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RESUMEN

Uso de extractos organicos en la micropropagacion de la orquidea (Cattleya rex)
con fines de conservacion
Diferentes fuentes organicas como el agua de coco y extracto de frutas presentan
concentraciones significativas de aminoacidos, vitaminas y compuestos organicos, capaces de
actuar como reguladores de crecimiento y siendo excelentes aditivos para el cultivo in vitro de
orquideas, ademas, el desarrollo de las diferentes actividades humanas ponen en peligro de
extincion la conservacién de orquideas como la Cattleya rex, para esto se debe buscar
alternativas para la micropropagacion de las especies con fines de conservacion. El estudio
busco evaluar el uso de extractos organicos de pifia y cocona en la micropropagacion de la
orquidea C. rex con fines de conservacion. La poblacion y muestra estuvo conformada por
frascos con semillas y plantas de C. rex con contenido de medios de cultivo. La investigacién fue
experimental con un desifio de bloques completos al azar (DBCA), con cuatro tratamientos de
hipoclorito de sodio (NaClO) para evaluar la desinfeccién de semillas: TO (0 % de NaClO), T1
(0,1 % de NaClO), T2 (0,25 % de NaClO) y T3 (0,5 % de NaClO); y, cinco tratamientos para
evaluar el desarrollo de protocormos, altura, nimero de hojas y raices: TO (sin extracto de pifia
y cocona), T1 (12,5 g de pifia), T2 (25,0 g de pifia), T3 (12,5 g de cocona) y T4 (25,0 g de cocona).
Se desarrollé un protocolo y se determiné el tratamiento 6ptimo de NaClO para la desinfeccion
de semillas; asimismo, se prepararon cinco medios de cultivo para evaluar el dia de inicio y
porcentaje de formacion de protocormos al dia 30; finalmente, los mismos medios de cultivo con
extracto de pifia y cocona se utilizaron para evaluar el desarrollo de la altura, nUmero de hojas y
namero de raices de plantas de C. rex: para procesar y analizar datos se desarroll6 el estadistico
descriptivo e inferencial con la prueba de andlisis de varianza y prueba Tukey a un 95 % de
confianza, el analisis estadistico se realiz6 en el programa InfoStat. Se determiné que 0,5 % de
NaClO favorecié una mayor desinfeccion de semillas de C. rex; asimismo, se determiné
diferencias significativas en los dias de inicio y formacion de protocormos al dia 30, siendo el
medio de cultivo con 12,5 g de pifia el tratamiento 6ptimo que favorecio el inicio de formacion de
protocormos en el menor nimero de dias (21,1 dias) y el mayor porcentaje de protocormos al
dia 30 (100,0 %); finalmente, hubo diferencias significativas en el desarrollo de la altura y nimero
de hojas de plantas de C. rex segun tratamientos, cuyo medio de cultivo 6ptimo fue 12,5 g de
pifia que permitié determinar la mayor altura promedio (19,58 mm) y nimero de hojas promedio
(14,88 hojas/planta), ademas, los tratamientos utilizados no influyeron en el nimero de raices.
Se concluye que el uso de extractos organicos de pifia y cocona si favorece la micropropagacion
de la Cattleya rex con fines de conservacion, promoviendo el desarrollo de la altura y nimero de

hojas.

Palabras clave: extractos organicos, micropropagacion, orquidea Cattleya rex, conservacion de

orquideas.
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ABSTRACT

Use of organic extracts in the micropropagation of the orchid (Cattleya rex) for

conservation purposes

Different organic sources such as coconut water and fruit extracts present significant
concentrations of amino acids, vitamins and organic compounds, capable of acting as growth
regulators and being excellent additives for in vitro cultivation of orchids. At the same time, the
development of different human activities puts the conservation of orchids such as Cattleya rex
in danger of extinction, so alternatives must be sought for the micropropagation of the species for
conservation purposes. The study aimed to evaluate the use of organic extracts of pineapple and
cocona in the micropropagation of the orchid C. rex for conservation purposes. The population
and sample consisted of flasks containing culture media with seeds and plants of C. rex. The
research was experimental with a randomized complete block design (RCBD), with four
treatments of sodium hypochlorite (NaClO) to evaluate seed disinfection: TO (0 % NaClO), T1
(0.1 % NaClO), T2 (0.25 % NaClO) and T3 (0.5 % NaClO); and, five treatments to evaluate the
development of protocorms, height, number of leaves and roots: TO (no pineapple and cocona
extract), T1 (12.5 g pineapple), T2 (25.0 g pineapple), T3 (12.5 g cocona) and T4 (25.0 g cocona).
A protocol was developed and the optimal NaClO treatment for seed disinfection was determined.
Five culture media were prepared to evaluate the day of initiation and percentage of protocorms
formation at day 30; finally, the same culture media with pineapple and cocona extract were used
to evaluate the development of height, number of leaves and number of roots of plants of C. rex
plants. Descriptive and inferential statistics were developed for data processing and analysis
using the analysis of variance test and Tukey test at 95 % confidence, the statistical analysis was
performed in the InfoStat program. It was determined that 0.5 % NaClO favored a greater
disinfection of C. rex seeds; likewise, significant differences were determined in the days of
initiation and formation of protocorms at day 30, being the culture medium with 12.5 g of pineapple
the optimal treatment that favored the initiation of protocorms formation in the least number of
days (21.1 days) and the highest percentage of protocorms at day 30 (100.0 %). Finally, there
were significant differences in the development of the height and number of leaves of C. rex plants
according to treatments, whose optimal culture medium was 12.5 g of pineapple, which allowed
determining the greatest average height (19.58 mm) and average number of leaves (14.88
leaves/plant); in addition, the treatments used did not influence the number of roots. It is
concluded that the use of organic extracts of pineapple and cocona does favor the
micropropagation of Cattleya rex for conservation purposes, promoting the development of height

and number of leaves.

Keywords: Cattleya rex orchid, micropropagation, orchid conservation, organic extracts.
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CAPITULO |
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

Las orquideas pertenecen a la familia Orchidaceae y son el grupo mas valioso de
plantas con flores que han avanzado en la variacién floral con floraciones visualmente
impresionantes entre las monocotiledéneas (Besi etal.,, 2023; Wong et al., 2017),
ademas de su riqueza floral, la diversidad de orquideas juega un papel importante tanto
en el aspecto econdmico como medicinal (Chakraborty et al., 2022; Zhan et al., 2022).
Las Orchidaceae son la segunda familia de angiospermas mas grande, con mas de 900
géneros y 27 000 especies en casi todo el mundo (Teo et al., 2019) y la familia se divide
en seis subfamilias: Orchidoideae, Epidendroideae, Cypripediodeae, Vanilloideae y
Apostasiodeae (Cetzal et al., 2014). Sudamérica representa mas del 30 % de todas las
especies de orquideas conocidas, siendo Colombia, Ecuador, Brasil, Pert y Bolivia unos

de los paises mas ricos del mundo en biodiversidad de orquideas (Dolce et al., 2020).

Cattelya es uno de los géneros de orquideas mas populares, la exquisita belleza de sus
flores explica su gran demanda en el comercio mundial de la floricultura (Pant et al.,
2020), las flores son de gran tamafo y se le conoce como “La reina de las orquideas”
debido a la belleza en la variacién de color en sus flores (Hariyadi et al., 2023). Los
hibridos de Cattleya son muy apreciados en el mercado internacional de la floricultura,
pero sus caracteristicas horticolas atn pueden beneficiarse de una mejora genética, en
particular la produccion de cultivares precoces y una floracién independiente de la
estacién, mejora que le permitiria a la Cattleya competir con las orquideas Phalaenopsis
y Dendrobium, asi como con otros grupos de flores de maceta y cortadas (Cardoso
et al., 2016).

A nivel mundial, las especies de orquideas se encuentran amenazadas principalmente
debido a la accion humana (Mercado y Jaimes, 2022), su rareza inherente y sus
necesidades especificas de conservacion, ademéas de impactos de caracter negativo
como actividades recreativas, el turismo, la contaminacion y el cambio climéatico (Wraith
et al., 2020). Aungue parezcan sobre el papel entre los grupos de organismos con mayor
proteccion legal, muchas especies de orquideas se encuentran amenazadas por el
comercio insostenible e ilegal con fines medicinales, alimentarios y horticolas (Hinsley
et al., 2018). Por ejemplo, en Colombia las orquideas se entran dentro de las familias
de plantas con mayor cantidad de especies amenazadas, cuya situacion es idéntica en
el resto de paises sudamericanos y donde las dos principales amenazas son

antropogénicas: la deforestacion y la recoleccién en estado silvestre (Dolce et al., 2020).
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Se estima que la cantidad de especies de orquideas en el Perl sea entre 2 600 y 3
000 especies presentes en departamentos como Cusco, San Martin, Junin, Madre de
Dios, Cajamarca, Huancavelica, Pasco, Amazonas, Loreto, Ucayali, Puno, La Libertad,
Lima y Ayacucho (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI) y Servicio
Nacional Forestal y de Fauna Silvestre (SERFOR), 2020). Las orquideas del género
Cattleya se comercializan como planta vegetativa, flor y planta con flor, y en el comercio
internacional se encuentra en la segunda posicion en el pais de la totalidad de orquideas
que se exportan (Bricefio, 2004). Sin embargo, a pesar de caracterizarse como recursos
valiosos, aunque limitados, se encuentran alterados por la extraccion indiscriminada e
ilegal y por la falta de estrategias que permitan salvaguardarla (Carhuamaca, 2019). De
la totalidad de especies identificadas en el pais, 301 se han categorizado en amenaza,
de las cuales la mayor cantidad se encuentra en la categoria vulnerable (VU) (220),
seguido de especies en peligro critico (CR) (62) y en peligro (EN) (19) (MIDAGRI y
SERFOR, 2020).

El desarrollo de técnicas para propagar y conservar in vitro, como también la
aclimatacién, son considerados importantes para aquellas especies en estado de
extincién, ya que estos permiten promover la multiplicacién y conservacion de tales
especies, evitando de tal forma que la variabilidad genética se pierda (Menezes-Sa
et al., 2022). La reproduccion in vitro se emplea exitosamente para que las especies
sean conservadas ex situ, como también para reproducir y mejorar genéticamente los
diferentes cultivos; no obstante, los medios de cultivo empleados difieren de acuerdo a

la especie o variedad utilizada (Arenas, 2019).

El periodo de produccidon de las orquideas es largo y requieren permanecer en
condiciones adecuadas, por lo cual la propagacion in vitro es un método eficiente en la
reduccion de los tiempos de produccion (Saravia-Castillo et al., 2022). Por tal motivo, es
pertinente buscar medios de cultivo in vitro econémicos que permitan la rapida
germinacion, propagacion y conservacion de las especies de orquideas, por ejemplo, el
empleo de compuestos organicos que favorecen la germinacion de semillas, estimula el
desarrollo y crecimiento de C. warscewiczii y C. gaskelliana, con lo cual se contribuye a
la disminucién de costos producidos por reguladores de crecimiento vegetativo
(Mercado y Jaimes, 2022).

El departamento de San Martin es uno de los principales productores de orquideas
(MIDAGRIy SERFOR, 2020). Sin embargo, son muchas situaciones que desestabilizan
el ecosistema, por ejemplo, la deforestacion, quema de bosques, cambio de uso de

suelos, invasion de tierras, uso indiscriminado de las comunidades locales y por
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comerciantes que solo ven el aprovechamiento economico, ademas de otras actividades
mas que producen la pérdida de flora y conlleva a la destruccién y desequilibrio de los
habitats naturales de las orquideas como C. rex, motivos que ameritan catalogarlo en
peligro de extincion. Es asi que se desarroll6 el presente estudio con el fin de proponer
el uso de extractos organicos en la micropropagacion de la orquidea C. rex para la

conservacion de la genética de esta especie.

Bajo la problematica y contexto sustentado se formuld el siguiente problema de
investigacion: ¢El uso de extractos organicos favorece la micropropagacion de la
orquidea (Cattleya rex) con fines de conservacion? A partir de ello, se formuld la
hipétesis nula (Ho): El uso de extractos organicos no favorece la micropropagacion de
la orquidea (Cattleya rex) con fines de conservacion; y, la hipétesis alterna (Ha.): El uso
de extractos organicos si favorece la micropropagacion de la orquidea (Cattleya rex) con
fines de conservacion. El objetivo general del estudio fue: Evaluar el uso de extractos
organicos en la micropropagacion de la orquidea (Cattleya rex) con fines de
conservacion. Los especificos fueron: 1ro: Determinar un protocolo de desinfeccion de
semillas Cattleya rex bajo condiciones in vitro; 2do: Evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de extracto de pifia y cocona en cultivo in vitro sobre protocormos de
Cattleya rex; y, 3ro: Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de extracto de pifia

y cocona a traves del cultivo in vitro de Cattleya rex.



