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Resumen

En esta investigacion se determiné la distribucion de las poblaciones de balsa en el
Ecuador, también se probd la viabilidad del uso de particulas de balsa en la composicién
de medios de cultivo in vitro para la germinacion de semillas de Sobralia rosea y
Epidendrum schistochilum, ademas del cultivo externo de plantulas de Epidendrum
jamiesonis y Epidendrum schistochilum. Inicialmente se realizaron andlisis quimicos
determinando la concentracion de cenizas, lignina insoluble, holocelulosa, a-Celulosa y
hemicelulosa, se evalud la capacidad de retencion de humedad. En relacion al cultivo in
vitro se probaron 13 tratamientos combinando diferentes voliumenes de MS, adicion de
carbén activado y particulas de balsa (850um y 710um). Ademas, se ensayd con
particulas de 1,18 a 5 mm para elaborar sustratos de cultivo externo, comparando los
resultados con sustratos de fibra de coco y Sphagnum. Se demostré la factibilidad del
uso de particulas de balsa de 710 um con 9 mL MS y carbdn activado, presentando un
porcentaje de germinacion de 87,54% y 87,15%. En el cultivo externo, los mejores
resultados en base al crecimiento longitudinal del tallo se obtuvieron con particulas de

balsa de 1,18 a 5 mm.

En conclusion, la balsa puede ser un buen sustituto de agentes gelificantes para elaborar
medios de cultivo in vitro, y como base para sustratos de cultivo externo de orquideas,

por su resistencia a la descomposicion, capacidad para retener el agua y buen soporte.

Palabras clave: balsa, cultivo in vitro, cultivo externo, orquideas, Medio MS, sustratos.



Abstract

In this research the distribution of balsa populations in Ecuador was determined, also the
viability of the use of balsa particles in the composition of culture media in vitro for the
germination of seeds of Sobralia rosea and Epidendrum schistochilum, in addition to the
external culture of seedlings of Epidendrum jamiesonis and Epidendrum schistochilum.
Initially, chemical analyzes were performed determining the concentration of ash,
insoluble lignin, holocellulose, a-Cellulose and hemicellulose, the moisture retention
capacity was also evaluated. Whit regard to the in vitro culture, 13 treatments were
tested combining different volumes of MS, addition of activated carbon and balsa
particles (850um and 710um). In addition, it was tested with 1,18 to 5Smm particles to
make external culture substrates, comparing the results with coconut fiber and
Sphagnum substrates. The feasibility of using 710 um balsa particles with 9 mL MS and
activated carbon was demonstrated, with the germination 87,54% and 87,15%. In the
external culture, based on longitudinal stem growth were obtained with balsa particles of

1.18to 5 mm.

In conclusion, balsa can be a good substitute for gelling agents for in vitro culture media,
and as a base for external orchid growing substrates because their resistance to

decomposition, ability to retain water and good support.

Keywords: Balsa, in vitro culture, external culture, orchids, MS medium, substrates.



Introduccion
Bastidas (2009), indica que las orquideas son especies fanerdgamas pertenecientes a la
familia Orchidaceae, éstas se encuentran distribuidas por todo el mundo ya que poseen una
gran capacidad de adaptacion, el Ecuador cuenta con 219 géneros, 4125 especies

clasificadas y 1301 especies endémicas.

Esta familia se presenta a nivel mundial de diferentes formas y colores, segun el portal
electronico The Plant List (2013), existe un total de 27801 especies de orquideas aceptadas y

un total de 899 géneros descubiertos hasta el 2016.

En el manual de orquideas escrito por Diaz-Toribio (2013), se menciona que las orquideas
necesitan sustratos de madera como la corteza del pino que es un material organico y ligero
el cual absorbe bien el agua y facilita su drenaje. La corteza de pino presenta caracteristicas
quimicas que permiten un buen desarrollo para estas especies, un componente principal es la
lignina que puede estar entre el 47,7% y 60,0% dependiendo de la variedad de pino, como se

detalla en el estudio de Rodriguez & Torres (1994).

Otro sustrato es la fibra de coco, este posee caracteristicas Optimas para el crecimiento y
germinacion de las orquideas, los estudios realizados por la Asociacion Costarricense de
Orquideologia (2008, pag. 5) y la investigacion de Serrano (2009), mencionan la eficacia de
la fibra de coco como sustrato. En este contexto, las caracteristicas morfologicas de los
poros de la madera de balsa permiten retener cantidades importantes de agua por lo cual
almacena liquidos por largos periodos; la madera de balsa recién cortada presenta un
porcentaje de humedad que puede ir desde el 200% al 400% referido en base seca (Moreira,

2013).



“En el Ecuador la madera de balsa se emplea exclusivamente para la industria maderera,
debido a sus diversos usos y también por sus propiedades aislantes” (Osorio, Molina,
Navarrete, Fonseca, & Simba, 2010). Tambien se emplea para la construccion de aviones,
de partes de automdviles, barcos, y acabados de construccion (Balsebot International INC,
2013). La balsa se destaca por su lenta descomposicion frente a condiciones de humedad
alta, presentando resistencia al agua (Gonzalez, Cervantes, Torres, Sanchez, & Simba ,
2010). Ademas “la balsa posee una gran demanda en el mercado internacional, por la
calidad que ésta presenta, el Ecuador es el mayor exportador de esta especie alcanzando un

porcentaje del 95%” (Pérez, 2012).

La madera de balsa se encuentra distribuida en México, Costa Rica, Venezuela, Colombia,
Ecuador, Pert, Bolivia, Brasil hasta Paraguay, en el Ecuador se distribuye en la region
costera y en la Amazonia, esta se cultiva desde los 0-1000 mshm, soportando 1500-3000

mm de precipitacion (Ecuador forestal, 2012).

Las caracteristicas de la madera de balsa, la convertirian en una alternativa valida para la
elaboracion de un sustrato para orquideas, debido a que presenta una lenta descomposicion y

una mayor cantidad retencién de humedad siendo un medio 6ptimo para estas plantas.

En base a lo expuesto se plantea como objetivo principal de este estudio, determinar la
viabilidad de las particulas de madera de balsa Ochroma pyramidale Urb. MALVACEAE
como posible medio de cultivo in vitro y sustrato externo de orquideas, para lo cual se
determino la ubicacion de las plantaciones de madera de balsa en el Ecuador, continuando
con el analisis quimico y fisico a esta madera con el fin de determinar la calidad de la

misma.



