperatura del entorno favorecen el crecimiento (27); (28).

Afos atras la germinacién de semillas de orquideas, tenia lugar unicamente en
la naturaleza mediante la asociacién con un hongo micorrizico el cual les proveia
de nutrientes para su crecimiento y desarrollo, denominando a este proceso como
germinacién simbidtica (29).

Hasta que en 1922 Lewis Knudson elaboré un método artificial sin la necesidad
de un hongo para la germinacién de semillas, conocida como asimbidtica, usando
un medio de cultivo artificial bajo condiciones de asepsia y controladas. Esta
propuesta de cultivo en la actualidad sigue siendo utilizada (30).

A pesar del descubrimiento de Knudson, se comprobd que no siempre es
posible hacer un medio en el que todas las especies de orquideas puedan
germinar y desarrollar, ya que cada una tiene diferentes necesidades (31).



Se han desarrollado varios medios nutritivos, para muchos géneros y especies
tanto comerciales (Phytamax, Murashige skoog, Knudson, Lindenmann) como
caseros generalmente a base de pulpa de frutas (pifia, platano, manzana etc.) y
complementos como agua de coco (32); (28).

En la investigacion se han utilizado dos medios de cultivo caseros, uno a base
de platano y otro de manzana, con adicion de agua de coco.

La finalidad es abaratar costos de produccion en el cultivo in vitro, ya que el
platano y manzana son féciles de obtener a precios relativamente bajos, con
resultados satisfactorios en germinacion de semillas de orquideas,
constituyéndose en una alternativa viable (33).

2.4.1 COMPONENTES BASICOS DE UN MEDIO DE CULTIVO

Los principales componentes de un medio de cultivo son:

1). Nutrientes minerales

2). Carbono

3). Vitaminas

5). Sustancias reguladoras de crecimiento
4). Agente gelificante

6). Otros componentes (34).

24.1.1 Nutrientes minerales

Los medios de cultivo aportan (macro y micro nutrientes) (35), para el
crecimiento de las plantas en una proporcién adecuada segun la especie elegida
(34).

24111 Macroelementos

Hacen referencia a nitrégeno (N), fésforo (P), potasio (K), siendo estos los
principales y que se requieren en mayores cantidades, en tanto que calcio (Ca),
magnesio (Mg), azufre (S) son requeridos en menor proporcion (36).
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2.4.1.1.1.1 Nitrégeno (N)

Es un componente escencial de todos los seres vivos y basico para la
formacion de proteinas. Ademas, es importante para la sintesis de los tejidos, y
forma parte de bases nitrogenadas (purinas, pirimidinas, porfirinas), vitaminas,
alcaloides y enzimas (28).

2.4.1.1.1.2 Fosforo (P)

El fésforo dentro del tejido vegetal es el encargado de que se produzca la
reaccion de la fotosintesis, la biosintesis de lipidos, y forma parte en la oxidacion
de la glucosa (glucdlisis) para la obtencion de energia en la célula (28), e
interviene en el almacenamiento y transferencia de energia quimica que se utiliza
en los procesos de crecimiento (37).

2.4.1.1.1.3 Potasio (K)

Es un elemento que aumenta la actividad fotosintética, regula la presién
osmdtica celular, disminuye la transpiracion, mantiene la turgencia celular (28) y
estimula el crecimiento de las raices (37).

2.4.1.1.1.4 Calcio (Ca)

Forma parte de las paredes y membranas celulares (37), de la estructura de la
protopectina, mantiene las células unidas y ayuda al desarrollo de las raices,
ejerciendo una triple funcion: multiplicacion y crecimiento celular, y neutralizacion
de los hidrogenoides (28).

2.4.1.1.1.5 Magnesio (Mg)

Ayuda en la formacién molecular de las particulas de clorofila (37), interviene
y contribuye en la composicién de los pigmentos verdes de las plantas (28).
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2.4.1.1.1.6 Azufre (S)

Es pieza fundamental en la sintesis de las proteinas (37) y contribuye con la
regulacion osmdtica celular (28).

24.1.1.2 Microelementos

Estan considerados como tales por el requerimiento de las plantas en
pequefias cantidades siendo estos: Aluminio (Al), Boro (B), Cobalto (Co), Cobre
(Cu), Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Molibdeno (Mo), Niquel (Ni), Yodo (l), Zinc
(n), (36); (38).

24.1.2 Carbono

En el cultivo in vitro los explantes no son completamente autétrofos ya que no
cubren sus necesidades con la fotosintesis (38) siendo necesario adicionar una
fuente de carbono (35).

Para cubrir la carencia se usa generalmente sacarosa y myo-inositol, en
concentraciones de 2% a 5%, supliendo las necesides dejadas por la fotosintesis
(34).

2.4.1.3 Vitaminas

Las vitaminas son complejos organicos que intervienen en el metabolismo
normal de los organismos vivos (39).

Los medios de cultivo normalmente contienen varias vitaminas como: Bl
(Tiamina), B2 (Riboflavina), B3 (Acido nicotinico), B6 (Piridoxina), B9 (Acido
folico), vitamina E (Tocoferol), vitamina H (Biotina), entre otras (38),
primordialmente se usa tiamina por su funcion reguladora (34),

24.1.3.1 Tiamina

Se considera que es una vitamina con funcion reguladora en las plantas y
participa en las funciones de nutricibn y asimilacién, principalmente
incrementando la cantidad de protoplasma; adicionada a medios de cultivo se ha
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comprobado que acelera el crecimiento de las raices (40); se usa en
concentraciones que varian entre 0.1 a 1.0 mg/l (41); (42).

24.1.4 Sustancias reguladoras de crecimiento

Estudios realizados indican que a los medios de cultivo es necesario agregar
sustancias reguladoras de crecimiento para un mejor desarrollo de los tejidos en
cultivo siendo generalmente utilizadas las auxinas o citocinas (34); convirtiéndose
en determinantes para el éxito o fracaso de los mismos (43).

24141 Auxinas

Estas promueven mayoritariamente la formacion de callos, raices adventicias,
estimulan la division y elongacion celular e inhiben la formacion de brotes axilares
adventicios (44), las més utilizadas son: &cido indolacético (AlA), acido
indolbutirico (AIB), acido naftalenacético (ANA), Acido 2,4 diclorofenoxiacético
(2,4-D) (34).

24.1.4.2 Citoquininas o Citocinas

Estimulan la divisién celular y rompen la latencia de las yemas axilares
haciéndolas brotar, (43), las mas empleadas son: Bencilaminopurina (BAP),
Kinetina (KIN) y Zeatina (ZEA) (34).

24.15 Agente gelificante

En los medios semisolidos comunmente se adicionan agar (0.6% a 1.0%). Se
debe considerar especialmente la pureza del agar (35), ya que es frecuente la
presencia de impurezas de naturaleza variada; la marca comercial y las
concentraciones del agar. Todos estos factores pueden alterar las respuestas in
vitro de los cultivos (34).
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24151 Agar Agar

Sustancia derivadas de varios géneros de algas siendo conocida en Japon
como Kanten o (cielo congelado). Fue descubierta por Minora Tarazaemon, al
notar que una sopa de algas se solidificaba en una noche. No fue hasta 1881 que
se da comienzo al uso del agar como un agente gelificante en el cultivo de
microorganismos, los precursores de esta idea fueron la pareja de esposos
Hesse, Walther y Fannie (45).

Es costumbre en las culturas de la polinesia, repetir dos veces una palabra
para dar mas énfasis, siendo la traduccion literal de agar-agar, gelatina-gelatina
(46).