18

CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1.Antecedentes de la investigacion
Antecedentes internacionales

Menezes-Sa etal. (2022). Establecieron el protocolo para la micropropagacion y
conservacion in vitro de la orquidea Cattleya tigirina A. Rich. Encontraron que en las
variables de supervivencia y presencia de raices el medio semisdlido fue superior al
medio liquido, situacién adversa en el caso de niumero de brotes; para la aclimatacion,
con corteza de pino las plantas desarrollaron altura mejorada con enraizamiento y
brotacion; asimismo, la conservacion fue satisfactoria y las plantas se mantuvieron
viables en 730 dias con el medio Murashige y Skoog (MS) con 25 % de sales a 18 °C o
25 °C; finalmente, las plantas se propagaron en el medio semisdlido (25 mL) y liquido
estacionario (10 mL), mientras que se aclimataron en cortezas de pino y se conservaron
en el medio MS con 25 % de las sales (18 °C o 25 °C).

Saravia-Castillo et al. (2022). Determinaron condiciones Optimas para la propagacion in
vitro de Cattleya maxima Lindl. y Phalaenopsis amabilis (L.) Blume, para lo cual
realizaron dos experimentos: enraizamiento y multiplicacion. Para la multiplicacion los
tratamientos se diferenciaron de acuerdo al complemento de MS (medio Murashige y
Skoog), harina de platano, kinetina o 6 bencilaminopurina (BAP); en tanto, en el
enraizamiento los complementos fueron: acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), acido
naftalenoacético (NAA), acido indol-3-butirico (IBA) o harina de platano. Encontraron
gue la harina de platano (50 g/L) incremento la altura de C. maxima (multiplicacion) y P.
amabilis (enraizamiento); BAP (0,005 g/L) y Kinetin (0,003 g/L) aumentaron el nimero
de hojas y brotes en C. maxima (multiplicacién); en el enraizamiento NAA (0,003 g/L)
incremento el nimero de hojas en C. maxima (multiplicacién), harina de platano estimul6
la formacién de raices y 2,4-D (0.003 g/L) puede causar efectos fitotoxicos e inhibir la

formacion de raices.

Arenas (2019). Desarroll6 un protocolo para desinfectar explantes y preparar medios de
cultivo MS para vitropropagar explantes extraidos de campo y de subcultivos de
especies de Vanilla planifolia G. Jackson. Realizaron 6 siembras en diversos medios de
cultivo con niveles de 100, 70, 40 y 10 % de MS como de sacarosa incorporado con
agua de coco, para el sembrado de subcultivos cambié el MS, la sacarosa e incorporé
agua de coco; en tanto, el procedimiento de desinfeccidn consistié en ensayar diversas

cantidades y tiempos de exposicion al alcohol, cloruro de mercurio y cloro. Encontr6 que
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la aparicion de hongos contaminantes fue retardada con el tratamiento 40 % de MSy la
incorporacion de agua de coco en los medios de cultivo produjo efectos significativos,

particularmente al formar raices.
Antecedentes nacionales

Chacon-Campana etal. (2021). Evaluaron la germinacion asimbidtica de cuatro
especies de orquideas Epidendrum spilatum, Bletia catenulata, Rodriguezia longifolia y
Epidendrum secundum en medio de cultivo “Murashige y Skoog” (MS) con la
incorporacion de tres suplementos organicos: pulpa de platano, pulpa de pifiay agua de
coco. Encontraron que para las orquideas Epidendrum spilatum, Bletia catenulata y
Rodriguezia longifolia el MS mas pulpa de pifia mostré los mejores resultados y para la
orquidea Epidendrum secundum MS con platano obtuvo el mayor porcentaje de
germinacion. Concluyeron que la adicién de sustancias organicas en los medios de

cultivo mejora la germinacion asimbiética de las semillas de orquideas.

Vilcherrez-Atoche et al. (2020). Establecieron un protocolo reproducible de propagacién
in vitro y multiplicacion masiva para conservar el germoplasma de Cattleya maxima J.
Lindley en condiciones naturales. Las semillas fueron obtenidas del invernadero
"Orquideas Moyobamba" de la ciudad de Moyobamba y utilizaron el medio MS
suplementado con sustancias organicas complejas (harina de platano (BF) y agua de
coco (CW)) asi como con el tratamiento NAA-BAP. Encontraron mayor tasa de
germinacion de semillas (97,12 %) con el tratamiento de 40 g/L de BF y 20 % de CW 'y
con el tratamiento NAA-BAP una tasa de formacién y supervivencia de cuerpos similares
protocormos (PLBs) del 100 %; finalmente, establecieron un protocolo importante de

propagacion in vitro empleando agua de coco y harina de platano.
Antecedentes regionales

Ruiz-Rios (2023). A través de sistema de inmersion temporal evalué el comportamiento
en la micropropagacion de especies Cattleya violdcea y Cattleya rex. Evalué 4
tratamientos que fueron: “TO (3 ml/l de complejo B, 7,1 ml/l de bayfolan, 20 g/l de azucar
blanca, 40 g/l de platano, 100 ml/l de agua de coco), T1 (TO + 1 mg/l de ANA), T2 (TO +
1 mg/l de 6-BAP)y T3 (TO + 1 mg/l de ANA + 1 mg/l de 6-BAP)”, con frecuencia y tiempo
de inmersién de 3 horas y 5 minutos, respectivamente; ademas, evalué el efecto de 3
densidades (20, 40 y 60 plantulas), 3 frecuencias de inmersion (3, 6 y 8 horas) y 3
tiempos de inmersion (5, 10 y 15 minutos). Determind como medio de cultivo mas
eficiente para ambas orquideas a una densidad de 20 plantulas, 5 minutos de tiempo de

inmersion y frecuencia de 3 horas en 500 ml de medio de cultivo con T2.
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Ruiz (2021a). Evalué el efecto de cuatro medios de cultivo en la formacion de
protocormos in vitro con semillas de Phragmipedium besseae y Phragmipedium
kovachii. Estudié las 4 etapas de la germinacion hasta que se formen los protocormos
utilizando 4 medios de cultivo: MS (“Murashige y Skoog” a media concentracion (MS
1/2)), MS+AC (MS 1/2 + 20 % de agua de coco), MS+JP (MS 1/2 + 20 % de jugo de
pifa) y K (Knudson). Encontré6 que en la etapa de germinacion de semillas de
Phragmipedium kovachii el medio de cultivo MS formd mayor porcentaje de protocormos
(16,09 %) y en Phragmipedium besseae los medios de cultivo no favorecieron la
formacion de protocormos, solo observé la fase 1 (inhibicion de semillas) y fase 2

(ruptura de testa).

Ruiz (2021b). Establecié un protocolo para la micropropagacion de Phragmipedium
kovachii, para fines de conservacion. Estudié la germinacion y la influencia de
citoquininas y auxinas en las etapas de multiplicacion de protocormos y en
enraizamiento de las plantulas, para ello utilizé diversas proporciones de citoquininas y
auxinas con 4 tratamientos para cada fase. Encontré una germinaciéon del 60,48 % vy
durante la etapa de multiplicacion los protocormos presentaron color verde en los
primeros dias y cambiaron con el tiempo a un color marron; asimismo, determiné que
T3 (0,75 mg/l de auxina + 7,50 mg/l de citoquinina) fue el tratamiento mas significativo
en el numero de hojas, longitud y tasa de crecimiento de protocormos, en cambio, en la
etapa de enraizamiento los tratamientos no mostraron diferencias significativas para

altura de las plantulas, longitud de raices/plantula y nimero de raices/plantula.
2.2.Fundamentos tedricos

2.2.1. Orquideas

Las orquideas son la familia de plantas con flores mas evolucionada y diversa de la
Tierra, cuyos origenes de estas plantas se remontan a millones de afios; sin embargo,
la antigliedad exacta de la familia ha sido objeto de debate durante mucho tiempo, ya

gue no existian restos fésiles antiguos con los que trabajar (Schiff, 2018).

La familia de las orquideas, Orchidaceae, comprende 26 000 especies en 749 géneros
y es una de las dos mayores familias de plantas de hoja caduca o angiospermas, un
amplio grupo que incluye hierbas, arboles, arbustos y enredaderas. Las orquideas se
dividen en cinco subfamilias: Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae,
Epidendroideae y Orchidoideae. Esta subdivision se basa en estudios de ADN vy

morfologia y refleja diferencias importantes en las caracteristicas vegetativas y, sobre
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todo, en la forma en que estan construidos las flores de las orquideas (Chase y
Christenhusz, 2017).
a. Taxonomia de las orquideas

Las orquideas presentan la siguiente clasificacién taxonémica (Tabla 1):

Tabla 1
Clasificacion taxonémica de las orquideas
Taxonomia
Reino : Plantae
Divisién : Magnoliophyta
Clase : Liliopsida
Orden : Asparagales
Familia : Orchidaceae
Subfamilias : Apostasioideae, Cypripedioideae, Vanilloideae,

Orchidoideae y Epidendroideae
Fuente: Tomado y adaptado de Menchaca (2011).

Figura 1
Subfamilias de la familia Orchidaceae. (a) Epidendroideae, (b) Vanilloideae, (c) Cypripedioideae,
(d) Orchidoideae. Fuente: Tomado de Menchaca (2011). (NO CURSIVA — NORMAL)

b. Distribucién y endemismo de las orquideas en el Peru

En la flora peruana, la familia Orchidaceae es la familia floristica de mayor diversidad,
con aproximadamente 2 020 especies distribuidos en 212 géneros (Brako & Zarucchi,
1993; Ulloa et al., 2004), aunque de acuerdo al “Cuarto Informe del CBD” se estima que
en realidad la cantidad podria variar entre 2 500 y 3 500 especies. Segun estudios
realizados por David Bennett Jr. y Eric Christenson (1993) el mayor nimero de
orquideas se encuentra en la ceja selvatica (entre los 500 y 3 600 m.s.n.m.); en tanto,
la menor diversidad se encuentra en la zona de la selva baja (entre 300 m.s.n.m.) y en

la sierra (entre 2 600 y 3 600 m.s.n.m.).

A menudo se interpreta errbneamente que el endemismo se refiere a distribuciones
estrechas (restriccion del area de distribucion). En realidad, se dice que un taxén es
endémico de una zona si vive en ella y en ningan otro lugar. La expresiéon "zona

endémica" se utiliza para identificar el area geogréfica de la que es nativo un taxén,
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mientras que "zona de endemismo" indica un area caracterizada por el solapamiento de

las distribuciones de dos o mas taxones (Fattorini, 2017).

En el Peru existe una gran riqueza de orquideas, lo cual en gran parte se debe a la
extensa gama de pisos ecoldgicos y microclimas, esto permite un elevado indice de
diversificacion local. Las especies de orquideas se distribuyen en departamentos como
Huanuco, Cusco, San Martin, Junin, Cajamarca, Huancavelica, Pasco, Amazonas, La
Libertad, Lima, Ayacucho, Madre de Dios, Loreto, Ucayali y Puno. La gran diversidad de
especies, con una amplia gama de colores, aromas, tamafios y formas, ubica a las
Orchidaceae con una de las familias botanicas mas dificiles de evaluar y catalogar
(MIDAGRI y SERFOR, 2020).

c. Caracteristicas botanicas de las orquideas

Las especies de orquideas se caracterizan por ser terrestres, como también algunas
crecen en rocas, y particularmente son epifitas o que crecen en especies arbéreas
(Acufa et al., 1998). Asimismo, existen orquideas que se desarrollan en el subsuelo,
por ejemplo, Rhizanthella gardneri que es una orquidea subterranea de Australia que
solo ve el sol cuando florece (Sanchez y Calderdn, 2010). El tamafio de las orquideas
difiere desde especies menores de 1 cm en época de floracion (Platystele
jungermannioides de la zona sur de Centroamérica, ademas de Costa Rica) hasta
herbaceas de 13,4 m de altura (Sobralia altissima en Huachocolpa, Pert) (Moscoso
et al., 2003). La caracteristica mas resaltante de estas especies son las flores, aunque
cuenta con tres pétalos y tres sépalos como todas las monocotiledéneas, usualmente
uno de sus pétalos muestra tamafio, color y forma diferente, cuyo pétalo es conocido
como “labelo”, si bien favorece a incrementar la atraccion que el ser humano siente hacia
las flores, en realidad tiene el rol de atraer y orientar la poblacién de polinizadores que
suelen visitar sus flores buscando polen y néctar como medio de alimento (Acufia et al.,
1998). Existen orquideas con flores tan grandes de hasta 70 cm (Phragmipedium
caudatum) y con flores tan pequefias de hasta 2 mm (Trizeuxis falcata); no obstante, es
posible reconocer modelos estructurales Unicos en unas como en otras (Sanchez y
Calderdn, 2010).