Para la determinacion de la humedad se realizo un DCA con 4 tratamientos para cada
condicion. Ademas, de un ANOVA vy prueba de Duncan al 5% para determinar si existe
diferencia significativa. Como variable independiente se considerd el tamafio de particula y

la variable dependiente fue la cantidad de humedad retenida.

En la germinacion in vitro se realizd un DCA con 13 tratamientos para cada especie y
ANOVA con una prueba de Duncan al 5%, teniendo como variables independientes el
tamafio de aserrin de balsa, el volumen de MS y la presencia-ausencia de carbon activado.

La variable dependiente fue el porcentaje de germinacion.

En el cultivo externo se llevo a cabo un DCA con 6 tratamientos mediante la utilizacion de
particulas de balsa, fibra de coco y Sphagnum. Se realiz6 andlisis estadistico ANOVA y una
prueba de Duncan al 5%, la variable dependiente fue el tipo de sustrato mientras que la

variable dependiente fue el crecimiento longitudinal del tallo.

Los analisis estadisticos se realizaron en el programa estadistico Infostat.



Capitulo 1

Marco tedrico

1.1 LaBalsaen el Ecuador

El Instituto de Promocion de Exportaciones e Inversiones (2012), indica que el cultivo
de balsa requiere de climas calidos y himedos para un Optimo desarrollo. Ademas,
menciona que este cultivo requiere suelos con caracteristicas edafoldgicas especiales,
demandando cantidades altas de nutrientes, ademas de que el suelo se encuentre
correctamente drenado. Parra (2016, pag. 42), sefiala que para el afio 2013 se cred el
Programa de Incentivos para Forestacion y Reforestacion con fines comerciales dentro
del cual se encontraba incluida la balsa, también sefial6 que La Corporacion Financiera
Nacional proyect6 20000 ha para el cultivo de balsa, de las cuales se sembraron 16000
ha, que equivale a aproximadamente a 16 millones de arboles y la meta a alcanzar seria

un incremento del 5% anual.

En el Ecuador la balsa se encuentra distribuida ampliamente en la region Amazénica,
Sierra, Costa y Galdpagos (Jorgensen & Leodn-Yanez, 1999). En la region costa se
encuentra en las provincias de Esmeraldas, Guayas, Manabi y los Rios, en la region
amazonica se encuentra en Morona Santiago, Pastaza, Orellana, Napo, Zamora
Chinchipe y Sucumbios, en la sierra se encuentra en Imbabura y Pichincha y en la region

Insular (Tropicos, 2017).



1.1.1 Balsa

La balsa Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.) Urb. MALVACEAE, es una especie
autoctona de la region amazonica del Ecuador, se distribuye por zonas tropicales y de
temperatura calido-himedo de América, esta especie es de rapido crecimiento y tiene un
amplio interés econdmico en el mercado internacional debido a sus distintos usos (Pérez,

2012).

Anteriormente la balsa pertenecia a la familia Bombacacea segin Jorgensen & Leodn-
Yéanez (1999). En la actualidad, se la ubicé dentro de la familia Malvaceae presentando
varios sinbnimos como Bombax pyramidale Cav. ex Lam., Ochroma bicolor Rowlee,
Ochroma pyramidale var. bicolor (Rowlee) Brizicky, Ochroma pyramidale var.

concolor (Rowlee) R.E.Schult (The Plant List, 2013).

1.1.2 Descripcion botanica y morfolégica de Ochroma pyramidale Urb.

MALVACEAE

La balsa es un arbol que alcanza hasta 30 m de altura'y 70 cm de DAP (Vinueza, 2012).
Presenta un tronco recto y cilindrico con raices tabulares grandes (Ecured, 2013). Tiene
una corteza externa gris, lisa con hojas simples, alternas, pentalobuladas, grandes,
pubescentes por el envés, con el peciolo casi del tamafio de la lamina foliar (Morales &
Varén, 2006). Sus Flores son grandes, blancas y campanuladas y con un fruto en forma
de capsula dehiscente, las semillas pequefias, negras se encuentran rodeadas por una lana

(Vinueza, 2012).


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2679215
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2390425
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2401122
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2401121
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2401121

1.1.3 Propiedades quimicas de la balsa

La balsa presenta diversas propiedades quimicas que son de gran utilidad para la
elaboracion de sustratos para orquideas, muchas de estas son descritas por Honorato-
Salazar y Colaboradores (2015, pags. 133-134), que sugieren su factibilidad para el uso

como base en sustratos para el cultivo in vitro y externo de orquideas.

1.2 Analisis Quimicos

Son técnicas empleadas para determinar la composicion quimica de un material o
muestra, esta técnica permite obtener informacion sobre los elementos que se encuentran
presentes en la muestra previamente analizada y de esta manera conocer los distintos

componentes mayoritarios, minoritarios y trazas de elementos (Tecnalia, 2016).

1.2.1 Cenizas

Segun Pacheco (2002), las cenizas son las sustancias inorganicas que se pueden
determinar por incineracion del material entre 575 y 850°C. En la interpretacion
otorgada por Ecured (2012), la ceniza de la madera o cualquier material vegetal similar,
consiste principalmente en carbonato de sodio y carbonato de potasio, el contenido de
ceniza en la madera seca varia desde un 2% en peso para la balsa, a un 0,2% para la

Secuoya.


https://www.ecured.cu/Madera
https://www.ecured.cu/Vegetal
https://www.ecured.cu/Potasio
https://www.ecured.cu/Balsa
https://www.ecured.cu/Secuoya

1.2.2 Extractos

Los extractos se definen como un preparado de distinta consistencia, esta puede ser
solida, liquida o blanda todos estos derivados generalmente de material vegetal
desecado, la forma de obtencion es mediante una evaporacion parcial o total del

disolvente en los liquidos de extraccion vegetal (Carrion & Garcia, 2010, pag. 30).

1.2.3 Lignina Insoluble

Pacheco (2002), sefiala que la lignina es el polimero méas abundante en el mundo vegetal
después de la celulosa, y su funcion es asegurar proteccion contra la humedad y los
agentes atmosféricos ademas de actuar como elemento aglomerante de las fibras. La
lignina junto con la celulosa forma la pared celular y forma parte del material de relleno

de las células, dando rigidez a la planta (Botanical online, 2016).