El agar-agar es un polisacarido obtenido de algas rojas de origen marino que
proviene de los géneros Gelidium, Graillaria, Gelidiella y Pterocladia (46), el
mismo que al ser procesado, es decir extraido, secado al sol y transformado en
polvo, se utiliza en los medios de cultivo por sus propiedades gelificantes que
proporcionan soporte a las semillas y explantes (47).

Las plantulas de orquideas se desarrollan mejor en un medio con una
consistencia semiblanda para la cual se recomienda usar agar-agar en dosis de
6,5a 7 g/l (48).

Como gelificante en vez de agar-agar se puede utilizar maicena con el fin de
abaratar costos; sin embargo, este ultimo ingrediente se degrada a los cuatro a
cinco meses y el medio de cultivo tiende a rajarse por pérdida de agua, lo que
causa disminucién de la superficie de absorcién; ademas con el tiempo este
medio tiende a formar costras que se adhieren a las raices de las plantas y
dificultan los repiques (48).

2.4.1.6 Otros componentes

24.1.6.1 Agua de Coco (Cocos nucifera)

El agua de coco se adiciona a los medios de cultivo por su amplia gama de
componentes organicos e inorganicos y sales ricas en magnesio, fésforo. Ademas
de azucar y nitrégeno proteinico; por lo que favorece el crecimiento tanto de
pseudobulbos y raices (34).También contiene citoquinina, que estimula la division
celular y el crecimiento no meristematico, ayuda a la germinacién de semillas e
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induce la formaciébn de brotes, contribuyendo en general al retraso del

envejecimiento de los 6rganos vegetales (49).

En la etapa preliminar a la germinacion no tiene mayor efecto ya que las
semillas germinan solo en un medio a base de agar-agar porque tienen suficiente
humedad, y solo una vez que se da el proceso de germinacion empieza la
absorcion de los nutrientes. La funcion del agua de coco es aportar sustancias
para el desarrollo de las plantas tales como auxinas, citoquininas, giberelinas y
vitaminas (48).

Su importancia radica en el hecho de contener un balance entre auxinas y
citoquininas que ayudan al enraizamiento, a la brotacion de yemas laterales y
favorece el desarrollo general en la germinaciéon de la semilla (ver cuadro 2) y (ver
figura 8) (48).

La pulpa de platano junto con el agua de coco comprenden los suplementos mas
utilizados para el cultivo in vitro (50).

Cuadro 2. Componentes del agua de coco

AMINOACIDOS VITAMINAS AZUCARES
Aspartico Glutamico Acido Nicotinico Sacarosa
Serina Aminobutirico Acido Pantoténico Glucosa
B-Alanina Treonina Biotina Fructosa
Histidina Glutamina Riboflavina Sorbitol
Arginina Lisina Acido Folico myo-inositol
Valina Metionina Tianina Siloinositol
Tirosina Prolina Piridoxina
Homoserina Fenilalanina Acido Ascorbico
Hidroxoprolina
OTEI('?'EOCCSIQIA\IZUDES;OS SUST DE CRECIMIENTO ~ ACIDOS ORGANICOS OTROS
Amonio Auxinas Shikimico ARN-Polimerasa
Etanolamina Giberelinas Quinico Uracilo
Dihidroxifenialanina 1,3-Difenilurea Pirrolidona-carboxilico Adenina
Zeatina Succinico Leucoantocianinas
Glucosido de zeatina Malico Fosfatasa acida
Ribésido de zeatina Citrico Diastasa
Desconocidos Deshidrogenasa
Peroxidasa
Catalasa

Fuente: (34).
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Fig. 8. Agua de coco.

Elaboracion propia

2.4.2 Medio Murashige Skoog

Este medio comercial formulado por Toshio Murashige y Folke Skoog (1962)
(50) es el mayoritariamente utilizado para cultivos in vitro, aunque su costo es
elevado; contiene sales minerales que aportan macro y micronutrientes,
sustancias organicas como vitaminas (B), myo-inositol, sacarosa, y para su
preparacion se le agrega un agente gelificante, generalmente agar-agar (52); (53).

Al utilizar Murashige Skoog al 100% se obtiene una conductividad eléctrica de
5,69, presentando un pH inicial de 3,71, el mismo que al terminar la preparacién
del medio hay que ajustarlo con la adicién de hidroxido de sodio hasta alcanzar un
rango de 5,5 - 5,6. Para bajar la conductividad eléctrica se recomienda adicionar
carbdn activado para alcanzar los valores adecuados que estan entre 5,1 a 5,3
para el desarrollo plantas (48).

Pruebas realizadas determinan que para la germinacion de semillas de
orquideas es adecuado utilizar Murashige Skoog en una concentracion del 30 al
35%, la que aporta una conductividad eléctrica de 1,9 a 2 y un ajuste de pH 5,5
(48).

En el cuadro 3 se presenta la formulacion de este medio por litro de producto
preparado.
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Cuadro 3. Composicion de Murashige Skoog por litro

Macronutrientes Micronutriente Aditivos orgénicos

Nitrato de Potasio 1900 mg/! | Acido Bérico 0.025 mg/! | Acido nicotinico 0.5 mg/l
Nitrato de Amonio 1650 mg/I | Sulfato de Zinc 8.600 mg/I | Piridoxina 0.5 mg/I
Sulfato de Magnesio 370 mg/| | Sulfato de Cobre 0.025 mg/I | Tiamina 0.1 mg/I
zgslzf)itt(;sr?oonobésico 170 mg/I | Sulfato de Cobalto 0.025 mg/I | Myo-inositol 100 mg/I

Molibdato de Sodio 0.250 mg/I

Sulfato de Manganeso 22.300 mg/I

Cloruro de Potasio 0.830 mg/I

Cloruro de Calcio 440 .000 mg/I

Sulfato Ferroso 27.800 mg/I

Acido

etilendiaminotertaacético 37.300 me/I

Fuente. (44).

2.4.3 Medios caseros

Tienen como fin reemplazar productos quimicos que muchas veces son
costosos vy dificiles de conseguirlos en el mercado (32). Los medios de cultivo
caseros también se los puede preparar sustituyendo las sales minerales y los
reguladores de crecimiento por alimentos que los tenemos en nuestras casas,
siempre tomando en cuenta que den los nutrientes principales para la
germinacién del embrion y por ende el desarrollo de la planta; aunque es
necesario afiadir agar (54).

2.4.3.1 Medio de cultivo con Platano

Estudios realizados demuestran que el contenido de sacarosa del platano
maduro es del (90%) a comparacion del verde (7%) (55). Es por eso que en la
presente investigacion se utilizé platano barraganete maduro para obtener buenos
resultados en periodo de germinacion.

Ademas, el platano es rico en vitaminas y minerales, los mismos que al unirse
en proporciones definidas con los elementos descritos en el cuadro 4, forman un

medio adecuado para la germinacion de semillas de orquidea (ver figuras 9 y 10).

En el cuadro 5 se presentan las cantidades de minerales y vitaminas
contenidas en 100 gramos de platano.
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Cuadro 4. Férmula de platano (1)

Medio a Base de Platano
Platano 100 g
Agar — Agar 109
AzUlcar 159
Tiamina 1.2 g/
Agua (botellon) 900 ml
Agua de coco 100 ml

Fuente: (5).

Cuadro 5. Composicion del platano por cada 100 g

MINERALES VITAMINAS

Calcio 8.0 mg | Vitamina A 38.00 mg
Fosforo 27.0 mg | Vitamina B1 0,05 mg
Hierro 0,7 mg | Vitamina B2 0,06 mg
Magnesio 36.0 mg | Vitamina B3 0,70 mg
Potasio 385 .0 mg | Vitamina B6 0,37 mg
Sodio 1.0 mg | Vitamina C 11.00 mg

Vitamina E 0,50 mg

Fuente: (56), (57).