Sistema radicular

Las raices de las orquideas se encuentran cubiertas en su totalidad por tejido esponjoso,
blanco cremoso, que se conoce como “velamen”, lo cual le permite una elevada
retencién y captacion de humedad (MIDAGRI y SERFOR, 2020).
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Tallos

Los tallos de las orquideas pueden ser de tres tipos principales: a) tallos cilindricos:
presentan caracteristicas erectas y alargadas, similares a los carrizos con entrenudos
de donde emergen inflorescencias y flores; b) pseudobulbos: tallos aéreos, abultados,
comprimidos y engrosados en forma de papa, las formas varian y pueden ser enormes,
las inflorescencias pueden surgir desde la base, parte media o alta del pseudobulbo y
las flores desde la parte media o alta de este; c) cormos: se caracterizan por ser tallos
subterraneos casi esféricos, gruesos y usualmente con muchos entrenudos, es un
organo que permite el almacenamiento de aguay reservas en forma de almidon, a pesar
de que la planta pueda perder de forma completa la zona aérea también puede rebrotar

por estas formaciones (Menchaca, 2011).
Hojas

La mayor cantidad de orquideas tienen hojas con venacion paralela y algunas la
presentan en forma reticulada, los bordes de las hojas siempre son enteros y hay hojas
de tipo plegada, hojas con duplicadas que generalmente presentan venas con la misma
dimensién o con una vena principal en el centro y normalmente estds hojas son
coridceas o gruesas, Yy la tercera hoja es de tipo terete o cilindrico que presentan
caracteristicas cilindricas y alargadas, ademas presentan apariencias de hojas de
cebolla (MINAM, 2015).

Flores

Es de las estructuras mas llamativas de las orquideas y en esta se sustenta su
importancia ornamenta, el cual se asocia con sus variadas fragancias, tamafos, colores
y formas. Ademas, la totalidad de flores de las orquideas presentan 4 estructuras que
se caracterizan por ser muy notables: sépalos, pétalos, columna y la antera y cavidad
estigmatica. También, las orquideas pueden ser multifioras (muchas flores) o unifloras
(una sola flor), aunque generalmente todas tienen las mismas estructuras, pero con

diferencias en el color y la morfologia (MINAM, 2015).
Frutos y semillas

Los frutos se nombran desde el punto botanico como “capsulas”, fraccionando en tres
partes su interior, hay casi redondos u ovalados y también hay largos, ademas pueden

ser muy angulosos o pueden tener verrugas (Menchaca, 2011).

Las semillas se conforman de una sola pieza o cotiledén (monocotiledéneas), pudiendo

encontrar miles de semillas en la zona interior de los frutos. Su forma general difiere
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desde formas cilindricas con punta (fusiforme) o forma de hilo (filiforme) y en algunos
casos parecen protuberancias o alas. ElI peso cambia de 1 a 22 microgramos y la
dimensién difiere desde pocas micras (muy pequefias) hasta 5 mm. Ademas, tiene un
embrién y una cubierta, careciendo de endospermo (mientras salen sus hojas permite
gue el embrion se alimente). EI embrion se encuentra formado por células entre
cantidades de 8 y 200, y la cascara o testa se forma por células muertas. La dispersiéon

de las semillas se realiza usualmente con apoyo del viento (Menchaca, 2011).
d. Factores de amenaza de las orquideas

De acuerdo a sus flores vistosas, las orquideas se han considerado tradicionalmente
como plantas de tipo ornamental, lo que ha conllevado a que gran cantidad de especies
y sus poblaciones se hayan extraido de sus ambientes originarios; ademas de que en
la actualidad muchas especies y poblaciones se encuentran amenazadas por la pérdida
de habitats debido a actividades de deforestacion en gran escala, particularmente
orquideas epifitas que crecen en la zona de los Andes tropicales catalogado como “el
punto caliente de diversidad hot spot mas diverso del mundo”; asi también, en las
pluvisivas montanas andinas, lugar donde crecen un gran nimero de especies
endémicas, factores como el éxito reproductivo escaso, tiempo de vida corto y pequefio
tamafio de las poblaciones ponen en peligro de extinciébn a especies de orquideas
epifitas (MINAM, 2013).

Las orquideas dominan las listas de especies amenazadas, cuyos sindromes de
amenaza son: (1) orquideas terrestres en bosques gque son endémicas de un pais y
estan amenazadas por la recoleccion ilegal; (2) orquideas amenazadas por el cambio
climatico, la contaminacion, el transporte y la perturbacion/desarrollo para el turismo y
las actividades recreativas, a menudo en Asia Oriental; (3) orquideas epifitas en el Africa
Subsahariana, incluido Madagascar, con diversas amenazas; y (4) orquideas del sury
sureste de Asia amenazadas por el desmonte de tierras para la agricultura migratoria
(Wraith y Pickering, 2018).

De la totalidad de especies orquideas que hay en el pais, 301 especies se categorizaron
como amenazadas, de estos, 220 especies se encuentran en la categoria vulnerable
(VU), 62 especies en peligro critico (CR) y 19 en peligro (EN) (MIDAGRI y SERFOR,
2020).
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2.2.2. Género Cattleya

El nombre Cattleya se atribuy6 en honor al horticultor y botanico inglés “William Cattley”,
quien en 1818 obtuvo liquenes y musgos desde Brasil que llegaron envueltos en hojas
gue hoy en dia se conocen como Cattleya labiata. A partir de ello, Cattley procedi6 a
cultivar las hojas hasta que florezcan, lo cual fue la primera Cattleya descubierta (Horich,
1980). El origen de este género de orquidea es en las altitudes medias de Sudamérica
y América Central. A nivel mundial hay cerca de 65 especies (Kuan y Gonzalez, 1993).
Estas especies viven en selvas calidas y himedas en zonas elevadas de la copa de
arboles, de hasta 30 m de altitud (Vargas, 2012).

a. Nombre comun, categoria CITES y categorizacién Nacional de Cattleya rex

De acuerdo al MINAM (2015) la especie Cattleya rex se le conoce como dl nombre
comun de Golondrina, segun la CITES se encuentra categorizado en el Apéndice Il y
segun la categorizacion nacional se encuentra en peligro critico (CR) de acuerdo al D.S.
N° 043-2006-AG.

b. Descripcion de Cattleya rex

Es una planta de tipo epifita, cuya longitud de los pseudobulbos cilindricos puede ser de
hasta 35 cm. Presenta inflorescencias en racimos terminales. Cuenta con entre 3a 8y
grandes (hasta 17 cm) pétalos y sépalos de color blanco crema pélida con la base

amarillenta y el labio de color parpura palido (Figura 2) (MINAM, 2015).

Figura 2
Cattleya rex. (a) Detalle en flor, (b) Planta cultivada en estado vegetativo, (c) Detalle de la flor.
Fuente: Tomado de MINAM (2015).

c. Distribucién de Cattleya rex

La especie Cattleya rex ha sido registrada en departamentos como Puno y San Martin
(MINAM, 2015):

Asimismo, Schweinfurth (1960), Dodson y Bennett (1989), Bennett y Christensen (1994)

y Brako y Zarucchi (1993), como se citd en Bricefio (2004), sefialan que Cattleya rex se
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encuentra en Ceja de Selva, bosque humedo tropical en Moyobamba, Leguia, km 65 a
lo largo carretera a Tarapoto, ambos flancos del Valle del Alto Mayo y la Cordillera
Oriental del Rio Sisa (San Matrtin), entre 860 a 2500 m.s.n.m., en Sandia, distrito de San

Juan de Oro (Puno) a 1 350 m.s.n.m.
d. Usos de orquideas Cattleya

Schiff (2018) refiere que por el tamafio y colores brillantes las Cattleyas se utilizan
principalmente para la comercializacion, como también para su hibridacion con otros
géneros que se asocian a este. Asimismo, Hinsley et al. (2018) mencionan que, debido
al aroma de estas especies, las flores se pueden utilizar para decoraciones y que las

damas lo pueden usar en el cabello.
2.2.3. Micropropagacién

La micropropagacion es un método en el que el tejido meristeméatico de material vegetal
de reserva se multiplica rapidamente para producir un gran numero de plantas
progenitoras utilizando métodos de cultivo de tejidos vegetales in vitro. Este método se
utiliza para multiplicar nuevas plantas, especialmente aquellas que han sido modificadas

genéticamente o que se desean por su resistencia a las enfermedades (Wells, 2009).

Por su parte, lliev etal. (2010) refieren que la micropropagacion es una técnica del
cultivo de tejidos vegetales utilizado para el cultivo de tejidos, células y érganos
vegetales aislados en condiciones axénicas (in vitro) para la regeneracion y propagacion

de plantas enteras.

Aunque la micropropagacion de orquideas ha mostrado un desarrollo espectacular en
los Ultimos afos, se cree que su uso generalizado aun es limitado debido a problemas
como la exudacion de fendlicos de los explantes, el trasplante al campo, la variacién

somaclonal, etc. (Chugh et al., 2009).
a. Etapas de la micropropagacion

De acuerdo a Martinez y Gago (2008) se pueden considerar 5 etapas enumeradas
desde la fase 0 hasta la IV y en cada uno de estos los objetivos se definen de forma
clara (Tabla 2).
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Etapas de la micropropagacion

Etapas

Descripcion

0: Seleccién de
material vegetal

I: Inicio del
cultivo

[I: Multiplicacion

lI: Induccién y
desarrollo de
raices

IV: Aclimatacion

Etapa en la cual se incorporan los tratamientos, se prepara y selecciona a
las plantas madres, siendo importante comprobar su estado de salubridad
(estrés, deficiencias y libre de patégenos) y la identidad (variedad o especie
a cualtivar)

Es pertinente desinfectar superficialmente a las plantas seleccionadas con
el objetivo de evitar el desarrollo de microorganismos (hongos y bacterias)
en el medio de cultivo. Las caracteristicas del explanto determinan el
tiempo de desinfeccion y la concentracién del desinfectante.

En esta etapa se induce la multiplicacion de explantos a través de la
generacion de estructuras nuevas mediante la via seleccionada
(embriogenética, advertencia o axilar, etc.). Se desarrollan propagulos o
brotes nuevos que al separarse de los cultivos pueden producir una planta.
Etapa que permite la formacién de raices adventicias, cuyo proceso se
puede desarrollar in vitro y ex vitro. En el in vitro se traspasan los brotes
que se obtuvieron hacia medios libres de regulacién de crecimiento o que
solamente cuente con auxinas, actividad que se desarrolla en condiciones
estériles. En el ex vitro los brotes son sumergidos en concentraciones de
auxinas y transferidos a sustratos limpios, que pueden ser mezclas de turba
con vermiculita o perlita.

Las plantas que se cultivan in vitro habitualmente tienen estomas no
funcionales y cuticulas de bajo desarrollo por la elevada humedad relativa
dentro de los frascos de cultivo y el bajo nivel de desarrollo de fotosintesis.
Antes de transferir los cultivos in vitro a condiciones externas deben
padecer procesos de acondicionamiento gradual: control de transpiracion
cuticular y estomatica, y proteccion a la luz.

Fuente: Tomado y adaptado de Martinez y Gago (2008).
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Figura 3

Etapas de la micropropagacion. (a) Etapa I, (b) Etapa Il, (c) Etapa IV.
Fuente: Tomado de Martinez y Gago (2008).

b. Factores que influyen en la micropropagacion

Plantas donadoras del explanto

El estado fisiolégico de las plantas madres inciden significativamente en la

morfogenética de los explantos. Ademas, mientras mas joven y menos diferenciado se

encuentren los tejidos a sembrar, la respuesta in vitro serd mejor. También, las yemas
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axilares que se obtienen de la parte media de tallos tienen un desarrollo mas rapido que

los que se obtienen de la porcién apical o de la base (Martinez y Gago, 2008).
El explanto

Usualmente, para seleccionar los explantos se debe considerar los sistemas de
propagacion de las plantas, por ejemplo, si las plantas a micropropagar se reproducen
mediante semillas, la fuente mas comun de los explantos son las zonas embrionarias,
pero en el caso de que las especies se propaguen vegetativamente, los apices
meristematicos y brotes jévenes, usualmente son considerados fuente de explantos
(Martinez y Gago, 2008).