1.2.4 Holocelulosa

Segun la definicion de Vctrac (2016), la holocelulosa es un complejo de celulosa y
hemicelulosas formado por eliminacion de la lignina de los materiales vegetales
lignocelulésicos. Segun Fonseca (2006, pag. 28) el contenido de holocelulosa presente
en la madera representa un total del 70-90% de las sustancias que se encuentran en la

pared celular libre de extractos.



1.25 a-Celulosa

La a-Celulosa indica la cantidad de celulosa no degradada que posee un alto peso

molecular (Citroni, y otros, 2007).

1.2.6 Hemicelulosas

Segun Roig (2011), la hemicelulosa es un polisacarido no celulésico que comprende
varios componentes de diferente composicion quimica y estructura molecular, siendo las
mas importantes los xylanos y los glucanos, la hemicelulosa comprende el 25% de la

materia seca de la pared celular y tiene propiedades diferentes a las de la celulosa.

1.3.  Analisis Fisicos

Los analisis fisicos son una serie de pruebas cuyo fin es determinar las propiedades

mecanicas de un material (Everest Sociedad Anénima, 2014).

1.3.1. Humedad

Segun lo descrito por Maldonado (2003, pag. 5), la humedad es el método para
determinar la cantidad de agua presente en la muestra. Se basa en la pérdida de peso de
la muestra por calentamiento en una estufa, refiriendo su peso al peso total de la muestra

y expresada como porcentaje.



1.4.  Lasorquideas

El autor Bastidas (2009), indica que las orquideas son especies fanerdgamas
pertenecientes a la familia Orchidaceae, éstas se encuentran distribuidas por todo el
mundo ya que poseen una gran capacidad de adaptacion, de las cuales el Ecuador
presenta 219 géneros, 4125 especies clasificadas y 1301 especies endémicas. La mayoria
de las orquideas se encuentran en las regiones tropicales de América Central y América

del Sur, Africa, Madagascar, Asia y Nueva Guinea (Kuhns, 2016).

Las orquideas en el Ecuador fueron exploradas desde el fin de la segunda guerra
mundial donde distintos investigadores internacionales especialmente de Estados Unidos

y Suecia realizaron exploraciones en el pais (Ministerio de Turismo del Ecuador, 2013).

1.4.1 Morfologia

La estructura de las orquideas en general la describe Nauray (2013, pag. 8), como
hierbas con raices fasciculadas, es decir que carecen de una raiz principal, las raices
presentan tamafios y didmetros similares, ademas en la gran mayoria de especies es
comun el velamen, una capa que protege la raiz y tiene la capacidad de almacenar agua.
Los tallos pueden ser simples, modificados como tubérculos, rizomas o pseudobulbos
(Freuler, 2008, pag. 11). Las hojas son alternas, envainadoras y presentan nervaduras
paralelas (Nauray, 2013, pag. 8). Las flores pueden ser solitarias o en inflorescencia en
racimo o panicula, presentan tres sepalos y tres pétalos, el pétalo mediano es mayor, mas
colorido y conocido como labelo (Singer, 2009, pag. 339). La ubicacion del ovario es

inferior y puede ser unilocular o trilocular, el androceo y gineceo se encuentran



fusionados (Nauray, 2013, pag. 8). Los frutos se presentan en forma de capsulas
septicidas dehiscentes, las semillas son microscépicas y carecen de endosperma (Singer,

2009, pag. 340).

1.4.2 Sobralia rosea

Esta orquidea es de tipo terrestre, que posee una distribucion por diversos paises de
Latinoamérica como son Colombia, Ecuador, Pert y Bolivia, principalmente ocupando
los bosques humedos, crece desde los 0 hasta los 2000m.s.n.m, en la zona del Ecuador
florece todo el afio pero principalmente en los meses de Enero hasta Abril, los tallos de
esta especie alcanza hasta los 3 m, presentando grandes flores que duran de 2 a 8 dias,
tienen sépalos y pétalos de color blanco-rosa, y ademas un labelo de color rosado oscuro

a purpura (GAD municipal de Limén Indaza, 2015).

1.4.3 Epidendrum jamiesonis

Esta especie se localiza a una altura que va desde los 2000 metros hasta los 3500
m.s.n.m, fue descubierta en la ciudad de Quito provincia de Pichincha, es una especie
que se adapta facilmente, presenta tallos quebradizos y un color parpura en sus flores

(Cerna, Aucapifia, & Lépez, 2016, pag. 12).
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1.4.4 Epidendrum schistochilum

Ubicada en Colombia y Ecuador a una altura de 900 a 2500 m.s.n.m, siendo esta especie
una orquidea terrestre que presenta un tamafio grande y gigante, con tallos erectos,
simples a ligeramente ramificados, obtusos oblongos ligulados, estrechandose en el
peciolo, presenta hojas alargadas que florecen en el invierno en la parte terminal,
racemosa, con inflorescencias floreadas con lineas lanceoladas lineales, acuminadas

(Internet Orchid Species Photo Encyclopedia, 2017).

1.5 Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos vegetales in vitro abarca un sentido muy amplio en cuanto a su
definicion, y como lo sefiala Roca & Mroginski (1991, pag. 20), es todo el conjunto de
técnicas por las cuales, bajo métodos de asepsia se cultiva cualquier tipo de explante
sobre un medio especifico y de composicion quimica establecida para cada uno de ellos,
el cultivo in vitro comprende distintas técnicas mediante las cuales un explante (parte
separada de un vegetal, por ejemplo: protoplasto, célula, tejido, 6rgano) se cultiva
asépticamente en un medio de composicion quimica definida y se incuba en condiciones

ambientales controladas.

1.6 Explante

Morcillo, Cortés , & Garcia (2013), indican que para que exista un apropiado
crecimiento del cultivo vegetal es de mucha importancia que se elija el tipo de explante.

Este es cualquier parte o pequefia pieza del tejido tomado de la planta madre. Para esto
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en necesario tener en cuenta que sea capaz de generar una rapida proliferacion, como es
el caso de apices, yemas o semillas. Es decir material vegetativo que se encuentra en un

continuo ciclo de division celular.

