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Resumen
En esta investigacion se establecid los protocolos para el uso de acido giberélico (GA3),
acido indol butirico (IBA) y kinetina (Kin) mediante el cultivo in vitro de Epidendrum
jamiesonis, Epidendrum schistochilum y Oncidium ornithorhynchum, orquideas nativas
del Ecuador. En primera instancia se calibraron concentraciones ideales de referencia
mediante bioensayos en Solanum lycopersicum. Luego se establecié la dindmica en el
porcentaje de germinacion de semillas mediante la adicion de giberelinas en orquideas, se
sembraron semillas en medio Knudson C Modificado Plus y se agregé 130 pL de cada
solucion de hormonas, determinandose una concentracion ideal de 0,1 mg/L para
Epidendrum y 0,2 mg/L para Oncidium. Ademas se analizo el efecto de IBA, Kin y la
combinacion IBA x Kin en el desarrollo de protocormos de las especies Epidendrum
jamiesonis y Epidendrum schistochilum sembrados en el medio “Orchid Maintanance
Medium” adicionando 130 pL de solucion de hormona. En el caso de Kin se establecio
una concentracion ideal de 0,01 mg/L para longitud de brotes y 0,4 mg/L para nimero de
brotes. Asimismo se determind que el punto de equilibro auxina-citoquinina en la especie
E. schistochilum es 7,5 mg/L IBA x 0,1 mg/L Kin, mientras que E. jamiesonis presenta
mejores resultados a 3 mg/L IBA x 0,4 mg/L Kin. No obstante, se definié que existe un
mejor desarrollo en cuanto al nimero de brotes, crecimiento radicular y foliar en la

combinacién de hormonas que al aplicarlas individualmente.

Palabras clave: Acido giberélico, IBA, kinetina, orquideas, protocolos.



Abstract
In this research protocols for the use of gibberellic acid (GA3), butyric indole acid (IBA)
and kinetin (Kin) were established through in vitro culture of Epidendrum jamiesonis,
Epidendrum schistochilum and Oncidium ornithorhynchum, native orchids of Ecuador.
Firstly, ideal reference concentrations were calibrated by bioassay using Solanum
lycopersicum. To establish a dynamic in the percentage of germination by adding
gibberellins, orchid seeds were sown in the Knudson C Modified Medium Plus and 130
uL of each hormone solution were added, determining the ideal concentration of 0,1 mg/L
for Epidendrum and 0,2 mg/L for Oncidium. In addition, the effect of IBA, Kin and the
combination IBA x Kin was analyzed in protocorms of the species Epidendrum jamiesonis
and Epidendrum schistochilum. These were planted in the Orchid Maintanance Medium
and 130puL of hormone solution was added. Regarding the kinetin, an ideal concentration
of 0,01 mg/L for shoot length and 0,4 mg/L for number of shoot were established. It was
also determined that the point of auxin-cytokinin balance in Epidendrum schistochilum is
7,5 mg/L IBA x 0,1 mg/L Kin, but in Epidendrum jamiesonis is 3 mg/L IBA x 0,4 mg/L
Kin. However, a better development in the number of shoot, root and leaf growth was

observed when applying the combination of hormones solution than individually.

Keywords: Gibberellic acid, IBA, Kinetin, orchids, protocols.



Introduccion

La familia Orchidaceae presenta variedades casi infinitas de colores, formas y perfumes.
Se han descrito alrededor de 27801 especies, 899 géneros tanto terrestres como epifitos y
miles de hibridos (The Plant List, 2013). Se considera una especie cosmopolita, pues se
encuentra en casi todos los rincones del planeta (Marija, 2003). Salazar (2004), menciona
que con respecto a la taxonomia se destaca por ser una de las familias mas complicadas,
en la naturaleza se puede observar flores desde cinco milimetros hasta treinta centimetros
y muchas inflorescencias llegan a medir hasta dos metros de largo, las formas y colores

de estas especies cautivan a cualquiera haciéndolas a su vez vulnerables.

En el afio 2013, Ecuador fue declarado “Pais de las Orquideas”, mediante un decreto
ejecutivo del Presidente de la Republica, pues el pais cuenta con el mayor nimero de
especies reportadas a nivel mundial (Ministerio de Turismo del Ecuador, 2013). Segun
Endara, Williams y Le6n-Yénez (2010), Ecuador cuenta con 4032 especies de orquideas
constituyendo el 20% de la riqueza floristica del pais; a su vez, sefialan que 1710 especies
son endémicas. No obstante, se denota una pérdida de biodiversidad importante, debido
principalmente a una marcada destruccién de su habitat y trafico de especies por su alto
valor comercial (Iturralde, 2015). Ademas de la contaminacion ambiental y deforestacion
que se han sumado a los problemas de lento crecimiento y baja tasa de germinacion en
condiciones naturales (Mayo, Cazares, De la Cruz, & Flores, 2010), ya que se requieren
asociaciones simbioticas principalmente con micorrizas para lograr una germinacion
eficiente en el medio natural (Yam & Arditti, 2009). Estos aspectos han dado como

resultado que de 1710 especies de orquideas ecuatorianas, el 2% se encuentran En Peligro



Critico, 11% En Peligro y la gran mayoria se consideran Vulnerables (Endara & Jost,

2010).

En este contexto, el cultivo in vitro constituye una herramienta valiosa para la propagacion
masiva de orquideas, produce altos niveles de multiplicacion en periodos de tiempo cortos,
ademas de obtener plantas libres de patdgenos (Placencia, 2010). Por lo tanto, esta técnica
se considera una alternativa para la reproduccion a gran escala de estas especies ya sea
con fines comerciales o conservacionistas, solventando las complicaciones de

germinacion y desarrollo en ambientes naturales.

Debido al proceso lento con que germinan las semillas de orquideas, varias fitohormonas
como auxinas, giberelinas, citoquininas, han sido afiadidos en el cultivo in vitro para
acelerar la germinacién y desarrollo de la plantula (Hew & Clifford , 1993). Las
fitohormonas actian como mensajeros quimicos interviniendo en la regulacién celular en
los procesos de desarrollo y crecimiento de las plantas (Pérez, 2004, pag. 74). Una misma
hormona puede participar en diferentes procesos, asi como varias hormonas pueden
intervenir en un mismo efecto y dependiendo de su concentracidn generar una respuesta
estimulatoria o inhibitoria (Cruz, Melgarejo, & Romero, 2010, pags. 39-40). Hooley
(1994), indica que las giberelinas estimulan el crecimiento del embrién y germinacion de
semillas a través de la produccién de hidrolasas que provocan la ruptura de la estructura
alrededor del embrion. Mercier (2004), afiade que las auxinas y citoguininas, de acuerdo
a su interaccion y disponibilidad, participan en la formacion de raices, brotes y callos.
Pierik (1997, pag. 69) y Salisbury y Ross (2000, pag. 572), se refieren al &cido indol
butirico (IBA), como una de las auxinas mas utilizadas, principalmente para la formacion

de raices debido a que no causa efectos fitotoxicos, ademas no inhibe el crecimiento



caulinar. Las citoquininas tipo adenina, como la kinetina y la 6-benciladenina, favorecen
a la iniciacion o crecimiento de yemas adventicias y axilares, inhiben la formacion de
raices, inducen al crecimiento de callos y maduracion de embriones somaticos (Pérez,

2004, pag. 79).

Por consiguiente, la investigacion de protocolos para el uso de fitohormonas en orquideas
a nivel in vitro, posee una enorme importancia tanto a nivel comercial como
conservacionista, pues mediante las técnicas de cultivo de tejidos se proyecta la obtencién
de plantulas a gran escala y con el uso de fitohormonas se pretende optimizar el proceso,
incrementando la tasa de germinacion, mediante el uso de giberelinas y el desarrollo de la
plantula con la adicion tanto de auxinas como de citoquininas. Las especies Epidendrum
jamiesonis, Epidendrum schistochilum y Oncidium ornithorhynchum poseen un particular
interés en el desarrollo de esta investigacion, debido a su exuberante belleza, importancia
econdmica y grado de endemismo; asi por ejemplo Epidendrum jamiesonis fue declarada
la orquidea emblematica de la ciudad de Quito en el afio 2014 (Ministerio de Turismo del
Ecuador, 2014), Epidendrum schistochilum es considerada una planta nativa andina y
amazonica del Ecuador (Jprgensen & Leon-Yanez, 1999, pag. 666) y Oncidium
ornithorhynchum posee una inflorescencia piramidal que cautiva (Jiménez & Héadsater,

2010).

El objetivo principal de este estudio fue determinar la concentracion ideal de las
fitohormonas en el cultivo in vitro de las especies de orquidea mencionadas, para lo cual
se parte de un ensayo para la calibracion de concentraciones de las hormonas en semillas
de tomate rifion (Solanum lycopersicum), pues esta especie presenta disponibilidad de

semillas certificadas, que garantizan la homogeneidad de resultados, ademéas posee



tiempos de germinacién cortos, que permiten definir concentraciones referenciales para
su posterior aplicacion en orquideas y por ende establecer resultados en el uso de
giberelinas en la dinamica de la germinacion de semillas, con el fin de obtener una tasa de
germinacion elevada a una concentracion determinada y por consiguiente un niamero de
individuos o protocormos representativos, que puedan ser utilizados en la definicion de la
concentracion ideal de auxinas, para la formacion de raices y citoquininas para el
desarrollo de yemas foliares; ademas de determinar el punto de equilibrio en la
concentracion de auxinas-citoquininas, permitiendo tanto el crecimiento en longitud

radicular como foliar.

En concordancia con la curva de crecimiento referencial y los estudios citados se proponen

las siguientes hipotesis alternativas:

El uso de una de las concentraciones de acido giberélico de la curva de referencia, promueve
un incremento significativo en la tasa de germinacion de semillas de orquidea de las

especies estudiadas.

El empleo de una de las concentraciones de la combinacion auxina-citoquinina de la curva
de referencia, favorece un incremento significativo en la longitud de las raices y formacién

de yemas foliares.



Marco conceptual

Capitulo 1

1.1 Las orquideas

La familia Orchidaceae presenta variedades casi infinitas de colores, formas y perfumes,
se han descrito alrededor de 27801 especies, 899 géneros tanto terrestres como epifitos y
miles de hibridos (The Plant List, 2013). En la naturaleza se pueden encontrar plantas tan
pequefias que cabrian en un dedal a plantas de hasta 12 metros de altura (Ecuagenera,

2009, pag. 1).

En el Ecuador las orquideas son consideradas como la familia mas diversa de plantas
vasculares, pues por cada cinco especies de plantas vasculares una es orquidea (Pitman,
Valencia, & Ledn-Yéanez, 2000). Debido al gran nimero de especies existentes y a su
capacidad adaptativa, éstas han colonizado cualquier rincén del planeta, desde Alaska al
norte hasta Tierra del Fuego al sur, Unicamente en zonas desérticas extremas como los
polos, no se las puede apreciar de forma natural (Tobar, 2009, pag. 4). En los tropicos de
ambos hemisferios predominan las especies epifitas, en zonas templadas con menor
namero de especies se pueden observar especies terrestres (Ecuagenera, 2009, pags. 11-

12).

Segun Endara, Williams y Ledn-Yéanez (2010), en el Ecuador existen aproximadamente
4032 especies de orquideas constituyendo el 20% de la riqueza floristica del pais; a su
vez, sefialan que 1710 especies son endémicas. Endara y Ledn-Yanez (2006), mencionan
que los generos con mas numero de especies endémicas en el pais, son: Lepanthes,

Pleurothallis, Stelis, Epidendrum y Masdevallia.



1.1.1 Ecologia de las orquideas

La mayoria de orquideas son epifitas, se encuentran en mayor abundancia y diversidad en
bosques nubosos y hiumedos, en menor cantidad en bosques secos, estacionales y habitats
montanos (Dressler, 1993, pags. 24-27). La ventaja del habito epifito es la resistencia a
la desecacion gracias a estructuras especializadas, como el velamen en la raiz, que absorbe
agua y los pseudobulbos que la almacenan, esto permite el desarrollo de las orquideas en
zonas con pocos nutrientes, luz limitada y drenaje de agua limitado (Abdelnour & Mufoz,
1999). En la naturaleza, la mayoria de orquideas no pueden germinar sin un hongo
simbiotico, el cual le permite digerir la materia organica y los hidratos de carbono para
alimentar al embridn, debido principalmente a que la semilla es muy pequefia y a su vez
carece de endospermo, lo que imposibilita el almacenamiento de nutrientes, generalmente
en la naturaleza un género de orquideas es especifico para un género de hongos (Dressler,

1993, pags. 24-27).

