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I. INTRODUCCION

& N S
(3 . - . — ‘_"-’ -
La gran mayoria de especies de orquideas que se comercializan el nuestro pais, son

producto de recolecciones ilegales e indiscriminadas de nuestros bosques tropicales.
Consecuentemente la tala del bosque, junto a la recoleccién no controlada con fines
comerciales, viene produciendo una rapida disminucién de las poblaciones naturales
de orquideas, algunas de las cuales se encuentran en peligro de desaparecer. Es el
caso de Cattleya rex O’brien en el departamento de San Martin. Cientos de plantas de
esta especie recolectadas anualmente son comercializadas en Lima, gran parte son

exportadas, o donde generalmente mueren. LEON (1995).

Nuestras especies nativas de orquideas, amenazadas o en peligro de desaparecer,
pueden protegerse utilizando las técnicas de propagaciéon masiva in Vitro, siempre y

cuando se asegure su reproduccién en cantidades adecuadas (OSPINA, 1968).

Las orquideas producidas in Vitro a escala comercial podrian distribuirse a los viveros
comerciales, disminuyendo la dependencia de éstos por obtener orquideas extraidas
de su habitat original. Sin embargo la composicién del medio nutritivo para esta
técnica es compleja y con costos relativamente altos, es por ello que con el presente
trabajo de investigacion se determiné un medio de cultivo de bajo costo y eficiente
para la germinacion, desarrollo y enraizamiento de plantulas de orquideas de las

especies Cattleya spp. y Oncidium lanceanum, utilizando insumos disponibles

localmente.
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II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general.

Determinar los medios de cultivo altematives, de bajo costo, utilizando
insumos disponibles localmente, para la germinacion y crecimiento in Vitro de

orquideas con fines de produccién comercial.

2.2. Objetivos especificos.

221 Evaluar el efecto de la composicidbn mineral y de suplementos
organicos complejos, de diferentes medios de cultivo, en la
germinacion, desarrollo y enraizamiento in vitro de Cattleya spp. ¥

Oncidium lanceanum.

2.2.2 Determinar el analisis de costos de produccion de los medios de cultivo

en estudio.
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lll. REVISION DE LITERATURA

3.1. Aspectos historicos del cultivo de orquideas.
Los primeros intentos de germinacidn de ssmillas de orquideas fueron
realizadas en Europa por Moore (1849} al sembrarlas en compost o sustratos
que habian sido utilizados para cultivar plantas adultas, practica que fue

adoptada por los cultivadores comerciales de su época, ARDITTI (1984).

Posteriormente Noel Bernard realizd una serie de experimenios que le
permitieron explicar el rol del hongo micorrizico en la germinacién de semillas
de orquideas (BERNARD 1909), demostrando la importancia de esta
asgciacion simbidtica y germinando exitosamente distintas especies e hibridos
de orquideas terrestres y epifitas, Otros investigadores continuaron su trabajo.

ARDITTI (1990).

Went y Thimann en 1937, mencionado en ARDITTI 1990, descubren la auxina
Acido indol Acético. Hormona reguladora de crecimiento que estimula el

desarrollo de ralces.

CAPLIN Y STEWARD (1948), mencicnado en ARDITTI (1990}, determinan que
el endosperma liquido de coco tiene un efecto en la formacién de células

aisladas de raices de zansahoria.

SKOOG y MILLER (1957), citado en ARDITTI (1980), combinan auxinas y
. cltoquininas, controlande la formacion de brotes y raices,

MURASHIGE y SKOOG ({1962), mencionado en ARDITTI (1890), logran

desarrollar el medio nutritivo que actualmente es el mas utilizado para la

propagacion in vitro de muchas de las especies de orquideas.
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Las semillas de orquideas constan de una testa gruesa, que encierra un
embridn. La cual tiene aspecto caracteristico en forma de red y diferente para
cada especie. La testa estd formada por un tejido muerto, compuesto en un
96% de aire, de tal fooma gue cada semilla puede ser considerada como un

auténtico globo, PIERIK (1989).

SINGH (1981), citado en LEON (1995), demostrd que el 2, 3, 5 trifenil —
tetrazolium es Gtil para determinar la viabilidad de las semillas, donde los

embriones viables se tifen de rojo, mientras que los no viables quedan blancos.

Los protocormos deben ser transferidos antes que induzcan hiperhidricidad o

fenalizar y luego mueran, DELGADO (2001).

A pesar del descubrimiento del medio de cultivo KNUDSON, se comprobé que
no siempre es posible hacer un medio en al que una determinada especie de
orquidea pueda germinar y desarrollarse; se han descrito muchos medios

nutritivos para muchos géneros y especies diferentes, ARDITTI (1982).

ARDITTI (1984); PIERIK, et al, {1988}, mencionado en ESPINOZA (2001), las
orquideas germinan asimbioticamente después de la inhibicion formando un
pequefio cuerpo esférico denominado protocermo, a partir de cuya base surgen
rizoides y a continuacién primordios de raices y hojas, todo o cual pemite
distinguir etapas bien definidas que se usan en el calcule de indices de

crecimiento.

Algunas especies de orquideas pueden germinar de 4 a 8 semanas despues de

su siembra, y la multiplicacidon se efectiia dentro de las 12 a 16 semanas,
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empleandc el medio de micropropagacion que sirve para multiplicar todas las

especies con éxito, DONAYRE (2000).

Un medioc de cultivo con sales M&S, suplementadas con vitaminas, azicar,
ANA y BAP, permite una répida germinacion de las semillas y un crecimiento de
las plantulas, dado que se desarrollan bien las hojas y forman raices, SELENA

{1999).

El medio de cultivo utilizado en la fase de multiplicacién para el cultivo de
plantas ornamentales fue el M&S (1962) aumentado la concentracion de BAP a

2 mg/l y ANA 0,3 mg/l, ACEVES (2000).

Para la fase de enraizamiento en el cullivo de plantas oramentales, se utiliza
las mismas sales M&S en el medio de cultivo, omitiéndose la citoguinina (BAP).
Complementado con 1,5 g/l de carbén activado, 20 g/l de sacarosa y agregando
la auxina (ANA), las condiciones de incubacion fueron las mismas que para las

etapas anteriores, ACEVES (2000).

LEON (1995), La utilizacién de sustancias organicas complsjas como el platano
homogeneizado (100 g/l) y endosperma liquido de coco (100 ml/l), en la
composicién de los medios, promueven una rapida diferenciacion del
protocormo y el desarrollo vegetative y radicular de las plantulas de Catfleya rex
C'brien, Catfleya maxima Lindley y Psychopsis versteegianum (Pulle) Lueckel &
Braem. De igual manera menciona gue el medio de cultivo M&S, modificado es

el adecuado para la propagacion in Vitro de las especies mencionadas.
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3.2.

MAURO M. & ARDITTI (1994), citado en ESPINOZA (2001), probaron la
influencia de diferentes dosis de benzilaminopurina (BAP) y acido
naftaleneacetico (ANA), en el medio de cultive Murashige y Skoog (M&S) en
Cattleya sp., ellos sugirieron que para la multiplicacién se debe utilizar el medio
suplementado con la combinacién de 10mg/l de BAP y 0,1 mg/l de ANA, y para
el desamolle de plantulas con el incremento de hojas y raiz, se utiliza el medio

suplementado con 10mg/l de ANA.

ARDITT] Y ERNST {1993), mencionado en ESPINOZA (2001) varios aditivos
se han usado en el cultivo in Vifro, tal es el caso del endosperma liquido da
coco, la cual posee una gran cantidad de componentes, entre ellos
encontramos algunas fitohormonas con diferentes concentraciones como:
auxinas, citocininas y giberelinas y, se ha usado rutinariamente en un

sinntmero de métodos de propagacién.

Propagacion In Vitro de orquideas.
ARDITTI {1990) las técnicas de propagacién de crquideas pueden ser de dos

tipos:

3.2.1. Propagacion por semillas.
a. Por semillas provenientes de capsula dehiscente,
Se utiliza semillas de capsulas dehiscentes, las semillas son
gsterilizadas con una solucion de hipoclorito de sodio en
concentraciones de 0,5 a 1,0% por 10 — 30 minutos, dependiendo del
tipo de semilla, para favorecer su esterilizacion es conveniente usar

un agente que rompa la tensidn superficial de la solucién esterilizante
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(Tween 20), es un agente que permite el mejor contacto del
esterilizante con la semilla, se utiliza a razon de 2 gotas/100 ml o
reemplazado por detergente casero, como Hipoclorito de calcio y

sodio.

b. Por semillas provenientes de capsula no dehiscente (capsula
verde).
La capsula es separada de la planta madre, se eliminan las partes
que no Serdn necesarias o que pueden ser una fuente de
contaminacién (restos de pétalos), se enjuaga con agua y detergente
y se sumerge por unos segundos en alcohol etilico al 75%, luego se
esteriliza sumergiéndola en una solucidn de Hipoclorito de calcio al 2

- 4% por 20 minutos.

La siembra se hace directamente sin necesidad de enjuague, para
abrir la cépsula se hacen dos cortes longitudinales a lo largo de la
sutura de dehiscencia y dos cortes transversales se retiran el pedazo

de cépsula seleccionado y se procede a la siembra.

3.3. Medios de cultivo.
Los medios de cultivo empleados tienen diversas composiciones y se emplean
como liquido o geles (ROCA y MROGINSKI, 1991). Los constituyentes basicos
incluyen todos los elementos minerales esenciales para ¢l desarrollo de 1a
planta, macro y micro nutrientes; un azucar (usualmente sacarosa, sucrosa o

glucosa); vitaminas como la tiamina, glicina entre otros; sustancias reguladoras

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




TESIS UNSM

UNIVERSIDAD
NACIONAL
DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

3.4,

del crecimiento; y otros compuestos. Entre astas juegan un papel esencial las
auxinas y las citoquininas cuyas propaorciones relativas favorecen el desarrollo

del tallo y el de la raiz, citado en RUIZ {2003).

Usando las sustancias quimicas nacesarias y [as combinacionss apropiadas de
nutrientes, asi como su forma quimica adecuada, ha sido posible establecer
cultivos para casi todas las partes de Ia planta en diversas especies vegetales,

citado en RUIZ (2003).

Sustancias organicas complejas usadas en la germinaciéon asimbiética de
semillas de orquideas.

Un gran nimero de aditivos se usan para favorecer la germinacién asimbiotica
de semillas de crquideas v el subsecuente desarrollo y diferenciacién de los

protocormos (ARDITTI, 1967).

Los mas frecuentemente usados son el endosperma liquido de coco, el jugo de
tomate y el fruto del platano. STEWARD AND SIMMONDS (1954) reportaron
que las capas formativas del fruto del platano poseen sustancias que estimutan
la division en células de zanahoria; con solo esta evidencia disponible,
KHALIFAH (1966 b} llegé a la conclusibn de que estas sustancias

responsables de la division celular eran las citoquininas.
Encontraron que el fruto del platano contiene pequenias cantidades de

compuestos inductores de la divisidn celular [zeatina, zeatin-ribosido y 6-{A%-

isopentilamino) purina] pero gque comparados con el endosperma liquido del
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toco su actividad era extremadamente baja: 20 ml. de este aditivo daban una
respuesta similar a 500 g de platano. Sin embargo, existen evidencias de que el
efecto del platano sobre el desarollo de las orquideas puede deberse a Ia
presencia de otros compuestos distintos a las citoquininas, pues se ha
reportado la presencia de compuestos afines a giberelinas y auxinas en el

mismo (KHALIFAH, 1966a, 1966b).

VALMAYOR (1972), reporté que el endosperma liquide del coco solamente
permite una pobre diferenciacién en protocormos de Dendrobium, Vanda y
Cattleya, mientras que su combinacion con extractos de platano resulta en un

buen desarrollo de ralces y tallos.

3.5. Carbén activado.
El carbén activade utilizado en cultivo de tejidos es el carbén resultante de Ia
combustion de tejidos vegetales {madera, residuos de madera, papel, lignina,
ofc.). Actualmente es incluido con frecuencia en la formulacién de medios de
cultive /n Vitro de orquideas, tanto para la siembra de plantulas como de
protocormos obtenidos a partir de semilias o de meristemas (YAM et. al,

1990).