Factores fisicos

Los factores ambientales, como la temperatura del cultivo, el ambiente gaseoso, la
condicion fisica del medio y los factores quimicos, como los medios, los tipos y
concentraciones hormonales, las fuentes de carbohidratos, los agentes gelificantes, los
aditivos, como las vitaminas, las sales y otros, tienen un impacto. sobre la generaciéon

de plantulas in vitro y la eficiencia de los érganos (Ascough et al., 2008).
Medios de cultivo

El medio de cultivo representa a una mezcla de sales inorganicas micronutrientes como
macronutrientes, componentes organicos como aminoacidos, vitaminas, carbohidratos
y reguladores de crecimiento disueltos en el recurso hidrico. Este medio de cultivo puede
ser empleado como liquido o semisélido cuando se incorpora compuesto gelificante, con
el fin de actuar como soporte fisico. La composicion del medio a emplear es dependiente
de la etapa de micropropagacion y de la especie vegetal (Alcantara et al., 2017). Entre
las principales caracteristicas del medio de cultivo se encuentra el potencial osmético
(PO), cuya estimacion se fundamenta en la variacion de propiedades quimicas y fisicas
de acuerdo a la existencia de solutos que, al incrementar sus niveles en la solucién, la

presién osmoética tiende a tomar valores mas negativos (Martinez-Villegas et al., 2015).
c. Uso de extractos organicos en la micropropagacion

Los medios utilizados en el cultivo de tejidos pueden modificarse mediante la adicion de
materiales organicos econémicos como alternativa a los costosos aditivos sintéticos.
Algunas fuentes organicas, como el agua de coco y el jugo de frutas, contienen
cantidades significativas de vitaminas, aminoacidos y compuestos organicos que
pueden actuar como reguladores del crecimiento, lo que convierte a estas fuentes

organicas en excelentes aditivos para el cultivo in vitro (De Stefano et al., 2022).



29

Carranza-Alvarez et al. (2021) evalud el efecto de diversos extractos organicos (agua
de coco (MCO), pifia (MPI), platano (MPL) y medio control) en la micropropagacioén in
vitro de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, encontrando que la germinacion del cultivo
in vitro empez6 a los 60 dias y que la incorporacion de extractos organicos promovié la
diferencia de los brotes, donde el de mayor eficiencia fue MPI, por lo cual refieren que
los extractos organicos tienen la capacidad de promover la morfogénesis de vainilla, sin
ser necesario el uso de reguladores de crecimiento sintético durante las primeras fases

de la micropropagacion.
2.3.Definicién de términos basicos
Acido nicotinico

El &cido nicotinico es un &cido piridinico carboxilico natural, contenido en la vitamina
PP, un nutriente esencial para humanos y animales, y utilizado como agente
antipelagico. Las plantas y los animales pueden producir 4cido nicotinico a partir del

triptéfano, pero no suele ser completamente biodisponible (Lisicki et al., 2022).
Conservacion

Es el método de uso de recursos naturales o del ambiente en su totalidad para prevenir
el abandono, destruccidn, polucién o explotacion y asegurar de esta manera el uso de

los recursos (Telles, 2012).
Jugo o zumo

Es el liquido que se obtiene de frutos que se encuentran en condiciones Optimas
(caracteristicas organolépticas, grado de madures, etc.) y luego son sometidos a
procesos de estabilizacién a fin de que permanezca en conservacion durante el tiempo
(Guevara, 2015).

Medio Murashige y Skoog (MS)

El medio Ms fue descubierto por Murashige y Skoog en 1962, se utiliza ampliamente en
los laboratorios de cultivo de tejidos y contiene una mezcla de nutrientes como sales

inorganicas, carbohidratos, aminoacidos y vitaminas (Ghasheem et al., 2023).
Micropropagacion

Es la propagacién a través de técnicas de cultivo in vitro que proporciona una solucién
vital para la conservacién de especies de orquideas en peligro de extincion (De Stefano
etal., 2022).
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Mioinositol

Es una vitamina que tiene la capacidad de estimular la division celular y actia como
estabilizador osmético para mantener la division de células (Kim et al. 2003; Kiviharju et

al. 2005, como se cit6 en Mazri et al. 2016).
Tiamina

En las plantas, la tiamina desempefia un papel como molécula de respuesta al estrés
abidtico y bidtico, y los datos publicados sugieren que aumentar el contenido de tiamina

podria aumentar la resistencia al estrés (Dong et al., 2016).
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CAPITULO llI
MATERIALES Y METODOS
3.1.Ambito y condiciones de la investigacion
3.1.1 Contexto de la investigacion
a. Ubicacién geogréfica

El estudio se realizd en el “Laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la empresa
Corporacion G y G E.LLR.L.” ubicado en la ciudad de Moyobamba, provincia de
Moyobamba, departamento de San Martin. Las coordenadas UTM (WGS 84, 18S) de
localizacion son: X: 281882; Y: 9333049, a una altitud de 878,0 m.s.n.m.

b. Ubicacion politica

- Area de estudio . “Laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la empresa
Corporacion Gy G E.LLR.L.”

- Distrito : Moyobamba
- Provincia : Moyobamba
- Departamento : San Martin

3.1.2 Periodo de ejecucidn

La investigacion se ejecuté de acuerdo a la resolucion N° 151-2020-UNSM/CFT/FE,
desde el 01-12-2020 al 01-10-2021, con un periodo de ampliacion hasta el 01-10-2022.

3.1.3 Control ambiental y protocolos de bioseguridad

Se tomo en cuenta el uso de todos los protocolos de bioseguridad contra el Covid-19,

implementando todas las medidas a fin de evitar posibles contagios.

De igual forma se tomé en cuenta todos los protocolos de bioseguridad en el laboratorio,
portando siempre los equipos de proteccion personal (EPP) con el objetivo de evitar

afectaciones a la salud debido a malas manipulaciones, derrame de cultivos y otros.

Finalmente, se consideré también protocolos de control ambiental, como la correcta
disposicion de residuos solidos y liquidos para evitar la posible contaminacion del suelo

y del ambiente en general.
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3.1.4 Aplicacion de principios éticos internacionales

El proyecto de investigacion considerd ciertos principios éticos como: respeto a las
personas, al ecosistema, a la justicia y beneficencia, ademas de principios como la

integridad, confiabilidad y transparencia.
3.2. Sistema de variables

3.2.1 Variables principales

- Variable independiente : Extractos orgéanicos (liquido de pifia y liquido de cocona).
- Variable dependiente : Micropropagacion de Cattleya rex.
Tabla 3

Descripcién de variables por objetivo especifico
Objetivo especifico Ne 1: Determinar un protocolo de desinfeccion de semillas Cattleya rex
bajo condiciones in vitro.

Variable abstracta Variable concreta Medio de registro Unidad de medida
- Protocolo Protocolo de - Protocolo

Protocolo de desinfeccion, ficha de elaborado

desinfeccion de - Desinfeccién de recoleccion de datos, y

semillas Cattleya semillas analisis estadistico, -7

rex figuras, tablas, registro

- Tratamiento - Ho: p valor > 0,05;
Optimo Ha: p valor < 0,05.
Objetivo especifico Ne 2: Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de extracto de pifia
y cocona en cultivo in vitro sobre protocormos de Cattleya rex.
Efecto de extracto o Ficha de recoleccion de

L - Efecto de pifiay AN
de pifia y cocona datos, analisis

fotografico.

L cocona sobre - . - Ho: p valor > 0,05;
en cultivo in vitro estadistico, figuras,
protocormos . Ha: p valor < 0,05.
sobre protocormos . _ tablas, registro
- Tratamiento 6ptimo e
de Cattleya rex. fotografico.

Objetivo especifico Ne 3: Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de extracto de pifia
y cocona a través del cultivo in vitro de Cattleya rex.
Efecto de extracto - mm
o - Altura de planta o :
de pifia y cocona a , . - N° de hojas
. .. - Numero de hojas : o ;
través del cultivo in ., ; Propuesta de medidas. - N° de raices
. - Nimero de raices
vitro de Cattleya - Ho: p valor > 0,05;

- Tratamiento 6ptimo
rex P Ha: p valor < 0,05.




33

3.3 Procedimientos de la investigacién
Tipo de investigacién:

La investigacion fue “aplicada”, ya que se evalud la desinfeccion de semillas de Cattleya
rex con diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio (NaClO) (Tabla 4) y la
formacion de protocormos, altura, nUmero de hojas y nimero de raices de plantulas de
Cattleya rex con diferentes concentraciones de extractos de pifia y cocona (Tabla 5).
Sanchez y Reyes (2006) refiere que este tipo de investigacion tiene como finalidad
principal solucionar problemas practicos inmediatos, cuyo propésito de realizar aportes

al conocimiento teérico es secundario.
Nivel de investigacion:

El estudio fue de nivel “explicativo — experimental”’, debido a que se experimenté el
efecto de NaClO en la desinfeccion de semillas Cattleya rex, y el efecto de diferentes
concentraciones de extractos de pifia y cocona en el desarrollo de protocormos, altura,
namero de hojas y nimero de raices de plantas de Cattleya rex, ademas, se explicé las
posibles causas que conllevaron a los resultados. La investigacién experimental se
realiza luego de saber las caracteristicas de los hechos o fendbmenos a estudiar
(variables) y las causas que establecieron cuales y tales caracteristicas (Caballero,
2009); en tanto, la investigacion de nivel explicativo se centra en buscar el porqué de
los hechos o fendmenos estableciendo relaciones causa-efecto (Sanchez y Reyes,
2006).

Poblacion:

La poblacién estuvo conformada por 40 frascos de vidrio con semillas de Cattleya rex
para evaluar la desinfeccion, 50 frascos de vidrio con contenido de medios de cultivo y
semillas para evaluar el desarrollo de protocormos, y 20 frascos con contenido de
medios de cultivo y 10 protocormos por frasco para evaluar la altura, nimero de hojas y

namero de raices de plantulas de Cattleya rex.
Muestra:

La muestra estuvo conformada por la misma poblacion, es decir, 40 frascos con semillas
de Cattleya rex para evaluar la desinfeccion, 50 frascos con contenido de medios de
cultivo y semillas para evaluar el desarrollo de protocormos, y 20 frascos con contenido
de medios de cultivo y 10 protocormos por frasco para evaluar la altura, nimero de hojas

y nimero de raices de plantulas de Cattleya rex. El muestreo fue al azar.
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Disefio:
a) Disefio experimental o muestral

La investigacién fue de tipo experimental y obedecié a un disefio de bloques
completamente al azar (DBCA). Se utilizaron 4 tratamientos de NaClO y 10 repeticiones
para evaluar la desinfeccion de semillas; 5 tratamientos con concentraciones de extracto
de pifia y cocona, y 10 repeticiones para evaluar el desarrollo de protocormos; ademas,
se utilizaron 5 tratamientos con concentraciones de extracto de pifia y cocona, y 4
repeticiones con 10 plantulas de Cattleya rex por cada repeticién para evaluar la altura,

namero de hojas y nimero de raices.
b) Representacion de la informacion

Los resultados obtenidos se representan en figuras y tablas. Se utilizé las hojas de

célculo Excel y el programa estadistico InfoStat.
c) Andlisis estadistico

Se utilizé la estadistica descriptiva e inferencial previo analisis de supuestos de
normalidad y homocedasticidad. Se utiliz el estadistico de analisis de varianza a un 95
% de confianza para determinar diferencia significativa entre los tratamientos y se utilizé
el estadistico de Tukey a un 95 % de confianza para estimar el tratamiento 6ptimo en el
desarrollo de las variables estudiadas. Para procesar y analizar los datos se utilizo las

hojas de calculo Excel y el programa estadistico InfoStat.

3.3.1 Determinar un protocolo de desinfeccién de semillas Cattleya rex bajo

condiciones in vitro

a. Actividades y tareas

- Elaboracién del protocolo.

- Estimacién de porcentaje de desinfeccion de semillas.
- Procesamiento y analisis de datos.

b. Descripcién de los procedimientos

Elaboracion del protocolo

- La elaboracién del protocolo de desinfeccibn de semillas de Cattleya rex bajo
condiciones in vitro consideré el método de la jeringa. El protocolo consider6 los
lineamientos para la preparacion y lavado de materiales, y sobre todo los procedimientos

para desarrollar la desinfeccion de las semillas de Cattleya rex bajo condiciones in vitro.
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- La elaboracion del protocolo de desinfeccion considerd el uso de cuatro tratamientos
(Tabla 4) a base de hipoclorito de sodio (NaClO), tomando en cuenta que diversos
protocolos emplean este compuesto quimico para la desinfeccién de semillas de
orquideas, ya que se considera como un tratamiento econémico y simple.

Tabla 4

Tratamientos utilizados para la desinfeccién de semillas de Cattleya rex

Hipoclorito de sodio
(NaClO) (%)

Tratamientos

TO 0,0
Tl 0,10
T2 0,25
T3 0,50

Evaluaciéon de la desinfeccion de semillas

- Para estimar el porcentaje de desinfeccion de semillas de Cattleya rex bajo condiciones
in vitro se realiz6 la siembra de las semillas luego de terminar con el proceso de

desinfeccién segun los tratamientos establecidos.