1.1.2 Descripcion botéanica y morfolégica de la Familia Orchidaceae

Las orquideas son plantas herbaceas, epifitas, litéfitas, terrestres, en ocasiones trepadoras
y a veces saprofitas (Lecoufle, 2006). Sus raices le permiten realizar fotosintesis a través
del velamen. El tallo puede ser de tres tipos principales: cilindricos, pseudobulbos o
cormos (Menchaca & Moreno, 2011). Los pseudobulbos almacenan agua y es de donde
emergen las hojas. Sus hojas segun su disposicion pueden ser verticiladas, opuestas,
alternas, disticas y de acuerdo a su forma son ovaladas o lanceoladas, su base es
abrazadora y su vaina es en la mayoria de las veces cerrada (Caneva, 1994). Las flores de
las orquideas (figura 1), generalmente son hermafroditas o bisexuales presentan simetria

bilateral, constan de tres pétalos y tres sepalos. El pétalo de la parte media esta modificado



y recibe el nombre de labio o labelo (Dressler, 1982, pag. 22). Posee un desarrollo
peculiar, adoptando formas y aspectos variados, su funcion es la de atraccién a los insectos
polinizadores (Menchaca, 2011, pag. 10). El gineceo y androceo se encuentran ubicados
en una estructura llamada columna, que contiene el polen en su parte alta, agrupado en
dos masas denominadas polinios (Asociacion por la Naturaleza Extremefia, 2006). Las
flores a su vez pueden formar inflorescencias que normalmente son racemosas con flores
axilares, generalmente la floracion parte de la base hacia arriba (Dressler, 1982, pag. 22).
El fruto de la orquidea es nombrado como cépsula, divido en tres en su interior, pueden
ser largos, redondos u ovalados. Las semillas de orquideas se encuentran por millones en
la parte interior del fruto, pueden tener forma filiforme o fusiforme, su tamafio va desde
micras hasta los 5 milimetros. Poseen una cubierta y embrion pero carecen de endospermo

y su dispersidn es a través del viento (Menchaca, 2011, pag. 14).

Partes de la flor de una orquidea

Pétalo

Figura 1. A) Partes de la flor de orquidea B) y C) polonios orquidea.
Fotografias tomadas en el “Jardin Botanico Orquideas de Sarina”.
Elaborado por: C. Aucapifiay P. Lopez, 2016




1.1.3 Clasificacion taxondmica

Cronquist (1981) clasifica a las orquideas (tabla 1), de la siguiente manera:

Tabla 1.
Clasificacion taxonomica de las Orquideas.
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Orchidales o Aspargales
Familia: Orchidaceae
Subfamilias: Apostasioidae

Cypripedioideae
Epidendroideae
Orchidoideae
Vanilloideae
Nota: Adaptado de Angiosperm Phylogeny, http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/, (2013).

1.2 Género Epidendrum

El género Epidendrum (figura 2), estd constituido por plantas herbaceas epifitas o
litofitas, tallos por lo comun tipo cafia, simples o ramificados, en pocas ocasiones forman
pseudobulbos; hojas disticas distribuidas a lo largo del tallo o agrupadas cerca del apice
con inflorescencia terminal, racemosa, corimbosa o paniculada; flores pequefias a grandes
de diversos colores; pétalos generalmente mas angostos que los sépalos los cuales se
encuentran libres, labelo adnado a la parte ventral de la columna; fruto generalmente en
forma de céapsula elipsoide, con o sin pedicelo, generalmente aptera (Garcia, Sanchez,

Jiménez, & Solano, 2003).


http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/

Especie representativa del género Epidendrum
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Figura 2. Epidendrum acroscopeum
Tomado de Icones Orchida cearum: Genus Epidendrrum, por Hagsater, 2006, p. 803.

1.2.1 Distribucién y Habitat

Epidendrum es uno de los géneros méas diversos de orquideas en la zona tropical del
continente Americano, cuenta con alrededor de 1500 especies que se han adaptado a los
diferentes pisos climaticos desde el nivel del mar hasta los 3500 metros de altura (Garcia,
Sanchez, Jiménez, & Solano, 2003). Segun Hagsater (2006), en Ecuador se registran 205
especies de este genero con caracter endémico, de naturaleza diversa y variada en cuanto

a preferencias de habitat, sistemas reproductivos y tipos de polinizacion.
1.2.2 Epidendrum jamiesonis

Se localiza en Ecuador y Colombia a una altitud entre los 2000 y 3500 msnm, fue
descubierta por William Jameson en la provincia de Pichincha en la ciudad de Quito.

Posee un grado de adaptacion que le permite crecer, tanto en un medio terrestre como



epifito, se caracteriza por sus tallos quebradizos y por la tonalidad purpura de sus flores

(figura 3) (Tobar, 2009, pag. 112).

En diciembre del 2014, esta especie fue declarada la orquidea emblematica de la ciudad
de Quito, capital del Ecuador, mediante la Resolucion N° 784 del Consejo Metropolitano
de Quito, que hace hincapié a varios articulos de la Constitucion y reconoce el respeto a
la existencia y preservacion de especies naturales con valor ambiental, cientifico, cultural

y paisajistico (Ministerio de Turismo del Ecuador, 2014).

Floracion de Epidendrum jamiesonis

Figura 3. Epidendrum jamiesonis. Fotografia tomada en el “Jardin Botanico Orquideas de
Sarina”, por C. Aucapifia y P. Lopez, 2016.

1.2.3 Epidendrum schistochilum

Planta epifita monopodial, de tallo verde que puede medir hasta 2 metros de longitud,
hojas discoloras cartaceas; inflorescencia umbeliforme; flores no resupinadas con sépalos,
pétalos y labelo de color blanco (figura 4), la columna presenta una tonalidad verde
amarrillenta (Valencia, 2013). Se encuentra principalmente en las provincias de Bolivar

y Sucumbios, es considerada una planta nativa andina y amazonica del Ecuador, su
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crecimiento se mantiene a una temperatura de calido a frio y la floracion se produce

generalmente en primavera (Jprgensen & Ledn-Yanez, 1999, pag. 666).

Floracion de Epidendrum schistochilum

fh‘

Figura 4. Floracién Fotografia tomada en via a Pillaro, Provincia de Tungurahua, por: C. Aucapifia y
P. Lépez, 2016.

1.3 Género Oncidium

Las especies del género Oncidium (figura 5) presenta tallos delgados, engrosados y largos
0 pseudobulbos, que pueden ser mono o bifoliados, con flores solitarias o inflorescencias
tanto simples como compuestas; el labelo forma un angulo recto con la columna que por
lo comun es bastante extendido, presenta un callo de diferentes formas en su base y un par

de elaboradas alas a los lados del estigma (Tobar, 2009, pag. 203).
1.3.1 Distribucién y Habitat

El género Oncidium comprende alrededor de 440 especies, de las cuales 127 son
endémicas, se distribuye en toda América tropical y el Caribe, desde el nivel del mar
hasta los 4000 metros, crece tanto en zonas secas como en zonas humedas, generalmente

epifitas, aunque algunas especies son terrestres o litofitas (Tobar, 2009, pag. 203).
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Especie representativa del género Oncidium
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Figura 5. Oncidium ornithorhychum.
Tomado de Icones Orchidacearum: Orchids of Mexico , por Asociaciéon Mexicana de
Orquideologia,

1.3.2 Oncidium ornithorhynchum

Son plantas epifitas propias de los paramos que crecen de los 2850 a los 3340 metros de
altitud, se caracterizan por la inflorescencia erecta en forma de pirdmide, con alrededor de
90 a 100 flores; los sépalos espatulados, columna reflexa con las alas erectas,
angostamente cuneadas, con el apice bilobado (Jiménez & Hadsater, 2010). En la figura

6 se puede observar la flor de esta especie.

Floracion de Oncidium ornithorhynchum

Figura 6. Fotografia tomada por Paulina Valdivieso, 2015.
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1.4 Cultivo in vitro de orquideas

Segun Roca y Mroginski (1991), el cultivo in vitro de tejidos comprende una diversidad
de técnicas, mediante las cuales un explante (protoplasto, célula, tejido, 6rgano) se cultiva
asépticamente en un medio quimico de composicién definida y se incuba en condiciones
en ambientales controladas. Las técnicas de propagacion in vitro han sido ampliamente
utilizadas para la conservacion de las especies de orquideas amenazadas o en peligro de
extincion (Arditti & Krikorian, 1996), pues mediante la utilizacion de diversas técnicas se
pueden obtener un gran numero de plantas libres de patégenos (Souza, Costa, Santos-
Serejo, Junghans, & Souza, 2006). Desde el desarrollo del método para la germinacién
asimbiotica de semillas de orquideas ideada por Knudson (1946), las técnicas de cultivo
de tejidos se han utilizado para la propagacion a gran escala de un gran nimero de especies
de orquideas y sus hibridos (Rao, 1977); (Arditti & Ernst, 1993, pag. 19). Desde entonces
se han estudiado una serie de protocolos con diferentes medios de cultivo, sales y
reguladores de crecimiento, utilizando toda la planta como fuente de explante (Arditti ,

1977).

Araujo y otros (2006), Nogueira y otros (2005), mencionan que la micropropagacion in
vitro de semillas de orquidea se presenta como una opcion eficiente para la propagacion
de estas especies, debido a que practicamente todas las semillas de la capsula se utilizan

y a partir de estas se consigue una regeneracion de plantas adultas.

La germinacion in vitro de orquideas inicia con la absorcion de agua a través de la testa,
lo que provoca la hinchazén del embrién y la tonalidad verde que toma la semilla (Mitra,
Prasad , & Choudhury, 1976). Seguido por la division celular que estimula la ruptura de

la testa y da lugar a la formacion de una estructura esférica llamada protocormo, el cual

13



da origen a una protuberancia conocida como primordio foliar en su parte superior,
mientras que en su base se forman rizoides que son caracteristicas propias de la familia
Orchidaceae. Estas estructuras a su vez se desarrollaran en hojas fotosintéticas y raices

respectivamente, dando lugar a la formacion de una planta completa (Rodriguez, 2013).

1.5 Viabilidad de semillas de orquidea

Segun Arditti y Ernst (1993, pag. 19), la evaluacion de la viabilidad de las semillas de
orquidea es importante para determinar su grado de conservacion y asi definir muestras
Optimas para el cultivo in vitro, considerando el tamafio microscépico de algunas especies
y el desarrollo de un embrién inmaduro sin endospermo. La prueba de tetrazolio es
ampliamente utilizada para determinar la viabilidad de semillas, mediante la coloracion
rojo a naranja que presenta el embrion considerado viable (Pritchard & Prendergast,
1990). No obstante, Hosomi, Custddio, Seaton, Marks y Machado (2012); mencionan que
un pretratamiento con solucion de sacarosa al 10% aumenta la precision de la prueba de

viabilidad.

1.6 Medios de cultivo para orquideas

Un medio de cultivo estandar habitualmente posee sales minerales, una fuente de carbono,
reguladores de crecimiento, algunas vitaminas, aminoacidos y un agente gelificante
(Smith, 2000, pags. 31-32). Existen varias formulaciones, que utilizan ingredientes
basicos y otras que son especificas para determinada especie de orquidea, todas funcionan;
pero es recomendable definir un medio de cultivo estandar y realizar modificaciones de
acuerdo a las respuestas obtenidas in vitro y a la especie estudiada (Menchaca, 2011, pag.

45). Un medio relativamente sencillo es adecuado para la germinacion, tal es el caso del
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medio Knudson Modificado C o Murashige y Skoog, luego de la germinacion es
conveniente transferir los protocormos a un medio modificado 0 mas concentrado, como
por ejemplo un medio de Mantenimiento (Seaton & Ramsay, 2009). En la tabla 2 se

observa la composicion de los medios de cultivo mencionados.

Tabla 2.
Composicién del medio M&S, Knudson C modificado y medio de Mantenimiento para
Orquideas.
Componentes Murashige and Skoog Knudson C Orchid
(mg/L) basal salt mixture (MS) Modified Maintenance
Medium
(NH4)NO3 1650,0 825
(NH4)2S04 500
Ca(N03)2-4H20 694,4
H3BO3 6,2 0,056 3,1
CaCl2*2H20 332,2 166
CoClI2*6H20 0,025 0,0125
CuS0O4*5H20 0,025 0,0624 0,0125
Na2 EDTA<2H20 37,26 37,3
FeSO4*7H20 27,8 25 27,85
MgSO4*7H20 180,6 122,25 90,35
MnS04*H20 16,9 5,682 8,45
Na2Mo0O4*2H20 0,25 0,125
Kl 0,83 0,415
KNO3 1900,0 950
KH2PO4 170 250 85
ZnS0O4*7TH20 8,6 0,331 53
Organicos (mg/L)
Carbén Activado 2000 2000
Agar 8 000
MES (&cido libre) 1000
Mioinositol 100
Acido Nicotinico 1
Peptona de carne 2000
Clorhidrato de 1
piridoxina
Sucrosa 20 000 20 000
Clorhidrato de tiamina 10
pH 3,9 4,7 5,3

Nota: Phyto Technology Laboratories, http://phytotechlab.com/, (2015).