Algunos solutos de una solucion son adsorbidos por el carbdn activado cuando
entran en contacto con este; el grado de adsorcidn depende de la temperatura,
el pH, y la composicién quimica de la sustancia adsorbida, siendo mayormente
adsorbidos los compuestos moderadamente polares y poco solubles, como

fenoles, fito — hormonas y vitaminas, en comparacion con los muy polares o los
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apolares: azicares, sorbitol, manitol, inositol, etc. que no son adsorbidos

(WEATHERHEAD et. al., 1879).

Las sales inorganicas muy disociadas no son adsorbidas por el carbon
activado, pero si lo son los de muy baja solubilidad como cationes di- o poli —
valentes. Es por ello en estos casos importante el uso de agentes guelantes

(EDTA) que incrementan la solubilidad de los mismos (YAM et. al., 1990).

Varios mecanismos se han propuesto para explicar el efecto benéfico del
carbon activado en el cultive de orquideas (WEATHERHEAD et. al., 1978). En
primer lugar la contribucion de minerales en forma de impurezas estaria
enriqueciendo el medio de cultive. Segundo, la capacidad para adsorber
metabolitos fitotoxicos que estarian siendo liberados al medie de cultivo por los
tejidos (fenoles y sus oxidados, hidroxiguinonas, 4cido para — hidro — benzoico).
Tercero la adsorcion de sustancias producidas durante la esterilizacién en el
medio de cultivo, como el hidroximetil-furfural, resultado de la deshidratacion de
las hexosas que afectan el crecimiento y desarrollo de las plantulas. Cuarto, la
adsorcion de efileno que inhibe el crecimiento y la diferenciacion de las

plantulas y protocormos.

Para el cultivo de orquideas se utiliza carbon activado en medios de

germinacién de semillas y en medios de desarrollo como para stapas

posteriores (replante) a una concentracion de 2 g/l.
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3.6. Experiencias en cultivo In Vitro de orquideas con medios de cultivo
casero.

3.6.1 Medios de cultivo para la siembra de semillas y meristemas.
MACHADO (2003), menciona que para un laboratorio casero, se puede
preparar medios de cultivo con componentes de facil adquisicion y
baratos. Estos medios son tan eficientes y en algunos casos hasta
mejores que los medios usados tradicionalmente en el cultivo in Vitro de
orquideas. Los componentes para la preparacién del medio de cultivo
casero se pueden adquirir en cualquier feria libre o mercado de
productos de primera necesidad, la preparacion del medio es tan facil
que quien sabe preparar una vitamina para consumo personal, sabra
también con seguridad hacer un excelente medio para reproducir

orquideas.

~ ' _
Figura N° 1: Materiales e insumos para un medio de cultivo casero

Fuente: MACHADO (2003)
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3.6.2 Receta de un medio de cultivo para cultivar semillas.
MACHADO {2003), recomienda QUe todos los componentes a usarse en
la preparacion de un medio de cultivo debe ser organico sin

agroguimicos, estos son:

1. Platano seda semi maduro sin cascara (mitad) aproximadamente 50
g
2. Papaya (una cuchara de sopa bien llenia) aproximadaments 50 g.

Tomate cereza (cinco pequefios tomates) aproximadamente 50 g.

A

Agua de coco verde (1 vaso) aproximadamente 120 mil.

5. Azdcar {una cuchara de sopa) aproximadamente 20 g.

6. Agar— agar (una cuchara de sopa) aproximadamente 10 g.
7. Polvo de carbén (una cuchara de te) aproximadamente 01 g.

8. Agua destilada completar para un litro.

12
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ublcacion de los experimentos,
El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos
Vegetales (LCTV) de la Universidad Nacional de San Martin — Tarapoto,
Facultad de Ciencias Agrarias, situado en la Ciudad Universitaria, cuya

ubicacidn politica y geografica se menciona a continuacion:

4.1.1 Ubicacion Politica
Lugar : Laboratoric de Cultivos de Tejidos Vegetalss de la

Universidad Nacional de San Martin — Tarapoto.

Distrito : Morales
Provincia : San Martin
Departamento : San Martin

4.1.2 Ubicacitén Geografica

Longitud Qeste 176022 48.4"
Latitud Sur 1 08°29° 13.2"
Altitud 1278 m.s.n.m,
Clima : Bosque seco - Tropical {bs — T). Holdridge 1978

4.1.3 Financiamiento.
El presente trabajo de investigacion fue realizado en el marco del
proyecto “Desarrollo de tecnologias de bajo costo para la
propagacién in Vitro y el cultivo de orquideas en la Reglién San
Martin”, financiado por FDSE - INCAGRO, en convenio con la UNSM —
T y el Instituto de Investigacidon Biolégica de las Cordilleras Orientales —
INIBICO.

13
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4.2. Materiales.
4.21 De laboratorlo.
- Botellas de vidrio de 18 X 6 em. (Khisky Jonnie Walker).
-  Pipetas DINVNBde 10y 5Sml
- Erenmeyer pirex de 500, 250 y 125 ml.
- Vaso de precipitado kimax de 500 y 1000 mi
- Placas petri pirex de 100 x 16 mm y 150 x 25 mm
- Machero para alcohol.
- Pinzas de acero inox stainless punta roma de 143,0 y 200,0 mm de
longitud.
- Espatula de bronce de 293,0 mm de longitud
- Mango para hoja de bisturi N° 10, 11 de acero inox stainless de 165
mm de longitud.
- Hojas de bisturi KIP N° 10, 11 descartables.
- Papel aluminio. De 8 x 8 Cm.
- Complejo B.
- Endospermo liquide de coco.
- Azucar blanca,
- Platano seda,
- Carhdn vegetal molido.
- Algodén.
- Agua destilada estéril.
- Lejia comercial CLLOROX al 5,25% de NaCCl.

- Alcohol etilico de 96°

14
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4.2.2 Equipos

Autoclave vertical sercal de 40 | de capacidad. .
Agitador magnético con calentamiento (CAT HOTPLATE STIRRER
M6 de1600 rev/min y 300°C).

Estereomicroscopio nikon SMZ645 (0,8X - 5X).

Potenciometro schot.

Céamara de flujo laminar horizontal.

Destilador de agua sercal de 4 I/hora.

Refrigerador LG icebeam door cooling, -20°C.

Aire acondicionado LG tipo ventana de 24000 BTU.

Licuadora practika.

Balanza analitica ADAM EQUIPMENT.

Termometro de maxima-minima Stortz MMT-15/17.

Camara digital nikon coolpix 4300 de 4.0 megapixels.

Adaptador de camara para estereomicroscopio nikon coolpix MDC2

Lens.

4.2.3 Reactivos

Nitrato de amonio (NH4sNO3).

Nitrato de potasio (KNO3z).

Fosfato de potasio monobasico (KHzPO4).

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSQO4 7H,0).
Cloruro de calcio dihidratado (CaClz.2H;0).

loduro de potasio (KI).

Sulfato de manganeso heptahidratado (MnSO4.7H20).

Acido bérico (H3BOa).

15
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- Sulfato de zinc heptahidratado (ZnS04.7H20).

- Molibdato de sodio dihidratado (NazMoO4.2H:Q).
- Suffato de cobre pentahidratado (CuS04.5H:0).
- Cloruro de cobalto hexahidratado (CoCl..6H0).
- Acido etilendiaminotetracetico dihidratado (Na;EDTA.2H;0).
- Sulfato de fierro heptahidratado (FeS0,4.7H;0).

- Acido clorhidrico (35%) de puereza.

- Acido nicotinico.

- Tiamina - HCI.

- Sucrosa.

- Carbdn activado.

- Agar - agar SIGMA,

- Pastillas buffer pH= 4,0; pH=7,0

4.3. Metodologia.
4.3.1. Proceso de la propagacion in Vitro de orquideas.
a. Preparaci6n y desinfeccién de la capsula indehiscente (cerrada).
a.1. Preparacion de los materiales.
¥ Para la desinfeccion de las capsulas se preparé una solucion
desinfectante al 1,0 % de Hipoclorito de sodio (NaOCI} en un
frasco de vidrio de 15 onzas. Se sumergio las cépsulas en la

solucion desinfectante por un intermedio de 20 minutos.

v La siembra se realizé con la ayuda de un bisturi para
aperturar ia cdpsula cerrada, realizando tres cortes

longitudinales, se extrajo las semillas y se colocd en un
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erlenmeyer de 125 ml con 75 ml de agua destilada estéril y
con la espatula estéril se procedi6 a homogenizar, con el

mismo proceso propuesto por LEON (1995).

v Antes de la siembra, se extrajo una muestra de la
suspension para ser observado en el microscopio Optico
(mayor aumento 100X), siguiendo el proceso propuesto por
DONAYRE (1996), pero existe otro método mas confiable
para determinar la viabilidad (método del 2, 3, 5, trifenil -

tetrazolium), como lo menciona LEON (1995).

a.2. Trabajo en la camara de flujo laminar.
En la camara de flujo laminar se procedid a abrir la capsula
haciendo tres cortes a la misma con la ayuda de una hoja de
bisturi nimero 10 y de esta manera se obtuvo las semillas y se
colocod en un principio en una placa petri estéril para luego
introducirlos en un erlenmeyer de 125 ml contenida con 75 ml de
agua destilada estéril para asi obtener la suspensién de las

semillas, tal como muestra la figura N° 2.

Figura N° 2: Obtencion de semillas de capsula verde
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a.3. Proceso de siembra.
Después de haber obtenido la suspension, se realizé la siembra,
utilizando una espatula tipo cuchara estéril y desinfectada para
evitar contaminaciones, con el cual se tom6 una pequena
cantidad de la suspension (una cucharada) y se coloco en las
botellas de vidrio de 18 x 6 cm. que contenian los diferentes
medios de cultivo (tratamientos puestos en estudio),
posteriormente se colocd la tapa de algodon y luego se sellé con
papel aluminio y plastico, tal como muestran en las figuras N° 3,
4,5, 6, 7, y 8, anotandose después los datos de siembra, para
su posterior ubicacion en la camara (cuarto) de incubacién a una

temperatura de 21 — 25° C, con una humedad relativa de 60%.

Figura N° 4: Siembra

(Y

Figura N° 5: Dispersion Figura N° 6: Tapado
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] Sl st ¢ = .
Figura N° 7: Esterilizacion Figura N° 8: Sellado

b. Multiplicacién de protocormos.
En su segunda etapa de propagacién in Vitro (multiplicacion) se
continué con los mismos tratamientos sin adicionar ningtn otro
componente a los mismos, para asi poder determinar la eficiencia de

los medios de cultivo propuestos.

Con la ayuda de una espatula en forma de cuchara con mango
delgado se procedi6 a extraer los protocormos de las botellas de
vidrio de 18 x 6 cm. y se los coloco en una placa petri estéril, para
luego ser introducidos en otra botella con medio de cultivo nuevo,

para su multiplicacién, tal como se muestra en la figura N° 9.

El procedimiento para esta labor fue el mismo que para la siembra de
semillas, al igual que en la primera etapa (siembra), las botellas de
vidrio de 18 x 6 cm., contenidas con 100 mi de medio de cultivo y los
protocormos transferidos para sus desarrollo fueron etiquetadas y
llevadas a la camara (cuarto) de incubacién a una temperatura de 21

—25° C, con una humedad relativa de 60%.
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Fiaura N° 9: Transferencia de orotocormos para su multiolicacion.

4.4. Diseio Experimental.

4.5.

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con cinco (5) tratamientos y

diez (10) repeticiones, donde se estudio cinco (5) tipos de medios de cultivo

para la fase de germinacion y desarrollo. Los ensayos fueron repetidos tres

veces.

Tratamientos en estudio.

Los tratamientos en estudio para el presente trabajo se investigacion lo muestra

el cuadro N° 1.

Cuadro N° 1, Tratamientos en estudio.

Minerales 1/2 MS Fertilizantes Coco Fertilizante | Fertilizante
desproteinizado

Fusnth de Sucrosa Azucar Azlcar Azlcar Azlcar
carbono
Vitaminas Tiamina/Ac. . . . -
(Tiamina) Nicotinico Complejo B | Complejo B Complejo B | Complejo B
Solidificantes Agar Agar Agar Agar Agar

. Carbon Carbon ; Carbon Carbon
arion Activo Vegetal Cartion Vegetal Vegetal Vegetal
Suplementos Coco Platano
Botellas 18 x6 Cm 18 x 6 Cm 18 x6 Cm 18x6Cm | 18x6Cm
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4.5.1 Medios de Cultive.

a. Medios de cultivo para la germinacion de semillas de las
especies Cattleya spp. y Oncidium lanceanum.
Los cuadros N° 2, 3, 4, 5 y 6, muestra los componentes y las
cantidades a usar para preparar un litro de medio de cultivo. El
cuadre N° 2, corresponde al medio de cultivo M&S, formulade en
1962 por Murashige y Skoog, modificado por Ledn (1995) en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales (LCTV), Universidad
Nacional de San Martin — Tarapoto (UNSM - T). Los cuadros N° 3, 4,
5 vy 6, corresponden a los medios de cultivo puestos en estudio
(Tratamientos), los mismos que fueron formulados en el Laboratorio
de Cultivo de Tejidos Vegetales (LCTV) de la Facultad de Ciencias
Agrarias (FCA) de la Universidad Nacional de San Martin — Tarapoto
{(UNSM — T) por Ledn y Padilla (2007), durante el desarrolle del

presente trabajo de investigacion.