Fig. 9. Pesado de materiales (Platano).

Elaboracion propia
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Elaboracién propia

2.4.3.2 Medio de cultivo de Manzana

La manzana es rica en vitaminas y minerales, localizadas en la piel o justo
debajo de esta y al unirse en proporciones definidas con los elementos descritos
en el cuadro 6, forman un medio adecuado para la germinacion de semillas de

orquidea (ver figura 11y 12).

En el cuadro 7 se presentan las cantidades de minerales y vitaminas

contenidas en 100 gramos de manzana (58).

Fig. 10. Frascos con el medio a base de platano.

Cuadro 6. Férmula de manzana (1)

Medio a Base de Manzana

Manzana 100 g
Agar — Agar 109
Azlcar 15¢g
Tiamina 1.2 mg/l
Agua (botell6n) 900 ml
Agua de coco 100 ml

Elaboracion propia
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Cuadro 7. Contenido nutricional en 100 g de manzana

Valor
Elemento Medida nutricional
Agua g 84.00
Proteinas g 0.300
Lipidos g 0.600
Carbohidratos g 15.00
Calorias kcal 58.00
Vitamina A Ul 90.00
Vitamina B1 mg 0.04
Vitamina B2 mg 0.02
Vitamina B6 mg 0.03
Acido Nicotinico mg 0.10
Acido Pantoténico mg 0.10
Vitamina C mg 5.00
Acido Mélico mg 270 — 120
Acido Citrico mg 0-30
Acido Oxélico mg 1.50
Sodio mg 1.00
Potasio mg 116.00
Calcio mg 7.00
Magnesio mg 5.00
Manganeso mg 0.07
Hierro mg 0.30
Cobre mg 0.08
Fosforo mg 10.00
Azufre mg 5.00
Cloro mg 4.00

Fuente: (54).

Fig. 11. Materia prima para medio (Manzana).

Elaboracion propia
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Fig. 12. Envasado de medio de cultivo.

Elaboracién propia

2.5 FOTOPERIODO

Comprende el numero de horas de luz (natural o artificial) a las cuales la planta
estd expuesta. El tiempo que necesita un cultivo en general de orquideas es
alrededor de 8 a 10 horas de exposicién, ya sea a nivel de campo como de
laboratorio siendo un pardmetro importante en la germinacién de semillas y la
floracion de las orquideas (59).

Investigaciones en orquideas demuestran que proporcionandoles un
fotoperiodo de 16 horas tiene influencia en la induccién del desarrollo de los callos
embriogénicos y la regeneracion, formacion de embriones somaticos (60).

Pruebas realizadas concluyen en que la luz no incide en las semillas hasta el
momento de la germinacion, pues ésta actla en el desarrollo, asi, para obtener
plantas de calidad se recomienda mayor luminosidad (48).

2.6 CULTIVO IN VITRO

Es el conjunto de técnicas que permiten cultivar en un medio aséptico diversos
tipos de tejidos como pueden ser de plantas, semillas, embriones, érganos,
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células, explantos y protoplastos. Mediante esta técnica se obtienen, conservan y
reproducen especies de plantas deseadas en grandes cantidades (38).

Hoy en dia esta técnica constituye un pilar fundamental en la obtencién y
regeneracion de plantas, permitiendo la obtencibn de un gran numero de
individuos en espacios reducidos, en periodos de tiempo relativamente cortos
(61); (32).

En el caso de las orquideas este tipo de técnicas favorece, la reproduccion
asimbiotica pues las semillas, son muy pequefias y poseen poca reserva, y en
condiciones naturales necesitan de la simbiosis con un hongo (44).

Con esta técnica, al tener control de parametros como: temperatura, humedad
y luz (61) se obtienen plantas de mejor calidad y por realizarse en un medio
aséptico (62) se logran individuos libres de agentes patogénicos (64).

Como contraparte este método de propagacion en sus inicios resulta costoso
por la necesidad de equipos concretos, asi como el contar en algunos casos con
medios de cultivo especificos para cada especie (64).

En el proceso de laboratorio y en un medio aséptico se logra aprovechar a lo
méaximo el poder germinativo que tiene la semilla pues en un medio asimbidtico no
tienen competencia (48).

Ademas, partir de un pequefio segmento inicial de tejido, es posible regenerar en
poco tiempo miles o millones de plantas genéticamente iguales a la planta madre
(65) y mediante el cultivo de meristemos plantas libres de virus (48).

Por otra parte, (48) sugiere el cultivo simbiético, mediante el uso de hongos
micorrizicos, en donde las plantas desarrolladas bajo esta simbiosis presentan
mayor desarrollo en menor tiempo, resistencia a patdogenos y mejor adaptacion al
periodo post in vitro

2.7 CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (CE)

Es la capacidad que posee un cuerpo o medio para conducir la corriente eléctrica,
y esta se utiliza para conocer los niveles de salinidad; y, se puede medir tanto del
agua (liquido), como del suelo (solido), y dependiendo de la cantidad de sales
disueltas que existan en el medio indican la cantidad de CE (66).

Estudios han demostrado que la CE, es una combinacion fisico-quimica de la
textura, materia organica, humedad, pH, salinidad, intercambio cationico entre otros
del suelo (67).

El analisis de la CE en suelos se realiza para determinar, si las sales solubles se
encuentran en cantidades suficientes como para afectar la germinacion normal de
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las semillas, el crecimiento de las plantas o la absorcién de agua por parte de las
mismas. A mayor CE se incrementa la presion osmotica en las raices, dando como
consecuencia dificultad en la absorcidon del agua y nutrientes, haciendo que la planta
gaste mayor energia para su desarrollo (68).

En medios de cultivo para procesos de germinacién se recomienda CE baja (1,9 a

2 Siemens/cm) en tanto que para el repique y el desarrollo de plantines se requiere
conductividades altas (5,69 Siemens/cm) (48).

- 23 -



CAPITULO 3

METODOLOGIA

Este capitulo presenta los materiales, métodos y procedimientos utilizados en
el proyecto investigacion, para la germinacién y formacion de protocormos de la

orquidea Cyrtochilum edwardii.

3.1

Para el presente trabajo de investigacion se utilizaron diversos materiales, los
mismos que han sido categorizados en: fisicos, quimicos y bioldgicos.

3.1.1 FISICOS

Un detalle de los materiales fisicos de acuerdo a los diversos procesos, se

presenta en el cuadro 8.

MATERIALES

Cuadro 8. Conjunto de materiales de laboratorio

MATERIALES FiSICOS

INSUMOS
PREPARACION
VESTUARIO DEL MEDIO SIEMBRA OFICINA
Mascarilla Olla Camara.de flujo Cuaderno de
laminar apuntes
Mandil Autoclave Estanterias Léapiz
Cobertor de Cocina industrial Timer Computadora
cabello
Guantes pH metro Bisturi Marcadores
.Zape_ttos Balanza Porta bisturi Cémara fotografica
antideslizantes
Licuadora. Pinzas
Lampara de
Paleta alcohol
Embudo Botellas
Algodon
Papel aluminio
Ligas
Etiquetas
Toallas de
limpieza
Papel estéril
Céamara de
crecimiento

Elaboracion propia
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3.1.2 QUIMICOS Y BIOLOGICOS

Los materiales quimicos y biolégicos se exponen el cuadro 9.

Cuadro 9. Quimicos y bioldgicos.