15



1.7 Fitohormonas

Las fitohormonas u hormonas vegetales actian como mensajeros quimicos interviniendo
en la regulacion celular en los procesos de desarrollo y crecimiento de las plantas (Pérez,
2004, pag. 74). Ejecutan su accién de manera pleiotrépica, es decir, que una misma
hormona participa en diferentes procesos y dependiendo de su concentracion puede
generar una respuesta estimulatoria o inhibitoria, ademas pueden intervenir en un mismo
efecto y su respuesta ocurre en un tiempo determinado (Cruz, Melgarejo, & Romero,
2010, pags. 39-40). El tipo y concentracion de los reguladores del crecimiento varia de

acuerdo con el objetivo del cultivo celular (Smith, 2000, pag. 32).

1.7.1 Giberelinas

Las giberelinas son compuestos que influyen en una gran variedad de procesos del
desarrollo de las plantas superiores (Taiz & Zeiger, 2006, pag. 884). Se conocen mas de
100 moléculas, algunas son producidas por hongos (George, Hall, & De Klerk, 2008,
pag. 227). Como se observa en la figura 7 todas las giberelinas derivan del esqueleto ent-
giberelano, son &cidas y se las denominan con las siglas GA (&cido giberélico), tienen de
19 0 20 4tomos de carbono, agrupados en cuatro o cinco anillos (Salisbury & Ross, 2000,
pag. 586).

Segun George et al., (2008, pag. 227), las giberelinas son conocidas por su capacidad de
estimular la hiperelongacion de tallos, la movilizacion de las reservas de endospermo
durante el crecimiento temprano de embriones, asi como la expansion de la hoja, la
maduracion del polen, floracion y desarrollo del fruto. Hooley (1994), indica que las
giberelinas estimulan el crecimiento del embrion y germinacion de semillas a través de

la produccion de hidrolasas que provocan la ruptura de la estructura alrededor del
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embrion. A nivel in vitro se utilizan en general para inducir el alargamiento de entrenudos
y el crecimiento de los meristemos o brotes, romper la latencia de los embriones o
semillas aisladas. Normalmente inhiben la formacion de brotes adventicios, al igual que

la formacidn de raices adventicias (Pierik, 1997, pag. 71).

Molécula de acido giberélico

HO™

Figura 7. Acido giberélico.
Tomado de Plant Propagation by Tissue Culture, por George et al., 2008, p. 227.

1.7.2 Auxinas

El término auxina proviene del griego auxein que significa aumentar, fue descubierta por
Fritz Went en 1926, como el compuesto causante de la curvatura hacia la luz de los
coledptilos en la avena (Salisbury & Ross, 2000, pag. 571). Es la hormona vegetal por
excelencia; fue la primera en ser descubierta y se encuentra sintetizada en las regiones
meristematicas y otros 6rganos en crecimiento activo como apices, coléoptilos, puntas de

las raices, las semillas germinadas y las yemas apicales (Hopkins & Hdner, 2008).

Segun Bhojwani y Dantu (2013), las auxinas estan involucradas con muchos procesos de
desarrollo de las plantas, incluyendo elongacion del tallo y entrenudos, tropismos,
dominancia apical, la abscisidn y enraizamiento. Ademas, estas controlan las reacciones
de fototropismo y gravitropismo. Las auxinas sintéticas como el cido indolbutirico (IBA)

y acido naftalenacético (NAA) se han utilizado para promover el crecimiento y desarrollo
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de la raiz, favorecer la floracion uniforme, prevenir la caida prematura de frutos y como

herbicidas (Weaver, 1972).

En el cultivo de tejidos se utilizan generalmente el &cido indol acético (IAA), el acido
indol butirico (IBA), acido naftalenacético (NAA), acido 2,4-diclofenoxidiacético (2,4-
D), para la obtencion de diversas respuestas como la induccion y cultivo de callos,
formacion de embriones somaticos, induccion a division celular, controlar la
organogeénesis, inducciény mantenimiento de células vegetales en suspension, entre otros
(Pérez, 2004, pag. 76). Las auxinas son termoestables a 110-120°C durante un maximo de
1 hora; sin embargo 1AA es destruido por un pH bajo, luz y por exposicion a 6xidos y
perdxidos, las auxinas sintéticas son mas estables que las naturales (Smith, 2000, pag. 35).

En la figura 8 se visualiza la molécula de acido indol butirico.

Molécula acido indol butirico
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Figura 8. Acido indol butirico.
Tomado de Cultivo in vitro de plantas y sus aplicaciones en agricultura, por Pérez, 2004, p. 75.

1.7.3 Citoquininas

Segun George y colaboradores (2008, pag. 205), la kinetina fue la primera citoquinina en
descubrirse, aislada en el laboratorio del profesor Skoog en la Universidad de Wisconsin,
después de experimentos para promover el continuo crecimiento del callo en las secciones

de tallo de tabaco en medios de cultivo. En 1976 se propuso el nombre de quinina para
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compuestos que inducian la division celular (Miller, Skoog, Okomura, von Saltza, &
Strong, 1956). Sin embargo este nombre fue sustituido por el de citoquinina, que ahora es
aceptado para describir compuestos con actividad de division celular (citocinesis) en las
plantas (Skoog, Strong, & Miller, 1965).

Estas hormonas ayudan a regular diversas respuestas en las plantas en combinacion con
otras fitohormonas, como la germinacion de semillas, formacion de yemas, la liberacion
de brotes de la dominancia apical, expansion hojas y cotiledones, el desarrollo
reproductivo, fotosintesis y la senescencia (Brzobohaty, Moore, & Palme , 1994).

Las citoquininas tipo adenina, como la kinetina [N- (2-furilmetil) -3H-purin-6-amina]
(figura 9) y la 6-benciladenina, son utilizadas para producir trasplantes en el cultivo de
tejidos (Rademacher, 2015), pues favorecen a la iniciacion o crecimiento de yemas
adventicias y axilares, inhiben la formacion de raices, ademas inducen al crecimiento de
callos y también a la maduracion de embriones somaticos (Pérez, 2004, pags. 79-80).
Segun Smith (2000, pag. 36), la kinetina y zeatina son termoestables, no se ha detectado
degradacion del compuesto después de 1hora a 120°C, mientras que la 6-benciladenina es

estable durante 20 minutos a 100°C.

Molécula de kinetina
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Figura 9. Kinetina.
Tomado de Plant Hormones Biosynthesis, Signal Transduction, por Davies, 2010, p. 95.
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1.7.4 Relacion Auxina-Citoquinina

Skoog y Miller (1957), encontraron que la formacion de brotes puede ser inducida a partir
de callos de tabaco, utilizando en el medio de crecimiento niveles relativamente bajos de
auxina y un alto nivel de citoquinina. De acuerdo con George y colaboradores (2008, pag.
219), a partir de este descubrimiento, se ha encontrado que la interaccion entre las
concentraciones de citoguinina y auxina controla muchos aspectos de la diferenciacién
celular y la organogénesis en cultivos de tejidos.

Segun Taiz y Zeiger (2006), “las relaciones altas de auxina-citoquinina estimula la
formacion de raices, valores bajos de esta relacion dan lugar a la formacion de tallos. A
niveles intermedios el tejido crece como un callo indiferenciado” (pag. 967).

George y otros (2008, pag. 219) mencionan gue el equilibrio entre la auxina y citoquinina
se usa mas a menudo para la formacion de brotes y raices adventicias; ademas la
concentracion necesaria de cada tipo de regulador difiere mucho segln el tipo de planta
que se cultiva, las condiciones del cultivo y los compuestos utilizados, haciendo estas
interacciones muy complejas y llegando a la conclusion de que posiblemente existan mas

de una combinacion de estas sustancias para producir resultados éptimos.
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Capitulo 2

Materiales y métodos

2.1 Localizacién

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad Politécnica Salesiana, Quito; las muestras de material vegetal de las especies
Epidendrum jamiesonis, Epidendrum schistochilum y Oncidium ornithorhynchum, las
cuales se codificaron con E15, E2 y O1 respectivamente, fueron recolectadas en el Jardin
Botanico y vivero comercial “Orquideas de Sarina” ubicado en la parroquia de El
Quinche, Cantén Quito, bajo la patente N° 006-2015-FLO-DPAP-MA (anexo 1).

El tiempo empleado para el desarrollo de esta investigacion fue siete meses, dos de ellos
se emplearon en la obtencién de la muestra vegetal y la calibracion de concentraciones de
hormonas en semillas de tomate rifion (Solanum lycopersicum), dicha especie fue escogida
para la calibracion de la concentracién de las fitohormonas, debido a la disponibilidad de
semillas certificadas, velocidad de germinacién, homogeneidad en los resultados y
referencia de protocolos en experiencias similares. El establecimiento del uso de
giberelinas en orquideas a nivel in vitro tomd un periodo de dos meses y para la
determinacion de concentraciones ideales de auxina y citoquinina y el punto de equilibrio

auxina-citoquinina se emplearon 3 meses.

2.2 Ensayo para la calibracion de concentraciones de fitohormonas

Con el objetivo de establecer una curva de crecimiento referencial que posteriormente sea
probada en la germinacion y desarrollo in vitro de orquideas, se procedi6 a la calibracién

de concentraciones de giberelina, auxina y citoquinina usando productos comerciales y
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semillas de tomate rifion (Solanum lycopersicum) de la empresa ALASKA con el 99,99%

de germinacion (anexo 2).

2.2.1. Calibracion de concentraciones de acido giberélico

Con el fin de establecer la concentracion ideal a la que las semillas presentan su maximo
porcentaje de germinacion, se prepard una solucion madre de 20 mg/L a partir del
producto comercial New Gibb 10SP, que posee como elemento principal acido giberélico
(GAz) al 10%. Se peso6 0,2 g del principio activo en 1 mL de alcohol al 96% y se afor6 a
1 litro con agua destilada. A partir de esta solucion madre de concentracion 20 mg/L se
prepararon los tratamientos que se muestran en la tabla 3, que fueron aplicados en
semillas de tomate rifidn ALASKA, para lo cual se colocaron 10 semillas de tomate en
envases plasticos de polietileno con discos de papel absorbente, se colocd 5 mL de cada
concentracion de hormona y un testigo con 5 mL de agua y se dejé en incubacion a 25°C

por 3 dias en oscuridad. Se realizaron tres repeticiones para cada concentracion.

Tabla 3.

Tratamientos con acido giberélico.
N° Tratamientos

Concentracion GA3
(mg/L)
1 (testigo) GO 0

2 Gl 0,001
3 G2 0,005
4 G3 0,05
5 G4 0,1
6 G5 0,2
7 G6 0,4

Nota: Elaborado por C. Aucapifiay P. Lopez, 2016.

Disefio experimental
Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), con 7 tratamientos y 3 repeticiones

de cada unidad experimental. Considerandose como unidad experimental a un envase
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plastico de polietileno con 10 semillas de tomate rifion ALASKA con un porcentaje de

germinacion del 99,99%.
2.2.2 Calibracién de concentraciones de Auxina

Con el objetivo de determinar la concentracion de auxina en que se produce la mayor
longitud de la raiz, se prepard una solucion madre de 20 mg/L, para lo cual se pes6 0,02
g de IBA 98%, se diluy6 en 1 mL de alcohol al 96% y se afor6 con agua destilada a un
volumen de 1 litro, a partir de esta solucién se prepararon los tratamientos que se observan
en la tabla 4. Se colocd 5 mL de cada concentracion en una muestra de 10 semillas
contenidas en envases plasticos de polietileno con discos de papel absorbente y un testigo
con 5 mL de agua destilada. El ensayo se realizé por triplicado y el reporte se efectu6
luego de 8 dias, tiempo en que las muestras permanecieron en oscuridad a 25°C.

Tabla 4.
Tratamientos con acido indol butirico.
N° Tratamientos

Concentracion IBA (mg/L)

1 (testigo) A0 0
2 Al 15
3 A2 3
4 A3 5
5 Ad 7,5
6 A5 10

Nota: Elaborado por C. Aucapifia y P. Lopez, 2016.

Disefio experimental
Se utilizo un Disefio Completamente al Azar (DCA), con 6 tratamientos y 3 repeticiones
de cada unidad experimental. Considerandose como unidad experimental a un envase

plastico de polietileno con 10 semillas de tomate rifion ALASKA con un porcentaje de

germinacion del 99,99%.
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2.2.3 Calibracion de concentracion de Citoquinina

Con el objetivo de determinar la concentracion ideal a la cual se observa mayor
crecimiento en longitud de las plantulas de tomate rifion ALASKA, se empled el producto
comercial CYTOKIN cuyo principio activo es kinetina basado en actividad biologica del
0,01%. Se preparo6 una solucion madre de concentracion 5 mg/L para lo cual se midié 50
mL del producto comercial y se aford a 1 litro de agua destilada, a partir de esta solucién
se prepararon los tratamientos que se visualizan en la tabla 5. Luego se afiadié 5 mL de
cada solucion en una muestra de 10 semillas germinadas en envases plasticos de
polietileno con discos de toallas de papel y un testigo con 5 mL de agua destilada. El
ensayo se realizo por triplicado y el reporte fue a los 8 dias, tiempo en que las muestras

permanecieron en oscuridad a 25°C.