1.7 Medio de cultivo

Abdelnour & Vincent (1994, pag. 8), lo describe como la combinacion de varias
sustancias que permiten mantener la viabilidad en el cultivo de tejidos, ademas de
promover una diferenciacién celular y el continuo crecimiento y multiplicacion in vitro,
mediante una composicion equilibrada de hormonas y nutrientes. Entre los componentes
del medio de cultivo se encuentran los minerales, sustancias organicas (aminoéacidos,
carbohidratos, vitaminas), preparaciones complejas para el enriquecimiento y materiales

de soporte como gelificantes.

1.8 Aclimatacién en cultivo ex vitro

El paso de plantulas in vitro a condiciones de cultivo ex vitro es una etapa primordial en
el proceso de micropropagacion. De este proceso dependera la supervivencia de las
plantulas y la calidad dentro de procesos de produccion. Diaz, Medina, Lafite,
Digonzelli, & Sosa (2004), priorizan ésta etapa ya que permite que la planta pueda
alcanzar un desarrollo en un ambiente que presente un menor porcentaje de humedad
relativa en comparacion con el cultivo in vitro, ademas de una variacion en la
composicion del sustrato y la cantidad de luz a la que es expuesta. Le eleccion del

sustrato adecuado es directamente proporcional a la eficiencia del proceso de adaptacion
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y depende de una combinacién equilibrada de los componentes del sustrato para lograr

que exista el crecimiento autétrofo esperado.

1.9 Sustrato

El sustrato es el medio que da soporte a las raices de plantas. Para Quintero, Gonzéalez,
& Guzman (2011), el sustrato tiene las funciones de anclaje y fijacion de raices lo que
evita que sean expuestas a la luz, ayuda a la respiracion de éstas y puede o no contener
agua y nutrientes, ademas puede ser de naturaleza organica, sintética o mineral, este
puede contener materiales que sean inertes o activos que ayuden a una correcta nutricion
mineral e hidrica de la planta, para la seleccion del sustrato adecuado depende de las
caracteristicas de la planta que se va a sembrar y de las caracteristicas

medioambientales.

Un sustrato funciona como medio de composicion que segun Cabrera (2002), debe
poseer caracteristicas fisicas Optimas para poder utilizarlo, tales como aireacion, drenaje,
retencion de agua y bajo peso himedo para que las plantas sembradas puedan germinar
y crecer con facilidad. Los autores Berjon, Murray & Carrion (2004, pags. 133-158),
sefialan que un sustrato es todo material sélido distinto del suelo in situ, natural, de
sintesis o residual, mineral u organico, que, colocado en un contenedor, en forma pura o
en mezcla, permite el anclaje del sistema radicular, desempefiando, por tanto, un papel

de soporte para la planta y que este puede intervenir o0 no en la nutricion vegetal.
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Capitulo 2

Materiales y Métodos

2.1 Localizacién

La presente investigacion fue realizada en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad Politécnica Salesiana campus El Girdn, ubicada en la ciudad de Quito. La
balsa fue obtenida de la empresa Gibago Cia. Ltda., ubicada en la parroquia rural

Puembo, provincia de Pichincha.

Las muestras vegetales fueron obtenidas del jardin botdnico “Orquideas de Sarina”
patente N° 006-2015-FLO-DPAP-MA, emitida el 3 de agosto del 2015 en la ciudad de
Quito. Quienes facilitaron material al proyecto “Definicion de protocolos para el uso de
fitohormonas en el crecimiento de orquideas a nivel in vitro” desarrollado por Cristina
Aucapifia y Paul Lépez 2016, los cuales cedieron material para desarrollar el cultivo

externo.

Para el cultivo in vitro las cdpsulas de orquideas fueron obtenidas del jardin botanico
“Orquideas de Sarina” patente N° 005-2017-FLO-DPAP-MA (Anexo 1), emitida el 14

de febrero del 2017 en la ciudad de Quito.

Las especies cedidas con las que se realizd la investigacion fueron: Sobralia rosea y
Epidendrum schistochilum (cépsulas), y Epidendrum jamiesonis y Epidendrum
schistochilum (plantulas). La duracion de la investigacion fue de siete meses, iniciando
en mayo del 2016 y finalizando en Noviembre del 2016. Los primeros 4 meses fueron

empleados para la realizacion de pruebas quimicas sobre madera de balsa y el cultivo in
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vitro de semillas, mientras que el tiempo restante fue empleado en la elaboracion de

cultivos externos para la adaptacion de plantulas y su monitoreo.

2.2  Ensayos para la realizacion de las pruebas quimicas sobre aserrin de balsa

La madera de balsa usada para la experimentacion fue previamente fraccionada en un
molino (Edible Pulp Milling Machine DM-WP150I1) y separada por tamafios con la
ayuda de tamices nimero 16 (1,18mm), 20 (850um) y 25 (710um). El aserrin de balsa

empleado en las pruebas quimicas fue de tamafio 710um de tamiz namero 25.

La metodologia aplicada para las pruebas quimicas se desarroll6 en base a lo descrito
por Honorato-Salazar y Colaboradores (2015), incluyendo algunas modificaciones,
ademas de tomar en cuenta los métodos estandarizados provenientes de la Asociacion
técnica para la industria de la pulpa y el papel (Technical Association of the Pulp and

Paper Industry TAPPI).

2.2.1 Cenizas totales

Se usé la metodologia descrita por TAPPI (2006-2007): se pes6 1 g de aserrin de balsa
obtenida del tamiz ndmero 25 (710um) y se lo colocé dentro de un crisol previamente
tarado en estufa (Memmert) a 100°C. La muestra se coloco en la estufa a 60°C por 40
min y se tomd el peso del crisol con la muestra. Luego en la mufla (Thermo
SCIENTIFIC F48010) se coloco el crisol con aserrin y se mantuvo a una temperatura de
575°C durante 8 horas, controlando que no se genere llamas, para lo cual se aumento

gradualmente la temperatura desde los 100°C hasta llegar paulatinamente a los 575°C.

15



Transcurridas las 8 horas se esper0 a que se enfrie y se coloco la muestra en el desecador
por 1 hora para finalmente ser pesada nuevamente. Se realiz0 tres repeticiones del

ensayo.