- La siembra de semillas se realizé en el medio de cultivo Murashige & Skoog 1962 (MS)
enriquecido con stok A, B, C, D, E, F y G, ademas de tiamina, acido nicotinico, azucar,

mioinositol, carbon activado y agar en 500 ml de agua destilada.

- Se cortd la parte inferior de las jeringas especificamente en 0 ml, para ello se utilizé
bisturi calentado con el mechero. Luego se retir6 el algoddn de las jeringas con la ayuda
de pinzas, las semillas obtenidas fueron colocadas en cajas de Petri y separadas
utilizando una microespatula. Posteriormente las semillas se colocaron en el medio de
cultivo basal contenido en los frascos de vidrio, estos frascos fueron tapados con el
mismo papel aluminio que se utiliz6 en el autoclavado del medio de cultivo basal previo
ala desinfeccion en el mechero y luego se sellaron con cinta de embalaje lo cual permitié
mejorar la presion del tapado. La siembra se realizo dentro de la camara de flujo laminar

con el fin de evitar la contaminacion.

- Transcurrido 30 dias se evalu6 el porcentaje de desinfeccion tomando en cuenta las
porciones de protocormos contaminados en base a 10 frascos por cada tratamiento.
Para ello, se subdividi6 los frascos en cuatro segmentos y mediante la técnica de la
observacion directa se determiné los segmentos contaminados y no contaminados,
representédndolo finalmente a través de porcentajes. Esta actividad fue desarrollada con
la asistencia técnica de la asesora del proyecto en el “laboratorio de cultivo de tejidos

vegetales de la empresa Corporacion Gy G E.I.LR.L.”.



36

c. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Se utilizé la estadistica descriptiva y la estadistica inferencial como la prueba de andlisis
de varianza para determinar diferencias significativas entre dosis de hipoclorito de sodio
(NaClO)y la prueba de Tukey para estimar la dosis éptima en la desinfeccion de semillas
de Cattleya rex. Para procesar y analizar los datos se utilizé las hojas de célculo Excel

y el programa estadistico InfoStat.

3.3.2 Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de extracto de pifia y

cocona en cultivo in vitro sobre protocormos de Cattleya rex
a. Actividades y tareas

- Preparacion de medio de cultivo.

- Desinfeccion de semillas.

- Siembra y establecimiento de semillas en el medio de cultivo.

- Evaluacién de protocormos.

- Procesamiento y analisis de datos.

b. Descripcion de los procedimientos

Preparacion de medio de cultivo

- La preparacion de los medios de cultivo fue desarrollado en el “laboratorio de cultivo
de tejidos vegetales de la empresa Corporacion G y G E.ILR.L.”, para ello se tom6 en
consideracion los insumos y proporciones establecidos en la Tabla 5. Los medios de
cultivo fueron preparados tomando en cuenta un volumen de 500 ml.

Tabla 5

Medios de cultivo utilizados para el desarrollo de protocormos de semillas de Cattleya rex
Tratamientos

Insumos

TO T1 T2 T3 T4
Stok A (ml) 50 5,0 50 5,0 5,0
Stok B (ml) 50 50 50 50 5,0
Stok G (ml) 5,0 50 50 5,0 5,0
Stok C (ml) 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
Stok D (ml) 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
Stok E (ml) 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
Stok F (ml) 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
Tiamina (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Acido nicotinico (ml) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Azlcar (g) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Mioinositol (ml) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

Carboén activado (g) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
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Agar (g) 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Pifia Golden (g) 0,0 12,5 25,0 0,0 0,0
Cocona (@) 0,0 0,0 0,0 12,5 25,0

- Finalmente los tratamientos, con pH de 5,6 se colocaron en frascos de vidrio y se
llevaron al autoclavado durante un tiempo de 20 minutos, este proceso se desarrollé con

el objetivo de esterilizar los tratamientos.
Desinfeccién de semillas

- Se realizé la desinfeccion de las semillas tomando en consideracion el protocolo y
demas procedimientos establecidos en el primer objetivo especifico. Ademas, se utilizé

como insumo para la desinfeccion al hipoclorito de sodio (NaClO) al 0,5 %.
Siembray establecimiento de semillas en el medio de cultivo

- La siembra de semillas de Cattleya rex bajo condiciones in vitro se realizé en los
medios de cultivo establecidos en la Tabla 5. Luego de culminar el proceso de
desinfeccion de semillas, se cort6 la parte inferior de las jeringas especificamente en 0
ml utilizando un bisturi calentado con el mechero. Luego se retir6 el algodén de las
jeringas con la ayuda de pinzas, las semillas obtenidas fueron coladas en cajas de Petri
y separadas utilizando una espatula. Posteriormente las semillas se colocaron en los
medios de cultivo contenido en los frascos de vidrio, estos frascos fueron tapados con
el mismo papel aluminio que se utilizé en el autoclavado del medio de cultivo basal
previo calentamiento en el mechero y luego se sellaron con cinta de embalaje lo cual
permiti6 mejorar la presion del tapado. La siembra se realizé dentro de la cAmara de

flujo laminar con el fin de no contaminar las semillas.
Evaluaciéon de protocormos

- Para la evaluacion de protocormos se dibujaron cuadrantes de 0,5 x 0,5 cm (Ruiz,
2021a) en una cantidad de 10 unidades dentro de cada uno de los frascos. En cada
frasco se realizaron las respectivas observaciones de todos los cuadrantes empleando
un estereomicroscopio, cada cuadrante dentro de cada frasco representd un 10 %,
sumando los 10 cuadrantes un total de 100 %. Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones (1
frasco de vidrio = 1 repeticion) obteniendo de esta forma 100 unidades de evaluacion

por cada tratamiento (100 cuadrantes).

- Se evalué el dia que empezaron a formarse protocormos en por lo menos un cuadrante
de cada frasco de vidrio en estudio. Asimismo, se evalud el porcentaje de protocormos
gue se formaron al dia 30 después de la siembra de las semillas de Cattleya rex bajo

condiciones in vitro. La actividad se desarroll6 en el “laboratorio de cultivo de tejidos
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vegetales de la empresa Corporacion Gy G E.ILR.L.” con la asistencia técnica de la

asesora del proyecto.
c. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Se utilizé la estadistica descriptiva y la estadistica inferencial como la prueba de analisis
de varianza para determinar diferencias significativas entre tratamientos y la prueba de
Tukey para estimar el tratamiento 6ptimo de extracto de pifia y cocona. Para procesar y

analizar los datos se utilizé las hojas de calculo Excel y el programa estadistico InfoStat.

3.3.3 Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de extracto de pifia y

cocona através del cultivo in vitro de Cattleya rex
a. Actividades y tareas

- Siembra de protocormos.

- Medicion de variables.

- Procesamiento y analisis de datos.

b. Descripcién de los procedimientos

Siembra de protocormos

- Transcurrido los 50 dias después de la siembra de las semillas de Cattleya rex bajo
condiciones in vitro en los medios de cultivo, se escogieron al azar 4 frascos por
tratamiento, de los cuales se extrajeron 10 protocormos, estos fueron sembrados en
otros frascos que contenian el mismo medio de cultivo segun lo trabajado en el segundo

objetivo y establecido en la Tabla 5.
Medicién de variables

- Luego de los 120 dias de haber sembrado los protocormos, se realizé la medicién de

las siguientes variables:

1. Altura de plantas: Se extrajeron las plantas de los frascos y se colocaron en papel

milimetrado, lo cual favorecio a la medicién de la altura empleando una regla milimétrica.

2. Numero de hojas: Luego de extraer las plantas de cada uno de los frascos se procedi6

al conteo del numero de hojas empleando la técnica de la observacion directa.

3. Numero de raices: De igual forma, luego de extraer las plantas de cada uno de los
frascos se procedio al conteo del nUmero de raices empleando también la técnica de la

observacion directa.
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c. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Se utiliz6 la estadistica descriptiva y la estadistica inferencial como la prueba de analisis
de varianza para determinar diferencias significativas entre tratamientos y la prueba de
Tukey para estimar el tratamiento 6ptimo de extracto de pifia y cocona. Para procesar y

analizar los datos se utilizé las hojas de calculo Excel y el programa estadistico InfoStat.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Protocolo de desinfeccién de semillas Cattleya rex bajo condiciones

in vitro

4.1.1 Protocolo de desinfeccion de semillas de la especie Cattleya rex bajo

condiciones in vitro

El protocolo de desinfeccion de semillas Cattleya rex bajo condiciones in vitro consider6

el método de la jeringa, cuyos procesos se describen a continuacion:
a. Preparacion y lavado de materiales

- Lavar todos los materiales con hipoclorito de sodio (NaClO) al 0,5 % y luego proceder

a esterilizarlos en la autoclave durante un tiempo aproximado de 20 minutos.

- Los materiales como frascos de vidrio y cajas de Petri deben ser envueltos con papel
bond A4 reciclado, amarrados con hilo pabilo y colocados en bolsas de polipropileno

para ser ubicados finalmente en la autoclave.
b. Desinfeccion de semillas

- La desinfeccién de semillas se realiza en base a cuatro tratamientos con NaClO, los
cuales son: TO = 0 % de NaClO; T1: 0,1 % de NaClO; T2: 0,25 % de NaCIO; y, T3: 0,5
% de NaClO.

- Desarrollar el método de la jeringuilla utilizando como materiales jeringas de 20 ml.
Esté método consiste en introducir el algodon hasta los 5 ml ejerciendo una adecuada

presion y luego colocar las semillas de Catleya rex dentro de las jeringas.

- Preparar los tratamientos (T1, T2 y T3) en vasos de precipitacion de 500 ml. Luego se
calienta las agujas de las jeringas en el mechero durante un tiempo aproximado de 10
segundos y después se procede a desinfectar las semillas jalando el embolo de las
jeringas hasta los 20 ml con el objetivo de succionar el NaClO segun las dosis de
tratamiento establecidos. Sacudir las jeringas durante un tiempo aproximado de 10
minutos con el fin de desinfectar la totalidad de semillas contenidas en las jeringas. Es
recomendable repetir cuatro veces toda la acciébn mencionada para una desinfeccion
optima de las semillas de Cattleya rex, la cual se debe desarrollar dentro de la cAmara

de flujo laminar.
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- Para el caso de TO o el tratamiento donde no se utilice dosis de NaClO, se recomienda
enjuagar las semillas con agua esterilizada. Realizar la misma accion y el mismo nimero
de repeticiones de acuerdo a lo que se desarrolle con los tratamientos con dosis de
NaClO.

Figura 4
Desinfeccion de semillas Cattleya rex. (a) Preparacién de tratamientos de NaClO, (b) Preparacion
de semillas para la desinfeccidn, (c) Desinfeccion de semillas con tratamientos de NaClO.

4.1.2 Tratamiento 6ptimo para la desinfeccion de semillas de la especie Cattleya

rex bajo condiciones in vitro

En la Figura 5 se muestra que TO registré el mayor porcentaje de contaminacion de
semillas Cattleya rex (100,0 %), seguido de T1 (70,0 %) y T2 (50,0 %), en cambio T3
permitio obtener el menor porcentaje de contaminacion de Cattleya rex (10,0 %) en

relacion a los demas tratamientos utilizados en el estudio.
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Figura 5
Porcentaje de contaminacion de frascos con semillas de Cattleya rex obtenidos del proceso de

desinfeccion.
Nota: TO: 0 % de NaClO; T1: 0,1 % de NaClO; T2: 0,25 % de NaClO; T3: 0,5 % de NaClO.

La Figura 5 también demuestra que T3 fue el tratamiento que permitié obtener un mayor
porcentaje de semillas desinfectadas (90,0 %) de manera eficiente y 6ptimas para la
produccion de protocormos, los demas tratamientos con dosis menores a 0,5 % de
NaClO permitieron obtener menores porcentajes de semillas desinfectadas
eficientemente, ademas, se observa que es recomendable utilizar por lo menos una de
las dosis y de forma eficiente 0,5 % de NaClO, debido a que con TO el total de semillas
de Cattleya rex en todos los frascos utilizados no fueron desinfectados de manera
eficiente y optima.

Tabla 6

Andlisis de varianza para el efecto de tratamientos de NaClO en la desinfeccion de semillas de
Cattleya rex

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado F-Valor p-valor
varianza cuadrados libertad de la media
Tratamientos 42 750,00 3 14 250,00 9,33 0,0001*
Error 55 000,00 36 1527,78
Total 97 750,00 39

Nota: *Significativo al 0,05. R? = 44,0 %; CV = 91,97.