Tabla 5.
Tratamientos con kinetina.
N° Tratamientos
Concentracion Kin (mg/L)
1 (testigo) Co 0
2 C1 0,0025
3 C2 0,01
4 C3 0,1
5 C4 0,4
6 C5 15

Nota: Elaborado por C. Aucapifia y P. Ldpez, 2016.

Disefio experimental

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), con 6 tratamientos y 3 repeticiones
de cada unidad experimental. Considerandose como unidad experimental a un envase
plastico de polietileno con 10 semillas de tomate rifion ALASKA con un porcentaje de

germinacién del 99,99%.
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2.2.4 Andlisis estadistico

Se realizo un analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de significancia de Duncan al 5%

para las variables que presentaron diferencias estadisticamente significativas.
2.2.5 Variables y métodos de evaluacion

Se detallan las variables dependientes con sus respectivas variables independientes
> Concentracion de acido giberélico: Porcentaje de germinacion
> Concentracion de IBA: Longitud de la raiz
> Concentracion de kinetina: Longitud de la plantula
El método de evaluacion utilizado en giberelina consistio en el conteo de semillas viables

vs. no viables y determinacion del porcentaje de germinacién mediante la formula:

# semillas germinadas

Porcentaje de germinacion (G) = % total do semillas X100

Tomado de Natureza on line por V. Leite y S. Helbling, 2007, p 59.

En el caso de IBA vy kinetina se realizd la determinacion de resultados a los 8 dias de
observacion, midiendo la longitud de la raiz y de la plantula con la utilizacion de una regla

graduada en centimetros.

2.3 Establecimiento del uso de giberelinas en la dinamica de germinacion de semillas

de orquidea a nivel in vitro

Para establecer un cultivo in vitro se deben tomar en cuenta ciertos parametros que
garantizaran el éxito del cultivo; en el caso de orquideas es necesario determinar el grado
de conservacion de las semillas y por ende su viabilidad, ademas de establecer los medios

de cultivo idéneos para el ensayo y asegurar la inocuidad, tanto del explante como del
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medio ambiente donde se va a trabajar. Por consiguiente, en esta etapa se opto por la

siguiente metodologia.

2.3.1 Obtencion de la muestra y analisis de viabilidad

Se tomaron cépsulas cerradas de las especies Epidendrum jamiesonis (E15), Epidendrum
schistochilum (E2) y Oncidium ornithorhynchum (O1), del Jardin Botanico “Orquideas
de Sarina”. El material vegetal fue colocado en bolsas de papel y llevado al Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Politécnica Salesiana, para el analisis de
viabilidad.

Se utilizo la prueba de tetrazolio descrito por Hosomi y colaboradores (2012), para lo cual
se pesO de 3 a 5 mg de semillas y se colocé en microtubos de 1,5 mL a los cuales se
afiadieron 1,5 mL de solucidn de sucrosa al 10% y se dejo en reposo a 25°C por 24 horas.
Pasado ese lapso de tiempo y mediante la utilizacion de una micropipeta se desechd la
solucidén de sucrosa y se agregd 1 mL de solucion de tetrazolio al 1%, las muestras se
colocaron en incubacion a 40°C por 24 horas. Para la observacion de las semillas al
microscopio se reemplazé la solucion de tetrazolio por agua destilada y para determinar

el porcentaje de germinacion se realiz6 un conteo de semillas viables vs. no viables.

2.3.2 Preparacion del medio de cultivo

Para la siembra de semillas de las especies Epidendrum jamiesonis (E15), Epidendrum
schistochilum (E2) y Oncidium ornithorhynchum (O1), se utiliz6 el medio Knudson C
Modificado Plus y para el desarrollo de los protocormos de las dos especies de
Epidendrum se opt6 por el medio Orchid Maintanance Medium. La composicién de los

medios de cultivo se detalla en la tabla 2. Se dispensé 10 mL de medio de cultivo en tubos
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de ensayo previo a la esterilizacion. Se sell6 con tapas de papel aluminio que fueron
envueltas con film plastico y se autoclavé a 121 °C y 1,5 atm durante 15 minutos. EI medio
de cultivo Knudson C Modificado Plus se dejo solidificar inclinando los tubos de ensayo

a 60° con el fin de ampliar la superficie de contacto de siembra.

2.3.3 Protocolo de desinfeccién

Para la desinfeccion de la camara de flujo laminar se utiliz6 Sablén que actia como
desinfectante, luego se limpidé con alcohol al 70% y se dejé en radiacién UV por 15
minutos. Todo material que se introdujo en la camara de flujo fue previamente rociado
con alcohol al 70% para asegurar la asepsia; ademas, se colocaron todos los materiales
dentro de la cAmara, se dej6 en radiacion UV por 10 minutos y se activo el flujo de aire
por 5 minutos. Menchaca (2011, pag. 41), propone el método del sobre cerrado para la
desinfeccion de semillas, para este proceso se colocaron las semillas en sobres de papel
filtro y se los sumergié en una solucion de cloro al 3% + 1 gota de tween 20, por un

tiempo de 6 minutos, luego se realizaron tres lavados por 5 minutos con agua estéril.

2.3.4 Aplicacién de acido giberélico en semillas de orquidea a nivel in vitro

Luego de realizado el protocolo de desinfeccidn del explante, se procedio a la siembra de
semillas en tubos de ensayo con medio Knudson C Modificado Plus. En esta
investigacion, se optd por colocar 130 pL de cada concentracidn de acido giberélico (tabla
3), previamente esterilizadas por autoclavado en cada tubo de ensayo, con el fin de que la
semilla absorba el agua con la hormona de manera directa. Se realizo tres repeticiones por

cada concentracion, mas el testigo con 130uL de agua destilada estéril. Las muestras
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permanecieron a una temperatura de 25 + 2°C, con una intensidad luminosa de 2000 lux

durante 14 horas al dia (Cerna & Tafur, 2009).

2.3.5 Disefio Experimental

Se aplico un Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial 3x7, es decir 3
especies y 7 tratamientos con 3 repeticiones de cada unidad experimental. En esta etapa
se estima como unidad experimental a un tubo de ensayo con 10 mL de medio Knudson

C Modificado Plus con semillas de orquidea de las especies establecidas.
2.3.6 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, en los datos originales se realiz6 una transformacion mediante
la metodologia [raiz cuadrada + 1 (Vx+1)], con el objetivo de tener una distribucion
normal y reducir el coeficiente de variacion. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA)
y la prueba de significancia de Duncan al 5% para las variables que presentaron
diferencias estadisticamente significativas. Para la variable especies se utilizé la prueba

de Diferencia Minima Significativa al 5%.
2.3.7 Variables y métodos de evaluacion

> Variables independientes: Concentracion de acido giberélico y especies de

orquidea

> Variable dependiente: Porcentaje de germinacion
El reporte de resultados se realiz6 a los 30 dias, para lo cual se colocaron los tubos de
ensayo bajo un estéreo microscopio que permitio la contabilizacién de semillas
germinadas. Para realizar la evaluacién del porcentaje de germinacién se utilizé la

siguiente férmula:
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# semillas germinadas

Porcentaje de germinacion (G) = - X100
# total de semillas

2.4 Definicion de la concentracion ideal de auxina y citoquinina en protocormos y

establecimiento del punto de equilibrio auxina-citoquinina

Con el objetivo de establecer las concentraciones ideales tanto de auxina como de
citoguinina en el cultivo in vitro de orquideas, se prepararon las concentraciones que se
observan en las tablas 4 y 5 a partir de soluciones madre de 20 mg/L para auxinay 5 mg/L
para citoquinina, que fueron esterilizadas a 121 °C y 1,5 atm durante 15 minutos. Se
trabajo en la cdmara de flujo laminar en condiciones asépticas tomandose protocormos de
las especies Epidendrum jamiesonis (E15) y Epidendrum schistochilum (E2), de una edad
promedio entre 30 y 45 dias después de su siembra, se distribuyeron equitativamente
nueve explantes en tres tubos de ensayo con el medio Orchid Maintanance Medium y se
colocé 130 pL de las soluciones tanto de auxina y citoquinina esterilizadas.

Para la determinacion del punto de equilibrio auxina-citoquinina se tomé como referencia
las curvas de crecimiento en el ensayo de tomate rifidn (tablas 4 y 5 ) y se establecieron
14 combinaciones como se observa en la tabla 6.

Nota: En este ensayo se evaluaron unicamente las especies Epidendrum jamiesonis y
Epidendrum schistochilum puesto que presentaron similitud en cuando al desarrollo de los
protocormos, se descarto la especie Oncidium ornithorhynchum pues a pesar que se logro
visualizar el porcentaje de germinacion bajo el estereomicroscopio, los protocormos no
lograron desarrollarse al exponerse a las fitohormonas y se obtuvieron tasas de mortalidad

del 100%.
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Tabla 6.
Tratamientos para la determinacion del punto de equilibrio auxina-citoquinina en

protocormos.
Ne° Tratamientos
Concentracion IBA x Kin (mg/L)
1 (testigo) A0CO 0x0
2 A5C1 10 x 0,0025
3 A4C2 7,5x0,01
4 A3C3 5x0,1
5 A2C4 3x04
6 Al1C5 1,5x1,5
7 A5C3 10x0,1
8 A4C3 75x0,1
9 A2C3 3x0,1
10 AlC3 1,5x0,1
11 A3C1 5x0,0025
12 A3C2 5x0,01
13 A3C4 5x0/4
14 A3C5 5x1,5

Nota: Elaborado por C. Aucapifia y P. Ldpez, 2016.

2.4.1 Disefo experimental
Para la determinacidon de las concentraciones ideales de auxina y citoquinina se aplico un
DCA con arreglo factorial 2 x 6 (2 especies y 6 tratamientos) tanto para auxina como para
citoquinina y un DCA con arreglo factorial 2 x 14 (2 especies y 14 tratamientos) para
determinar el punto de equilibrio auxina-citoquinina. Se consider6 como unidad
experimental a cada protocormo, de 3 milimetros de diametro, sin rizoides ni primordios
foliares, obtenidos en el ensayo anterior. Se realizaron 9 repeticiones, considerandose
como repeticion a cada protocormo analizado de las especies Epidendrum jamiesonis

(E15) y Epidendrum schistochilum (E2).
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2.4.2 Andlisis estadistico
Para el andlisis estadistico, en los datos originales se realizé una transformacion mediante
la metodologia [raiz cuadrada + 1 (\Nx+1)], con el objetivo de tener una distribucion
normal y reducir el coeficiente de variacion. Se efectuo un analisis de varianza (ANOVA)
y la prueba de significancia de Duncan al 5% para las variables que presentaron
diferencias estadisticamente significativas. Para la variable especies se utilizé la prueba
de Diferencia Minima Significativa al 5%.

2.4.3 Variables y métodos de evaluacion
Se presentan las variables independientes con sus respectivas variables dependientes de la
siguiente manera:

> Especies de orquideas: efecto en la longitud de raiz, longitud de brotes y

numero de brotes por accion de hormonas.

> Concentracion de IBA: Longitud de la raiz.

> Concentracion de kinetina: Longitud de brotes, nimero de brotes.

> Concentracion de combinacién de hormonas auxina-citoquinina:

Longitud de la raiz y de brotes, nimero de brotes.

El método de evaluacién empleado se basa en la observacion de las variables y el reporte
de resultados se realiz6 a los 60 dias de establecido el ensayo. Para medir las variables

longitud de raiz y de brotes se utilizé una regla graduada en centimetros.
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Capitulo 3

Resultados y Discusion

3.1 Ensayo para la calibracion de concentraciones de fitohormonas

En el ensayo de calibracion de hormonas se logré encontrar las concentraciones
estimulantes e inhibitorias de &cido giberélico, IBA y kinetina.

Mediante el analisis de varianza (ANOVA), para el porcentaje de germinacion (anexo 3)
por accion de acido giberélico, se determind que existen diferencias estadisticas altamente
significativas al nivel de 5% entre las concentraciones establecidas, con un coeficiente de
variacion de 5,46%.