2.2.2 Obtencion de material libre de extractos

En base al método de Honorato-Salazar y Colaboradores (2015): se usaron 16 g de
aserrin de balsa de tamafio 710um, los cuales fueron secados previamente en la estufa a
una temperatura de 105 °C durante 30 min. Posteriormente, se realizaron 2 extracciones
secuenciales en un equipo de destilacién Soxhlet por 5 horas (figura 1). La primera
extraccion fue de etanol-benceno con relacién 1-2 (v/v) y la segunda Unicamente de
etanol. En cada extraccién se utilizd 8 g de aserrin de balsa. Terminado el proceso, la
balsa se transfiri6 a un matraz Erlenmeyer y se afiadi6 500 mL de agua destilada
hirviendo para después ser mantenido en bafio maria a la temperatura de ebullicion
durante una hora. Para finalizar se realizd una filtracion al vacio y se dejo secar a

temperatura ambiente obteniendo un material libre de extractos.
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Equipo de destilacion Soxhlet

Muestra de aserrin de balsa

Etanol

Benceno

Figura 1. Proceso de extraccion de extractos en la muestra de aserrin mediante etanol-benceno (V/V)
Fotografia: Realizado por los autores (2016)

2.2.3 Ligninainsoluble

En base al método descrito por TAPPI (2006-2007): se utilizé un g de aserrin de balsa
libre de extractos el cual se lo colocd en un vaso de precipitacion de 400 mL y se afiadi
15 mL de acido sulfarico con una concentracion del 72%. Una vez mezclado se lo dejé
en bafio maria a una temperatura de 20°C durante 2 horas con agitacién cada 15 min
(figura 2). Transcurridas las 2 horas el contenido del vaso fue traspasado a un matraz
Erlenmeyer en el cual se colocd un volumen de 560 mL de agua destilada y se calento a
reflujo durante 4 horas. Al terminar, el contenido del matraz que se filtré al vacio fue
lavado con 100 mL de agua destilada caliente. Finalmente, el residuo se pesé y dejé

secar en la estufa a una temperatura de 105°C hasta que alcanzd un peso constante.
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Prueba de la cantidad de lignina insoluble presente en la balsa

Agitacion en bafio

Solucion de éacido
sulfirico al 72%
mas aserrin  de
balsa

Figura 2. Prueba de lignina insoluble para la determinacion de las pruebas quimicas en la madera de balsa
Fotografia: Realizado por los autores (2016)

2.2.4 Holocelulosa

En base al método de Honorato-Salazar y Colaboradores (2015): se destin6 2,5 g de
aserrin de balsa libre de extractos obtenidos mediante la extraccion con etanol. El aserrin
fue colocado en un matraz Erlenmeyer de 500 mL al que se le afiadiéo 80 mL de agua
destilada caliente, 80 mL de acido acético y un g de clorato de sodio. EI matraz fue
tapado con un vidrio reloj y se lo coloc6 en bafio maria a 75°C por una hora.
Transcurrido el tiempo se agregaron 0,5 mL de acido acético y un g de clorito de sodio,
estos fueron mezclados y mantenidos durante una hora a 75°C en bafio maria. Este
proceso se repitid cuatro veces, una vez por hora. La solucién se dejo enfriar con agua y
se filtr6 al vacio. El producto fue lavado con 120 mL de agua destilada, 80 mL de etanol
y 150 mL de acetona. Para finalizar, el producto filtrado se coloc6 en un crisol y se lo

llevé a la estufa a una temperatura de 105°C hasta que éste alcanz6 un peso estable.
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2.2.5 a-Celulosa

En base al método de Rowell y Colaboradores (2005, pags. 35-74) se colocaron 2 g de
material resultante de la prueba de holocelulosa en un vaso de precipitacion al cual se
afiadié 10 mL de hidroxido de sodio al 17,5% de concentracion y fue cubierto con un
vidrio reloj. Se colocé en un bafio maria a una temperatura de 20°C, se le agregé 5 mL
de hidréxido de sodio al 17,5% cada 5 min hasta alcanzar un total de 25 mL y se dejo en
reposo por 30 min. Se incorpord 33 mL de agua destilada y se dejo reposar una hora
antes de filtrar al vacio. El producto de la filtracion fue lavado con 100 mL de hidroxido
de sodio al 8,5% Yy agua destilada. Luego de filtrarlo, se afiadié 15 mL de &cido acético
al 10% durante 3 min. Finalizado el tiempo se lavo con agua destilada hasta alcanzar un
pH neutro y se continud con la filtracion al vacio. El producto fue secado en una estufa

a una temperatura de 105°C hasta que el peso reportado fue constante.

2.2.6  Hemicelulosas

En base al método de Honorato-Salazar y Colaboradores (2015): el célculo del
contenido de hemicelulosas fue obtenido a partir de la diferencia entre los valores

obtenidos en la prueba de holocelulosa y los obtenidos en la prueba de a-Celulosa.
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2.3  Ensayo para la realizacion de la prueba fisica sobre aserrin de balsa

2.3.1 Determinacion del porcentaje de humedad retenido por el aserrin

Teniendo los 4 tamafios de aserrin de balsa, se pesaron 5 g de cada uno y se los coloco
en un crisol previamente pesado. Se les afiadio 30 mL de agua destilada a cada crisol. Se
determind el porcentaje de humedad en condiciones normales (temperatura ambiente) y
en condiciones extremas, en donde los crisoles fueron ingresados a la estufa a una
temperatura de 80°C por 120 min. Una vez transcurrido el tiempo se coloco los crisoles
en el desecador por 2 horas y fueron pesados (Cerna, Determinacién del porcentaje de

humedad, 2016).

23.11 Tratamientos

Se emplearon 4 tratamientos:

Condiciones normales:

T1: 710pm de aserrin de balsa

T2: 850pm de aserrin de balsa

T3: 1,18mm de aserrin de balsa

T4: aserrin de balsa mayor a 2mm

Condiciones extremas:

T1: 710pm de aserrin de balsa
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T2: 850um de aserrin de balsa

T3: 1,18mm de aserrin de balsa

T4: aserrin de balsa mayor a 2mm

23.1.2 Variables

Variables independientes: Tamario del aserrin de balsa

Variables dependientes: Porcentaje de humedad retenida por el aserrin de madera de

balsa

2.3.1.3  Disefio experimental

Se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 1x4 con 3

repeticiones. Existieron 4 tratamientos para cada condicion.