MATERIALES
QuUIiMICOS BIOLOGICOS
Agua destilada Cépsulas de Cyrtochilum edwardii
Agar — agar Agua de coco
Tiamina Pulpa de Manzana
Azicar Pulpa de Platano

Hidréxido de sodio (NaOH) pH

Acido Clorhidrico (HCI) pH

Ajax Cloro

Alcohol

Elaboracién propia

3.2 DESARROLLO

3.2.1 Ubicacion:

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de biotecnologia de la
empresa “Equaflor-A”, propiedad del sefior Ing. Mario Portilla, ubicada en la
provincia del Azuay, cantén Cuenca, parroquia Yanuncay, sector parque lberia,
calles Pedro Alvarez Cabral 1-69 y Av. Don Bosco, las coordenadas geogréficas
del lugar se reflejan en el cuadro 10.

Cuadro 10. Ubicacién geografica del ensayo.

Coordenadas
Latitud 2°54'59.4” S
Longitud 79°01'12.5" W
Altitud 2.526 msnm

Elaboracion propia
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3.2.2 Caracteristicas del laboratorio

El laboratorio presenta las condiciones adecuadas para realizar cultivo in-vitro
de orquideas, debido a que es un lugar libre de contaminacion, y cuenta con
todos los implementos necesarios para desarrollar la investigacion planteada (ver
figura 13).
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g

o
Q

LABORATORIO DE
ECUAFLOR_A

Fig. 13. Plano del laboratorio.

Elaboracion propia

3.2.3 Tipo de investigacion

El tipo de investigacion realizada es experimental con enfoque cuantitativo, en
la cual se prueban dos medios de cultivo con adicibn de agua de coco y tres
fotoperiodos en bloques al azar, para evaluar el porcentaje de germinacion de la
semilla de Cyrtochilum edwardii y desarrollo de protocormos, con cuatro
repeticiones.
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3.2.4 Factores en estudio
La simbologia de los factores en estudio se refleja en el cuadro 11.

Cuadro 11. Simbologia de los medios y fotoperiodos

Medios Caseros Fotoperiodos

Medio de platano (M1) 8 horas luz (F1)

Medio de manzana
(M2) 12 horas luz (F2)

16 horas luz (F3)

Elaboracion propia

3.2.5 Tratamientos:

En el experimento planteado las combinaciones determinan seis tratamientos
con cuatro repeticiones dando un total de veinticuatro unidades experimentales
gue fueron distribuidas en una estanteria con tres niveles correspondientes a

cada fotoperiodo, el esquema y distribucidbn se muestran en la figura 14, su
nomenclatura se refleja en el cuadro 12.

16 horas

m
"

Fig. 14. Distribucion aleatoria de las botellas
Elaboracién propia
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Cuadro 12. Nomenclatura de los tratamientos

T1 M1F1 F1
T2 M1F2 F2
T3 M1F3 F3
T4 M2F1 F1
T5 M2F2 F2
T6 M2F3 F3

Elaboracién propia

3.2.6 Analisis estadistico

A lo largo de la investigacibn los datos obtenidos fueron analizados
estadisticamente, mediante el analisis de variancia (ADEVA) y en caso de
establecerse diferencias estadisticas; se plantea la prueba de Duncan al 5%.

3.3 PROCEDIMIENTO:

La investigacién en su parte practica comprende varios aspectos los mismos que se
describen a continuacion.

o Preparacion del medio de cultivo.

o Adecuacion de la camara de flujo laminar.
o Obtencién y desinfeccién de la semilla.

o Siembra.

o Etiquetado.

o Incubacién.

3.3.1 Preparacion del medio de cultivo.

En base a la férmula de cada uno de los medios ver cuadros 4 y 6 se mezclan
los ingredientes y se licuan, luego se tamizan y el liquido obtenido se lleva a
coccion por un tiempo de cinco minutos, durante este lapso se realizan
mediciones del pH con el fin de ajustarlos alrededor de 5,5. Este liquido se coloca
en botellas mediante un vaso medidor (100 ml) y un embudo. Luego se sellan las
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botellas con un tapdén de algodon y se cubre con papel aluminio. Las mismas se
llevan a la autoclave por un tiempo de 15 minutos. Luego se extrae de la mismay
se coloca una liga en el pico de la botella que sujeta el papel aluminio y antes del
enfriado total se coloca horizontalmente para la solidificacion del medio. Y se las
ubica a la sombra y son observadas por un periodo de ocho dias por si hay
contaminacion (ver figuralb).

Fig. 15. Preparacion del medio.

Elaboracién propia

3.3.2 Adecuacion de la camara de flujo laminar

La camara se desinfecta con una solucion de hipoclorito de sodio al 15% y
alcohol al 70% vy la accion de luz ultra violeta (UV) por 15 minutos en donde se
incluye los frascos con medios colocados en ella. Se introducen al area de trabajo
los materiales previamente esterilizados (bisturi, pinza, vasos, papel filtro) (ver
figura 16).
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Fig. 16. Camara de flujo laminar.

Elaboracién propia

3.3.3 Obtenciodn y desinfeccién de la semilla

Polinizadas las flores de Cyrtoquilum edwardii y formado el fruto este se
recolecta a los 220 dias, tiempo en el cual las semillas han adquirido la madurez
fisiologica. La capsula cosechada, es lavada con agua y jabon previamente a su
ingreso a la camara flujo laminar en donde es desinfectada introduciéndola en un
frasco con cloro puro agitandola por dos minutos luego de lo cual se retira el cloro
con hojas de papel estéril, seguidamente se la introduce en un frasco con alcohol
al 70% por dos minutos y se procede a su flameado (ver figura 17).
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Fig. 17. Esterilizacion mediante flameado de capsula previo a la siembra.

Elaboracién propia

3.34 Siembra

La cépsula desinfectada se la abre longitudinalmente con un bisturi sobre un
papel estéril, dejando al descubierto la semilla, se toma la botella con el medio se
retira la cubierta de aluminio se la flamea la boca se retira el algodon y vuelve a
flamear su boca; se introduce la semilla con la ayuda de una pinza y se la esparce
por toda la superficie del medio, se vuelve a flamear la boca y el tapén de algodon
se la sella con el mismo envolviendo su abertura con plastico parafilm (ver figura
18).

Pruebas realizadas indican que con la adicion de dos centimetros cubicos de
agua después de la siembra permite la dispersion de las semillas y ayuda a que
las sales del medio se disuelvan,y asi baje la conductividad eléctrica (45).

3.35 Etiquetado

Cada botella fue identificada con diferente color de etiqueta para asi poder
diferenciar los medios de estudio; en cada una de estas se anoto6 la fecha en la
gue fue sembrada; de esta manera podremos determinar con mayor facilidad cudl
de los medios de cultivo dan los primeros resultados y poder reconocer el mas
adecuado para el cultivo in vitro de Cyrtochilum edwardii (ver figura 19).
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Fig. 18. Preparacion de frascos y siembra
Elaboracién propia

! o4
Fig. 19 Etiquetado.

Elaboracién propia

3.3.6 Incubacioén

Las botellas sembradas con semillas de Cyrtoquilun edwardi se llevan a la
camara de incubacién en donde se las coloca en estanterias de acuerdo a los
niveles de luz establecidos y los tratamientos determinados (ver figura 20).
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Fig. 20. Incubacion.

Elaboracién propia

Para ello se utilizé el disefio experimental con bloques completos al azar DBA y
en un arreglo bifactorial (ver cuadro 13).