Segun la prueba de Duncan al 5% (tabla 7) en tomate rifién, para el porcentaje de
germinacion se establecieron tres rangos de significancia. EI primer rango esta constituido
por la concentracion G4 (0,1 mg/L) que presenta el mayor porcentaje de germinacion con
un 96,67%, en comparacion con las concentraciones que presentan el menor porcentaje

de germinacion GO (0 mg/L), G1 (0,001 mg/L) y G6 (0,4 mg/L) que se encuentran en el

ultimo rango.
Tabla 7.
Prueba de Duncan al 5% en tomate rifion para porcentajes de germinacion.
Tratamiento ~ Concentracion Medias Rangos
GAs (mg/L) (%)
G4 0,1 96,67 a
G5 0,2 86,67 b
G3 0,05 83,33 b
G2 0,005 83,33 b
G6 0,4 70,00 c
GO Testigo 0 70,00 c
G1 0,001 70,00 c

Nota: Elaborado por C. Aucapifiay P. Lopez, 2016.
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En la figura 10, se observa que el tratamiento con acido giberélico G4 (0,1 mg/L) presento
los mejores resultados en cuanto a porcentaje de germinacion con un 96,87%, por lo tanto
se toma como concentracion ideal de referencia para el estudio en orquideas. Ademas, en
las concentraciones G5 (0,2 mg/L) y G6 (0,4 mg/L) se inhibe el efecto deseado
presentando porcentajes de germinacion de 86,67 y 70% respectivamente, este Gltimo

similar al testigo.

Efecto de GAs en la germinacion de semillas de tomate rifion.
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Figura 10. Curva de calibracion de las concentraciones de acido giberélico en tomate de rifién.
Elaborado por: C. Aucapifia y P. L6pez, 2016

En el ensayo para la calibracion de IBA y mediante el andlisis de varianza (ANOVA) para
la longitud de la raiz (anexo 4), se determinaron que existen diferencias estadisticas
altamente significativas al nivel de 5% entre las concentraciones establecidas. El
coeficiente de variacion fue de 6,98%.

Segun la prueba de Duncan al 5% (tabla 8), en tomate rifidn, para la longitud de la raiz, se
establecieron cinco rangos de significancia. En el primer rango se encuentra la

concentracion A3 (5 mg/L) que presento el mayor crecimiento en cuanto a la longitud de
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la radicula con un promedio de 6,73 cm. En el ultimo rango se ubicé el tratamiento A5

(10 mg/L) con la menor longitud de la raiz con una media de 0,92 cm.

Tabla 8.
Prueba de Duncan al 5% en tomate rifion para longitud de raiz.
Tratamientos ~ Concentracion de Medias Rangos
IBA (mg/L) (cm)
A3 5 6,73 a
A2 3 5,81 b
Ad 75 3,80 c
Al 1,5 3,51 c
A0 Testigo 0 2,33 d

A5 10 0,92 e

Nota: Elaborado por C. Aucapifia y P. Ldpez, 2016.

En la figura 11, se muestra la curva de la variable longitud de la raiz por efecto de IBA,
se determind que la concentracion ideal de referencia para el estudio en orquideas es A3
(5 mg/L), ademés se observa que el tratamiento A5 (10 mg/L) presenta un caracter

inhibitorio con una media de longitud radicular de 0,92cm , menor al testigo.

Efecto de IBA en crecimiento en longitud de raiz de tomate rifion.
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Figura 11. Curva de calibracion de las concentraciones de IBA en tomate de rifion.
Elaborado por: C. Aucapifiay P. Lopez, 2016.
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En el ensayo para la calibracion de concentraciones de kinetina se observa que el analisis
de varianza (ANOVA) para el crecimiento en longitud de las plantulas (anexo 5), presentd
diferencias estadisticas altamente significativas al nivel de 5% entre las concentraciones
establecidas. El coeficiente de variacion fue de 7,86%.

Segun la prueba de Duncan al 5% (tabla 9), en tomate rifion, para la variable longitud de
plantulas, se establecieron cinco rangos de significancia. En el primer rango se encuentra
la concentracion C3 (0,1 mg/L) que presentd el mayor crecimiento en longitud de las
plantulas con un promedio de 7,94 cm. En el Gltimo rango se ubico el tratamiento C5 (1,5

mg/L) con el menor crecimiento con una media de 2,02 cm.

Tabla 9.
Prueba de Duncan al 5%, en tomate rifion para longitud de las plantulas.
Tratamientos Concentracion de  Medias Rangos
Kin (mg/L) (cm)

C3 0,1 7,94 a

C4 0,4 5,47 b

Cc2 0,01 5,29 b

C1 0,0025 4,35 c

CO Testigo 0 3,67 d
C5 1,5 2,02 e

Nota: Elaborado por C. Aucapifia y P. Ldpez, 2016.

En la figura 12 se visualiza el tratamiento C3 (0,1 mg/L) que constituye la concentracion
ideal de referencia para el ensayo en orquideas; ademas la concentracion C5 (1,5 mg/L)

que presentd un efecto inhibitorio.

35



Efecto de Kin en crecimiento en longitud de plantulas de tomate rifidn.
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Figura 12. Curva de calibracion de las concentraciones de kinetina en tomate rifion.
Elaborado por: C. Aucapifia y P. Lopez.

3.1.1 Discusién
En este estudio se establece que el tratamiento G4 (0,01 mg/L) constituye la concentracion
ideal de referencia, pues presentd un porcentaje de germinacion de 96,67%, a
concentraciones superiores la variable analizada empieza a decrecer. Asimismo, Rossetto,
Coneglian, Nakagawa, Shimizu y Marin (2000), obtuvieron un efecto inhibitorio en
semillas de maracuya inducido por las altas concentraciones de GAs. Fraile, Alvarez-
Herrera y Deaquiz (2012), alcanzaron un 100% de germinacion en tomate rifion mediante
la utilizacion de giberelinas, esto debido a que las giberelinas dan lugar a la germinacién,
a través de la activacion del crecimiento vegetativo, el debilitamiento del endospermo y

movilizacion del material almacenado en el mismo (Taiz & Zeiger, 2006, pag. 888).

Por otro lado en la calibracion de concentracion de auxina se utilizo IBA, para determinar
la concentracion ideal del crecimiento en longitud de la raiz, pues segiin Boutherin y Bron

(1994), el acido indolbutirico posee mala actividad auxinica pero cuenta con una excelente
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reaccion rizogena. En el ensayo se determind una concentracion ideal en A3 (5 mg/L) y
una inhibitoria en A5 (10 mg/L). Estos resultados concuerdan con los descritos por Cuesta
y Mondaca (2014), quienes al aplicar un biorregulador de formulacion comercial de 0,12%
acido indolbutirico y 0,004% de forclorfenurén obtuvieron una mejora en la cantidad y
calidad de raices con respecto al testigo en plantines de tomate; no obstante a
concentraciones superiores no se obtuvieron resultados favorables. Asimismo en el
estudio de Olaiya (2010) se observo un efecto inhibitorio al estudiar el crecimiento en
longitud de raiz a dosis altas de IBA en semillas de tomate rifidn, pues el testigo desarrolld
una mayor longitud de raiz que los tratamientos con altas concentraciones de auxina,
ocasionando un efecto retardante significativo en la formacién radicular, tal efecto
concuerda con Glick, Penrose y Li (1998), quienes mencionan que a altas dosis de auxinas
se estimula la sintesis de etileno enddgeno, que es un inhibidor de la elongacion de la raiz

en las plantas.

Segun Pierik (1997, pag. 70), la kinetina es una citoquinina de uso comun, que ayuda a
promover el crecimiento y desarrollo. En este estudio se obtuvo una concentracion ideal
de referencia de C3 (0,4 mg/L) que promueve el crecimiento en longitud de plantulas de
tomate rifidn, lo que concuerda con lo expresado por Ruiz (2010), que cuantificd
promedios de peso de biomasa de maiz mayores que el testigo, al aplicar un tratamiento
de Cytoquin 1,2 L/Ha + Sea Weed 1L/Ha. Resultados similares han sido publicados por
Chamorro, Martinez, Fernandez y Mosquera (2007), quienes al estudiar el cultivo de
Limonium “Misty blue”, obtuvieron una mejor tasa de multiplicacion a una concentracion

de 0,5 mg/L de kinetina.
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3.2 Establecimiento del uso de giberelinas en la dinamica de germinacion de semillas

de orquidea a nivel in vitro

En este ensayo se logro obtener muestras 6ptimas para el cultivo in vitro y determinar las

concentraciones ideales que promovieron la germinacion en las especies analizadas.

3.2.1 Andlisis de viabilidad de semillas

La viabilidad més alta observada se presenta en Epidendrum jamiesonis con un promedio
de 96%, a diferencia de Epidendrum schistochilum que mostré el promedio mas bajo de
viabilidad con un 70%; ademas la especie Oncidium ornithorhynchum obtuvo un
porcentaje de viabilidad igualmente alto con un 94% tal como se muestra en la tabla 10.
Esto indica que la investigacion puede llevarse a cabo pues la prueba de tetrazolio muestra
que las semillas son viables para el cultivo in vitro (anexo 6).

Tabla 10.

Porcentaje de viabilidad de semillas de las especies de orquidea Epidendrum
jamiesonis, Epidendrum schistochilum y Oncidium ornithorhynchum.

Especie Conteos Semillas  Semillas No To.tal Porcentaje de
P Viables viables semillas viabilidad

. 1 66 2 68 97
Epidendrum

jZmiesonis 2 65 4 69 94

3 49 1 50 98

Promedio 96

. 1 37 17 54 69
Epidendrum

scﬁistochilum 2 35 12 a1 4

3 33 16 49 67

Promedio 70

Oncidium 1 44 2 46 96

ornithorhynchum 2 51 3 54 94

3 54 4 58 93

Promedio 94

Nota: Elaborado por C. Aucapifia y P. Lopez, 2016.
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3.2.2 Germinacion in vitro de semillas de orquidea

Mediante el anélisis de varianza (ANOVA), en Epidendrum schistochilum, Epidendrum
jamiesonis, Oncidium ornithorhynchum, para la variable germinacion de semillas (anexo
7), se observaron diferencias estadisticas altamente significativas para tratamientos,
especies y para la interaccion de especies con tratamientos, es decir estos factores influyen
en la germinacion de semillas de las orquideas. El coeficiente de variacion fue de 7,86%.
Segun la prueba de Duncan al 5% (tabla 11) de la interaccion de los tratamientos con
Epidendrum schistochilum (E2), Epidendrum jamiesonis (E15) y Oncidium
ornithorhynchum (O1), se establecieron siete rangos de significancia. La interaccion que
presentd el mejor porcentaje de germinacion se ubicé en el primer rango, fue la del
tratamiento G4 (0,1 mg/L) con la especie E2 con un promedio de 57,22%, seguido de la
especie E15 que al mismo tratamiento presentd un promedio de 54,71%. En el dltimo
rango se ubicaron las interacciones de la especie O1 con los tratamientos G1 (0,001 mg/L),
G2 (0,005 mg/L), GO (0 mg/L) y (G6 (0,4 mg/L) con los promedios mas bajos de
germinacion de semillas. En la figura 13 se observa la germinacion de las semillas de

orquidea analizadas. En el anexo 8 se aprecian los tratamientos ideales y testigos.
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Tabla 11.

Prueba de Duncan al 5% en la interaccion de tratamientos en las especies E.
schistochilum, E. jamiesonis y O. Ornithorhynchum para la variable germinacion de
semillas.

Medias

Especie  Tratamiento (%) Rangos
E2 G4 57,22 a
E15 G4 54,71 a b
E2 G3 47,73 b c
E2 G2 45,67 c d
E2 G5 45,46 c d
E15 G3 43,61 c d e
E2 G1 42,87 c d e
E15 G2 42,41 c d e
E15 G1 40,38 c d e
o1 G5 40,05 c d e
E15 G5 39,07 c d e
E2 GO 38,16 c d e f
E15 G6 37,40 d e f
o1 G4 36,65 d e f
E2 G6 35,08 e f
E15 GO 34,99 e f
o1 G3 29,53 f
o1 G2 19,78 g
01 G1 17,61 g
o1 GO 16,75 g
01 G6 13,47 g

Nota: Elaborado por C. Aucapifia y P. Lépez, 2016.

Germinacion in vitro de las especies E. jamiesonis, E. schistochilum y O.
ornithorhychum.

Figura 13. Observacién de semillas de A) O. ornithorhychum, B) E. schistochilum y C) E. jamiesonis
a través del estereomicroscopio.
Elaborado por: C. Aucapifia y P. L6pez.
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En la figura 14, se muestra la dinamica de los tratamientos con las especies de orquideas.
Las especies E. schistochilum como E. jamiesonis presentan promedios de germinacion
elevados al tratamiento G4 (0,1 mg/L) con valores de 57,22% y 54,71% respectivamente.
Por otro lado, la especie Oncidium ornithorhynchum presenta su maximo porcentaje de
germinacion 40,05% al tratamiento G5 (0,2 mg/L), a partir de esta concentracion los

porcentajes de germinacion de las especies de Epidendrum decrecen.

Dindmica en el porcentaje de germinacion de especies E. jamiesonis, E. schistochilum
y O. ornithorhychum mediante la adicion de GA:a.

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00

20,00

Porcentaje de germinacion

10,00

0,00
GO G1 G2 G3 G4 G5 G6

Tratamientos GA,
E. quitensium E. schistochilum O. ornithorhychum

Figura 14. Dindmica de la germinacién de orquideas a nivel in vitro por especie.
Elaborado por: C. Aucapifia y P. Lopez, 2016.