Como unidad experimental se consideré cada crisol con aserrin de balsa. En total

existieron 24 unidades experimentales.

23.14 Andlisis estadistico

Se llevo a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) con pruebas de significancia de
Duncan al 5% para determinar si existio diferencia significativa entre los tamafios de

aserrin de balsa.
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2.4 Siembra in vitro

2.4.1 Especies experimentadas

Fueron empleadas dos especies, Sobralia rosea (Srl) y Epidendrum schistochilum (Es1).
Para la extraccion de las semillas se tomd céapsulas maduras y se realizd cortes
longitudinales a lo largo de estas para poder abrirlas. Las semillas fueron extraidas con
pequefios golpeteos sobre la capsula. Las semillas extraidas de cada capsula fueron
colocadas en sobres individuales elaborados a partir de papel filtro, los cuales se

etiquetaron con la codificacion de cada especie Cerna y Colaboradores (2014).

2.4.2 Prueba de viabilidad de las semillas de orquideas

Se us6 el método descrito por Machado-Neto y Colaboradores (2012): se tomé una
pequefia cantidad de semillas con una pinza, asegurandose de que existan al menos 100
semillas y se las colocd dentro de tubos eppendorf de 1,5 mL de capacidad. A cada
micro tubo se le afiadié una solucién de sucrosa al 10% y se la mantuvo a temperatura
ambiente por 24 horas. Trascurrido este tiempo, se extrajo la solucion de sucrosa con la
ayuda de una micropipeta evitando la pérdida de semillas. Luego se colocdé 1 mL de
solucion de tetrazolium al 1%, estos tubos fueron mantenidos durante 24 horas a una
temperatura de 40°C en bafio maria; posteriormente la solucion fue extraida y
reemplazada con 1 mL de agua destilada, inmediatamente se realiz6 el conteo de
semillas con un estéreo - microscopio. Las semillas que se tornaron color rosa (figura 3)

son las que se consideraron como viables.
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Prueba de viabilidad de las semillas de orquideas

A B |

Figura 3. A) Muestras con reaccion negativa a la prueba tetrazolium B) Muestras con reaccion negativa a
la prueba tetrazolium C) semilla tinturadas con tetrazolium sobre porta objetos.
Fotografias: Realizado por los autores (2016)

2.4.3 Protocolo de desinfeccion de las semillas

De acuerdo al método descrito por Cerna y Colaboradores (2016, pag. 14), este
protocolo se realizd sobre las semillas que presentaron el mayor porcentaje de
viabilidad. Se lo llev6 a cabo en la cdmara de flujo (figura 4) y se utiliz6 jeringas de 10
mL de capacidad en donde se introdujeron las semillas. Para empezar se tom6 una
solucidon de hipoclorito de sodio al 3% con la jeringuilla y se la mantuvo durante 4 min
con una agitacion constante. Al finalizar el tiempo se elimino la solucion de hipoclorito

y se lavé con agua destilada dos veces.

Posteriormente, se utilizd alcohol al 70% en la misma jeringuilla y se mantuvo por un
lapso de 1 min con agitacion permanente. Se elimin6 el contenido de alcohol y se lavd

con agua destilada tres veces.

Para finalizar la parte superior de la jeringuilla fue cortada para dejar al descubierto las

semillas desinfectadas listas para ser sembradas.
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Protocolo de desinfeccion de las semillas de orquideas
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|

Fotografia: Realizado por los autores (2016)

2.4.4 Preparacion de medios de cultivo con particulas de balsa de 850um y 710um

Para preparar el medio de cultivo se utilizd como base particulas de balsa al 7% (850 um
0 710um) en reemplazo del agente gelificante. A esta base se le afiadié una solucion de
sales minerales MS (tabla 1), sacarosa (30 g/L) como fuente de carbono, vitaminas y
carbdn activado (2g/L), ajustando a un pH de 5,7 mediante el uso de HCI o NaOH 0,1

M.

En tubos de ensayo de 25 mL (16,5x 2cm) se colocd 0,7g de particulas de balsa, se le
afiadié la solucion de MS con sacarosa y carbon activado, luego el tubo fue sellado con
una tapa de papel aluminio y sellada con plastico de embalaje. Posteriormente los tubos
fueron autoclavados a 120°C, durante 15 min a 1,5 atm (Autoclave vertical-Linha AV

modelo AV-50).

24




Tabla 1.
Cantidades de reactivos para la preparacion de un litro de medio de cultivo MS

Solucion Reactivo Cantidad de Reactivo (g) Para preparar 1 litro
NH4NO3 0,33
Stock 1 200 mL
KNO3 0,38
MgS0O4.7H20 0,0181
MnSQO4.H20 0,0017
Stock 2 100 mL
ZnS04.7H0 0,86
CuS04.5H,0 0,00025
CaCl,.2H20 0,0332
Stock 3 KI 0,0083 100 mL
CoCl,.6H20 0,00025
KH2POq 0,17
Stock 4 H3BO3 0,062 100 mL
Na;Mo004.2H20 0,0025
FeS04.7H.0 0,2784
Stock 5 100 mL
Na, EDTA 0,3724
Mioinositol 0,25 100 mL
Glicina 0,04 200 mL
Vitaminas  Acido Nicotinico  0,0025 50 mL
Piridoxina 0,0025 50 mL
Tiamina 0,005 50 mL
Fuente de Sacarosa 304¢
carbono
Gelificante  Agar 8¢

Nota: Tabla en base a Roca y Mroginski, (1991, pag. 31)
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2.4.5 Siembra in vitro de semillas de Sobralia rosea y Epidendrum schistochilum

Método descrito por Cerna y Colaboradores (2014, pag. 10), el procedimiento se lo
realizd en la camara de flujo laminar desinfectada, con la presencia de un mechero de
alcohol para que exista una mayor asepsia. En este ambiente se abren los tubos de
ensayo con el medio de cultivo, con la ayuda de una espatula se compacta la balsa
formando una superficie plana en bisel de 45° aproximadamente, se tomd las semillas
desinfectadas previamente en una jeringa, con la ayuda de una pinza punta fina se las
inoculd sobre la balsa. Luego se sell6 los tubos con el tapdn de papel aluminio flameado
y se cubrid con plastico de embalaje empezando de esta manera la experimentacion

(Anexo 2).