Para determinar el fertilizante y la dosis del mismo a utilizar en los
diferentes tratamientos, se determind el N - P = K y la cantidad de
microelementos del medic M&S, luege se compard estos resultados
con el contenido mineral de los diferentes ferdilizantes foliares
disponibles en el mercado local, se encontrd que el ferilizante
Bayfolan {11 —8- 6} se aproximé a los resultados obtenidos de los
célculos realizados, de modo que se calculé la dosis a utilizar v se

prepard los medios de cultive para los ensayos correspondientes.

21

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




TESIS UNSM

Cuadro N° 2:

Componentes y

dosis del

medio de cultivo

Murashige Skoog (1962) - T, modificado para

germinacion de semillas de orquideas.

oY ek S
Nitrato de amonio NH4NO; 50,
Nitrato de potasio KNO; mg 1900,000
Agente quelante Na, —EDTA2H,O| mg 37,300
Sulfato ferroso heptahidratado FeS047H,0 mg 27,800
Cloruro de calcio dihidratado CaCl,.2H,0 mg 400,000
Fosfato de potasio monobésico KH.PO, mg 170,000
Molibdato de sodio dihidratado Na;Mo0,.2H,0 mg 0,250
Cloruro de cobalto hexhidratado CoCl,.6H,0 mg 0,025
Acido bérico H.BO; mg 6,200
Yoduro de potasio Kl mg 0,830
Sulfato de manganeso monobasico MnS0,4.4H,0 mg 16,000
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSQ,.7H;0 mg 370,000
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS0,.7H,0 mg 8,600
Sulfato de cobre pentahidratado CuS04 5H,0 mg 0,001
Tiamina — HCI mg 0,400
Acido nicotinico — mg 0,500
Sucrosa - 20,000
C. Activado ——— 2,00
Agar — agar - 10,00
Agua destilada -~ ml 1000,000
pH - - 51-54

Cuadro N°3: Componentes y dosis del medio de cultivo T para

germinacioén.

a 7I .

= S ST

Fertilizante Bayfolan (11 — 8 — 6) ml

Complejo B + Zn mil 3,00
Azucar blanca g 20,00
Agar — agar 10,00
Carbon vegetal molido g 2,00
Agua destilada ml 1000,00
pH - 51-54
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Cuadro N°4: Componentes y dosis del medio de cultivo T2 para
germinacion.

A 5 i
Endosperma  liquido de coco

desprol::inizado ) mi 200,00
Complejo B + Zn mi 3,00
Azucar blanca g 20,00
Agar — agar g 10,00
Carbén vegetal molido g 2,00
Agua destilada ml 1000,00
pH — 5.1-54

Cuadro N°5: Componentes y dosis del medio de cultivo T; para

germinacion.

. fnsumos litro
Fertilizante Bayfolan (11 — 8 —6) mi 7,10
Complejo B + Zn ml 3,00
Az(car blanca g 20,00
| Agar — agar g 10,00
Carbén vegetal molido g 2,00
Endosperma liquido de coco ml 100,00
Agua destilada ml 1000,00
pH — 5.1-54

Cuadro N°6: Componentes y dosis del medio de cultivo T4 para

germinacion.

L i etk o
Fertilizante Bayfolan (11— 8 - 6) ml 7,10
Complejo B + Zn ml 3,00
Azlcar blanca g 20,00
Agar — agar 10,00
Carbén vegetal molido g 2,00
Platano seda g 40,00
| Agua destilada mi 1000,00
pH - 51-54

23

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




UNIVERSIDAD
TESIS UNSM NACIONAL

DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

b. Medios de cultivo para el desarrollo y enralzamiento de plantulas
de las especles Caftleya spp. y Oncidium lanceanum.
En el cuadro N° 7, se muestra los componentes v las cantidades a
usar para preparar un litro de medio de cultivo, el mismo que fue
formulado en 1962 por Murashige y Skoog, modificado por Lebn
(12985} en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales (LCTV),

Universidad Nacional de San Martin — Tarapoto (UNSM - T).

CuadroN°7: Componentes y dosis del medio de cuitivo
Murashige Skoog (1962) - T, modificado para el
desarrollo y enraizamlento de plantulas de

orquideas.

Nitrate de amonio NH4NO, mg 1650,000
Nitrato de potasio KNO, mg 1900,000
Agente quelants Na,= EDTAZH,0| my 37,300
Sulfato ferroso heptahidratado Fe50, 7HO __mng 27,800
Cloruro de calcio dihidratado CaCl».2H.0 mg 400,000
Fosfato de potasio monobasico KH:PO, mg 170,000
Molibdato de sodio dihidratado NasMoQ,.2H.0 mg 0,250
Cloruro da cobaltc hexhidratado CoCL.6H.0 mg 0,025
Acldo bérico H.B80, mg 6,200
Yaoduro de potasio Kl mg 0,830
Suifate de manganeso monobésico MnS0Q,.4H,0 mg 16,000
Sulfato de magnesio heptahidratado MgS0,.7H.0 m 370,000
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS04.7H-0 mg 8,600
Sulfato de cobre pentahidratado CuS0, 5H,O mg 0,001
Tiamina — HCI — myg 0,400
Acido _nicotinico p— mg 0,500
Sucrosa —- g 20,000
C. Activado —— g 2,00
Agar - agar — g 10,00
| Agua destilada - ml 1000,000
Endospermma liquido de coco o mi 100,000
H o — 51-54
24

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




TESIS UNSM

UNIVERSIDAD
NACIONAL
DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

Los cuadros N° 8, 9, 10 y 11, muestran los componentes y las
cantidades a usar para preparar un litro de medio de cultivo, el mismo
que fue formulado en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
(LCTV) de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA) de la Universidad
Nacional de San Martin — Tarapoto (UNSM — T) por Ledn y Padilla

(2007), durante el desarrollo del presente trabajo de investigacion.

Cuadro N° 8: Componentes y dosis del medio de cultivo T4 para la

fase de enraizamiento y desarrollo.

"in!?t'!ﬁ% 5 B s B};
Fertilizante Bayfolan (11 — 8 — 6) mi 7,10
Complejo B + Zn ml 3,00
Az(car blanca g 20,00

| Agar —agar g 10,00
Carbon vegetal molido g 2,00
Endosperma liquido de coco ml 100,00
Agua destilada mil 1000,00
'pH o 5.1-54

Cuadro N°9: Componentes y dosis del medio de cultivo T, para la

fase de enraizamiento y desarrollo.

A
Bt

Endosperma liquido de coco il 200.00
desproteinizado ;
Complejo B + Zn mi 3,00
Azlcar blanca g 20,00
Agar — agar g 10,00
Carbon vegetal molido g 2,00
Endospermo liquido de coco ml 100,00
Agua destilada ml 1000,00
pH --- 51-54
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Cuadro N° 10: Componentes y dosis del medio de cultivo T; para la

fase de enraizamiento y desarrollo.

s i S 5

Fertilizante Bayfolan (11 — 8 — 6)

Complejo B + Zn mil 3,00
Az(car blanca g 20,00
Agar — agar 10,00
Carbon vegetal molido g 2,00
Endosperma liquido de coco ml 200,00
Agua destilada ml 1000,00
pH - 51-54

Cuadro N° 11: Componentes y dosis del medio de cultivo T4 para la

fase de enraizamiento y desarrollo.

= n: , 'y
Fertilizante Bayfolan (11 -8 — 6) ml 7,10
Complejo B + Zn ml 3,00
Azucar blanca g 20,00
Agar — agar g 10,00
Carbén vegetal molido g 2,00
Platano seda g 40,00
Endosperma liquido de coco ml 100,00
Agua destilada ml 1000,00
pH == 51-5.4

4.5.2 Procedimiento para la preparacion del medio de cultivo.
= En un vaso precipitado de 1 | se colocaron 500 ml de agua destilada.
» Se pesaron los componentes soélidos (azlcar, agar-agar, carbon
activado, etc.).
= Para el tratamiento Ty (Testigo) se agrego las cantidades de las sales
minerales especificados por Murashige & Skoog (1962) contenidos
enstocks A, B,G,C,D,EyF.

= Para los tratamientos (T, T2, Tas y T4) no se utilizé las soluciones
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stock; para cada uno de los tratamientos mencionados anteriormente

se agregaron los siguientes componentes.

- Para Ty: Bayfolan y complejo B.

- Para T2 Endosperma liquido de coco desproteinizado y complejo
B. Cabe indicar que para la desproteinizacion del endosperma
liquido de coco (agua de coco), se siguid el siguiente
procedimiento; colocamos 300 ml de endosperma liquido de coco
en un vaso de precipitado de 500 ml y lo calentamos hasta hervir
en una cocina, el agua de coco debe hervir por 5 minutos y luego
se filtr6, con algoddn y un embudo {Figura N° 10).

- Para T3: Bayfolan, complejo B y endosperma liquido de coco.

- Para T4 Bayfolan y complejo B, pero antes se debe preparar una
suspension (jugo) con 300 ml de agua destilada y platano seda
(figura N° 11), licuado hasta homogenizar y luego se agregd esta
mezcla a la solucién anterior.

Para cada etapa de propagacion, preparamos diferentes tipos de

medio de cultivo, con diferentes concentraciones de componentes;

germinacion: cinco (05) medios (Tratamientos); para desamollo vy
enraizamiento también cinco {5) medios de cultivo (Tratamientos).

Luego adicionamos los componentes solidos a cada solucion

establecida por separados segdn su formulacion y tipo de medio

requerido para cada caso.

Luege de aplicar los compenentes enrazamos a 1000 ml.

A cada medio de cultivo establecido se ajustd su pH de 5.1 — 5.4,

como s@ muestra en la figura N° 12,
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El medio de cultivo se distribuy6 en botellas de vidrio de 18 x 6 cm.,
colocando 100 ml de medio de cultivo por botella, con la ayuda de
una medida de dispersién de ¥z (100 ml), obteniendo 10 botellas de
medio de cada tratamiento para la fase de germinacion, y al mismo
tiempo 10 botellas para la fase de desarrollo y enraizamiento.

Todas las botellas con medio de cultivo, se pas6 a la esterilizacion en
una olla autoclave de capacidad de 40 litros a temperatura de 121° C,
con una presion de 15 Ib, por un periodo de 15 minutos (figura N° 13).
Después de enfriado, se agitd el medio para tener homogeneidad y
luego se almacené en la sala de incubacion a la temperatura de 20 a
24°C hasta el momento de su uso, donde se las ubico

horizontalmente para una mejor solidificacion (figura N° 14).

Fiqura N° 12: Medicién del pH Figura N° 13: Esterilizacién del medio de cultivo
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Figura N° 14: Enfriado del medio de cultivo

4.5.3 Especies.

Cattleya spp. y Oncidium lanceanum.

4.5.4. Analisis de Varianza.
Se da a conocer que a partir de la primera fase (germinacion) y la
segunda fase (desarrollo y enraizamiento) de la propagacion in vitro, se
realizé las evaluaciones para el anélisis de varianza correspondiente;
para el caso de la primera fase se hizo un recuadro de 4 cm? sobre la
superficie del vidrio de las botellas, con la finalidad de lograr la
facilitacion en la toma de datos, para el caso de la segunda fase, se
coloco en cada botella 48 plantulas por cada especie por tratamiento

(Cattleya spp. y Oncidium lanceanum).
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Cuadro N° 12: Analisis de varianza del experimento en la fase |
(germinacion y formacion de protocormos) y fase Il
(Desarrollo y enraizamiento).