Cuadro 13. Tratamientos y factores en estudio

Mgdiqs de Fotoperiodos Tratamientos Nﬂmgrp de
ultivo Repeticiones
8H 12H 16H

M1 F1 M1F1 4

M1 F2 M1F2 4

M1 F3 M1F3 4

M2 F1 M2F1 4

M2 F2 M2F2 4

M2 F3 M2F3 4

Elaboracion propia
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CAPITULO 4
RESULTADOS

Alo largo de este estudio los resultados obtenidos son de dias a la germinacion
y formacion de protocormos, los datos se tomaron de manera visual, para la
estadistica se emple6 el andlisis de varianza (ADEVA) y la prueba de rango
multiple de Duncan al 5%.

4.1 GERMINACION DE SEMILLA

Contabilizada la tercera semana se anota el porcentaje de germinacion de cada
uno de los tratamientos (cuadro 14) al no haber iniciado todos estos procesos, los
datos se transforman a Vx+0,5.

Cuadro 14. Porcentaje de germinacion a la tercera semana (transformacion a\ x+ 0.5)

Repeticiones
Tratamientos Suma Total | Media
| 1 1l [\

M1F1 3,24 3,24| 0,70| 3,24 10,42 | 2,61
M1F2 3,24 | 452| 452 | 5,52 17,80 | 4,45
M1F3 552 | 552| 452| 5,52 21,08| 5,27
M2F1 452 452| 452 | 5,52 19,08 | 4,77
M2F2 552 | 3,24| 552| 0,70 14,98 | 3,75
M2F3 552 | 552 | 552 | 4,52 21,08| 5,27
Total Repeticiones | 27,56 | 26,56 | 25,30 | 25,02 104,44 | 26,11
Media 4,59 | 443| 4,22 4,17 17,41| 4,35

Elaboracion propia

El analisis de varianza (ADEVA) determina que no existe diferencia estadistica
para tratamientos, medios y fotoperiodos en porcentajes de germinacion a la
tercera semana (ver cuadro 15).
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Cuadro 15. Andlisis de varianza de porcentaje de germinacion a la tercera semana

FV SC |GI|CM | F.O|0,05]|0,01
Total 46,70 | 23

Tratamientos | 21,16 4,23 12,56 |3,06]|4,89 |ns

Medios 1,42 1,4210,86 | 4,54 8,68 | ns

MXF 8,95 4,47 | 3,26 | 3,68 | 6,36 | ns

5
1
Fotoperiodos | 10,79 | 2|5,40|3,26 | 3,68 |6,36 | ns
2
3

0,2310,14 3,29 | 5,42 | ns

Error 24,84 | 15]1,66
ns: no significativa
Elaboracién propia

Repeticiones | 0,69

A la cuarta semana todos los tratamientos presentan germinacion (ver cuadro
16), de los que no la presentaron la semana anterior en el un caso se iguala a los
demas y en el otro queda algo rezagado (M1F1, R3y M2F2, R4).

Cuadro 16. Porcentaje de germinacién a la cuarta semana

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
| 1l 1] \Y

M1F1 15 15 15 15 60| 15,00
M1F2 20 30 30 40 120 | 30,00
M1F3 40 40 30 40 150 | 37,50
M2F1 30 30 30 40 130 | 32,50
M2F2 40 20 40 15 115| 28,75
M2F3 40 40 40 30 150 | 37,50
Total Rep. 185 175 185 180 725 (181,25
Media 30,83 29,17 | 30,83 | 30,00 120,83 | 30,21

Elaboracion propia

El ADEVA establece diferencia estadistica significativa para tratamientos y
fotoperiodos (ver cuadro 17).

Cuadro 17. Analisis de varianza de porcentaje de germinacion a la cuarta semana

FV SC gl| CM |F.O|0,05]|0,01
TOTAL 2.323,96 | 23

Tratamientos | 1.380,21 276,04 14,44 13,064,899 | *

Medios 176,04 176,04 | 2,83 4,54 | 8,68 | Ns

MXF 439,58 219,79 13,54 | 3,68 | 6,36 | Ns

5
1
Fotoperiodos | 764,58 | 2|382,29 |6,15[3,68|6,36| *
2
3

Repeticiones 11,46 3,82 (0,06 | 3,29 | 5,42 | Ns

Error 932,29 |15 62,15
ns= no significativo

*= significativo

Elaboracion propia




Efectuada la prueba de Duncan al 5% para el porcentaje de germinacion a la
cuarta semana, se establecen dos rangos para tratamientos, primando en el rango
A, el M1F3y el M2F3 a la vez que comparte con M2F1 (ver figura 21).

Realizada la misma prueba para fotoperiodos se determinan igualmente dos
rangos sobresaliendo el fotoperiodo de 16 horas (rango A) (ver figura.22).

40

Tratamientos

Fig. 21. Prueba de Duncan al 5% para tratamientos en porcentaje de germinacién a la cuarta semana

Elaboracién propia

Fotoperiodo

Fig. 22. Prueba de Duncan al 5% para fotoperiodos en porcentaje de germinacién a la cuarta semana

Elaboracion propia
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Los datos tomados de porcentaje de germinacion a la quinta semana a partir de
la fecha de siembra (ver cuadro 18), en el cual se observa que los tratamientos
(M1F1 R3 y M2F2 R4), rezagados en el primer registro hoy supera a sus
respectivas repeticiones. Es decir tuvieron un desarrollo acelerado en una
semana (ver cuadro 14).

Cuadro 18. Porcentaje de germinacién a la quinta semana.

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
| 1l 11 \Y

M1F1 20 20 30 20 90 | 22,50
M1F2 25 40 40 50 155 | 38,75
M1F3 50 50 40 50 190 | 47,50
M2F1 40 40 40 50 170 | 42,50
M2F2 50 25 50 30 155 | 38,75
M2F3 50 50 50 40 190 | 47,50
Total Rep. 235| 225| 250| 240 950 | 237,50
Media 39,17 | 37,50 | 41,67 | 40,00 158,33 | 39,58

Elaboracién propia

El ADEVA sefiala que existe significancia estadistica en tratamientos,
fotoperiodos y la interaccion de los factores en estudio (ver cuadro 19).

Cuadro 19. Analisis de varianza del porcentaje de germinacién a la quinta semana

FV SC gl| CM |F.O|0,05]|0,01
TOTAL 2.845,83 | 23

Tratamientos | 1.708,33 | 5|341,67 |4,73|3,06 4,89 | *
Medios 266,67 | 1|266,67 |3,69|4,54|8,68|Ns
Fotoperiodos | 908,33 | 2|454,17 6,29 |3,68|6,36| *
MXF 533,33| 2|266,67 3,69 |3,68|6,36| *
Rep 54,17 | 3| 18,06 |0,25|3,29|5,42|Ns
Error 1.083,33|15| 72,22

ns= no significativo
*= significativo
Elaboracion propia

La prueba de Duncan al 5% para tratamientos determina dos rangos,
destacandose en el rango A, un conjunto de cinco tratamientos, y son valorados
estadisticamente como similares (ver figura 23).
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Medias

Tratamientos

Fig. 23. Prueba de Duncan al 5% para tratamientos en porcentaje de germinaciéon a la quinta semana

Elaboracién propia

De igual manera para fotoperiodos en porcentaje de germinacién la prueba de
Duncan al 5% establece dos rangos destacandose el F3 (ver figura 24).

50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

Medias

Fotoperiodo

Fig. 24. Prueba de Duncan al 5% para fotoperiodos en porcentajes de germinacioén a la quinta semana

Elaboracién propia
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Los datos de porcentaje de germinacién a la sexta semana, presenta la
superioridad del tratamiento M2F1 en su cuarta medicion (ver cuadro 20).