En la Tabla 6 se evidencia que a un nivel de confianza del 95 % se determind un p-valor
< 0,05, lo cual permitioé rechazar la hip6tesis nula (Ho) que indicé que el porcentaje de
desinfeccion de semillas de Cattleya rex fue la misma entre los tratamientos y por ende
se aceptd la hipotesis alterna (Ha.), con ello se concluyé que hubo diferencias

estadisticamente significativas en los porcentajes de desinfeccion de semillas segun los
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tratamientos de NaClO; es decir, las diferentes dosis de NaClO incidieron en los

porcentajes de desinfeccion de semillas de Cattleya rex bajo condiciones in vitro.
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Figura 6
Evaluacion de Tukey (p < 0,05) para el efecto de NaClO para la desinfeccion de semillas de

Cattleya rex.
Nota: Medias con letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
TO: TO: 0 % de NaCIO; T1: 0,1 % de NaClO; T2: 0,25 % de NaClO; T3: 0,5 % de NaClO.

En la Figura 6 se observa que los porcentajes de desinfeccién de semillas de Cattleya
rex bajo condiciones in vitro obtenidos con T3 difirieron estadisticamente de los
porcentajes de desinfeccion de semillas obtenidos con TO y T1, en cambio no hubo
diferencias estadisticamente significativas con T2, aunque debido a una media mayor
para T3 (90,0 %) en relacion a T2 (50,0 %), es posible afirmar que 0,5 % de NaClO es

el tratamiento 6ptimo para desinfectar semillas de Cattleya rex bajo condiciones in vitro.

La dosis 6ptima para desinfectar de manera eficiente y 6ptima semillas de Cattleya rex
bajo condiciones in vitro fue 0,5 % de NaClO en comparacién a 0,25y 0,1 % de NaClO,
este resultado guarda relacion con lo encontrado por Billard et al. (2014) quienes al
desinfectar semillas de dos especies y una variedad de orquideas pertenecientes al
género oncidium empleando dosis de NaClO 0,5 % (T1), 1,0 % (T2) y 2,0 % (T3),
encontraron que T1 fue la dosis éptima al no afectar la germinacion in vitro de las
especies. Estos resultados permiten demostrar que concentraciones bajas de NaClO

favorecen a la contaminacion de las semillas de orquideas y que concentraciones
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mayores podrian quemar a las semillas disminuyendo de esta forma la germinacion y

por ende la produccion de especies de orquideas.

Arenas (2019) al desinfectar especies de V. planifolia G. Jackson in Andrews con
diversas concentraciones y tiempos de exposicion encontr6 diferencias significativas al
reducir NaCIO al 0,25 % por 5 segundos, bicloruro de mercurio (HgCl.) al 0,025 % por
10 segundos y alcohol al 50 % por 5 segundos de inmersion. En el estudio solo se utilizé
NaClO en diferentes concentraciones y no se evaluaron tiempos de exposicion al
desinfectar semillas de Cattleya rex bajo condiciones in vitro, ante ello, se recomienda
afadir concentraciones de alcohol y HgCl,, como también evaluar tiempos de exposicion

para mejorar los porcentajes de desinfeccién de semillas de C. rex.

4.2 Efecto de diferentes concentraciones de extracto de pifia y cocona en

cultivo in vitro sobre protocormos de Cattleya rex

Luego de sembrar las semillas de Cattleya rex se realizé la evaluaciéon del dia en que
comenzaron a formarse los protocormos y de los porcentajes formados al dia 30 en
cada uno de los frascos con medios de cultivo de extracto de pifia y cocona, los
resultados se presentan a continuacion:

Tabla 7

Analisis de varianza para el efecto de extractos de pifia y cocona sobre el dia de inicio de
formacion de protocormos de Cattleya rex

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado F-Valor p-valor
varianza cuadrados libertad de la media
Tratamientos 418,52 4 104,63 37,91 <0,0001*
Error 124,20 45 2,76
Total 542,72 49

Nota: *Significativo al 0,05. R? = 77,0 %; CV = 6,35.

En la Tabla 7 se evidencia que a un nivel de confianza del 95 % se determiné un p-valor
< 0,05, esto permitioé rechazar Ho y se concluyé que hubo diferencias estadisticamente
significativas en el comienzo de la formacién de protocormos de Cattleya rex segun
extractos de pifia y cocona utilizados como medios de cultivo; es decir, los diversos

tratamientos utilizados influyeron en el dia de comienzo de formacion de protocormos.
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Tabla 8
Analisis de varianza para el efecto de extractos de pifia y cocona sobre el porcentaje de
formacion de protocormos de Cattleya Rrex al dia 30

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado F-Valor p-valor
varianza cuadrados libertad de la media
Tratamientos 33 408,00 4 8 352,00 32,26 <0,0001*
Error 11 650,00 45 258,89
Total 45 058,00 49

Nota: *Significativo al 0,05. R? = 74,0 %; CV = 23,73.

En la Tabla 8 se evidencia que a un nivel de confianza del 95 % se determin6 un p-valor
< 0,05, esto permitioé rechazar Ho y se concluy6 que hubo diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de formacion de protocormos de Cattleya rex al dia 30
segun extractos de pifia y cocona utilizados como medios de cultivo; es decir, los
diversos tratamientos utilizados influyeron en los porcentajes de formacion de

protocormos al finalizar el primer mes de siembra.
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Evaluacion de Tukey (p < 0,05) para el efecto de extractos de pifia y cocona. (a) Dia de comienzo

de formacion de protocormos; (b) Porcentaje de formacion de protocormos al dia 30.

Nota: Medias con letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
TO: 0,2 ml/500 ml de tiamina, 0,25 ml/500 ml de acido nicotinico, 10 g/500 ml de azucar, 0,05 g/500 ml de
mioinositol, 1,0 g/500 ml de carbdn activado, 6,0 g/500 ml de agar; T1: TO + 12,5 g de pifia Golden; T2: TO + 25,0
g de pifia Golden; T3: TO + 12,5 g de cocona; T4: TO + 25,0 g de cocona.

El estadistico de comparacion de medias de Tukey a un 95 % de confianza permitié
determinar que en promedio el dia de comienzo de formacion de protocormos fue menor
con T1 (21,1 dias), seguido de T2 (25,4 dias) y TO comenzé a formar protocormos en
un mayor numero promedio de dias (29,8 dias) (Figura 7a); asimismo, se determin6 que
el porcentaje de formacion de protocormos al dia 30 fue mayor con T1 (100,0 %),
seguido de T2 (88,0 %) y fue menor con TO (25,0 %) (Figura 7b); en lineas los resultados
demostraron que los medios de cultivo de pifia y cocona favorecieron significativamente
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el dia de comienzo y porcentaje de formacion de protocormos al dia 30 con respecto al

tratamiento testigo y donde el medio de cultivo con 12,5 g de pifia tuvo mayor influencia.

En relacion al medio de cultivo control los extractos organicos de pifia Golden y cocona
favorecen la formacion de protocormos de Cattleya rex, aunque el primero fue mas
significativo al promover la formacion en menores dias y al generar el mayor porcentaje
de protocormos, estos resultados concuerdan con lo encontrado por Chacon - Campana
et al. (2021) quienes determinaron que el MS mas pifia favorece la germinacion de Bletia
catenulata, Rodriguezia longifolia y Epidendrum spilatum, probablemente esto se puede
deber a que la pifia presenta concentraciones de calcio, potasio, hierro, proteinas,
azucares y otros compuestos antioxidantes (Ramirez & Pacheco, 2011), en cambio la
cocona presenta elevados niveles de fibra, proteinas, carbohidratos, materia seca y
acidez titulable que favorece la formulacién de subproductos (Obregén-La Rosa et al.,
2021).

Los resultados de porcentaje de formacion de protocormos obtenido con el medio de T1
compuesto por tiamina, acido nicotinico, azlcar, mioinositol, carbén activado, agar y
12,5 g de pifia Golden, ademas, de stok A, B, G, C, D, E'y F super6 a lo encontrado por
Ruiz (2021a) y Ruiz (2021b) que fueron 16,09 % y 60,48 %, respectivamente;
particularmente la diferencia en los resultados se puede deber al estado de madurez de
los frutos o capsulas de las orquideas de donde se recolectaron las semillas (Chacon
etal.,, 2018) y también ambos investigadores no agregaron carbén activado a sus
medios de cultivo y se ha demostrado que este compuesto favorece la germinacion de
semillas (Chacon et al., 2018; Rodriguez et al., 2001), ademas, se puede asumir que la
diferencia en los resultados se puede deber a otros factores como el pH de los medios
de cultivo y condiciones ambientales, que diversos factores manifiestan que estos

factores influyen en la germinacion de semillas de orquideas.

4.3 Efecto de diferentes concentraciones de extracto de pifiay cocona a

través del cultivo in vitro de Cattleya rex

En base a 4 repeticiones y 10 plantulas por cada repeticién segun tratamiento estudiado,
se evalud luego a los 120 dias después de sembrar los protocormos de Cattleya rex
variables como altura de planta, nimero de hojas y numero de raices. Los resultados

se presentan a continuacion:
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4.3.1 Altura, numero de hojas y numero de raices del desarrollo de Cattleya rex

bajo condiciones in vitro
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Figura 8

Altura (mm) de explantes de Cattleya rex obtenidos con extractos de pifia y cocona.

Nota: TO: 0,2 ml/500 ml de tiamina, 0,25 ml/500 ml de acido nicotinico, 10 g/500 ml de azlcar, 0,05 g/500 ml de
mioinositol, 1,0 g/500 ml de carbén activado, 6,0 g/500 ml de agar; T1: TO + 12,5 g de pifia Golden; T2: TO + 25,0
g de pifia Golden; T3: TO + 12,5 g de cocona; T4: TO + 25,0 g de cocona.

En la Figura 8 se evidencia que T1 permitié obtener plantas de C. rex de mayor altura,
donde la mayor cantidad tuvieron longitudes entre 19,0 y 20,0 mm, existiendo plantas
gue llegaron a medir altitudes tan altas de hasta 21,5 y 22,0 mm, en tanto, la aplicacién
de TO permitié obtener plantas de menor altura, donde el mayor nimero presentaron
longitudes entre 9,5 y 11,0 mm, habiendo plantas que llegaron a registrar alturas tan
bajas de hasta 8,0 mm; por su parte, T2, T3 y T4 registraron alturas relativamente

iguales.

Asimismo, en la Figura 8 se evidencia que tanto la media (M) y mediana (Me) de altura
de plantas de C. rex obtenido con T1 (M = 19,6 mm y Me = 19,8 mm) fueron
relativamente superiores a lo obtenido con los demas tratamientos como T2 (M = 13,5
mmy Me =14,0mm), T3(M=135mmyMe =13,5mm), T4 (M =121 mmyMe =12,0
mm)y TO (M = 10,1 mm y Me = 10,0 mm); es decir, 12,5 g de pifia Golden permitié

obtener plantas de C. rex de mayor altura.
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Figura 9

Namero de hojas de explantes de Cattleya rex obtenidos con extractos de pifia y cocona.

Nota: TO: 0,2 mI/500 ml de tiamina, 0,25 ml/500 ml de &cido nicotinico, 10 g/500 ml de azucar, 0,05 g/500 ml de
mioinositol, 1,0 g/500 ml de carbén activado, 6,0 g/500 ml de agar; T1: TO + 12,5 g de pifia Golden; T2: TO + 25,0
g de pifia Golden; T3: TO + 12,5 g de cocona; T4: TO + 25,0 g de cocona.

En la Figura 9 se evidencia que con T1 un mayor nimero de plantas de C. rex produjeron
una mayor cantidad de hojas que varian entre 14 y 16, existiendo plantulas que llegaron
a producir cantidades tan altas de hasta 18 hojas, en cambio, con la aplicaciéon de TO un
mayor nimero de individuos produjeron menores cantidades de hojas que varian entre
8 y 10, habiendo plantas que llegaron a producir cantidades tan bajas de hasta 7 hojas;
por su parte, con la aplicacion de T2, T3 y T4 las plantas produjeron niamero de hojas

relativamente iguales.

Asimismo, en la Figura 9 se evidencia que tanto la media (M) y mediana (Me) de nimero
de hojas de plantas de C. rex obtenido con T1 (M = 14,9 hojas y Me = 15 hojas) fueron
relativamente mayores a lo obtenido con la aplicacién de T2 (M = 10,5 hojas y Me = 10
hojas), T3 (M = 11,0 hojas y Me = 12 hojas), T4 (M = 9,6 hojas y Me = 10 hojas) y TO (M
= 9,3 hojas y Me = 9 hojas); es decir, con 12,5 g de pifia Golden las plantas de C. rex

produjeron un mayor numero de hojas.
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Figura 10

Ndmero de raiz de explantes de Cattleya rex obtenidos con extractos de pifia y cocona.