Al tomar como referencia lo expuesto, se deduce que la reacciéon a un tratamiento con
acido giberélico depende de la especie en estudio, por consiguiente se establecio la prueba
de Diferencia Minima Significativa al 5% para especies de orquideas, en la variable
germinacion de semillas mostré dos rangos de significacion. En el primer rango se
encuentran los tratamientos de Epidendrum schistochilum y Epidendrum jamiesonis con

los mayores promedios de germinacion con medias de 44,56% y 41,80% respectivamente.
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En el segundo rango se encuentran los tratamientos de la especie Oncidium

ornithorhynchum con una media de 24,83% de germinacion.

3.2.3 Discusién

Gil Martinez y colaboradores (1995) mencionan que en la germinacion natural de
orquideas, los hongos micorricicos pueden regular el nivel de giberelinas en las semillas
con las cuales forman simbiosis. En el cultivo asimbi6tico no se cuenta con la funcion del
hongo, es por ello que mediante la adicion de &cido giberélico se puede obtener una tasa
de germinacion elevada a una concentracion determinada. En el presente estudio se logré
establecer que mediante la adicion de 130 L de solucion de acido giberélico en cada tubo
de ensayo a una concentracion G4 (0,1 mg/L), se obtuvieron porcentajes de germinacion
superiores al 50% en el caso de Epidendrum jamiesonis y Epidendrum schistochilum, en
Oncidium ornithorhynchum se obtuvo un porcentaje de germinacion del 40% a una
concentracion ideal G5 (0,2 mg/L). Pedraza (2007) establecié resultados similares a los
obtenidos en las especies de Epidendrum de esta investigacion, pues al estudiar la especie
Masdevallia auropurpurea, obtuvo el mejor porcentaje y tiempo de germinacion a una
concentracion de 0,092 mg/L de &cido giberélico; no obstante, a 0,2 mg/L no produjo
ningun estimulo en la germinacion. Por otro lado, Rodrigues, Asmar y Pasqual (2010)
reportaron la mayor velocidad de germinacién en el cultivo in vitro de Psidium guajava a
una concentracion de 0,2 mg/L de acido giberélico, similar a Oncidium ornithorhynchum.
Asimismo Salazar (2012) no encontr6 diferencias significativas en el porcentaje de
germinacion de Cattleya mendelii al adicionar 0,5 mg/L de acido giberélico al medio de
cultivo, este hecho concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, pues las tres

especies de orquidea analizadas presentan su punto de inhibicion en el tratamiento G6 (0,4
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mg/L). Igualmente, Saba, Lameira, Luz, Gomes y Innecco (2002) encontraron que a
valores altos de GAs se presentan efectos fitotoxicos en Pilocarpus microphyllus
disminuyendo el porcentaje de germinacion.

Ademas, se observa que las especies del género Epidendrum reaccionan diferente a
Oncidium ornithorhynchum, pues esta Gltima requiere el doble de concentracion de acido
giberélico (0,2 mg/L) para observar una reaccion positiva en el porcentaje de germinacion;
esta reaccion se puede deber a que a pesar de la similitud en la taxonomia y el habito de
crecimiento, muchas especies presentan requerimientos diferentes en el proceso de
germinacion (Vogel & Macedo, 2011). Leite y Hebling (2007), al no encontrar diferencias
significativas en los porcentajes de germinacion en Cattleya warnerii tratados con
giberelinas en presencia de luz, ratifican que las respuestas fisiologicas de cada especie

varian de acuerdo a su contenido genotipico.

3.3 Definicidn de la concentracion ideal de auxina y citoquinina

Para determinar una concentracion ideal de auxina se tom6 como referencia la
concentracion a la cual se presenta la mayor longitud de raiz, en el caso de citoquinina se

analizé el numero y longitud de brote.

3.3.1. Efecto de auxinas en la longitud de la raiz

De acuerdo al analisis de varianza (ANOVA) para la variable longitud de raiz (anexo 9),
se determind que no existe diferencia significativa tanto para las especies Epidendrum
schistochilum y Epidendrum jamiesonis como para los tratamientos. Es decir que los
tratamientos no influyen significativamente en la longitud de la raiz. El coeficiente de

variacion fue de 9,12 %.
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3.3.2 Efecto de citoquininas en el nimero de brotes

Al analizar la variable niUmero de brotes, en Epidendrum schistochilum y Epidendrum
jamiesonis, en base al analisis de varianza (ANOVA) (anexo 10) se observa que existen
diferencias estadisticas altamente significativas al nivel de 5% para tratamientos y para
especies, pero no existen diferencias significativas en la interaccion tratamiento y especie.
Es decir, que se presenta una concentracion ideal factible en ambas especies, sin embargo

existen mejores rendimientos en una de ellas. El coeficiente de variacion fue de 23,17%.

Segun la prueba Duncan al 5% (tabla 12) de los tratamientos en Epidendrum schistochilum
(E2) y Epidendrum jamiesonis (E15) para la variable niamero de brotes, se establecieron
tres rangos de significancia. EI mejor tratamiento C4 (0,4 mg/L) se ubic6 en el primer
rango pues presentd la mayor cantidad de brotes con un promedio de 2,01. El tratamiento
que tuvo el menor nimero de brotes fue C3 (0,1 mg/L) con una media de 1,43 brotes. Los
resultados obtenidos no coinciden con la concentracion ideal establecida en tomate rifidn,

es decir que se observa una dindmica diferente en orquideas.

Tabla 12.
Prueba de Duncan al 5% para los tratamientos en E. schistochilum y E. jamiesonis, en
la variable nimero de brotes.

Tratamientos Concentracion Medias Rangos
de kinetina (N° brotes)
(mg/L)
C4 0,4 2,01 a
C2 0,01 1,82 a b
Co 0 1,67 b c
C1 0,0025 1,66 b c
C5 15 1,60 b c
C3 0,1 1,43 C

Nota: Elaborado por C. Aucapifiay P. Lopez, 2016.
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3.3.3 Efecto de citoquininas en la longitud de brotes

De acuerdo con el andlisis de varianza (ANOVA), en la especie Epidendrum
schistochilum y Epidendrum jamiesonis, para la variable longitud de brotes (anexo 11),
se establecieron diferencias estadisticas altamente significativas en tratamientos al nivel
de 5%, es decir que los tratamientos influyen en la longitud de los brotes y en la variable
especies de orquideas. La interaccion entre tratamientos y especies no presentaron
significancia estadistica. Es decir, que present6 una concentracion ideal factible en ambas
especies, no obstante existen mejores rendimientos en una de ellas. El coeficiente de

variacion fue de 16,55%.

Segun la prueba Duncan al 5% de los tratamientos (tabla 13), en la especie Epidendrum
schistochilum (E2) y Epidendrum jamiesonis (E15), para la variable longitud de brotes, se
encontraron dos rangos de significancia. EI mayor crecimiento de brotes se registré en el
tratamiento C2 (0,01 mg/L), que tuvo una media de 1,59 cm, por lo tanto se considera la
concentracion ideal para orquideas, que resulta diferente a la establecida en tomate rifién

y también es diferente a la concentracién ideal para el nimero de brotes.

Tabla 13.
Prueba de Duncan al 5% para los tratamientos, en E. schistochilum y E. jamiesonis, en
la variable longitud de brotes.

Tratamientos Concentracion Medias Rangos
de kinetina (cm)
(mg/L)
C2 0,01 1,59 a
C5 15 1,39 b
C1 0,0025 1,36 b
C4 0,4 1,31 b
Co 0 1,31 b
C3 0,1 1,28 b

Nota: Elaborado por C. Aucapifiay P. Lopez, 2016.
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Mediante la prueba de Diferencia Minima Significativa al 5% se determiné que la especie
Epidendrum schistochilum presenté mejores rendimientos, tanto para el nUmero como
para la longitud de brotes, con medias de 1,78 brotes y 1,44 cm respectivamente, tal como
se observa en la figura 15. En el caso de Epidendrum jamiesonis que presenta una media

de 1,62 brotes y 1,31 cm de longitud.

Efecto de kinetina en E. schistochilum y E. jamiesonis

Figura 15. A) E. schistochilum, B) E. jamiesonis, a) Efecto de 0,4 mg/L de Kin para formacion de
brotes, b) Efecto de 0,01 mg/L de Kin para longitud de brote, C) y D) Testigos de E. schistochilum
y E. jamiesonis respectivamente.

Elaborado por: C. Aucapifiay P. Lopez, 2016.

3.3.4 Discusion

Taiz y Zeiger (2006, pag. 836) hacen hincapié en la inhibicion en la elongacion radicular
a concentraciones elevadas de auxina. Tal es el caso del estudio realizado por Mendes,
Sibov, Sérgio y Faria (2015), pues no encontraron diferencias significativas a
concentraciones de 1,2 y 4 mg/L de IBA en el desarrollo radicular de Cyrtopodium

saintlegerianum, la misma reaccion ocurre en esta investigacion pues las concentraciones
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estudiadas no intervienen en el la longitud de la radicula. Por otro lado Condemarin,
Chico y Vargas (2007) mostraron resultados positivos en Encyclia microtos a una
concentracion de IBA de 1ppm. Asimismo Santos, Ferreira y Marques (2010), quienes
estudiando los efectos de IBA en el cultivo in vitro de Epidendrum ibaguense a diferentes
concentraciones (0,0; 0,9; 1,8; 2,7 y 3,6 mg/L), reportaron el mayor crecimiento de la
longitud de la raiz a una concentracion de 1,6 mg/L en un periodo de 60 dias, mientras
que a una concentracion de 3,6 mg/L se observo un efecto inhibitorio; lo que indica que
las concentraciones de IBA establecidas en esta investigacion presentan un impacto

fitotoxico en las especies evaluadas.

El tratamiento C4 (0,4 mg/L) presenta los mejores rendimientos en cuanto a nimero de
brotes con un promedio de 2,01 brotes. Martin (2003) utiliz6 segmentos de rizomas de
Ipsea malabarica como explantes en medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con
kinetina para la formacién de brotes, logrando un promedio de 2,1 brotes a una
concentracion de 0,49 mg/L es decir se utilizé una concentracién ideal parecida a este
ensayo. Asimismo Roy, Patel, Patel, Sajeev y Deka (2011), en la germinacion asimbiética
de Vanda coerulea reportaron un nimero de brotes superior a 4,66 brotes a la

concentracion de kinetina de 0,49 mg/L.

En cuanto a la longitud de los brotes se definié una concentracion ideal de C2 (0,01 mg/L),
resultados semejantes obtuvieron Lunelli, Kanashiro y Tavares (2015) al aplicar 8 mL del
bioestimulante “Stimulate” que posee de entre sus principios activos kinetina al 0,009%
en plantas epifitas, pues presentan mayor desarrollo foliar, es decir que la accion de la
citoguinina se observa en concentraciones bajas. No obstante Machado y colaboradores

(2002) sefalan resultados positivos en Catleya sp. a una concentracion de 0,2 mg/L de
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Kinetina; esta inconsistencia puede deberse a que las raices de las orquideas tienen
actividad fotosintética y en ambientes hdmedos existe un aumento en la tasa de

fotosintesis en esta region, lo que ayuda al crecimiento de la plantula (Ori, 2006).

En el protocolo establecido se agregd 130 pL de solucion de hormona al tubo de ensayo
al momento de la siembra del protocormo, esto ademas incrementa la humedad relativa y
por ende promueve el desarrollo de la plantula, por lo tanto una concentraciéon de 0,01
mg/L de kinetina significo ser suficiente para obtener el efecto deseado en la longitud y
namero de brotes, lo que se evidencia con el estudio realizado por Nayak, Chand, Rath y
Patnaik (1998), quienes al utilizar una concentracion baja de kinetina en Cymbidium
aloifolium, reportaron una longitud de brotes de 1,39 cm a los 60 dias, inferior a los
resultados obtenidos en el presente estudio. Asimismo Komalavalli y Rao (2000), en la
micropropagacion de Gymnema sylvestre reportaron a 0,5 mg/L de kinetina se obtuvo una

formacion promedio de 1,5 brotes, un valor por debajo del obtenido en esta investigacion.

Ademéas se observa que la especie Epidendrum schistochilum presenta mejores
rendimientos que Epidendrum jamiesonis, a pesar que ambas especies fueron sometidas a
las mismas condiciones de luz y temperatura, este hecho se debe a que seglin Duarte (2013,
pag. 105), las especies epifitas pueden presentar diferentes respuestas a las condiciones
ambientales para su supervivencia, es decir que la especie E. schistochilum presentd
mayor adaptabilidad y resistencia en el protocolo de uso de fitohormonas en condiciones

in vitro.
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3.4 Determinacion del punto de equilibrio auxina-citoquinina

Para determinar el punto de equilibrio auxina-citoquinina, se analizo la longitud radicular,
longitud foliar y nimero de brotes, tomandose como concentracion ideal aquella que

presentd mayor crecimiento en longitud radicular y foliar simultaneamente.