Los tubos de ensayo (figura 5) sembrados fueron colocados durante 12 horas a 4°C en
oscuridad absoluta, para luego ser enviados al cuarto de crecimiento con luz artificial

permanente y temperatura de 25°C, con un foto periodo de 12 horas luz.

Los resultados obtenidos fueron tomados a los 40 dias de experimentacion. Se lo realizé
mediante la determinacion de la cantidad de semillas germinadas con la ayuda de un
estéreo microscopio. El porcentaje de germinaciéon de cada tratamiento se obtuvo a
través de la relacion entre la cantidad de semillas que germinaron y la cantidad de

semillas sembradas por 100.
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Siembra in vitro de semillas de orquideas

Al Semillas
Semillas ] de
de Sobralia
Sobralia rosea
rosea
Balsa de Balsa de
850 um 850 pum
sin con
carbon carbon
activo activo

Figura 5. A) Tubo de ensayo con balsa sin carb6n activo y B) Tubo de ensayo con balsa con carbon activo
Fotografia: Realizado por los autores (2016)

2.4.6 Tratamientos empleados para la siembra in vitro

Se aplicaron 13 tratamientos:

T1: Particulas de balsa 850 um, 7 mL de MS, con carbén activado.

T2: Particulas de balsa 850 um, 8 mL de MS, con carbén activado.

T3: Particulas de balsa 850 um, 9 mL de MS, con carbén activado.

T4: Particulas de balsa 850 um, 7 mL de MS.

T5: Particulas de balsa 850 um, 8 mL de MS.

T6: Particulas de balsa 850 um, 9 mL de MS.

T7: Particulas de balsa 710 um, 7 mL de MS, con carbén activado.
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T8: Particulas de balsa 710 um, 8 mL de MS, con carbdn activado.

T9: Particulas de balsa 710 um, 9 mL de MS, con carbdn activado.

T10: Particulas de balsa 710 um, 7 mL de MS.

T11: Particulas de balsa 710 um, 8 mL de MS.

T12: Particulas de balsa 710 um, 9 mL de MS.

Como testigo (TO) se utilizé un medio de cultivo MS comercial con agar (8g/L) y carbén

activado (2g/L) para cada tratamiento.

2.4.7 Variables

Variables independientes: Tamarfio de aserrin de balsa, volumen de MS y la presencia o

ausencia de carbon activado.

Variable dependiente: Porcentaje de germinacion

2.4.8 Disefio experimental

Se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 2x3x2+1 con 3
repeticiones de cada tratamiento (tabla 2) para cada especie de orquidea. En total se tuvo
12 tratamientos por especie, incluido un testigo positivo; que en este caso fueron medios

de cultivo con agar comercial y carbdn activado.
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Tabla 2.
Disefio experimental para siembra de orquideas sobre aserrin de balsa

Especie Tamario Volumen de MS acé?ir\f)a%r:) Tratamiento

850 pm 7 mL Presente T1
Ausente T2
8 mL Presente T3
Ausente T4
9mL Presente T5
Sobralia rosea Ausente T6
10pm 7 mL Presente T7
Ausente T8
8 mL Presente T9

Ausente T10

9mL Presente T11

Ausente T12
Testigo TO
850 um 7 mL Presente T1
Ausente T2
8 mL Presente T3
Ausente T4
9mL Presente T5
Epidendrum Ausente T6
schistochilum 710pm 7mL Presente T7
Ausente T8
8 mL Presente T9

Ausente T10

9mL Presente T11

Ausente T12
Testigo TO

Nota: Realizado por los autores (2016)
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Como unidad experimental fue considerado cada tubo de ensayo de 25 mL de volumen
total con medios de cultivo inoculados con aproximadamente 100 semillas de orquidea.

En total se utilizaron 78 unidades experimentales.

2.4.9 Analisis estadistico

Se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) con pruebas de significancia de

Duncan al 5% para determinar las variables que presentaron diferencias significativas.

2.5  Adaptacion a cultivo ex vitro

2.5.1 Elaboracion de sustratos para adaptacion y cultivo externo de orquideas

Los sustratos con los que se experimento fueron elaborados con fragmentos de madera
de balsa de tamafio entre 1,18 y 5mm. Ademas se usaron sustratos de fibra de coco con
pequefias piedras pomez y sustratos a base de Sphagnum y trozos de madera de pino,
gue son empleados tipicamente para la adaptacion de plantulas de especies de orquideas

en general.

2.5.2 Adaptacion en recipientes plasticos

Se dispuso recipientes plasticos de polipropileno de 12 cm de didmetro y una altura de 9
cm, de volumen 1017cc. En la base de cada recipiente se colocé una capa de piedras
pomez estériles de 113 cc (25%), estas piedras fueron humedecidas con agua mediante

un aspersor hasta que se formé una capa de agua en la base del recipiente.
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Posteriormente se coloc6 un volumen de 339 cc (75%) de fragmentos de balsa por
encima éstas piedras alcanzando una altura de 3 cm aproximadamente. EIl sustrato fue
humedecido con 50 mL de agua potable hasta que la madera quedd saturada. Las
plantulas de Epidendrum jamiesonis y Epidendrum schistochilum fueron extraidas de los
tubos de ensayo y colocadas dentro de agua a 30°C para retirar la totalidad de los restos
de agar adheridos a las raices. Posteriormente las plantulas se sumergieron dentro de una
solucion antifungica de Captan 5g/L de agua durante 30 segundos antes de ser
sembradas sobre los sustratos. Se colocaron 6 plantulas por cada recipiente. Para
finalizar se sell6 con otro recipiente de iguales dimensiones, a éste se le realiz6 de 3 a 6
pequerios orificios en la base. La unidn entre ambos recipientes fue asegurada con cinta

plastica de embalaje (figura 6).