Cuadro 20. Porcentaje de germinacién a la sexta semana

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
I Il 1] [\

M1F1 30 30 40 30 130 | 32,50
M1F2 30 60 60 60 210 | 52,50
M1F3 60 60 60 60 240 | 60,00
M2F1 60 60 60 70 250 | 62,50
M2F2 60 30 60 40 190 | 47,50
M2F3 60 60 60 60 240 | 60,00
Total Rep. 300| 300| 340| 320 1260 | 315,00
Media 50,00 | 50,00 | 56,67 | 53,33 210,00 | 52,50

Elaboracion propia

Calculado el ADEVA se determina la existencia de diferencia estadistica
altamente significativa para tratamientos e interacciones, en tanto que es
significativa para medios y fotoperiodos (ver cuadro 21).

Cuadro 21. Andlisis de varianza del porcentaje de germinacion a la sexta semana

FVv SC gd| CM |F.O| 0.05]0.01
Total 4.050,00 | 23
Tratamientos | 2.550,00 | 5| 510,00 | 5,81 | 3,06 | 4,89 | **
Medios 416,67 | 1|416,67|4,75| 454|868 | *
Fotoperiodos | 700,00 | 2|350,00|3,99| 3,68|6,36| *
MXF 1.433,33| 2|716,67|8,16| 3,68 6,36 | **
Repeticiones | 183,33| 3| 61,11|0,70| 3,29 5,42 |ns

Error 1.316,67 | 15| 87,78
ns= no significativo

*= significativo

**altamente significante

Elaboracién propia

Elaborada la prueba de Duncan al 5% para tratamientos fija dos rangos, donde
se destaca la superioridad del medio de manzana por tener sus tratamientos en el
rango A (ver figura 25).
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Tratamientos

Fig. 25. Prueba de Duncan al 5% para tratamientos en porcentaje de germinacion la sexta semana

Elaboracién propia

De acuerdo a la prueba de Duncan al 5% para medios de cultivo se ratifica la
superioridad del medio a base de manzana en porcentaje de germinacion a la
sexta semana (ver figura 26).
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56,00

54,00

52,00
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50,00
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A B

Manzana Platano
Medios de Cultivo

Fig. 26. Prueba de Duncan al 5% para medios de cultivo a la sexta semana de germinacion

Elaboracion propia

Prueba de Duncan al 5% para fotoperiodos sefiala que con 16 horas luz (F3),
se presenta un mayor porcentaje de germinacion, a la semana sexta (ver figura
27).
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F3 | F2 | F1 |
Fotoperiodos

Fig. 27. Prueba de Duncan al 5% para fotoperiodo en porcentajes de germinacion a la sexta semana

Elaboracién propia

Los datos de porcentaje de germinacion de la séptima semana se detallan en el
(cuadro 22).

Cuadro 22. Porcentajes de germinacion a la séptima semana.

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
| 1 1] v

M1F1 50 40 50 50 190 | 47,50
M1F2 40 70 70 70 250 | 62,50
M1F3 70 70 70 70 280 | 70,00
M2F1 70 70 70 80 290 | 72,50
M2F2 70 40 70 50 230 | 57,50
M2F3 70 70 70 70 280 | 70,00
Total Rep. 370 360| 400] 390 1520 | 380,00
Media 61,67 | 60,00 | 66,67 | 65,00 253,33 | 63,33

Elaboracion propia
Segun el ADEVA existe significancia estadistica para tratamientos y la
interaccién de factores (ver cuadro 23).
En base a la prueba de Duncan al 5% para tratamientos se establece dos rangos,

en donde se destaca la presencia de los tratamientos del medio de manzana, junto
con otros dos, en el rango A (ver figura 28).
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Cuadro 23. Andlisis de varianza en porcentajes de germinacion a la séptima semana

FV SC gl CM F.O | 0.05| 0.01

Total 3.333,33 | 23

Tratamientos | 1.833,33 | 5(366,67 4,12 | 3,06 | 489 | *
Medios 266,67 | 1]266,67|3,00| 454 | 8,68 | Ns
Fotoperiodos | 533,33 | 2266,67|3,00| 3,68 | 6,36 | Ns
MXF 1.033,33| 2|516,67 581 | 3,68| 636 | *
Repeticiones | 166,67 | 3| 55,56 |0,62 | 3,29 | 5,42 | Ns
Error 1.333,33 | 15| 88,89

ns= no significativo
*= significativo
Elaboracién propia

80

Medias

M2F1 | M2F3 | M1F3 | M1F2 | M2F2 | M1F1
Tratamientos

Fig. 28. Prueba de Duncan al 5% para tratamientos en porcentaje de germinacion a la séptima semana

Elaboracién propia



Los datos obtenidos en porcentaje a la octava semana muestran que el
tratamiento M2F1 obtuvo el mayor porcentaje de germinacion, (ver cuadro 24).

Cuadro 24. Porcentajes de germinacién a la octava semana

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
| 1l 11 \Y

M1F1 70 60 60 70 260 | 65,00
M1F2 60 80 80 80 300 | 75,00
M1F3 80 80 80 80 320 | 80,00
M2F1 80 80 80 90 330 | 82,50
M2F2 80 60 80 60 280 | 70,00
M2F3 80 80 80 80 320 | 80,00
Total Rep. 450 | 440| 460| 460 1.810 | 452,50
Media 75,00 | 73,33 | 76,67 | 76,67 301,67 | 75,42

Elaboracién propia

Realizado el ADEVA este determina diferencia estadistica significativa para
tratamientos e interacciones (ver cuadro 25).

Cuadro 25. Andlisis de varianza en porcentajes de germinacion a la octava semana

FVv SC g| CM |FO|0.05] 0.01

Total 1.795,83 | 23

Tratamientos | 920,83 | 5184,17[3,33| 3,06 | 4,89 | *
Medios 104,17 | 1|104,17|1,88| 4,54 | 8,68 | Ns
Fotoperiodos | 258,33 | 2[129,17|2,34| 3,68 | 6,36 | Ns
MXF 558,33 | 2|279,17 [5,05| 3,68 | 6,36 | *
Repeticiones 45,83 | 3| 1528]0,28| 3,29 | 5,42 | Ns
Error 829,17 | 15| 55,28

ns= no significativo
*= significativo
Elaboracién propia

La prueba de Duncan al 5% para tratamientos establece dos rangos
compartiendo en A los tratamientos M2F1, M2F3, M1F3, M1F2, M2F2 a la octava
semana de germinacion (ver figura 29).
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Fig. 29. Prueba de Duncan al 5% para tratamientos en porcentaje de germinacion a la octava semana

Elaboracién propia



En la novena semana, los datos de porcentaje de germinacion indican que los
tratamientos M1F3, M2F3 alcanzan en la mayoria de sus repeticiones el 100% de
germinacion (ver cuadro 26).

Cuadro 26. Porcentajes de germinacién a la novena semana

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
| 1l 11l \Y

M1F1 80 80 70 80 310| 77,50
M1F2 80 90 90 100 360 | 90,00
M1F3 100 | 100 90| 100 390 | 97,50
M2F1 90 90 90| 100 370 | 92,50
M2F2 100 80| 100 70 350 | 87,50
M2F3 100| 100| 100 80 380 | 95,00
Tota Rep. 550 | 540 540 530 2.160 | 540,00
Media 91,67 | 90,00 | 90,00 | 88,33 360,00 | 90,00

Elaboracién propia

Segun el ADEVA, se demuestra que no existe significancia estadistica en
tratamientos, medios, fotoperiodos e interacciones entendiéndose que existe un
comportamiento similar en cada uno de ellos (ver cuadro 27).