Tratamientos 5-
Error 5(10—-1)=45
Total (5x10)—1=49

4,5.5 Modelo Matematico.
Yij =+ 0i + £ij
Donde:
M = Media General 0Oi = Efecto del i-ésimo tratamiento

£ij = Efecto aleatorio del error

4.6. Evaluaciones realizadas
4.6.1. Establecimiento de las semillas
a) Viabilidad.
Se evalué la viabilidad de las semillas observando al microscopio
(aumento 100x). Donde se tomo6 10 muestras de semillas al azar, en
cada uno de los cuales se realizo la evaluacién y se hizo el recuento
de semillas viables y no viables, obteniéndose el porcentaje de

* viabilidad de la siguiente manera:

Total de semillas viables
% Viabilidad = x 100%
Total de semillas
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b) Contaminacion.
Se evalud presencia de microorganismos (hongos y bacterias) por
observacion directa, a los 07 dias después de la stembra, en dos
momentos de siembra: 07/08/07 y 06/08/07, para luego obtener el
porcentaje de contaminacion en cada momento de siembra, por medio

de la formula general.

¢) Porcentaje de Germinacién.

Se evalub el porcentaje de germinacién, al cabo de una (1) semana
después de la siembra, y después se realizé observaciones cada 7
dias, donde se tomd diez (10) botellas al azar por cada tratamiento y
se hizo el recuento total de semillas y de semillas germinadas que se
encontraban dentro del cuadro de 2 cm x 2 cm, para luego obtenerse
¢l porcentaje de germinacion en cada cuadrado y elevado al nUmero
total de semillas por botella evaluade por medic de la formhla
general.

Semillas germinadas
% germinacién = x 100%

Total de semillas

d} Rompimilento de testa.
Se evalud el rompimiento de testa de las semillas en el medio de
cultive (germinacién). Se procedid a tomar las cinco (5) botellas
establecidas y observar la velocidad de rompimiento de testa de las
semillas por cada cuadrado (en cada botella), esto cada 7 dias en 4

evaluaciones.
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e) Vitrificacion,
Se evalud los protocommos en buen estado {verdes) vy vitrificados o a
punto de morir (verde transparente o tornandose como vidrio) a 75
dias después de la siembra, donde contamos el ndmero de
protocormos vivos y vitrificados de los dos cuadrades de 2 cm. x 2
cm. (Dos cuadrados en cada botella) en las cinco (5) botellas

establecidas por los cinco (5} tratamientos.

f) Fenolizacion.
Se evalud el estado de protocormos vivos (verdes) y fenolizados o
muertos {marrdn) a 90 dias después de la siembra, donde contamos
el nimero de protocormes vivos y muertos de los dos cuadrados de 2
em. x 2 cm. (dos cuadrados en cada botelia) en las cinco (5) botellas

establecidas por los cinco (5) tratamientos.

4.6.2. Etapa de Desarrollo y Enraizamiento.
Se establecid cinco {5) medios de cultivo para el desarrollo y
enraizamiento, con diez (10) repeticiones (botellas) y por cada botella se

colocd 48 plantulas.

a) Namero de hojas.
Se evalud el nimero de hojas de las plantulas, donde se procedit a
contar el numero de hojas de cada plantula (10 plantulas/botella}
obieniéndose un promedio final que representard el numero de
hojas/plantula/botella en cada tratamiento, para luego realizar el

Andlisis de varianza y la prueba de Duncan.
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b} Altura de plantulas.
Se evalud la altura de las pléntulas, toméndose la longitud de las
plantulas con un papel milimetrado. De cada plantula {10
plantulas/botella) obteniéndose un promedio final que representara la
aliura de plantulas/botella, esto a las cingo (5) botellas evaluadas en
los cinco (5) tratamientos, para luego realizar el analisis de varianza y

prueba de Duncan.

¢) Namero de raices.
Se evalud el numero de raices, donde se procedid a contar el nimero
de raices de cada pldntula (10 plantulas/botella) obteniéndose un
premedio final de raices/plantula/botella, esto a las cinco (5) botellas
evaluadas en los cinco (5) tratarmientos, para tuego realizar el analisis

de varianza y Prueba de Duncan.

45.3 Analisis de costos.
Se determind el costo de los diferentes medios de cultive propuestos, los
mismos que representan los diferentes tratamientos del presente trabajo
investigacion. Para esto se realizd la cotizacién respectiva de todas las
sales nutritivas y minerales que se utilizé en el medio ds cultivo
propuesto por Murashige y Skoog en 1962, modificada para el cultivo
de orquideas por Ledn en 1995, vy del fertilizante y los insumos, utitizados
en los medios caseros propuestos como tratamientos, esto se puede

observar en los cuadros 13, 14, 15, 16 y 17.
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nitrato de amonio 89,605 1000 1,65
Nitrato de potasio 59,00 500 1,9 0,2242
Cloruro de calcio 65,00 500 0,44 0,0572
Sulfato de magnesio 97,00 500 0,016 0,003104
Sulfato de zinc 95,00 500 0,0086 0,001634
acido borico 65,00 500 0,0062 0,000806
loduro de potasio 150,00 250 0,00083 0,000498
acido molibdico 536,95 500 0,00005 5,3695
Cloruro de cobalto 125,00 100 0,000025 0,00003125
Sulfato de hierro 125,00 500 0,0278 0,00695
\IAgente quelante Na2 - EDTA 125,00 500 0,0373 0,009325
ITiamina — HCI 135,00 100 0,0004 0,00054
acido nicotinico 69,00 25 0,0005 0,00138
Sucrosa 62,00 500 20,00 2,48
agar - agar 224,00 500 10,00 4,48
|Carbon activado 110,00 1000 2,00 0,22
|agua destilada (L) 9,70 1000 1000,00 ml 9,70
agua de coco (ml) * 0,50 400 100,00 ml 0,125
Equipo Costo/H [Tiempo usado Total
Autoclave 0,675 0,75 H 0,50625
e ? Gocto total del medio de cultivo para garminaclén :
" Costo total del medio de cul desarrollo

* Sélo se utiliza para medio de desarrollo

Cuadro N° 14. Costos de1 litro de medio de cultivo Tj.

Fertilizante Bayfolan (11— 9 - 8) (ml) 22,00 1000 71 0,1562
Complejo B (ml) 3,30 120 3,0 0,0825
Azlcar blanca (g) 2,30 1000 20,0 0,046
Agar — agar (g) 224,00 500 10,0 4,48
Carbon vegetal molido (g) 1,20 1000 2,0 0,0024
Agua destilada (ml) 9,70 1000 890,0 8,63203
agua de coco (ml)* 0,50 400 100,0 0,125
Tiempo
Equipo Costo/H Total
usado
Autoclave 0,675 0,75 H 0,50625
Costo total del medio de cultivo para germinacién | 14,88
Costo total del medio de cultivo para desarrolio | 14,03 |

* Sélo se utiliza para medio de desarrollo.
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Cuadro N° 15. Costos de 1 litro de medio de cultivo T,.

Endospermo liquido de coco — g VAR R o =g
eaproteINtZdD () 0,50 350 200,00 0,28571429
Complejo B (ml) 3,30 120 3,00 0,0825
Azlcar blanca (g) 2,30 1000 20,00 0,046
Agar - agar (g) 224,00 500 10,00 4,48
Carbon vegetal molido (g) 1,20 1000 2,00 0,0024
Agua destilada (ml) 9,70 1,000 697,00 6,7609
agua de coco (ml)* 0,50 400 100,00 0,125

Equipo Costo/H | Tiempo usado Total
Autoclave 0,675 0,75H 0,50625
T Dawtod &mﬂpfl mﬂ‘llo de cultivo para germinacion : _

Tl ks

* S6lo se utiliza para medio de desarrollo.

Cuadro N° 16. Costos de 1 litro de medio de cultivo Ta.

1y - Cantidad de | Cantic
: % | producto |
Fertilizante Bayfolan (11 — 9 — 8) (ml) 22,00 1000
Complejo B (ml) 3,30 120
Azlcar blanca (g) 2,30 1000
Agar - agar (g) 224,00 500
Carbon vegetal molido (g) 1,20 1000
Agua destilada (ml) 9,70 1,000 689.9 6,69203
Agua de coco 0,50 400 100 0,125
Agua de coco (ml)* 0,50 400 100 0,125
Tiempo
Equipo Costo/H ussis Total
Autoclave 0,675 0,75 H 0,50625

* Sélo se utiliza para medio de desarrollo.
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Cuadro N° 17. Costos de 1 litro de medio de cultivo T.

710 | 01562

Fertilizante Bayfolan (1 1 -9-8) (ml)

Complejo B (ml) 120 3,00 0,0825
Azlcar blanca (g) 1000 20,00 0,046
Agar — agar (g) 224,00 500 10,00 4,48
Carbon vegetal molido (g) 1,20 1000 2,00 0,0024
Agua destilada (ml) 9,70 1000 889.90 8,63203
platano seda (g) 0,20 93,032 40,00 |0,08599192
agua de coco (ml)* 0,50 400 100,00 0,125
Equipo Costo/H 1::::":: Total
Autoclave 0,675 0,75 H 0,50625

* Sélo se utiliza para medio de desarrollo.
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V. RESULTADOS

5.1. Establecimiento de las semillas.
Al cabe de un promedio de 4 semanas de ser sembradas las semillas en las
botellas de vidrio de 18 x 6 cm. que contenian 100 ml de medio de cultivo por
botella. Se observd el desamollo de las semillas, incubadas a una temperatura

de 21 = 24°C con una humedad relativa de 40 — 60%.

Se sabe que las semillas de las orquideas son muy pequefias entre 0,4 — 1,25
mm y de un embrién diferenciadoc y suspendida deniro de una estructura
reticulada (testa} y rodeada de un gran volumen de aire {en algunas especies),

lo que pemite flotar por periodos largos.

El embrién de la orquidea esta formado por células relativamente
indiferenciadas con abundantes cuerpos de lipidos y proteinas que constituyen
su Unica fuente de reserva, pero utilizando el cultivo in vifro, las semillas
comenzaran a germinar y desarrollarse ya que cuenta ¢on nutrientes que

aceleran su desamello en condiciones de laboratoric.

Aproximadamente a 3 semanas y media (21 — 30 dias) después de la siembra
en ¢l medio de cultivo (germinacién), se observo el proceso de rompimiento de
testa que cubre el embridn de la semilla de Cattfeya spp. y Oncidium
fanceanum, tal come muestran las figuras N° 15, 16, 17, 18, 19 y 20; esto se
da por la gemminacién del embrién y también por las condiciones favorables

para su desarrollo {temperatura, foto periodo y humedad).
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rax
Figura N°17: A 10 X (T2)

Multiplicacion de protocormos.

En esta fase los protocormos comenzaron a diferenciarse algunos en
plantulas y desarrollaron hojas (figura N° 21), esto gracias a las condiciones
ambientales controladas en el laboratorio, el medio de cultivo y también los
repiques realizados cada 30 dias, evitando asi el retrazo en su desarrollo,
esto se hace porque el medio de cultivo se agota y es necesario el reemplazo

por un nuevo medio.

Se pudo observar que los protocormos estaban formando algunas en
plantulas ya diferenciadas, esto debido a que el medio utilizado esta
favoreciendo su desarrollo y siempre controlando las condiciones ambientales
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en el laboratorio para su desarrollo y estar nuevamente en las condiciones de
un nuevo medio de desarrollo y enraizamiento, tal como se puede observar en

la figura N° 22.

Fiaura N° 21: Protocormos a (10X) Figura N> 22.

5.3. Evaluacion del establecimiento de las semillas.

Cuadro N° 18: Viabilidad de las semillas de Cattleya spp., expresado en
porcentajes antes de la siembra.

K 247 72,5 27,5
2 247 70,0 30,0
3 242 72,7 27,3
4 245 73,9 26,1
5 247 72,5 275
6 247 74,9 25,1
7 246 75,2 24,8
8 244 76,2 23,8
9 245 77,9 22.1
10 248 77,8 22.2
X 2458 74,36 25,64
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Grafico N° 1: Viabilidad de las semillas Cattleya spp.

Viables No
viables

Cuadro N° 19: Viabilidad de las semillas de Oncidium lanceanum,

expresado en porcentajes antes de la siembra.

- e R 66'.“3.” : o
2 248 75,4 24,6
3 243 75,3 24,7
4 247 75,7 24,3
5 245 78,4 21,6
6 273 67,0 33,0
7 248 75,9 24,1

8 245 77,6 22,4
9 246 76,8 23,2
10 247 7,7 22,3
X 248,8 74,61 25,39
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Grafico N° 2: Viabilidad de las semillas de Oncidium lanceanum.