Nota: TO: 0,2 mI/500 ml de tiamina, 0,25 ml/500 ml de &cido nicotinico, 10 g/500 ml de azucar, 0,05 g/500 ml de
mioinositol, 1,0 g/500 ml de carbdn activado, 6,0 g/500 ml de agar; T1: TO + 12,5 g de pifia Golden; T2: TO + 25,0
g de pifia Golden; T3: TO + 12,5 g de cocona; T4: TO + 25,0 g de cocona.

En la Figura 10 se evidencia que con T1 un mayor niumero de plantas de C. rex
produjeron una mayor cantidad de raices que varian entre 1,25y 2, siendo este ultimo
el mayor nimero de raices producido con los cuatro tratamientos, en tanto, con la

aplicacion de TO, T2, T3y T4 el numero de raices de las plantas vario entre 1y 2.

Asimismo, en la Figura 10 se evidencia que tanto la media (M) y mediana (Me) de
numero de raices de plantas de C. rex obtenido con T1 (M = 1,75 raices y Me = 2 raices)
fueron relativamente mayores a lo obtenido con la aplicaciéon de T2 (M = 1,55 raices y
Me = 2 raices), T3 (M = 1,53 raices y Me = 2 raices), T4 (M = 1,48 raices y Me = 1 raiz)
y TO (M = 1,43 raices y Me = 1 raiz); es decir, con 12,5 g de pifia Golden las palntas de

C. Rex produjeron relativamente un mayor numero de raices.

4.3.2 Efecto de las concentraciones de extracto de pifia y cocona en la altura,

numero de hojas y niumero de raices de Cattleya rex bajo condiciones in vitro
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Tabla 9
Andlisis de varianza para el efecto de extractos de pifia y cocona sobre la altura de plantas de
Cattleya rex

Suma de Grados de Cuadrado

Fuente de varianza cuadrados libertad de la media F-Valor p-valor
Tratamientos 2 004,76 4 501,19 478,27 <0,0001*
Repeticiones 16,72 3 5,57 5,32 0,0016*
Tratamientos*repeticiones 19,88 12 1,66 1,58 0,1005
Error 188,63 180 1,05
Total 2 229,99 199

Nota: *Significativo al 0,05. R? = 92,0 %; CV = 7,45.

En la Tabla 9 se observa que a un 95 % de confianza el andlisis de varianza permitié
determinar que hubo diferencias estadisticamente significativas en el factor tratamiento
(p = < 0,0001) y repeticiones (p = 0,0016), pero no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la interaccion tratamientos por repeticiones (p = 0,1005); es decir, la
altura de las plantas de Cattleya rex cultivado bajo condiciones in vitro estuvo
influenciado independientemente por los tratamientos y repeticiones; ademas, el
coeficiente de determinacion (R?) de 92,0 % y coeficiente de variabilidad (CV) de 7,45
% indicaron un elevado nivel de confiabilidad del registro de datos y asociacion de la
altura de las plantas con los tratamientos de extracto de pifia y cocona estudiados.
Tabla 10

Analisis de varianza para el efecto de extractos de pifia y cocona sobre el nUmero de hojas de
plantas de Cattleya rex

Suma de Grados de Cuadrado

Fuente de varianza cuadrados libertad de la media F-Valor p-valor
Tratamientos 806,38 4 201,60 113,18 <0,0001*
Repeticiones 11,08 3 3,69 2,07 0,1053
Tratamientos*repeticiones 107,22 12 8,93 5,02 <0,0001*
Error 320,60 180 1,78
Total 1 245,28 199

Nota: *Significativo al 0,05. R? = 74,0 %; CV = 12,7.

En la Tabla 10 se observa que a un 95 % de confianza el analisis de varianza permitio
determinar que hubo diferencias estadisticamente significativas en el factor tratamiento
(p=<0,0001) y la interaccién tratamientos por repeticiones (p = < 0,0001), pero no hubo
diferencias estadisticamente significativas en el factor repeticiones (p = 0,1053); es
decir, el nimero de hojas de las plantas de Cattleya rex cultivado bajo condiciones in
vitro estuvo influenciado independientemente por los tratamientos y la interaccién
tratamientos y repeticiones; ademas, el R? de 74,0 % y CV de 12,7 % indicaron un
elevado nivel de confiabilidad del registro de datos y asociacion del nimero de hojas de

las plantas con los tratamientos de extracto de pifia y cocona estudiados.
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Tabla 11
Andlisis de varianza para el efecto de extractos de pifia y cocona sobre el nimero de raices de
plantas de Cattleya rex

Suma de Grados de Cuadrado

Fuente de varianza cuadrados libertad de la media F-Valor p-valor
Tratamientos 2,47 4 0,62 2,41 0,0509
Repeticiones 0,05 3 0,02 0,07 0,9751
Tratamientos*repeticiones 0,97 12 0,08 0,32 0,9860
Error 46,10 180 0,26
Total 49,60 199

Nota: *Significativo al 0,05. R? = 7,0 %; CV = 32,76.

En la Tabla 11 se observa que a un 95 % de confianza el andlisis de varianza permitié
determinar que no hubo diferencias estadisticamente significativas en el factor
tratamiento (p = 0,0509), repeticiones (p = 0,9751) y la interaccion tratamientos por
repeticiones (p = 0,9860); es decir, el nUmero de raices de Cattleya rex cultivado bajo
condiciones in vitro no se vio influenciado por los tratamientos y repeticiones; ademas,
elR?de 7,0 % y CV de 32,76 % indicaron una muy baja asociacién del nimero de raices

de las plantas con los tratamientos de extracto de pifia y cocona estudiados.
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Figura 11

Evaluacion de Tukey (p < 0,05) para el efecto de extractos de pifia y cocona. (a) Altura; (b)

Numero de hojas; (c) NUmero de raices.

Nota: Medias con letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
TO: 0,2 ml/500 ml de tiamina, 0,25 ml/500 ml de &cido nicotinico, 10 g/500 ml de azlcar, 0,05 g/500 ml de
mioinositol, 1,0 g/500 ml de carb6n activado, 6,0 g/500 ml de agar; T1: TO + 12,5 g de pifia Golden; T2: TO + 25,0
g de pifia Golden; T3: TO + 12,5 g de cocona; T4: TO + 25,0 g de cocona.
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El estadistico de comparacion de medias de Tukey a un 95 % de confianza permitio
determinar que para la variable altura de planta, T1 con una media de 19,58 mm fue el
tratamiento 6ptimo al mostrar diferencias estadisticamente significativas con los demas
tratamientos, los cuales también fueron significativamente diferentes con el tratamiento
testigo (TO) (Figura 11a); en el caso del numero de hojas, T1 con una media de 14,88
hojas/planta fue también el tratamiento O6ptimo al mostrar diferencias estadisticas
significativas con los demas tratamientos (Figura 11b); para la variable nimero de raices
no hubo un tratamiento 6ptimo en especifico que difiera estadisticamente de los demas,
T1 solo difiri6 con TO y no con los demas tratamientos de extracto de pifia y cocona,
aunque la media obtenida con T1 (1,75 raices/planta) fue mayor que los demas

tratamientos (Figura 11c).

En lineas generales las Figuras 11a y 11b muestran que todos los tratamientos con
extractos organicos de pifia y cocona mejoraron el desarrollo de la altura y nUmero de
hojas de las plantas de Cattleya rex en relacién al tratamiento control, siendo el medio
de cultivo méas 6ptimo y significativo 12,5 g de pifia Golden; por otro lado, la Figura 11c
muestra que, aungque no hubo diferencias significativas entre las parejas de
tratamientos, 12,5 g de pifia Golden también favorecié un mejor promedio de nimero

raices por planta, particularmente en comparacion al tratamiento testigo.

Se determiné que 12,5 g de pifia Golden junto a los demas compuestos utilizados en el
medio de cultivo T1 (Tabla 5) promovié un mayor desarrollo de la altura de plantas (19,58
mm = 1,96 cm) de Cattleya rex; al respecto, Vilcherrez-Atoche et al. (2020) determinaron
a los 90 dias una mayor altura de planta de C. maxima (1,84 cm) con reguladores de
crecimiento 0,5 mg/l de &cido naftalénico acético (NAA) y 0,1 mg/l de 6-
Bencilaminopurina (BAP) seguido de 30 g/l de harina de platano (1,17 cm) y 20 % de
agua de coco (1,09 cm); Saravia-Castillo et al. (2022) determinaron que a los 90 dias
MS mas harina de platano (50 g/l) aumenté la altura de plantas de C. maxima (11,50
mm) en el experimento de multiplicacion y de Phalaenopsis amabilis (14,80 mm) en el
experimento de enraizamiento. Se puede observar que los resultados encontrados
superan a lo determinado por los autores mencionados, particularmente estos
resultados se pueden deber a la diferencia genética de las especies estudiadas,
ademas, de factores como los compuestos empleados en los medios de cultico y las

condiciones ambientales donde se desarrolla el cultivo.

Asimismo, se determiné estadisticamente que el tratamiento 6ptimo en el desarrollo de
namero de hojas de Cattleya rex fue T1 con 12,5 g de pifia Golden junto a otros

compuestos utilizados en el medio de cultivo (Tabla 5), lo cual permiti6 obtener en
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promedio 14,88 hojas/planta; Vilcherrez-Atoche et al. (2020) obtuvo con el tratamiento
de reguladores de crecimiento (NAA-BAP) un mayor nimero de hojas (5,28) y en todos
los medios de cultivo con harina de platano y agua de coco la cantidad de hojas fue
superior a 3; asimismo, Saravia-Castillo et al. (2022) determinaron que a los 90 dias el
namero de hojas en C. maxima supero a la de Phalaenopsis amabilis, en el experimento
de multiplicacion favorecio la presencia de kinetin (9,71 hojas) y BAP (9,75 hojas) y en
el enraizamiento promovié el NAA (21,70 hojas) y el acido indol-3-butirico (IBA) (17,70
hojas). Al igual que para la altura de plantas, la diferencia en los resultados de nimero
de hojas se asocia con la diferencia genética de las especies, compuestos de los medios

de cultivo y las condiciones ambientales del desarrollo de los cultivos.

En el caso del niumero de raices las diferentes concentraciones de extracto de pifia y
cocona utilizados no mostraron diferencia estadisticamente significativa, aunque T1 con
12,5 g de pifia permitio obtener en promedio un mayor numero de raices (1,75
raices/planta), particularmente esto se puede deber a las caracteristicas propias de la
composicién quimica de la pifia, ya que cuenta con concentraciones de calcio, potasio,
hierro, proteinas, azucares y otros compuestos antioxidantes (Ramirez y Pacheco,
2011).

Se ha demostrado que el uso de extractos organicos de pifia y cocona favorecen el
desarrollo de variables como altura y numero de hojas de plantas de Cattleya rex, con
ello se respalda la teoria que el extracto de las frutas tiene la capacidad de actuar como
reguladores de crecimiento, convirtiéndose en excelentes fuentes organicas para el
cultivo in vitro (De Stefano et al., 2022), ademas, los compuestos naturales promueven
la organogénesis contribuyendo a minimizar costos en la propagacion in vitro
(Velazquez et al., 2016) y aquellos como el platano, pifia y agua de coco favorecen la
morfogénesis y rizogénesis ya que actian casi igual como las citocinas y auxinas (De
Menezes et al., 2016).
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CONCLUSIONES

El protocolo de desinfeccion de semillas de Cattleya rex considera ciertos criterios,
lineamientos y procedimientos necesarios para la preparacion y lavado de materiales, y
para la desinfeccién de semillas. Asimismo, la dosis Optima para una desinfeccion

eficiente de semillas de Cattleya rex es 0,5 % de hipoclorito de sodio (NaClO).

El uso de concentraciones de extractos organicos de pifia y cocona favorecen el dia de
comienzo y porcentaje de formacion de protocormos a partir de semillas de Cattleya rex
en comparacion al medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) sin concentraciones de
compuestos organicos, siendo el tratamiento mas significativo 12,5 g de pifia Golden
gue promueve la formacion de protocormos en promedio a partir del dia 21 y llegando

al dia 30 a formar el 100 % de protocormos.

El uso de medios de cultivo de extractos de pifia y cocona difieren estadisticamente en
el desarrollo de altura y nimero de hojas, mas no en el nimero de raices de Cattleya
rex, ademas, los diversos tratamientos de pifia y cocona difieren estadisticamente del
tratamiento testigo en la altura y nimero de hojas, donde 12,5 g de pifia Golden es
tratamiento mas Optimo para mejorar significativamente el desarrollo de la altura y

numero de hojas de Cattleya rex.