Cuadro 27. Andlisis de varianza en porcentajes de germinacion a la novena semana

FVv SC gl| CM |F.O | 0.05]| 0.01

Total 2.400,00 | 23

Tratamientos | 1.000,00 | 5| 200,00 | 2,20 | 3,06 | 4,89 | Ns
Medios 66,67| 1| 66,67 |0,73| 454 | 8,68 |Ns
Fotoperiodos | 525,00 | 2|262,50|2,88| 3,68 | 6,36 | Ns
MXF 408,33 | 2|204,17 |2,24| 3,68 6,36 | Ns
Repeticiones 33,33| 3| 11,11|0,12| 3,29 | 542 | Ns
Error 1.366,67 | 15| 91,11

ns= no significativo
Elaboracién propia
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La mayoria de los tratamientos alcanzan su porcentaje total de germinacion
(100%) a la décima semana (ver cuadro 28).

Cuadro 28. Porcentajes de germinacién a la décima semana

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
I Il 1] [\

M1F1 90 90 80 90 350 | 87,50
M1F2 90 100 100 100 390 | 97,50
M1F3 100 100| 100| 100 400 | 100,00
M2F1 100 100 100 100 400 | 100,00
M2F2 100 90 | 100 80 370 | 92,50
M2F3 100| 100| 100| 100 400 | 100,00
Total Rep. 580| 580| 580| 570 2310 | 577,50
Media 96,67 | 96,67 | 96,67 | 95,00 385,00 | 96,25

Elaboracion propia

El ADEVA determina la existencia de diferencia estadistica significativa en
tratamientos e interacciones (ver cuadro 29).

Cuadro 29. Andlisis de varianza en porcentajes de germinacion a la décima semana

FVv SC |GI| CM |FO | 0.05] 0.01

Total 962,50 | 23

Tratamientos | 537,50 | 5)|107,50 3,91 | 3,06 | 4,89 | *
Medios 3750 1| 37,50|1,36| 454 | 8,68 |Ns
Fotoperiodos | 175,00 2| 87,50]3,18| 3,68 | 6,36 | Ns
MXF 325,00| 2]162,50 (591 | 3,68| 6,36 | *
Repeticiones | 12,50 | 3 4,17 10,15| 3,29 | 5,42 | Ns
Error 412,50 | 15| 27,50

ns= no significativo
*= significativo
Elaboracion propia

La prueba de Duncan al 5% de porcentaje germinacion a la décima semana
establece dos rangos, en el A sobresalen M2F3, M2F1, M1F3, y ademas se
encuentran M1F2, M2F2 (ver figura 30).
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Fig. 30. Prueba de Duncan al 5% para tratamientos en porcentaje de germinacion a la décima semana

Elaboracién propia

En la undécima semana los datos recogidos de porcentaje de germinacién
hacen referencia que se alcanz6 un 100%, tanto en el medio de platano, y
también de manzana con excepcion de M2F2 (R4) (ver cuadro 30).

Cuadro 30. Porcentajes de germinacién a la onceava semana

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
[ Il 11 v
M1F1 100 100 90| 100 390| 97,50
M1F2 100 100| 100| 100 400 | 100,00
M1F3 100 100| 100| 100 400 | 100,00
M2F1 100 100| 100| 100 400 | 100,00
M2F2 100 100| 100 90 390| 97,50
M2F3 100 100| 100| 100 400 | 100,00
Total Rep. 600 600| 590| 590 2380 595,00
Media 100,00 | 100,00 | 98,33 | 98,33 396,67 | 99,17

Elaboracion propia
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Efectuado el ADEVA para la undécima semana en porcentaje de germinacion,
se indica la no existencia de significancia estadistica deduciendo que los mismos
se comportaron de manera similar (ver cuadro 30).

Cuadro 31. Analisis de varianza en porcentaje de germinacion a la onceava semana

FVv SC |gl| CM |[F.O| 0.05] 0.01

Total 183,33 | 23

Tratamientos | 33,33| 5| 6,67[0,75| 3,06 | 4,89 |ns
Medios 0,00| 1| 0,00{0,00| 4,54| 8,68 |ns
Fotoperiodos 833| 2| 4,17|0,47| 3,68| 6,36 | ns
MXF 25,00 2[12,50|1,41| 3,68 | 6,36 | ns
Repeticiones | 16,67 | 3| 556 |0,63| 3,29 | 542 |ns
Error 133,33 (15| 8,89

ns= no significativo
Elaboracion propia

4.2 FORMACION DE PROTOCORMOS

Finalizada la germinacion, fase en la cual se da el engrosamiento del embrion,
cinco semanas después se observo la formacion de protocormos en el tratamiento
M1, (platano) mientras que en M2 (manzana) se detecté un cambio de coloracién
de los embriones pasando de un color verde claro hacia un amarillo,
permaneciendo asi sin presentar cambios en su estructura hasta el final del
experimento.

En la semana 17 a partir de la siembra, se registra el inicio de la formacién de
protocormos, en algunos tratamientos (ver cuadro 32).

Cuadro 32. Porcentaje de formacion de protocormos a la semana 17

(Datos transformados a \/x+0,5)

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
| Il 11l \Y

M1F1 0,70| 0,70|0,70| 3,24 5,34 1,34

M1F2 4,52 | 452|452 | 452 18,08 | 4,52

M1F3 3,24| 7,10(3,24| 7,10 20,68 | 5,17

Total 8,46 | 12,32 | 8,46 | 14,86 44,10 | 11,03

Media 282| 4,11]2,82| 4,95 14,70 | 3,68

Elaboracion propia

Ejecutado el ADEVA, este presenta diferencia estadistica altamente
significativa para fotoperiodos y significativa en tratamientos (ver cuadro 33).
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Cuadro 33. Andlisis de varianza en porcentajes de formacion de protocormos a la semana 17

FV SC |gl| CM | F.O | 0.05]| 0.01
Total 53,44 |11

Tratamientos | 33,70 16,85 | 10,22 | 5,14 | 10,92 | *

Fotoperiodos | 98,95 49,48 130,01 | 5,14 | 10,92 | **

2
2

Repeticiones | 9,85| 3| 3,28| 199 476 | 9,78 |ns
6

Error 9,89
ns= no significativo

*= significativo

**= altamente significativo
Elaboracién propia

1,65

La prueba de Duncan al 5% para tratamiento a la semana 17 en formacion de
protocormos determina dos rangos en el medio platano, sobresaliendo el tratamiento
M1 (ver figura 31) y el fotoperiodo F3 (16 horas luz) (ver figura 32).

Medias
w

A A B
M1F3 M1F2 M1F1
Tratamientos

Fig. 31. Prueba de Duncan al 5% para tratamientos en porcentajes deformacion de protocormos a la semana 17

Elaboracién propia
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Fig. 32. Prueba de Duncan al 5% para fotoperiodos en porcentajes de formacion de protocormos

Elaboracién propia

Ala semana 18, el cuadro 34 presenta los datos de porcentaje de formacion de
protocormos, (transformados a Vx+0,5).

Cuadro 34. Datos de la semana 18 formaciones de protocormos

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
| Il 11l [\

M1F1 0,70 | 3,24| 7,10| 5,52 16,56 | 4,14

M1F2 7,10 7,10| 5,52| 7,10 26,82 6,71

M1F3 8,39 | 10,02 | 10,02 | 10,02 38,45| 9,61

Total Rep. | 16,19 | 20,36 | 22,64 | 22,64 81,83 | 20,46

Media 540| 6,79| 7,55| 7,55 27,28| 6,82

Elaboracion propia

El ADEVA para porcentaje de formacion de protocormos, a la semana 18,
detalla la existencia de diferencia estadistica altamente significativa para
fotoperiodos y significante para tratamientos (ver cuadro 35).