80-
60-
. 40- S
20- n By

Viables No
viables

5.3.1. Contaminacién.

Cuadro N° 20: Numero de botellas con Cattleya spp. contaminadas

en medio de cultivo (Germinacién), primer momento
de siembra: 07/08/07; después de 2 semanas.

% 100 0 100
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Cuadro N° 21: Nimero de botellas con Oncidium lanceanum

contaminadas en medio de cultivo (Germinacion),

segundo momento de siembra: 09/08/07; después

de 2 semanas.

Grafico N° 3.a: Siembra 1 Gréfico N° 3.b: Siembra 2

50 50
40 40
30 ey 30
20 20
10 5 10

~f

Contaminados  No contaminados Contaminados No contaminados

5.3.2. Porcentaje de Germinacién.

Cuadro N° 22: Anilisis de Varianza para el porcentaje de
germinacion de semillas de Cattleya spp. en un

medio de germinacion a 30 dias de la siembra.

Tratamientos t-1 4 152.13 | 38.03339054 | 76.0821|  (2.87-4.43)
Error t)r-1) 20 9.998 | 0.499899306
Total -1 24 162.13
** Altamente significativo
X=74,16% R?=93,83% C.V=0,95%
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Grafico N°4:  Prueba de DUNCAN al 0.01% para el Porcentaje de
germinacion de semillas de Cattleya spp. en un
medio de germinacion a 30 dias de la siembra.

Cuadro N° 23: Andlisis de Varianza para el porcentaje de
germinacion de semillas de Oncidium lanceanum en
un medio de germinacion a 30 dias de la siembra.

_Isc | cm | Fc [FT(0.01-0.05)
Tratamientos t1 4 | 95611 23.90275458 | 37.0107| (2.87-4.43)
Error (ir-1) 20 | 12.917 | 0.645834411
Total rt-1 24 108.53
** Altamente significativo
X=75,21% R2=88,‘1 0% CV=1,07%
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Grafico N°5:  Prueba de DUNCAN al 0.01% para el porcentaje de
germinacién de semillas de Oncidium lanceanum en

un medio de germinacién a 30 dias de la siembra.

5.3.3. Rompimiento de testa.

Cuadro N° 24: Rompimiento de testa de semillas de Cattleya spp.,

en un medio de germinacién durante 4 evaluaciones
expresado en cantidad.

21 dias

To | 08 54 31.6 42.2

T 7,0 14,4 34,6 59,0

T2 5,0 14,6 39 60,0

T3 21,0 50,6 56,4 35,6

Ts 23,6 71,8 64,0 4,8

X 11,48 31,36 45,12 40,32
Total 57,4 156,8 2256 201,6
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Grafico N° 6: Velocidad de rompimiento de testa.
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Cuadro N° 25: Rompimiento de testa de semillas de Oncidium
lanceanum, en un medio de germinaciéon durante 4

evaluaciones expresado en cantidad.

T4 15,2 25,4 40,8 63,0
T2 12,0 32,4 56,0 53,2
Ts 24,2 65,8 32,4 31,4
Ta 25,2 70,6 69,0 6,2
X 16,32 42,24 47,2 40,52
Total 81,6 211,2 236 202,6
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Grafico N° 7: Velocidad de rompimiento de testa.
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5.3.4. Vitrificacién.

Cuadro N° 26: Cuadro de observacién del nimero de protocormos
verdes vy vitrificados de Cattleya spp. a los 75 dias
después de la siembra.

T ik T = VT TR T T R I S | EOERRET
' S e e e

=

1 154 14 153 21 152 27 146 40 173 18
2 159 16 161 14 151 23 158 25 141 54
3 175 9 164 16 146 30 151 38 156 24
4 179 11 169 10 150 35 154 33 155 38
5 161 18 161 11 149 31 146 36 17 26

X 1656 | 13,6 | 161,6 | 144 | 149,6 | 29,2 151 344 | 159,2 32
Total 828 68 808 72 748 | 146 755 172 796 160

Leyenda: Repet.: Repeticiones. Verdes: Protocormos verdes vivos.

P.V.: Protocormos vitrificados.
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Grafico N° 8: Protocormos vivos y vitrificados.
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Cuadro N° 27: Cuadro de observacion del nimero de protocormos
verdes y vitrificados de Oncidium lanceanum a los
75 dias después de la siembra.

1 150 | 12 | 176 | 10 | 175 | 9 | 176 | 15 | 173 | 21
2 161 13 173 16 171 16 176 13 178 13
3 149 14 174 13 173 17 161 26 173 17
4 147 17 167 15 163 12 155 24 170 24
5 133 20 179 12 166 15 171 19 182 11
X 148 15,2 | 173,8 | 13,2 | 1696 | 13,8 | 167,8 | 194 | 175,2 | 17,2
Total 740 76 869 66 848 69 839 97 876 86
Leyenda: Repet.: Repeticiones. Verdes: Protocormos verdes vivos.
P.V.: Protocormos vitrificados.
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Grafico N°9: Protocormos vivos vy vitrificados.
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5.3.5. Fenolizacién.

Cuadro N° 28: Cuadro de observacion del nimero de protocormos
vivos y fenolizados de Cattleya spp. a los 90 dias
después de la siembra.

b S O R 8 B P S A B

1 (163 | 5 | 165 | © | 171 | & | 183 | 3 | 185 | 6
2 | 168 | 7 | 169 | 6 | 168 | 6 | 177 [ 6 [ 190 | 5
3 [ 175 | 9 | 176 | 4 |72 | 4 | 180 | o | 176 | 4
4 | 186 | 4 | 171 | 8 | 178 | 7 | 183 | 4 | 190 | 3
5 | 171 | 8 | 160 | 3 | 174 | 6 | 77 | 5 | 195 |
X | 1726 | 66 | 170,0 | 6,0 | 1726 | 62 |180,0 | 54 |187.2 | 44
Total | 863 | 33 | 850 | 30 | 863 | 31 | 900 | 27 | 936 | 20

Leyenda: Repet.: Repeticiones. P.V.: Protocormos vivos.

P.F.: Protocormos fenolizados.
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Grafico N° 10: Protocormos vivos y fenolizados.
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Cuadro N° 29: Cuadro de observacion del nimero de protocormos
vivos y fenolizados de Oncidium lanceanum a los 90

dias después de la siembra.

9

159 |

1 472 | 2 | 176 ] 3 | 184 | 2 | 190 | 1
2 | 171 | 4 | 160 | 6 | 166 | 8 | 180 | 3 | 193 | 2
3 | 160 | 15 | 176 | 4 | 174 | 2 | 186 | 3 | 180 | 0
a2 | 184 | 6 | 177 | 2 | 181 | 4 | 184 | 3 | 191 | 2
5 [ 61| 18 | 165 | 7 | 177 | 3 | 178 | 4 | 1% | 1
X [1688 | 10,4 [171,8| 42 | 1748 | 40 |182,4| 3,0 |190,0| 1.2
Total | 844 | 52 | 859 | 21 | 874 | 20 | 912 | 15 | 950 | 6

Leyenda: Repet.: Repeticiones. P.V.: Protocormos vivos.

P.F.: Protocormos fenolizados.
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Vivos OMarrén

5.4. Evaluaciones en la etapa de desarrollo y enraizamiento de plantulas.
Al cabo de un periodo donde los protocormos estaban formando algunas
plantulas, se procedi6 al cambio de un medio mas nutritivo, el mismo que se
consiguio agregando a todos los tratamientos 100 ml de endosperma liquido
de coco (agua de coco verde), llegando a la fase de desarrollo y
enraizamiento de las plantulas, en esta etapa se establecié un numero
determinado de plantulas por botella (48 plantulas/botella), siempre con las
mismas condiciones ambientales para su desarrollo y enraizamiento, en ésta

fase las plantulas tendran mayor tamafio y formaran raices (Figuras N° 23, 24,

25, 26, 27 y 28).

Figura N° 23: Cattleya maxima Ta Figura N° 24: Oncidium lanceanum T,
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Figura N® 28: Oncidium lanceanum Tz

5.4.1. Namero de hojas.

Cuadro N° 30: Analisis de varianza para determinar el niumero de
hojas de Cattleya maxima en fase de enraizamiento

y desarrollo a 24 semanas después de la siembra.

F.de V. GL SC CM FC | FT (0.01-0.05)
Tr ient t-1 4 15.68 3.92 73.5 2.56-3.77
Error (tir-1) 45 24 0.053333333
Total -1 49 18.08

** Altamente significativo

X=372 R’=86,72% C.V=6,20%
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Grafico N° 12: Prueba de Duncan para determinar el niamero de
hojas de Cattleya maxima a 24 semanas después

de la siembra.

Cuadro N° 31: Analisis de varianza para determinar el nimero de
hojas de Oncidium lanceanum en fase de
enraizamiento y desarrollo a 24 semanas después

de la siembra.

F.deV. : [ sc [ em [ Fc [Fr(0.01-0.05)
Tratamientos 1 4 25.6368 6.4092 73.2015228 |  2.56-3.77
Error (1) 45 3.94 0.087555556
Total 1 49 29,5768
** Altamente significativo
X =13,94 R?=86,68% C.V=7,38%
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Grafico N° 13:Prueba de Duncan para determinar el nimero de
hojas de Oncidium lanceanum a 24 semanas
después de la siembra.

5.4.2. Altura de las plantulas.

Cuadro N° 32: Analisis de varianza para determinar la altura de
plantulas en mm de Cattleya maxima en fase de
enraizamiento y desarrollo a 24 semanas después
de la siembra.

‘Edev. [ 6L se | cm FC | FT (0.01-0.05)
Tratamientos | t-1 4 307.1948 | 76.7987 | 287.947134 | (2.57 - 3.77)
Error (}r-1) 45 12.002 | 0.266711111
Total 1 49 | 319.1968

** Altamente significativo

=9.5 mm R?=96,24% C.V=5,43%
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Grafico N° 14: Prueba de Duncan al 0.01% para determinar la altura
de plantulas en mm de Cattleya maxima a 24

semanas después de la siembra.

Cuadro N° 33: Anadlisis de varianza para determinar la altura de
plantulas en mm de Oncidium lanceanum en fase de
enraizamiento y desarrollo a 24 semanas después
de la siembra.

BV el se cM FC | FT(0.01-0.05)
Tratamientos t-1 4 2435.941| 608.9852 | 371.811058 | (2.55 - 3.77)
| Error (t)(r-1) 45 73.705 | 1.637888889

Total rt-1 49 2509.646

** Altamente significativo

X=18.67 mm R?=97,10% C.V=6,9%
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Grafico N° 15: Prueba de Duncan al 0.01% para determinar la altura
de plantulas en mm de Oncidium lanceanum a 24
semanas después de la siembra.

5.4.3. Numero de raices.

Cuadro N° 34: Analisis de varianza para determinar el nimero de
raices del Cattleya maxima en fase de
enraizamiento y desarrollo a 24 semanas después

de la siembra.

Tratamientos 1 4 4.5758|  1.14395 | 64.3270853 | (2.575 - 3.77)
Error (1) 45 0.80025 | 0.017783333
Total -1 49 5.37605

** Altamente significativo

X=2,17 R?=85,11% C.V=6,14%
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Grafico N° 16: Prueba de Duncan para determinar el nimero de
raices de Caftleya maxima a 24 semanas después

de la siembra.

Cuadro N° 35: Analisis de varianza para determinar el nimero de
raices del Oncidium lanceanum en fase de
enraizamiento y desarrollo a 24 semanas después

de la siembra.

Tratamientos 1 4 11,0452 2.7613 71.0048571 | (2.575-3.77)
Error (1) 45 175 | 0.038888889
Total n1_ 49 12.7952

** Altamente significativo

X =2,36% R?=86,32% C.V=8,34%
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Grafico N° 17: Prueba de Duncan para determinar el nimero de
raices de Oncidium lanceanum a 24 semanas
después de la siembra.
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6.1.

VI. DISCUSION

Viabilidad.

6.1.1

6.1.2

Para Cattleya spp. El cuadro N° 12, nos muestra los resuitados de la
prueba de viabilidad de las semillas de Cattleya spp. antes de la
siembra, registrando un 74,36% en promedio de semillas viables, de
un total de 245,8 semillas evaluadas, en medio de germinacion, ésta
prueba se realizd por medio del microscopio dptico, para saber si las
semillas eran viables o no, también para determinar si las semillas
estan en buen estado y libre de agentes contaminantes, lo cual

afectaria al medio de cultivo y pérdida de mano de obra.