Se concluye que el uso de extractos organicos de pifia y cocona si favorece la
micropropagacion de la orquidea Cattleya rex con fines de conservacién, promoviendo

particularmente el desarrollo de la altura y nimero de hojas.
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RECOMENDACIONES

A responsables de laboratorios de cultivos de tejidos vegetales y reproductores in vitro
de orquideas, recomendarles usar extractos organicos de pifia y cocona en la
micropropagacion de otras especies de orquideas del departamento, con el fin de

salvaguardar la biodiversidad y promover la conservacion.

A estudiantes de la facultad de Ecologia y otros profesionales investigadores,
recomendarles evaluar el uso de otros extractos organicos como harina de platano, agua
de coco y otros, de manera independiente 0 en combinacion con reguladores de
crecimiento u otros compuestos (tiamina, azlcar, agar, carbén activado), y evaluar el
efecto en otras especies de orquideas, con el objetivo de incrementar el conocimiento

cientifico y tener alternativas para mejorar el desarrollo y crecimiento de orquideas.

Asimismo, a estudiantes de la facultad de Ecologia y otros profesionales investigadores,
recomendarles desarrollar estudios referidos al tema abordado para proponer
protocolos para la desinfeccion de semillas y evaluar otras variables como longitud de
hojas y raices, numero de brotes y otros de la especie C. rex u otra especie. Ademas,
estudiar los ambientes a los cuales mejor se adaptan las orquideas y la perspectiva de
productores u organizaciones del departamento, cuyas experiencias mejoren el interés
y objeto de la investigacion, con el fin de complementar y mejorar la informacion

encontrada.

A gobernadores regionales y locales se recomienda promover proyectos con fines de
conservacion, reproduccion y propagacion de C. rex, dado a la importancia econémica
de la orquidea como fuente de ingreso, uso y comercializacion en el mercado local,
nacional e internacional, y la promocion de desarrollo turistico, su importancia en el
aspecto social por los beneficios para curar enfermedades y mejorar niveles econémicos
de las familias, y por su importancia ambiental ya que su pérdida genera desequilibrios

ecoldgicos.
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Anexo 1. Datos de protocormos, altura, niumero de hojas y namero de raices
para evaluar el efecto de los extractos organicos de pifiay cocona
Tabla 12

Datos de inicio de formacién de protocormos de Cattleya rex
Tratamientos

Repeticiones

TO T1 T2 T3 T4

R1 30 24 25 26 27

R2 29 20 24 26 26

R3 29 22 24 28 28

R4 28 21 28 25 27

R5 31 20 26 30 26

R6 32 23 25 29 29

R7 30 20 25 27 28

R8 34 20 26 28 25

R9 28 22 27 25 30

R10 27 19 24 27 28
Promedio 29,8 21,1 25,4 27,1 27,4

Maximo 34 24 28 30 30

Minimo 27 19 24 25 25

Nota: TO: 0,2 mI/500 ml de tiamina, 0,25 ml/500 ml de &cido nicotinico, 10 g/500 ml de azlcar, 0,05 g/500 ml de
mioinositol, 1,0 g/500 ml de carbdn activado, 6,0 g/500 ml de agar; T1: TO + 12,5 g de pifia Golden; T2: TO + 25,0
g de pifia Golden; T3: TO + 12,5 g de cocona; T4: TO + 25,0 g de cocona.

Tabla 13
Datos de formacion de protocormos de Cattleya rex al dia 30
Tratamientos

Repeticiones

TO T1 T2 T3 T4
R1 20,0 % 100,0 % 90,0 % 70,0 % 60,0 %
R2 40,0 % 100,0 % 100,0 % 80,0 % 70,0 %
R3 30,0 % 100,0 % 90,0 % 60,0 % 50,0 %
R4 40,0 % 100,0 % 70,0 % 90,0 % 60,0 %
R5 0,0% 100,0 % 80,0 % 30,0 % 70,0 %
R6 0,0% 100,0 % 90,0 % 40,0 % 50,0 %
R7 20,0 % 100,0 % 100,0 % 70,0 % 50,0 %
R8 0,0 % 100,0 % 80,0 % 60,0 % 100,0 %
R9 50,0 % 100,0 % 80,0 % 100,0 % 30,0 %
R10 50,0 % 100,0 % 100,0 % 60,0 % 60,0 %
Promedio 25,0 % 100,0 % 88,0 % 66,0 % 60,0 %

Nota: TO: 0,2 mI/500 ml de tiamina, 0,25 ml/500 ml de &cido nicotinico, 10 g/500 ml de azucar, 0,05 g/500 ml de
mioinositol, 1,0 g/500 ml de carbén activado, 6,0 g/500 ml de agar; T1: TO + 12,5 g de pifia Golden; T2: TO + 25,0
g de pifia Golden; T3: TO + 12,5 g de cocona; T4: TO + 25,0 g de cocona.



Tabla 14

Datos de altura de plantas de Cattleya rex al dia 120
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Tratamientos

Repeticiones

T0 T1 T2 T3 T4
10,5 18,0 12,5 13,0 12,0
10,0 19,0 14,0 13,5 12,5
9,0 20,0 12,0 14,0 10,5
11,0 18,5 14,0 12,0 11,0
11,0 19,0 14,5 12,0 12,0
R1 10,0 20,0 15,0 13,0 13,0
11,5 20,5 14,0 12,0 12,0
10,5 19,0 12,0 12,0 115
10,0 18,5 13,0 14,0 12,0
9,5 20,0 15,0 12,5 10,0
11,0 20,0 13,0 14,0 11,0
10,5 21,0 13,5 13,0 10,0
11,5 18,5 14,0 13,0 13,0
9,0 21,0 10,0 14,5 10,5
R2 8,0 19,0 14,0 13,5 12,0
9,0 19,5 14,0 12,0 11,0
9,0 18,0 15,0 12,0 12,0
10,0 20,0 13,5 13,0 12,0
12,0 20,0 14,0 14,0 115
11,0 19,0 12,0 11,5 10,0
10,0 18,0 13,0 14,0 11,0
11,0 19,5 14,5 15,0 12,0
10,5 20,0 12,0 14,0 10,0
10,0 20,5 14,0 14,5 12,5
9,5 19,0 15,0 13,5 11,0
R3 8,5 18,0 14,0 14,0 14,0
9,0 21,0 15,0 12,5 13,5
10,0 20,0 13,0 14,0 12,0
9,5 19,0 13,0 13,0 14,0
11,0 18,0 12,0 14,0 13,0
10,0 20,0 12,5 15,0 12,5
11,5 19,5 14,0 12,0 13,5
10,0 20,0 13,0 15,0 12,0
9,5 22,0 12,5 14,5 14,0
R4 10,0 21,5 14,5 14,0 13,0
10,5 19,0 15,0 15,0 14,0
10,0 20,0 14,0 14,0 12,0
11,0 21,0 13,5 15,5 14,5
9,0 20,5 14,0 13,5 13,0
10,0 18,0 12,0 13,0 12,0

Nota: TO: 0,2 mI/500 ml de tiamina, 0,25 ml/500 ml de acido nicotinico, 10 g/500 ml de azucar, 0,05 g/500 ml de
mioinositol, 1,0 g/500 ml de carbdn activado, 6,0 g/500 ml de agar; T1: TO + 12,5 g de pifia Golden; T2: TO + 25,0
g de pifia Golden; T3: TO + 12,5 g de cocona; T4: TO + 25,0 g de cocona.



Tabla 15

Datos de numero de hojas de plantas de Cattleya rex al dia 120
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Tratamientos

Repeticiones

T0 T1 T2 T3 T4
10 14 12 8 7
13 13 12 11 8
7 16 14 12 7
10 15 13 10 10
9 15 14 8 9
R1 8 14 10 9 10
11 13 11 10 9
10 15 9 10 8
12 16 12 9 11
9 15 10 9 8
8 17 10 10 11
11 14 10 9 9
7 16 12 12 10
7 18 9 12 11
8 14 8 10 8
R2 8 15 9 11 9
10 16 12 12 11
8 14 10 8 11
7 14 11 9 10
9 16 10 8 9
9 14 9 12 8
12 16 8 13 9
10 14 10 14 7
11 16 9 11 11
R3 11 14 12 12 10
8 15 10 13 9
10 16 12 12 10
11 14 11 12 12
10 14 8 11 9
9 15 10 12 9
8 16 8 13 10
7 17 13 12 9
8 15 13 11 11
8 12 10 12 12
11 15 9 12 11
Ra 8 13 11 12 12
9 14 10 13 10
10 16 11 12 10
10 15 10 12 11
9 14 9 13 8

Nota: TO: 0,2 mI/500 ml de tiamina, 0,25 ml/500 ml de acido nicotinico, 10 g/500 ml de azucar, 0,05 g/500 ml de
mioinositol, 1,0 g/500 ml de carbdn activado, 6,0 g/500 ml de agar; T1: TO + 12,5 g de pifia Golden; T2: TO + 25,0
g de pifia Golden; T3: TO + 12,5 g de cocona; T4: TO + 25,0 g de cocona.
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Tabla 16
Datos de numero de raices de plantas de Cattleya rex al dia 120
Tratamientos

Repeticiones

T0 T1 T2 T3 T4
10 2 2 2 1
13 1 1 2 1
7 2 2 1 2
10 2 1 1 1
9 2 2 2 2
R1 8 2 1 1 1
11 1 2 2 2
10 2 1 1 1
12 2 1 1 2
9 2 2 2 1
8 2 1 2 2
11 1 2 1 1
7 2 2 2 2
7 1 1 1 1
8 2 1 1 1
R2 8 1 2 2 2
10 2 2 2 1
8 1 2 1 1
7 2 1 2 2
9 2 2 1 1
9 1 2 1 2
12 2 1 1 2
10 1 2 2 2
11 2 1 1 1
11 2 2 2 1
R3 8 2 2 2 1
10 2 1 2 2
11 2 1 1 2
10 2 2 1 1
9 2 2 2 1
8 2 2 2 1
7 2 1 1 2
8 1 2 2 1
8 2 1 2 1
11 2 2 1 2
Ra 8 2 2 1 2
9 2 1 2 2
10 1 2 2 2
10 2 1 1 2
9 2 1 2 1

Nota: TO: 0,2 mI/500 ml de tiamina, 0,25 ml/500 ml de acido nicotinico, 10 g/500 ml de azucar, 0,05 g/500 ml de
mioinositol, 1,0 g/500 ml de carbdn activado, 6,0 g/500 ml de agar; T1: TO + 12,5 g de pifia Golden; T2: TO + 25,0
g de pifia Golden; T3: TO + 12,5 g de cocona; T4: TO + 25,0 g de cocona.
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Anexo 2. Constancia de laboratorio que certifica la ejecucion de tesis

Jr. 02 de Mayo # 340, | Tel.: 042 562874 gyg.corporacion@gmail.com
Moyobamba - San Martin, Celular: 941 931073 | astridomy@gmail.com

www.invitrosanmartin.o
Cor oracion 'y o

SOu ULIONASUS FROBUEMAS

Moyobamba, 24 de mayo de 2024

CONSTANCIA

CORPORACION GyG E LR L., identificada con niimero de RUC: 20494063558, otorga la presente constancia
de ejecucion de tesis de pre grado a favor de:

Bachiller. JUAN LUIS SANTA CRUZ PADILLA

Identificado con DNI: 732123359, quien realizé la tesis ttulada “Uso de extractos orgdnicos para la
micropropagacion de la orquidea (Caftleya rex) con fines de conservacion® en las instalaciones del
laboratorio de cultivo in vitro de nuestra empresa situada en la ciudad de Moyobamba, bajo ¢l asesoramiento
de la Dra. Astriht Ruiz Rios, durante el periodo de diciembre de 2021 a octubre de 2022, demostrando
responsabilidad y ser una persona proactiva.

Se expide el presente documento a solicitud del interesado para los fines que estime pertinente.
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Anexo 3. Panel fotografico

Fotografia 1. Desinfeccién de semillas de Cattleya rex con tratamientos de hipoclorito
de sodio (NaClO).

ala

Fotografia 2. Jeringas con tratamientos de NaCIlO para aplicacion del método de la
jeringuilla para la desinfeccion de semillas de Cattleya rex.
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Fotografia 3. Corte de jeringas para la extraccion de semillas de Cattleya rex

desinfectadas.

Fotografia 4. Camara de flujo laminar debidamente preparada para el desarrollo
adecuado de procesos.
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Fotografia 5. Preparacion de los medios de cultivo con extractos organicos de pifia
y cocona.

Fotografia 6. Medicion de los niveles de pH en los medios de cultivo.
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Fotografia 7. Autoclave para la esterilizacion de los medios de cultivo.

Fotografia 8. Proceso de esterilizacién de los medios de cultivo.




74

Fotografia 9. Siembra de semillas de semillas de Cattleya rex en los medios de
cultivo con extractos de pifia y cocona.

Dl Bl e

Fotografia 10. Siembra de protocormos de Cattleya rex en los medios de cultivo.
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