3.4.1 Efecto de la combinacion auxina-citoquinina en la longitud de raiz

De acuerdo al andlisis de varianza (ANOVA), en Epidendrum schistochilum y
Epidendrum jamiesonis, para la variable longitud de raiz (anexo 12), se establecio que
existen diferencias estadisticas altamente significativas al nivel de 5% en tratamientos, es
decir influyen en el crecimiento de la raiz. De la misma forma sucede entre las especies
de orquideas y en la interaccién de ambos factores. El coeficiente de variacién fue de

9,17%.

Segun la prueba de Duncan al 5% en Epidendrum schistochilum (E2) y Epidendrum
jamiesonis (E15), para la interaccion de los tratamientos con las especies de orquideas, en
la variable longitud de raiz (tabla 14), se establecieron siete rangos de significancia. La
mejor interaccion fue la del tratamiento A4C2 (7,5 mg/L IBA x 0,01 mg/L Kin) con la
especie E2, que presentd un crecimiento de la raiz de 1,26 cm. En el Gltimo rango se
ubicaron cinco interacciones, que tuvieron el menor crecimiento de la raiz, los
tratamientos A3C5 (5 mg/L IBA x 1,5 mg/L Kin), A4C3 (7,5 mg/L IBA x 0,1 mg/L Kin),
A2C3 (3 mg/L IBA x 0,1 mg/L Kin), AOCO (testigo) con la especie E15 y el tratamiento
A1C3 (1,5 IBA mg/L x 0,1 mg/L Kin) con la especie E2. A su vez, el mejor tratamiento
para la especie E15 fue la combinacion A2C4 (3 mg/L IBA x 0,4 mg/L Kin) con un

promedio de longitud de la raiz de 1,18 cm.
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Tabla 14.
Prueba de Duncan al 5% en la interaccion de los tratamientos auxina-citoquinina en las
especies E. schistochilum y E. jamiesonis, para la variable longitud de raiz.

Especies Tratamiento Medias Rangos
(cm)

E2 A4C2 1,26 a
E2 Al1C5 1,21 a b
E2 A3C2 1,20 a b c
E15 A2C4 1,18 a b c d
E2 A3C3 1,17 a b c d
E15 A3C3 1,15 b c d e
E2 A2C4 1,13 b c d e f
E15 A4C2 1,11 b c d e f g
E15 A5C1 1,10 c d e f g
E2 A0CO 1,09 d e f g
E15 Al1C5 1,09 d e f g
E2 A5C3 1,08 d e f g
E2 A5C1 1,06 e f g
E2 A2C3 1,05 e f g
E15 A3C4 1,04 e f g
E2 A3C1 1,04 e f g
E15 A3C2 1,04 e f g
E2 A4C3 1,04 f g
E15 AlC3 1,03 f g
E15 A5C3 1,03 f g
E2 A3C4 1,02 f g
E2 A3C5 1,02 f g
E15 A3C1 1,02 f g
E15 A3C5 1,02 g
E2 AlC3 1,01 g
E15 A4C3 1,00 g
E15 A2C3 1,00 g
E15 A0CO 1,00 g

Nota: Elaborado por C. Aucapifia y P. Lopez, 2016.

3.4.2 Efecto de la combinacién auxina-citoquinina en la longitud de brote

En cuanto a la longitud del brote, se observa que en el anélisis de varianza (ANOVA) en
la especie Epidendrum schistochilum y Epidendrum jamiesonis (anexo 13), se
identificaron diferencias estadisticas altamente significativas al nivel de 5%, en los
tratamientos, es decir influyen en la longitud de los brotes, asi como también sucede entre
las especies de orquideas y la interaccion de ambos factores. El coeficiente de variacion

fue de 11,62%.

De acuerdo a la prueba de Duncan al 5% en la interaccion de los tratamientos con las

especies Epidendrum schistochilum (E2) y Epidendrum jamiesonis (E15), para la variable
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longitud de brotes (tabla 15), se establecieron nueve rangos de significancia. En el primer
rango se ubicd la interaccion del tratamiento A4C2 (7,5 mg/L IBA x 0,01 mg/L Kin) con
la especie E2, que presentd el mayor crecimiento de los brotes con un promedio de 1,92
cm. En el ultimo rango se ubico la interaccion del tratamiento A5C3 (10 mg/L IBA x 0,1
mg/L Kin) con la especie E15 con una media de 1,33 cm. La concentracion ideal para la

especie E15 fue A3C4 (5 mg/L IBA x 0,4 mg/L Kin) con un promedio de 1,65 cm.

Tabla 15.
Prueba de Duncan al 5% en la interaccion de los tratamientos auxina-citoquinina con
la especie E. schistochilum y E. jamiesonis para la variable longitud de brotes.

Especies Tratamiento Medias Rangos
(cm)
E2 AA4C2 1,92 a
E2 A3C2 1,84 a b
E2 A1C5 1,68 b c
E2 A3C3 1,66 b c
E2 A0CO 1,66 b c
E2 A5C3 1,66 b c
E15 A3C4 1,65 b c
E15 A5C1 1,62 c d
E2 A3C1 1,62 c d e
E2 A4C3 1,61 c d e
E15 A2C4 1,60 o d e
E15 A3C3 1,60 c d e
E15 Al1C3 1,59 c d e f
E2 A2C3 1,59 c d e f
E2 Al1C3 1,58 c d e f
E15 A4C2 1,57 c d e f s
E15 A3C5 1,57 c d e f s
E2 A3C5 1,56 c d e f g h
E15 Al1C5 1,56 c d e f g h
E2 A2C4 1,52 c d e f s h i
E15 A3C1 1,50 c d e f s h i
E15 A2C3 1,42 d e f s h i
E15 A4C3 1,42 d e f s h i
E2 A5C1 1,41 e f s h i
E15 A3C2 1,39 f g h i
E2 A3C4 1,37 g h i
E15 A0CO 1,36 h i
E15 A5C3 1,33 i

Nota: Elaborado por C. Aucapifiay P. Lopez, 2016.
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3.4.3 Efecto de la combinacién auxina-citoquinina en el nimero de brotes

En el caso de la variable nimero de brotes en Epidendrum schistochilum (E2) y
Epidendrum jamiesonis (E15) de acuerdo al anélisis de varianza (ANOVA) (anexo 14),
se encontraron diferencias estadisticas altamente significativas al nivel de 5% en
tratamientos, asi también entre las especies y la interaccion de ambos factores, es decir

que influyen en la formacion de los brotes. El coeficiente de variacion fue de 20,69%.

Mediante la prueba de Duncan al 5% en la interaccion de los tratamientos auxina-
citoquinina con las especies Epidendrum schistochilum (E2) y Epidendrum jamiesonis
(E15), se establecieron seis rangos de significancia (tabla 16). En el primer rango se ubico
la interaccion del tratamiento A1C5 (1,5 mg/L IBA x 1,5 mg/L Kin) con la especie E2
quien tuvo la mayor formacién de brotes con una media de 2,68 brotes. El ultimo rango
compartieron la interaccion de los tratamientos A5C3 (10 mg/L IBA x 0,1 mg/L Kin) y
AOQCO (testigo) con la especie E15, que tuvieron el menor numero de brotes formados con
un promedio de 1,61 y 1,59 brotes respectivamente. A su vez, en la especie E15 existieron
dos tratamientos que tuvieron la mejor formacion de brotes, A2C4 (3 mg/L IBA x 0,4

mg/L Kin) y A3C5 (5 mg/L IBA x 1,5 mg/L Kin) ambas con un promedio de 2,13 brotes.
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Tabla 16.
Prueba de Duncan al 5% en la interaccion de los tratamientos auxina-citoquinina en las
especies E. schistochilum y E. jamiesonis para la variable nimero de brotes.

. . Medias

Especies Tratamiento (N° brotes) Rangos
E2 A1C5 2,68 a
E2 A4C2 2,47 a b
E2 A3C1 2,29 a b c
E15 A3C5 2,13 b c d
E15 A2C4 2,13 b c d
E2 A3C2 2,12 b c d e
E2 Al1C3 2,03 c d e f
E2 A2C4 2,01 c d e f
E2 AO0CO 1,99 c d e f
E2 A2C3 1,98 C d e f
E2 A4C3 1,97 C d e f
E15 A5C1 1,96 C d e f
E2 A3C3 1,95 c d e f
E15 A4C2 1,94 c d e f
E15 A3C4 1,93 c d e f
E2 A3C4 1,91 c d e f
E2 A5C3 191 c d e f
E2 A5C1 1,89 C d e f
E15 A3C3 1,85 c d e f
E15 Al1C3 1,80 d e f
E15 Al1C5 1,79 d e f
E2 A3C5 1,77 d e f
E15 A4C3 1,75 d e f
E15 A3C2 1,72 d e f
E15 A2C3 1,71 d e f
E15 A3C1 1,66 e f
E15 A5C3 1,61 f
E15 A0CO 1,59 f

Nota: Elaborado por C. Aucapifia y P. Lopez, 2016.

Mediante la prueba de Diferencia Minima Significativa al 5% se determiné que la especie
Epidendrum schistochilum (E2) presentd una mejor reaccion a los tratamientos
efectuados, presentando mejores rendimientos en las variables longitud de raices, longitud
de brotes y numero de brotes, con medias de 1,10 cm, 1,62 cm y 2,07 brotes
respectivamente, en comparacion de Epidendrum jamiesonis (E15), que en cuanto a la
longitud de la raiz presentd un promedio de 1,06 cm, de longitud de brotes 1,51 cmy 1,62

brotes.

En lafigura 16 se observa el efecto del punto de equilibrio auxina-citoquinina en la especie

Epidendrum schistochilum.
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Efecto de combinacién de hormonas IBA x Kin en E. schistochilum.

Figura 16. A) Punto de equilibrio 7,5 mg/L IBA x 0,01 mg/L Kin en la longitud radicular y foliar,
B) Tratamiento A1C5 (1,5 mg/L IBA x 1,5 mg/L Kin) en la formacidn de brotes, C) Testigo.
Elaborado por: C. Aucapifia y P. Lopez, 2016.

En la figura 17 se observa los efectos de la combinacién de hormonas Auxina-Citoquinina
en el desarrollo de Epidendrum jamiesonis.

Efecto de combinacion de hormonas IBA x Kin en E. jamiesonis.

Figura 17. A) Punto de equilibrio A2C4 (3 mg/L IBA x 0,4 mg/L Kin) para la longitud de raiz y
namero de brotes foliares B) Tratamiento A3C4 (5 mg/L IBA x 0,4 mg/L Kin) en la longitud de brotes,

C) Testigo.
Elaborado por: C. Aucapifia y P. Lopez, 2016.
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3.4.4 Discusioén

George y colaboradores (2008, pag. 219) mencionan que se necesita un equilibrio entre la
auxina y citoquinina para iniciar el crecimiento o la diferenciacion de raices. En este
estudio se obtuvo mejores resultados que los presentados por Ogunsola y llori (2008), en
el cultivo in vitro de Synsepalum dulcificum en medio MS con una combinacion alta de
auxina y baja citoquinina reportando un promedio de longitud de raiz de 0,6 cm. Pierik
(1997, pag. 69) indica que la combinacion de auxinas y citoquininas producen un efecto
sinérgico, lo cual se observa en esta investigacion, pues la combinacion de auxina-
citoguina del tratamiento A4C2 (7,5 mg/L IBA x 0,01 mg/L Kin) presenta un crecimiento
en longitud radicular de 1,26 cm en Epidendrum schistochilum a comparacion de los
tratamientos de IBA donde no se observa un efecto significativo; algo similar ocurre con
Epidendrum jamiesonis con una longitud radicular de 1,18 cm en el tratamiento A2C4 (3
mg/L IBA x 0,4 mg/L Kin). EI mismo efecto fue reportado por Roy y colaboradores
(2011), en la propagacion de semillas asimbidtica de Vanda coerulea y por Hossain,
Sharma, Teixeira da Silva y Pathak (2010), en la germinacion asimbiotica de semillas de
Cymbidium giganteum, quienes obtuvieron mejores resultados en el desarrollo de
protocormos cuando realizaron tratamientos con la combinacion auxina-citoquinina, que

los efectuados de manera individual.

Al analizar la longitud de brote se establece como tratamiento ideal a A4C2 (7,5 IBA
mg/L x 0,01 mg/L Kin) en la especie Epidendrum schistochilum con un promedio de 1,92
cm, en el caso de Epidendrum jamiesonis la concentracion ideal para la elongacion de
brotes es A3C4 (5 IBA mg/L x 0,4 mg/L Kin) con un promedio de 1,65 cm. Hajong,

Kumaria y Tandon (2013), a una concentracion alta de auxinas y baja de citoquininas en
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el cultivo in vitro de Dendrobium chrysanthum, reportaron una longitud de brotes de 0,42
cm a los 60 dias, inferior a los resultados presentados en ambas especies de Epidendrum
de esta investigacion. Ademas se ratifica que los tratamientos de la combinacion de IBA
x Kin da mejores resultados que los de kinetina, en este caso para la variable en la longitud
de brotes. Lo que concuerda con Gogoi, Kumaria y Tandon (2012), en el cultivo in vitro
de Cymbidium eburneum, cuyos resultados presentaron una respuesta pobre en el
crecimiento y desarrollo de la longitud de los brotes en protocormos, al adicionar
individualmente auxinas y citoquininas, mientras que cuando se combinaron ambas

hormonas el resultado mejord notoriamente.