Para Oncldium lanceanum. El cuadro N° 13, muestra de manera clara
los resultados de la prueba de viabilidad para las semillas de Oncidium
lanceanum antes del momento de la siembra, registrando un 74.61%
en promedic para las semillas viables, de un total de 248,8 semillas
evaluadas, al igual que para Catfleya spp. en este caso so sigui6 los

mismos procedimientos para la evaluacién de este parametro.

Esto conforme a lo realizado por RODRIGUEZ (1998), en donde menciona

que para determinar la viabilidad de las semillas de Phragmipedium kovachil,

se puede realizar por medio del microscopio electronico, donde se observa las

semillas a simpie vista, y se reconoce las viables o las no viables.

Existe otro método como es el 2, 3, 5 trifenil — tetrazolium (TTZ)} al 1%, donde

se coloca una pequeha muestra de semillas mas una pequefia cantidad del
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TTZ, par un periodo de 24 a 72 horas, luego se extrae y se lo coloca en una
placa petri, y se puede distinguir las semillas viables v no viables, esto

conforme a lo mencionado por LEON (1995).

6.2. Porcentaje de contaminacion
Los cuadros N° 14 y 15, muestran que después de 2 semanas de sembradas
las semillas de Cattleya spp. y Oncidium lanceanum, no se encontrd
contaminacion par ningldn tipo de microorganismos, esto debido al buen
trabajo realizado en la camara de flujo laminar, cabe mencionar también que
la técnica de desinfeccion de las semillas utilizado para este trabajo ha sido
buena y bien empleada, dado a que las boteltas de whisky Jonnie Walker
contenidas con medio de cultivo y semillas de las especies antes
mencionadas se mantuvieron sin contaminarse hasta el momento de la

transferencia a un medio de cultivo de desarrallo.

Conforme lo indicade por DONAYRE  (2000), indica que el material a
sembrar pueda tener presencia de algin patégeno que pueda afectar el
desarrollo y germinacion de las semillas, para el cual es necesario utilizar
algin desinfectante que pueda disminuir la contaminacién, por sjemplo el
hipoclorito de sodio ¢ de calcio, agua oxigenada (peroxido de hidrégeno) y

alcoholes, en concentraciones mininas (0.1 — 0.5%).

Referente a lo que son desinfectantes utilizado por ARDITTI {1999}, sugiere
que también podemas utilizar un agente que rompa la tensién superficial con

la semillas (Tween 20) y que acthia esterilizando y desinfectandolo
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6.3,

completamente y asl permitiremos gue las semillas al sembrarlas no puedan

contaminarse,

Porcentaje de germinacion.

6.3.1

6.3.2

Para Caftleya spp. El cuadro N° 22 y el grafico N° 4, representan el
andlisis de varianza y la prueba de Duncan respectivamente respecto
al porcentaje de germinacién de Caitlaya spp., con valores para el C.
V. con 095% y un R? con 93,83%, estos resultados corroboran la
confiabilidad de los rasultados obtenidos. En el grafico N° 4 se observa
¢l resultado de la prueba de Duncan con respecto al porcentaje de
germinacion con resultados de Ty con 72,78%, T4 con 71,87%, T, con
72,59%, T3 con 74,92% y T4 con 78,65%, esto nos indica que el medio
de cultivo con platanc tiene un mejor resultado para germinar semillas

de Cattleya spp.

Para Oncidium lanceanum. E| cuadro N° 23 representa el andlisis de
varnianza respecio al porcentaje de germinacién de Oncidium
lanceanum, con valores para el C. V. con 1,07% y un R? con 88,10%,
estos datos al igual que para Cattleya spp., corraboran la confiabilidad
de los resultados obtenidos. En el grafico N° § se observa el resultado
de la prueba de Duncan con respecto al porcentaje de germinacion con
resultados de Ty, con 71,70%, T, con 75,33%, T: con 75,61%, T con
75,68% v T4 con 77,74%, esto corrobora la informacion obtenida con
Cattisya spp., 1o que muestra que el medio de cultive T4 {(con la adiciéon

de 40 g de platano seda semi maduro) es adecuado para la
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germinacion in Vitro de orquideas  Cattleya spp. y Oncidium

lanceanum.

La razén de este resultado fue que el embrion de la semilla comenzd a
romper la testa, debido a que el medio de cultivo influyé en la germinacion
absorbiendo el embrién los nutrientes que contenia (sales, vitaminas,
reguladores, sustancias organicas, etc. Los mismos que se encontraban en el
fertilizante utilizado, el complejo B y las sustancias organicas complejas).
Otros factores gue ayudaron a la germinacién fueron la alta humedad en el
medio de cultivo, la temperatura y la luz (fotoperiodo 16/8) controlada por un
timer. Se sabe que el platano contiene clertas cantidades de fitoormonas, los
mismos que son los responsables de la divisién celular, tal como lo afirma
KHALIFAH en 1966, donde menciona que el fruto del platano contiene
pequeiias cantidades de compuestos inductores de la divisidn celular [zeatina,

zeatin-ribosido y 6-(A’-isopentilamino} purina).

Este resultado concuerda con lo planteado para el proceso de propagacion in
Vitro de Cattleya spp. y Psychopsis versteegianum, por LEON {1995), donde
menciona que las semillas de estas especies tienen mejor germinacioén bajo
condiciones in Vitro, y que pueden geminar en un periodo de 30 dias en
buena cantidad y uniforme, gracias al medio de cultivo empleado, como
también el manejo brindado a la semilla para que germinen como las
condiciones ambientales, una buena desinfeccion evitando asi perdidas de

semillas por contaminacion.
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6.4. Rompimiento de testa.
En los cuadros N° 24 y 25, y en los gréficos N° 6 y 7. se muestran los
resultados de las evaluaciones de los dias al rompimiento de la testa, donde
se puede apreciar que para el caso del tratamiento T, a los 14 dias se tuvo el
mayor nimero de semillas rompiendo la testa, seguido del tratamiento Ta, a
diferencia que en el tratamiento To, se observa que el mayor nimero de
semillas que rompieron la testa estén a los 28 dias después de la siembra, la
razén es porque la testa al ser una estructura reticulada que cubre al embrion
y compuesta por células indiferenciadas con cuerpos lipidicos y proteinas, al
entrar en contacto con el medio de cultivo, comenhzd a desarrollarse ¥
activarse para poder realizar el rompimiento de testa, posteriormente formar
protocormo y luego plantula. El hecho de romper la testa en menos tiempo
indica que el proceso de germinacién y aparicién del protocormo sera en

menos tiempo, lo que implica un aceleramiento del proceso de germinacion.

Este resultado tiene relacién con lo afirmado por PIERIK (1989), cuando
menciona que ¢l proceso de rompimiento de testa es rapido y se da por las
condiciones ambientales brindadas a la semilla (temperatura, fotoperiodo
16/8, humedad relativa, etc.) y al medio de cultivo, donde las semillas al enfrar
en contacto con el medio reaccionan instintivamente ¥y comignzan a

desamollarse.

6.5. Vitrificacion.
Los cuadros N° 26 y 27, muestran al que cabo de 75 dias después de la

siembra de semillas de Cattleya spp. y Oncidium lanceanum en el medio de
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cultivo para germinacion, se obtuvo en promedio los siguientes resultados: T
con 13,6 y 15,2; Ty con 14,4y 13,2; T con 29,2'y 13,8; Tscon 34,4y 19,4 vy T,
con 32 y 17,2; éstos valores representan a los protocormos que sufrieron el
problema de vitrificacion (color verde transparente), esto es debido al tiempo
transcurrido en el medio de cultivo, se observd que el proceso de vitrificacién
es producto de la competencia y el agotamiento de los nutrientes del medio
de cultivo, lo que implica que hay que realizar el cambio del medio de cultivo

en menes tiempo (cada 30 dias).

6.6. Fenolizaclén.
En los cuadros N° 22 y 23, podemos observar que al cabo de 90 dias
después de la siembra de las semillas de Cattleya spp. y Oncidium
lanceanum en el medio de germinacién, se tuve los promedios siguientes:; T,
con66y 104, Ticon6y4,2, Trcon62y4; Tacon54y3y Tacon4,4y1,2;
éstos valores representan a los protocormos que sufiieron el problema de
fenolizacion o  muerte {color mardn), al igual que para vitrificacion este
problema aparece debido al tiempo transcurrido antes del repique, ya que es
necesario el reemplazo de medio de cultivo cada cierto tiempo (30 dias),
como también a que los protocormos fueron eliminando sustancias como
fenoles y anhidrido carbénico, contaminando el medio de cultivo, creo que es
necesario la adiccién de una dosis mas de carbén vegetal o activado, como
también adicionar una dosis de antioxidantes como acido citrico o 4cido
ascOrblco para asi neutralizar algunas sustancias que pudieran ser

excretadas por los protocormos, porque sufren estragos y decoloracion.
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Referente a repiques tanto para el item 6.5 y 6.6; indica RODRIGUEZ (1999),
gue es necesario realizar repique cada 30 dias, para evitar fenolizaciones,
porque sabemos que algunas especies contienen sustancias endogenas que
exudan de la superficie cortades al medio de cultivo, el cual se puede evitar
utilizando un antioxidante, ademas si la humedad relativa es muy baja,
durante el periodo de cultivo se puede presentar deshidratacion del medio y

aumentar la salinidad.

Asi mismo, con respecto a repiques (ltem 6.5 y 6.8), menciona DONAYRE
(2000), que consiste en separar los protocormos que se encuentra en un
medio inicial y transferifios en diferentes frascos a un nuevo medio de cultivo,
repitiendo la operacién cada cuatro (4) semanas como maximo. También se
indica que los protocormos deben ser transferideos cada 30 dias como méximo
de un medio a otro, antes de sufrir hiperhidricidad o fenolizacidn, esto

conforme lo mencionade por DELGADO (2001).

6.7. Namero de hojas en la fase de desarrollo y enraizamiento.

6.7.1 Para Cattleya spp. El cuadra N° 30, representa el andlisis de varianza
respecto al nimero de hojas en la fase de desarrollo y enraizamiento
de Cattieya spp., con valores para el C. V. con 6,2% y un R? con
86,72%, los mismos gue corroboran la confiabilidad de los resultados
obtenidos durante la investigacién y la alta determinacion entre la
variable evaluada y los tratamientos en estudio. En el grafico N° 12 se
observa el resultado de la prueba de Duncan con respecto al nimero

de hojas en la etapa de desarrollo, en el factor medio de cultivo se
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observa que no existe diferencia estadistica entre los tratamientos To
con 4, Ty con 4, T3 con 4 y T, con 4; la diferencia estadistica radica
entre los tratamientos mencionados y el tratamients T, con 2,6; los
mismos que lo superan, quienes provocaron la mayor formacion de
hojas promedios en las plantulas por tratamientos esto nos indica que
los medios de cultivo con la adicién de endosperma liquido de coco ¥
platano homagenizado tienen un mejor resultado para el desarollo de

Cattleya spp.