Cuadro 35. Andlisis de varianza de formacién de protocormos

FV SC gl CM F.O | 0.05]| 0.01
Total 87,15|11
Tratamientos | 59,97
Fotoperiodos | 265,97

29,99 110,04| 5,14|110,92| *
132,99 44,51 | 5,14 10,92 | **
3,08| 1,03| 476| 9,78 Ns
2,99

Repeticiones 9,25

Error 17,93
ns= no significativo

* = significativo

**= altamente significativo
Elaboracién propia

[ I [N I I\ V]
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La prueba de Duncan al 5% para tratamientos y fotoperiodos en porcentajes de
formacién de protocormos, (semana 18) establece dos rangos destacandose el
tratamiento M1F3 (ver figura 33) y el fotoperiodo F3 (ver figura 34).
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Fig. 33. Prueba de Duncan al 5% en porcentaje de formacién de protocormos en tratamientos a la semana 18
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Fig. 34. Prueba de Duncan al 5% en fotoperiodos para la formacién de protocormos a la semana 18

Elaboracion propia
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A la semana 19 el porcentaje de formacion de protocormos llega a su fin (ver
cuadro 36).

Cuadro 36.Porcentaje de formacion de protocormos a la semana 19

Tratamientos Repeticiones Suma Total | Media
I Il 1] v

M1F1 50 50 70 50 220 55

M1F2 100 100 100 100 400 100

M1F3 100| 100| 100| 100 400 100

Total Rep. 250| 250| 270| 250 1020 255

Media 83,33 83,33 /90,00 | 83,33 340,00 | 85,00

Elaboracién propia

El ADEVA, para porcentajes de formacion de protocormos establece la
existencia de diferencia estadistica altamente significativa para tratamientos y
fotoperiodos (ver cuadro 37).

Cuadro 37. Analisis de varianza en porcentajes de formacion de protocormos a la semana 19

FV SC gl CM F F.r

Total 5.700,00 | 11 0,5 0,1
Tratamientos | 5.400,00 2700,00 | 81,00 |5,14[10,92 | **

Fotoperiodos | 36.100,00 18050,00 | 541,50 | 5,14 | 10,92 | **

2
2

Repeticiones 100,00 | 3 33,33 1,00 (4,76 | 9,78 | Ns
6

Error 200,00
**= altamente significativo
Elaboracion propia

33,33

La prueba de Duncan al 5% en porcentaje formacion de protocormos (semana
19), para tratamientos determina dos rangos, sobresaliendo M1F3 y M1F2 (ver
figura 35).
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Fig. 35. Prueba de Duncan al 5% para tratamientos en la formacion de protocormos a la semana 19

Elaboracién propia

En cuanto a fotoperiodos

la existencia de dos

rangos determina el

comportamiento similar de F3 y F2 (rango A), (ver figura 36).
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Fig. 36. Prueba de Duncan al 5% para fotoperiodos en la formacién de protocormos a la semana 19

Elaboracién propia
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se concluye:

El proceso de germinacion inicia a la tercera semana en todos los tratamientos
siendo a la cuarta donde se observa un mayor porcentaje en el medio a base de
manzana con el fotoperiodo de 16 horas luz manteniéndose la tendencia hasta la
sexta.

Desde la séptima semana hasta la décima se mantiene el ritmo de germinacion
en el medio manzana, pero ya no siendo influenciado por el fotoperiodo.

A partir de la undécima semana todos los tratamientos tienen un
comportamiento similar llegando a un 100% de germinacion.

El tratamiento a base de platano con 8 horas luz presentd desde un inicio
retraso germinativo a diferencia de los demas en estudio hasta la décima semana.

En el medio a base de manzana se detecta a partir de la duodécima semana
una detencion del proceso germinativo, evidenciado por un amarillamiento de las
semillas germinadas.

La formacion de protocormos se observa a partir de la semana 17 en el medio
platano sobresaliendo el fotoperiodo de 16 horas luz y manteniéndose asi una
semana mas.

En la formacion de protocormos los fotoperiodos de 12 y 16 horas luz se
comportan de manera similar en la semana 19.

El fotoperiodo de 8 horas luz durante las semanas evaluadas demostré un
retraso para germinacion y formacién de protocormos.

Experiencias realizadas por el Ing. Francisco Merchan demuestran que en
germinacién de orquideas el agua de coco no tiene mayor influencia en la
germinacion, mas si en el desarrollo de las plantulas
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La utilizacion de un fotoperiodo de 16 horas luz en el medio a base de platano
permite ganar tiempo en la formacion de protocormos y la obtencion de plantas en
menor tiempo.

El proceso de propagacion in vitro es una gran alternativa para apoyar a la
biodiversidad de especies que se encuentran en peligro de desaparecer, gracias a
este método de multiplicacidén se logra conservar y mantener plantas endémicas.
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5.2 RECOMENDACIONES

En base a las conclusiones obtenidas se recomienda:

La utilizacion del medio casero a base de platano con un fotoperiodo de 16
horas luz ya que con este tratamiento se alcanzaron los objetivos propuestos, la
germinacién de semillas y formacién de protocormos.

Usar vitaminas y soluciones gelificantes mas econdémicas que la tiamina y el
Agar-agar.

Para el medio a base de manzana usar combinaciones con productos ricos en
minerales y vitaminas que ayuden a obtener mejores resultados.

Utilizar frascos de boca ancha ya que permite un trabajo rapido, esto ayuda
evitar el contacto de la plantula con el envase para disminuir la contaminacién

Por facilidad de manipuleo se recomienda tapar las botellas con corchos de
caucho con mecha de algoddn, que permitan el intercambio de gases.

Probar en el medio a base de manzana cantidades de agar-agar ya que la
manzana contiene pectinas y taninos que contribuyen a la gelificacién del medio
dando como un resultado un medio duro y no adecuado para siembra de la
semilla.

Se debe tomar en cuenta la conductividad eléctrica en la preparacion del medio
ya que para germinacion se necesita concentraciones bajas, mientras que para el
desarrollo de plantulas cantidades altas.

Probar espectros de luz, en nuevas investigaciones, por la influencia de la luz
roja y azul en la germinacion de semillas y en el desarrollo de plantines, segun la
informacién generada en varios estudios
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ANEXOS

ANEXO A: REGISTRO FOTOGRAFICO

Se presenta una secuencia fotografica del procedimiento llevado a cabo en la
investigacion.
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Fig. 1A. Materiales para la preparacion de los medios
Elaboracién propia

Fig. 1A. Pesado de platano

Elaboracién propia
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Fig. 2A. Pesado del agar-agar
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Fig. 3A. Licuado de los componentes del medio
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Fig. 4A. Colacion de la solucién
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Fig. 5A. Medidor de pH
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Fig. 6A. Lavado de botellas
Elaboracion propia

Fig. 7A. Etiquetado de botellas
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Fig. 8A. Colocacion de la sustancia en la botella
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Fig. 9A. Sellado de botellas
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Fig. 10A. Esterilizacion de los medios
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Fig. 11A. Autoclave
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Fig. 12A. Enfriado del medio
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Fig. 13A. Aislacién de botellas previo a la siembra
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Fig. 14A. Camara de flujo laminar
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Fig. 15A. Desinfeccion de la capsula
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Fig. 16A. Diseccion de los bordes de la capsula
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Fig. 17A. Abertura de la capsula
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Fig. 18A. Siembra
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Fig. 19A. Colocacion en las perchas
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Fig. 20A. Germinacion
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Fig. 21A. Revision de botellas
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