Por lo expuesto se define que la concentracion de equilibrio para elongacion radicular y
foliar en Epidendrum schistochilum es 7,5 mg/L IBA x 0,01 mg/L Kin; mientras que para
Epidendrum jamiesonis se observaron resultados positivos a 3 mg/L IBA x 0,4 mg/L Kin.
Estos aspectos pueden deberse a que segun George y colaboradores (2008, pag. 219), las
concentraciones de hormonas no siempre conducen a los mismos resultados. Ademas
Duarte (2013, pag. 105) menciona que las epifitas presentan diferentes reacciones ante
situaciones de estrés, como en la propagacién vegetativa, interacciones micorricicas y
reproduccion sexual, ademéas de mostrar diferentes grados de tolerancia a la sequia y

adaptarse a condiciones de luminosidad.

En los resultados presentados por Krapiec, Milaneze y Machado (2003), en el estudio
Cattleya walkeriana sefialan que a la concentracion de IBA x Kin (1,5 mg/L x 1,5 mg/L)
el numero de brotes formados es superior a 2, lo cual coincide con la especie Epidendrum
schistochilum de este estudio. Nayak, Rath y Patnaik (1997) al estudiar la propagacion in

vitro de Cymbidium aloifolium, Dendrobium aphyllum y Dendrobium moschatum,
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concluyeron que las dosis de citoquinina como de la combinacién auxina-citogquinina son
diferentes para cada especie. La combinacion auxina-citoquinina tuvo un efecto sinérgico
en el nimero de brotes, logrando un mayor promedio en el tratamiento A1C5 (1,5 mg/L
IBA x 1,5 mg/L Kin), que cuando se agreg06 Unicamente kinetina, tal como el estudio de
Bhattacharyya, Kumaria, Job y Tandon (2015) en micropropagacion de Dendrobium
thyrsiflorum, quienes al evaluar diferentes dosis de fitohormonas, obtuvieron un mayor

numero de brotes en la combinacion de auxina-citoquinina que de manera individual.
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Conclusiones

Se logro determinar las concentraciones ideales de referencia en tomate rifion, para GAs
0,1 mg/L, para IBA 5 mg/L y Kin 0,1 mg/L, sin embargo se deben ajustar para su uso en
orquideas, por lo que se concluye que el efecto de las hormonas no siempre va a generar

la misma respuesta en diferentes especies.

Para obtener una tasa de germinacion elevada en las especies Epidendrum jamiesonis y
Epidendrum schistochilum se debe adicionar 130 pL de solucion de &cido giberélico a una
concentracion de 0,1 mg/L, en el caso de Oncidium ornithorhynchum se opta por la

adicion de 130 pL de GAs a una concentracion de 0,2mg/L.

Al estudiar las especies Epidendrum jamiesonis y Epidendrum schistochilum, se concluye
que no es factible la aplicacion de 130 pL de solucién de IBA de las concentraciones
estudiadas, pues presentan el mismo efecto que el testigo en la variable longitud de la raiz,
por otro lado para una mejor elongacion de los brotes se debe aplicar 130 pL de solucién
de kinetina a una concentracion de 0,01 mg/L y para generar un incremento en el nUmero

de los brotes la concentracion ideal es 0,4 mg/L de kinetina.

Ademas, se determina que el punto de equilibrio auxina-citoquinina para la especie
Epidendrum schistochilum es 7,5 mg/L IBA x 0,1 mg/L Kin, pues a esta concentracion
presenta el mayor crecimiento en longitud tanto radicular como foliar, en el caso de
Epidendrum jamiesonis se obtuvo mejores resultados a 3 mg/L IBA x 0,4 mg/L Kin. Por
lo tanto, se concluye que la combinacién de hormonas presenta mejores resultados en las
variables longitud radicular, longitud de brote y nimero de brotes, que al aplicar las

hormonas individualmente.
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Anexos

Anexo 1. Patente de manejo de vida silvestre “Jardin Botanico y vivero comercial
Orquideas de Sarina”.

',.'-.;-;;j |
o

PATENTE wmo oE mmms
2015

NGmero: Lugar y Fecha:
006-2015-FLO-DPAP-MA_ __Quito, 03 de agosto de 2015

La Direccién Provincial del Ambiente Pichincha del Ministerio del
Ambiente, en uso de las atribuciones que le confiere ta Ley Forestal y
de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre, autoriza a: Sara
Gloria Gutiérrez Torres, Cl: 1700278243 representante legal del Jardin
Botanico y vivero comercial Orquideas de Sarina, para que realice en el
pals el manejo de flora silvestre, de acuerdo a las siguientes
especificaciones.

Solicitud de renovacién de patente presentada por: Sara Giora
Gutiérrez Torres, Cl: 170027824-3 ;

. Valoracién del informe anual y proyectos: Ing. Diego Morilio
¥ c«npbtmdamumoommdoc Mmdemm |

o

: omeionosa-mdozmsuoaamazow
. Inspeccién realizada al vivero y a las instalaciones del laboratorio: |
04 de junio del 2015 por el Ing. Diego Morillo G.

7. Obligaciones del beneficiario:

i
;¢
|

trabajo del préximo afio, para renovacién de patents y aquella
que fuera requerida por la autondad en el transcurso del afio.

7.3. Regirse a las disposiciones citadas al reverso del presente
documento.

exportacion e importacion.
7.2.  Presentar un informe anual, incluyendo la planificacion de '

;74. Facilitar informacién y permitir el acceso de los funcionarios del |
Ministerio dei Ambiente a sus instalaciones para el respectivo

Luls Cordero N 752 y Av. 6 de Diclembre, Edificio Canopus Plam
Tebefux ($93-2) $65741/ 363542 www ambicnte. gob oc
Quito - Ecuador
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Anexo 2. Ensayo de calibracion de hormonas en tomate rifion.

Citoquinina 0,01%

CytoKin IBA 98% PS New Gibb 10PS

GA;3 10% p/p

Elaborado por C. Aucapifia y P. L6pez, 2016.
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Anexo 3. ANOVA en tomate rifién para el porcentaje de germinacion.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
variacion libertad cuadrados medios Valorde F  Valordep
Concentracion 6 1933,33 322,22 16,92 0,0001**
Error 14 266,67 19,05
Total 20 2200
CV =546
** = significativo al 5%
Elaborado por C. Aucapifia y P. L6pez, 2016.
Anexo 4. ANOVA en tomate rifidén para la longitud de la raiz.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
variacion libertad cuadrados medios Valorde F  Valor de p
Concentracion 5 69,37 13,87 192,18 0,0001**
Error 12 0,87 0,07
Total 17 70,24
CV =6,98
** = significativo al 5%
Elaborado por C. Aucapifia y P. L6pez, 2016.
Anexo 5. ANOVA en tomate rifidn para longitud de plantulas.
Fuente de Gradosde  Sumade Cuadrados
variacion libertad cuadrados  medios Valorde F Valordep
Concentracion 5 59,13 11,83 83,45 0,0001**
Error 12 1,7 0,14
Total 17 60,83
CVv=17,86

** = significativo al 5%
Elaborado por C. Aucapifia y P. L6pez, 2016.
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Anexo 6. Viabilidad de semillas de Orquidea.

Cépsula Semillas Prueba de tetrazolio Protocormos

Prueba de tetrazolio Protocormos

¥
"L
:'u‘ ‘3 R

Cépsula Semillas Prueba de tetrazolio Protocormos

Nota: Seleccién de la muestra, analisis de viabilidad y germinacién de las especies A) Oncidium
ornithorhychum, B) Epidendrum jamiesonis y C) Epidendrum schistochilum.
Elaborado por C. Aucapifia y P. Lépez, 2016.
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Anexo 7. ANOVA para la variable germinacion de semillas en las especies E.

jamiesonis E. schistochilum y O. Ornithorhynchum.

Gradosde  Suma de Cuadrados
Fuente de variacién libertad cuadrados  medios Valorde F  Valor de p
Especies 2 4790,64 2395,32 98,41 0,0001 **
Tratamientos 6 2873,11 478,85 19,67 0,0001 **
Especies*Tratamientos 12 772,02 64,33 2,64 0,0099 **
Error 42 1022,24 24,34
Total 62 9458,00

CV =17,86
** = significativo al 5%
Elaborado por C. Aucapifia y P. L6pez, 2016.

Anexo 8. Germinacion de semillas de orquidea, por especie, tratamiento ideal y

testigo.

Tratamiento G4 (0,1mg/L) Testigos

Nota: A) Oncidium ornithorhychum, B) Epidendrum jamiesonis, C) Epidendrum schistochilum.
Elaborado por C. Aucapifiay P. Lopez, 2016.
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Anexo 9. ANOVA en la especie E. schistochilum, E. jamiesonis para la variable

longitud de raiz por efecto de IBA.

Grados de Suma de Cuadrado Valorde Valordep
Fuente de variacion libertad cuadraros Medio F
Especie 1 0,03 0,03 2,83 0,0959 ns
Tratamientos 5 0,09 0,02 1,83 0,1143 ns
Tratamientos*Especies 5 027 0,05 5,67 0,0001 **
Error 96 0,91 0,01
Total 107 1,29

Cv =912
** = significativo al 5%
ns = no significativo
Elaborado por C. Aucapifia y P. Lopez, 2016.

Anexo 10. ANOVA en la especie E. schistochilum, E. jamiesonis para la variable

namero de brotes por efecto de Kin.

Grados de Suma de Cuadrado Valorde Valordep
Fuente de variacion libertad cuadraros Medio F
Especie 1 0,67 0,67 4,31 0,0407 **
Tratamiento 5 3,53 0,71 4,56 0,0009 **
Tratamiento*Especie 5 0,73 0,15 0,94 0,4560 ns
Error 96 14,85 0,15
Total 107 19,77

CvVv =23,17
** = significativo al 5%
ns = no significativo
Elaborado por C. Aucapifia y P. Lpez, 2016.

Anexo 11. ANOVA en la especie E. schistochilum, E. jamiesonis para la variable

longitud de brotes por efecto de Kin.

Grados de Suma de Cuadrado  Valorde Valordep
Fuente de variacion libertad cuadraros Medio F
Especie 1 0,45 0,45 3,80 0,0041 **
Tratamiento 5 1,17 0,23 8,66 0,0010 **
Tratamiento*Especie 5 0,55 0,11 451 0,0693 ns
Error 96 4,97 0,05 2,12
Total 107 7,13

CV =16,55
** = significativo al 5%
ns = no significativo
Elaborado por C. Aucapifia y P. L6pez, 2016.

78



Anexo 12. ANOVA en la especie E. schistochilum, E. jamiesonis para la variable

longitud de raiz por efecto de combinacion de hormonas.

Grados de Suma de Cuadrado Valor Valor de p
Fuente de variacién libertad cuadraros Medio de F
Especies 1 0,11 0,11 4,83 0,0011 **
Tratamientos 13 0,90 0,07 10,95 <0,0001 **
Tratamientos*Especies 13 0,27 0,02 7,12 0,0126 **
Error 223 2,18 0,01 2,15
Total 250 3,46

Cv =917
** = significativo al 5%

Elaborado por C. Aucapifia y P. L6pez, 2016.

Anexo 13. ANOVA en la especie E. schistochilum, E. jamiesonis, para la variable

longitud de brotes por efecto de combinacion de hormonas.

Grados de Suma de Cuadrado Valor Valor de p
Fuente de variacion libertad cuadraros Medio de F
Especie 1 0,71 0,71 21,53 <0,0001 **
Tratamiento 13 1,12 0,09 2,59 <0,0001 **
Tratamiento*Especie 13 2,59 0,20 6,02 0,0023 **
Error 223 7,42 0,03
Total 250 11,84
CVv=11,62
** = significativo al 5%
Elaborado por C. Aucapifia y P. L6pez, 2016.
Anexo 14. ANOVA en la especie E. schistochilum, E. jamiesonis para la variable
namero de brotes por efecto de combinacidén de hormonas.
Grados de Suma de Cuadrado Valor Valor de p
Fuente de variacion libertad cuadraros Medio de F
Especie 1 3,71 3,71 22,85 <0,0001 **
Tratamiento 13 4,43 0,34 2,10 0,0152 **
Tratamiento*Especie 13 6,25 0,48 2,96 0,0005 **
Error 223 36,36 0,16
Total 250 50,74
CV =20,69
** = significativo al 5%
Elaborado por C. Aucapifia y P. L6pez, 2016.
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