6.7.2 Para Oncidium lanceanum. El cuadro N° 31 representa el analisis de
varianza respecto al nimero de haojas en la etapa de desarrolio ¥
enraizamiento de Oncidium Janceanum, con valores para el C. V. con
7,38% y un R? con 86,68%, los mismos que corroboran la confiabilidad
de los resultados obtenidos durante la investigacion y la alta
determinacién entre la variable evaluada y los tratamientos en estudio.
En el grafico N° 13 se observa el resultado de [a prueba de Duncan con
respecto al nimero de hojas en la etapa de desarrollo, en el factor
medic de cultivo se observa diferencia estadistica en T4 con 4,78 que
supera a Ty con 4,44; que supera a Ts con 4,14; que supera a Tcon 4;
el mismo que supsra a T, con 2,68; esto corrobora 1a informacion
obtenida con Catfleya spp., lo que muesira que el medio de cultivo con
pltanc y endosperma liquido de coco es adecuado para el desarrollo
de hojas en plantulas de orquideas Caitleya spp. v Oncidium

lanceanum.
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De la interaccion de los medios de cultivo con respecto al namero de hojas en
fase de desarmollo, respondieron mejor las botellas con medio de cultive M&S
(To) y el medio de cultivo can platano (T,), a ambos agregados endosperma
liquido de coco, este resultado corrobora con lo afirmado por KHALIFAH en
1966, donde menciona que existen evidencias de que el efecto del platano
sobre el desarrollo de las orquideas puade deberse a la presencia de otros
compuestos distintos a las citoquininas, pues se ha reportado la presencia de
compuestos afines a giberelinas y auxinas en e! mismo. Las plantulas de las
botellas con medio de cultivo con coco desproteinizado y endosperma liquido
de coco (T2) fueron los que formaron menor nimero de hojas, los mismos que
adquirieron un color amarillo palido y truncaron sus desarrollo, sin llegar a
fenclizar; esto debido a la falta de nutrientes en el medio y también a Ia alta
concentracion de fitohormonas en el medio de cultivo, puesto que la adicién
de endosperma liquido de coco fue en exceso lo que impidié que las plantulas
desarrollen hojas, también cabe indicar que este medio de cultivo carece de
fertilizante bayfolan lo que se deduce que a la falta de nutrientes las plantulas
no desanrollaron hojas de forma normal comparados a los demas tratamientos
durante esta fase; este resultado concuerda con lo afirmado por ESPINOZA
en el 2001, en donde menciona que el endosperma liquido de coco contiene
fitohormonas (auxinas, citoquininas y giberelinas) que ayudan a un mejor
dasarrollo de las plantulas, siempre y cuando las concentraciones deben estar
estandarizadas, para evitar problemas durante su desarrollo. As{ mismo
ROCA y MROGINSKI en 1991 menciona que los constituyentes basicos
incluyen todos los elementos minerales esenciales para el desarrollo de la

planta, macro y micro nutrientes; un azucar (usualmente sacarosa, sucrosa o
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6.8.

glucosa); vitaminas como la tiamina, glicina entre otros; sustancias
reguladoras del crecimiento; y otros compuestos. Entre estas juegan un papel
esencial las auxinas y las citoquininas cuyas proporciones relativas favorecen

el desarrollo del tallo y el de la raiz, al mismo tiempo la formacion de hojas.

Altura de plantula en fase de desarrollo.

6.8.1 Para Cattleya spp. El cuadro N° 32, representa el anélisis de varianza
respecto a la altura de plantulas en la fase de desarrollo vy
enraizamiento de Calfleya spp., con valores para el C. V. con 5,43% y
un R? con 96,24%, los mismos que corroboran la confiabilidad de los
resultados obtenidos durante la investigacion v la alta determinacién
enfre la variable evaluada y los tratamientos en estudic. En el grafico
N°® 14 se observa el resultado de la prueba de Duncan con respecto a
la altura de plantulas en la etapa de desamollo, en el factor medio de
cultivo se observa que existe diferencia estadistica enire los
tratamientos T4 con 12 mm que supera a los tratamientos Ta con 11
mm, que supera a T4 con 10,2 mm; gue supera a To con 9,6 mm; el
mismo gue supera a T; con 4,8 mm, estos valores indican que las
plantulas de Cattleya spp. se desarrotlan mejor en un medio de cultivo

con la adicién de endosperma liquido de coco y platano.

6.8.2 Para Oncidium lanceanum. E| cuadro N 35 muestra el andlisis de
varianza respecto a la altura de plantulas en la etapa de desarmrcllo y
enraizamiento de Oncidium fanceanum, con valores para el C. V. con

6,9% y un R? con 97,10%, los mismos que corroboran la confiabilidad
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de los resultados obtenidos durante a investigacion y la alta
determinacion entre la variable evaluada vy los tratamientos en estudio.
En el grafico N° 15 se observa el resultado de la prueba de Duncan con
respecto a la aitura de plantulas expresados en mm en la etapa de
desarrolio, en el factor medio de cultivo se observa diferencia
estadistica en T4 con 28,3 mm que supera a los tratamientos T» con
23,3 mm, que supera a T4 con 17,8 mm; que supera a Ty con 15,2 mm;
el mismo que supera a T2 con 8,2 mm, esto corrobora la informacién
obtenida con Cattleya spp., lo que muestra que el medio de cultivo con
la adicion de platano y endosperma liquido de coco es eficiente para el
desarrollo de plantulas de orquideas Cattleya spp. y Oncidium

fanceanum.

De la interaccién de los medios de cultivo con respecto a la aitura de plantulas
en la fase de desarrollo, respondieron mejor las botellas con medio de cultivo
con platano mas [a adicion de endosperma liquido de coco (T4), esto debido al
efecto de los nutrientes macro y micro que se encontraban en el fertilizante
bayfolan, esto concuerda con lo afirmado por ROCA y MROGINSKI en 1991,
en donde indica que los constituyentes basicos incluyen todos los elementos
minerales esenciales para ¢l desarrollo de la planta, macro y micro nutrientes;
un azucar (usualmente sacarosa, sucrosa o glucosa), también a la adicion de
complejo B y las sustancia arganicas complejas (40 g/! de platano seda y 100
mV| de endosperma liquido de coco), fueron los que permitieron sus eficiente
desarrollo de las plantulas de las especies antes mencionadas, esto

concuerda con o demostrado por ROCA y MROGINSKI en 1891: donde
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indica que los medios de cultivo también deben de tener en su composicién
vitaminas como la tiamina, glicina entre ofros; sustancias reguladoras del
crecimiento; y otros compuestos. Entre estas juegan un papel esencial las
auxinas y las citoquininas cuyas proporciones relativas favorecen el desarrollo
del tallo y el de la raiz, al mismo tiempo 1a formacion de hojas. Este resultado
también tiene relacién con lo afimado por VALMAYOR en 1972, donde
afirma que el endosperma liquido del coco solamente permite una pobre
diferenciacién en protocormos de Dendrobium, Vanda y Cattleya, mientras
que su combinacién con extractos de plétano resulta en un buen desarrollo de

raices y tallos.

Las plantulas que se enconfraban en las botellas con medio de cultivo con
coco desproteinizado y endosperma liquido de coco (T2) fueron los que
menos tamafio alcanzaron y adquiriendo un coler amarillo palido y truncaron
sus desarrollo, sin llegar a fenolizar; esto debido a la falta de nutrientes en el
medio y también al excesa de fitohormonas contenidas en su composicién, lo
que impidid que las plantulas se desarrollen de forma normal, también cabe
indicar que este medio de cultivo carece de fertilizante bayfolan lo que se
deduce que a la falta de nutrientes las plantulas no se desarrollaron de forma
normal comparades a los demds tratamientos durante esta fase; este
resultado concuerda con lo afirmado por ESPINOZA en el 2001, en donde
menciona que el endosperma liquido de coco contiene fitohormonas {auxinas,
citoquininas y giberelinas) que ayudan a un mejor desarrollo de las plantulas,
siempre y cuando las concentraciones deben estar estandarizadas, para

evitar problemas durante su desarrollo.
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6.9. Nuamero de raices.

6.9.1 Para Cattleya spp. El cuadro N° 34, representa el analisis de varianza
respecto al numero de raices en la fase de desarrollo Y enraizamiento
de Cattleya spp., con valores para el C. V. con 6,14% y un R? con
85,11%, estos dados comroboran la confiabilidad de la informacién
obtenida en la investigacién. El grafico N° 16 muestra el resultado de
la prueba de Duncan con respecto al nimero de raices en la etapa de
desarrollo, en el factor medio de cultivo se observa que existe minima
diferencia entre los tratamientos T, con 2,56 que supera a los
tratamientos Tz con 2,52; que supera a T, con 2: que supera a Ty con
1,9; el mismo que supera a T, con 1,89; donde T4 obtuvo el mayor
nimero de raices formadas; esto nos indica que el medio de cultivo
con la adicién de platano y endosperma liquido de coco tiene un mejor

resuitado para el enraizamiento de plantulas de Caftleya spp.

6.9.2 Para Oncidium Ianceanum.l El cuadro N° 35 representa el andlisis de
varianza respecto al nimero de raices en la etapa de desamolio y
enraizamiento de Oncidium lanceanum, con valores para el C. V. can
8,34% y un R? con 86,32%, estos datos corroboran la confiabilidad de
los datos obtenidos en la investigacién. En el grafico N® 17 se observa
el resultado de la prueba de Duncan con respecto al nimero de raices
en |a etapa de desarrollo y enraizamiento, en el factor medio de cultivo
se observa una minima diferencia entre los tratamientos T, con 2,95
que supera a los tratamientos T3 con 2,89; que supera a Ty con 2,18;

que supera a Ty con 2; el mismo que supera a T. con 1,8: esto
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comobora la informacion obtenida con Cattleya spp., lo que muestra
que el medio de cultivo con la adicién de platano y endosperma liquido
de coco es adecuado para el enraizamiento de plantulas de orquideas

Catlleya spp. y Oncidium lanceanum,

El medio de cultivo que desarrollé mayor nimero de raices fue el T, tanto
para Cattfeya spp. y Oncidium lanceanum ya que contenia en su composicion
platano y endosperma liquido de coco {que contiene fitohormonas). Segln en
lo referente a auxinas, ARDITTI {1990), menciona que las plantulas
responden a los cambios de medio y la composicion que contengan, como el
caso de auxinas que actia directamente en la formacion de raices, asl como
las condiciones ambientales controladas {temperatura, luz y humedad relativa,
fotoperiodo 16/8). Se menciona también que para la fase de enraizamiento,
se uliliza las mismas sales M&S, omitiéndose la citoquinina (BAP).
Complementado con 1,5 g/l de carbon acfivado, 20 g/t de sacarosa y

agregando auxinas {ANA) mencionado por AVECES {2000).

ESPINOZA (2001), menciona que el endospema liquido de coco contiene
fitohormonas que ayudan a un mejor desarrollo de las plantulas, siempre y
cuando las corcentraciones son variadas y que ayuden al desarrollo y a la

formacién de raices de las mismas.

6.10. Costos.
6.10.1 Costos de los medios de cultivo para germinacién. Los cuadros N°
13, 14, 15, 16 y 17 muestran los costos de los diferentes medios de

cultivo, los mismos que representan los tratamientos del trabajo de
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investigacion, en donde podemos comparar los costos que van con los
siguientes precios: Ty con S/. 17,84 el litro de medio de cultivo, Ty con
S/. 14,89 el litro, T2 con S{. 13,1 el litro, T3 con S/, 14,03 el litro ¥y T, con
S/. 14,96 el litro, como se puede observar en los cuadros de varianza y
en los graficos de las pruebas de Duncan los mejores resultados
obtenidos en la investigacién comresponden a los tratamientos Tg, Tay
T, si realizamos una observacion minuciosa el To (Testigo), nos resulta
mas costoso que el tratamiento Ty y T4, en este caso el tratamiento que
mejor resultado dio fue el T4 que mantiene una diferencia de dos y
88/100 nuevos soles (5/. 2,88), lo que implica un ahorro de este monto
para el productor, esto solo para un litro de medic de cuitivo, si lo
vemos desde el punte de vida de produccién entonces estamos
hablando de 50 liiros de medio de cultivo a mas, por lo que se tendria

un ahorro de S/, 144,00 a mas.

6.10.2 Costos de los medlos de cultive para desarrollo y enraizamiento.
En los cuadros N° 13, 14, 15, 16 y 17 se muestran los costos de los
diferentes medios de cultivo (Tratamientos), como se puede observar
log costos van desde Tg con S/ 17,96 el litto de medio de cultivo, Ty
con 3/. 14,03 el litro, Tz con S/. 12,29 el litro, T3 con S/, 12,22 el litro y
Ts con S/, 14,12 el litro, los cuadres de varianza y los graficos de las
pruebas de Duncan muestran que los mejores resultados obtenidos en
la investigacién comresponden a los tratamientos To, T3 y T4 esto indica
que el Ty (Testigo), nos resulta mas costoso que los tratamientos T3 y

T4, en este caso el tratamiento que mejor resultado dio fue el T4 que
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mantiene una diferencia de tres y 84/100 nuevos soles (S/. 3,84), lo
gue implica un ahorro de este monto para el productor, esto solo para
un litro de medio de cultivo, si lo vemos desde el punto de vida de
produccion entonces estamos hablando de 50 litros de medio de cultivo

a mas, por lo que se tendria un ahorro de S/. 192,00 a mas.

6.10.3 Costos de producclén de una planta in Vitro. En los items anteriores
se muestran solo los costos de los medios de cultivo, si a éslos los
agregamos el costo de la energia consumida por la camara de flujo
laminar y la energia consumida por los fluorescentes usados para la
incubacion de las semillas hasta sus completo desarrollo (plantas listas
para la aclimatacion), que corresponde un promedio de 9 meses, al
mismo tiempo le adicionamos la cantidad en litros de medios de cuitivo
utilizado hasta esta etapa, enionces tenemos los costos de produccién
de una plahta in Vitro, en el anexo N°® 2 se muestran los costos que
comprenden para las plantas producidas con el To = S/. 0,50; Ty = 8/
0,44; To = S/. 0,39; T3 = §/. 0,43 y T4 = S/, 0,40; como se puede
observar los tratamienic Tz y T4 muestran el menor costo de
produccién, pero si revisamos los cuadros de analisis de varianza y los
graficos de las pruebas de Duncan nos damos cuenta que el
tratamiento T, no muestra diferencia significativa, pero el tratamiento Ty
si lo que indica que producir plantas in Vitro utilizando este medio de
cultivo resulta mas rentable para el productor, esto si lo observamos

desde €l punto de vista de produccion a gran escala.
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7.1. El protocolo establecido durante el proceso de propagacion in Vitro de las
especies Cattleya spp. y Oncidium lanceanum, permitio la germinacion de las
semillas, formacién de protocormos, desarrollo y enraizamiento de las

plantulas.

7.2. Se encontraron diferencias significativas entre los medios de cultivo T4 (con la
adicién de platano seda), T3 (con la adicion de endosperma liquido de coco),
T2 (solo con coco desproteinizado), T1 (solo con fertilizante) y el medio de
cultivo M & S (Tp) modificado para la germinacién de semillas de las especies

Cattleya spp. y Oncidium lanceanum. Siendo el mas adecuado el medio Tj.

7.3. La utilizacién de sustancias organicas complejas como el platano seda
homogeneizado (40 g/l) y endosperma liquido de coco (100 mi/l), en la
composicién de los medios, tienen efecto en la rapida diferenciacion de los

protocormos y el desarrollo vegetativo y radicular de las plantulas.

7.4. En la etapa de desarrollo y enraizamiento, en lo réferente a nimero de hojas y
altura de plantula de Cattleya spp. y Oncidium lanceanum, el tratamiento que
dio mejores resultados fue el T4 con resultados de 4 y 12 mm respectivamente
para Cattleya spp., para Oncidium Ilanceanum 4,5 y 28,3 mm
respectivamente; todo ello debido al efecto de los nutrientes agregados al

medio de cultivo, esto a 24 semanas después de la siembra.
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7.8,

7.6.

En la stapa de desarrollo y enraizamiento, en lo referente a niimero de raices
de Catfleya spp. y Oncidium lanceanum, el tratamiento que dio mejores
resultados fue el T2 con 2,5 ralces en promedio para Cattleya maxima y 2,9
para Oncidium Janceanum, esto a 24 semanas daspués de la siembra, todo
ello debido al efecto del fertiizante, vitaminas y sustancias orgénicas

complejas, utilizados en la composicién del mismo.

El costo para la preparacién de un litro de medio de cultivo T, resulta ser
menor que el costo de un litro de medio de cultive To (que hasta la actualidad
se viene utilizando para la propagacitn in Vitro de orquideas), en S/. 2,88
para germinacién y 5/. 3,84 para desarrollo y enraizamiento. Lo que implica el
aumento del costo de produccién de una planta in Vitro, esto mirandolo desde

el punto de vista de produccién a gran escala.
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VIll. RECOMENDACIONES

8.1. Emplear herramientas apropiadas para la siembra in Vitro de orquideas
(Cattleya spp. y Oncidium lanceanum), para evitar contaminacion; al mismo
tiempo se recomienda el uso de las botellas de vidrio de 18 X 6 cm. para el

proceso del cultivo.

8.2.  Utilizar el medio de cultivo con la adicién de sustancias organicas complejas
como el platano seda homogenizado y el endosperma liquido de coco
(Tratamiento T,) para la produccién masiva de orquideas de las especies
Cattleya spp. y Oncidium lanceanum, en las dos etapas (germinacion y

desarrollo).

8.3. Realizar ensayos de propagacion in Vitro de otras especies de orquideas
utilizando el medio de cultivo casero con la adicién de sustancias organicas
complejas como el platano seda homogenizado y el endosperma liquido de

coco (Tratamiento T,).
8.4.  Evaluar posteriormente otros agentes gelidificantes que reemplacen al agar —
agar utilizado para el presente trabajo de investigacion, de esta manera se

estara abaratando mds los costos de produccion de plantas utilizando el

cultivo in Vitro.
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8.5. Continuar con diferentes trabajos de investigacién en especies de orquideas
en peligro de extincidn utilizando el medio de cultive con plitano seda

homogenizado y endosperma liquido de coco (Tratamiento Tg).
8.6. EILCTV de la Universidad Nacional de San Martin — Tarapoto, debe empezar
a producir orquideas con miras a la produccién a gran escala utilizando el

medic de cultivo con platano seda homogenizade y endosperma liquido de

coco (Tratamiento Ta).
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IX. RESUMEN

El presente trabajo de investigacién se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales de la Universidad Nacional de San Martin - Tarapoto, con el
objetivo de evaluar la eficiencia de cinco medios de cultivo in Vitro para germinacion,
desarrollo y enraizamiento en Cattleya spp. y Oncidium lanceanum a partir de
semillas, para obtener plantulas libres de patogenos y se adecué a un disefio

completamente al azar, 5 x 10 (medios de cultivo) y 10 repeticiones.

Las semillas en un promedio de 30 dias después de la siembra en un medio de
germinacion, comenzaron a germinar y empezar su desarrollo y formacion de
protocormos, observando un nivel muy bajo de contaminacién luego de 2 semanas,
esto debido a la asepsia que se manej6 al momento de la introduccién de semillas a
condiciones in Vitro y en todo momento durante el repique y transferencia de las

plantulas de un medio de germinacién a uno de desarrollo y enraizamiento.

A las 24 semanas después de la siembra en medio el de desarrollo y enraizamiento
(Fase I1), las plantulas mostraron un resultado promedio de 4 hojas para Cattleya
spp. y 4,5 hojas para Oncidium lanceanum, con una altura en mm de 12,0 para
Cattleya spp. y 28,3 para Oncidium lanceanum; 2,5 raices para Cattleya spp. y 2,9
raices para Oncidium lanceanum, estos datos solo para el tratamiento T4, que
demostré mayor eficiencia en todo el proceso de propagacién in Vitro de las

especies mencionadas.

Se muestra el costo de cada medio de cultivo empleado para el trabajo de

investigacion, los mismos que representan los cinco tratamientos, al mismo tiempo
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se determind el costo de produccion de una planta producida en condiciones in Vitro,
con estos datos se muestran que los costos de produccién del cultivo In Vitro de
especies de orguideas no son elevados puesto que con el presente trabajo de
investigacién se demostré que los costos de produccion se pueden minimizar
utilizando el medio de cultive con platane seda homogenizado y endosperma liquido

de coco (Tratamiento T,).

79

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




] UNIVERSIDAD
TESIS UNSM NACIONAL

DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

SUMMARY

This work was executed in the Plant Tissue Culture Laboratory at the National
University of San Martin — Tarapoto, It s objective was assay five different culture
media for in vitro germination and development in Peruvian orchids Cattleya spp. and
Oncidium lanceanum, they were sown from seeds using the gresn pod method and
the statistical used was an ANOVA in a completely randomized daesign with five

treatments and ten repeats each.

Seeds started germination and protocorm development 3C days after sowing in a
germination culture media, with a very low levels of contamination, recorded after two
weeks after sowing, because the aseptic conditions at replating from germination to

development and raoting culture media.

24 weeks after sowing in culture medium for development and rocting (Phase I},
plantlets developed, in average values: 04 leaves for Caftfeya spp. and 4,5 ieaves for
Oncidium fanceanum, with 12.00mm high for Cattleya spp., 28.3mm for Oncidium
lanceanum; 2.5 roots in Cattleya spp. And 2.9 roots for Oncidium lanceanum. These
data belong to Treatment 04, the treatment with best results for the whole process of

orchid propagation in vitro.

Costs of production for every culture media used (five treatments) was determined. In
the same way, costs of production for a plantlet produced under in vitrc conditions
were determined. These data shown a noticeable reduction in costs when using
banana homogenated and coconut milk (Treatment 04) as culture media
components.
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Xl. ANEXOS
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Medio germinacion TO 2
Medio germinacion T1 1 14,88
Medio germinacién T2 1 13,10
Medio germinacion T3 1 14,03
Medio germinacion T4 1 14,96
Medio desarrollo TO 2 35,93
Medio desarrollo T1 2 28,06
Medio desarrollo T2 1 12,29
Medio desarrollo T3 2 24,68
1

Medio desarrollo T4

Medio germinacion TO 2 2,52 5,04
Medio germinacion T1 1 2,52 2,52
Medio germinacion T2 1 2,52 2,52
Medio germinacion T3 1 2,52 2,52
Medio germinacion T4 1 2,52 252
Medio desarrollo TO 2 4,54 9,07
Medio desarrollo T1 2 4,54 9,07
Medio desarrollo T2 1 4,54 4,54
Medio desarrollo T3 2 4,54 9,07
Medio desarrollo T4 1 4,54 4,54
[ : 51,41
BT s | precio/mes | Sub total
° consumida por 2 fluorescentes al mes 9 17,28 155,52
Bt R : i pro fento | Total
Tratamiento TO 241,24
Tratamiento T1 210,05
Tratamiento T2 187,96
Tratamiento T3 205,82
Tratamiento T4 191,65

Leyenda: E° = Energia
* Los costos totales corresponden a la sumatoria de todos los
costos, incluido el costo de la energia consumida.

Anexo N° 02: Costos de produccién de una planta producida in Vitro.
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Anexo N° 04: Complejo B+Zn, usado como fuente vitaminica de los medios de

cultivo
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Anexo N° 05: Licuadora utilizada para el homogenizado de platano seda.

Anexo N° 06: Botellas de whisky Jonnie Walker usadas para el trabajo de

investigacion.
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Anexo N° 07: Diferencia entre los tratamientos en la fase de germinacién
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Desarrollo de plantulas de Cattleya Desarrollo de plantulas de Cattleya
maxima en el tratamiento T4 maxima en el tratamiento T,
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Anexo N° 09: Primer ensayo para la segunda fase en T, con Cattleya rexy

Phalaenopsis sp.
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Cattleya rex en medio de cultivo de desarrollo
Ta
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Foto de la flor de Cattleya rex

Fuente: GALVEZ, Roger (2008) Fuente: GALVEZ, Roger (2008)

Anexo N° 12: Flor de Oncidium lanceanum.
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GLOSARIO
ANA Acido naftalacetico
AUXINA Hormona vegetal que ocasiona el crecimiente de las plantas por

elongacion celular.
BAP Acido naftaleneacetico

CAPSULA Fruto seco, con una o mas cavidades que contienen varias
semillas y cuya dehiscencia se efectlan segun el plano que no

es perpendicular al eje del fruto.

CITOQUININA Grupo de reguladores de crecimiento que induce a la farmacion

de yemas y multiplicacién celular.

DEHISCENCIA Accion de abrirse naturalmente las anteras de una flor o el

pericarpio de un fruto, para dar salida al polen o & la semilla.

ENRAZAR Agregar, nivelar con agua o solucidn.

EMBRION En las plantas fanerégamas, esbozo de la futura planta,

contenido en la semilla.

EENOLIZACION Coloracion marrdon del protocorme por muerte a causa de

formacion de fenoles en el medio de cultivo.

93

Tesis publicada con autorizacion del autor

Algunos derechos reservados




TESIS UNSM

UNIVERSIDAD
NACIONAL
DE SAN MARTIN

TARAPOTO - PERU

IN VITRO

INHIBICION

LCTV

PROTOCORMO

SIMBIOSIS

STOCK

TESTA

VITRIFICACION

Cultivo en vidrio

Componente de los sistemas de regulacién, fisioldgicos, que

actiian en los seres vivos.

Laboratoric de Cultivo de tejidos Vegetales

Estructura diferenciada formada del desamollo de las semillas,

para luego formarse una plantula en condicionas in Vitro.

Asociacion de individuos animales o vegetales de diferentes

especies, sobre todo si los simbiontes sacan provecho de la vida

en comun.

Cantidad de componentes que se tienen en una sola selucién.

Cubierta externa de la semilla, derivada del tegumento y de

consistencia y dureza variables.

Trifenil tetrazolium

Q hiperhidratacién. Cambios en las hojas, tallo y raices que les

dan una apariencia cristalina, acuosa, himeda y translicida.
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