Adaptacion de las orquideas en el sustrato de balsa

Plantulas de Epidendrum jamiesonis

Sustrato a base de balsa

Figura 6. Sustrato elaborado a base de balsa en recipientes plasticos
Fotografia: Realizado por los autores (2016)

En el caso de sustratos de fibra de coco (figura 7) se utiliz6 como base 113 cc de
pequefias piedras pomez (25%). Estas fueron humedecidas hasta formar una pequefia

capa de agua en la base del recipiente. Se colocé 339 cc de sustrato (75%).
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Adaptacion de orquideas en el sustrato de fibra de coco

Sustrato elaborado a partir
de fibra de coco

Plantulas de Epidendrum
schistochilum

Figura 7. Sustrato elaborado a partir de fibra de coco en recipientes plasticos
Fotografia: Realizado por los autores (2016)

Para los sustratos elaborados con Sphagnum (figura 8) se sustituy6 la base de piedras
caliza por 113cc de trozos de corteza de pino (25%) y se colocd un volumen de 339 cc
de sustrato (75%). Los recipientes con plantulas se colocaron dentro de un cuarto de

crecimiento con luz artificial las 24 horas del dia y una temperatura de 25°C.

Adaptacién de orquideas en el sustrato de Sphagnum
Plantulas de Epidendrum

schistochilum

Sustrato  elaborado con
Sphagnum

Figura 8. Sustrato elaborado a partir de Sphagnum en recipientes plasticos
Fotografia: Realizado por los autores (2016)
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2.5.3 Tratamientos

Se realizaron 6 tratamientos:

T1: Epidendrum jamiesonis en sustrato de fibra de coco con piedra pomez

T2: Epidendrum jamiesonis en sustrato de Sphagnum con trozos de pino

T3: Epidendrum jamiesonis en sustrato de madera de balsa con piedras estériles

T4: Epidendrum schistochilum en sustrato de fibra de coco con piedra pomez

T5: Epidendrum schistochilum en sustrato de Sphagnum con trozos de pino

T6: Epidendrum schistochilum en sustrato de madera de balsa con piedras estériles

Para cada tratamiento se elaboraron 5 recipientes como se visualiza en la tabla 3.

2.5.4 Variables

Variables independientes: Tipo de sustrato y especies de orquideas

Variable dependiente: Promedio de crecimiento longitudinal del tallo

2.5.5 Disefio experimental

Se aplico un Disefio experimental completamente al azar (DCA) con arreglo factorial

3x2, con un total de 5 repeticiones de cada unidad experimental. Se tom6 como unidad
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experimental cada capsula formada por la union de 2 recipientes plasticos

(polipropileno) con 6 plantulas sembradas.

-IIE-?(s)uIZn?é experimental de adaptacion de plantulas en recipientes plasticos cerrados
Sustrato Especie Tratamiento

Fibra de coco Epidendrum jamiesonis  T1

Madera de balsa T2

Sphagnum T3

Fibra de coco Epidendrum T4

schistochilum T5

Sphagnum T6

Madera de balsa

Nota: Realizado por los autores (2016)

2.5.6 Anadlisis estadistico

Se llevé a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) con pruebas de significancia de

Duncan al 5% para determinar las variables que presentaron diferencias significativas.

2.5.7 Evaluacion

Los resultados obtenidos fueron tomados a los 60 dias de experimentacion. Se lo realiz6
mediante la determinacion del crecimiento de cada plantula. Para esto se realiz6 una
diferencia entre la longitud del tallo transcurridos 60 dias de adaptacion y la longitud del
tallo al momento de la siembra sobre los sustratos, de lo cual se obtuvo un promedio de

crecimiento de cada unidad experimental.
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2.6 Mantenimiento

2.6.4 Riego

El riego de las plantas no fue sometido a estudio pero presentd variaciones de acuerdo al
sustrato. Cada riego independiente del tipo de sustrato se lo realizé con 20 mL de agua.
La frecuencia con que se regaron las plantas se determind basandose en el aspecto del
sustrato, visualizando la base del recipiente para constatar la presencia o ausencia de
agua. En el sustrato comercial de fibra de coco se determiné que el riego se dé cada 15
dias. Para el caso de los sustratos de madera de balsa los riegos se produjeron cada 21
dias mientras que en los sustratos de Sphagnum el riego se debid dar cada 9 dias. Los

riegos fueron dados independientemente de la especie de orquidea sembrada.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

3.1 Distribucion de la balsa en Ecuador

La balsa se encuentra distribuida por todo el Ecuador, principalmente en las regiones de
la costa, Amazonia y Galapagos, en las provincias de Esmeraldas, Guayas, Manabi, Los
Rios, Pastaza, Napo, Zamora Chinchipe, Sucumbios, Morona Santiago, Orellana, Napo.
También se presenta en la regién de la sierra en Imbabura y Pichincha a una altura

méaxima de 1800m.s.n.m (Trépicos, 2017).

3.2 Pruebas Quimicas

3.2.1 Cenizas Totales

Los porcentajes de cenizas totales de cada repeticion fueron mas o menos constantes

presentando un promedio de 0,5183 % como se detalla en la tabla 4.

Tabla 4.
Porcentaje de cenizas totales

Peso crisol  Peso crisol ~ Peso crisol con Peso de crisol  Porcentaje de

Crisol (9) seco (g) muestra (g) final (g) cenizas
1 22,4721 22,4695 23,4376 22,4744 0,5061
2 21,6853 21,6827 22,6942 21,6881 0,5339
3 22,5136 22,5088 23,4606 22,5137 0,5148
Promedio 0,5183

Nota: Realizado por los autores (2016)
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3.2.2 Ligninainsoluble

En este ensayo se determino que el porcentaje de lignina insoluble presente en la madera
de balsa es de 24,83%. La operacion realizada para obtener este valor se presenta a

continuacion:

Peso final del crisol — Peso crisol vacio

% lignina = - - - .
Peso de crisol con muestra libre de extractos — peso crisol vacio

* 100

23,6391
*
24,4466

% lignina insoluble =

% lignina insoluble = 24,83

Los valores obtenidos durante el experimento se demuestran en la tabla 5.

Tabla 5.
Pesos de crisol con muestra a 105°C en funcidn del tiempo para determinar lignina
insoluble

Tiempo Temperatura Peso final del
(min) (°C) crisol (9)

0 105 24,4466

15 105 24,2354

30 105 24,0253

45 105 23,8645

60 105 23,7328

90 105 23,6438

105 105 23,6393

120 105 23,6391

Nota: Realizado por los autores (2016)
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3.2.3 Holocelulosa

En la prueba para la determinacion de Holocelulosa, se encontrd que la madera de balsa
tiene un porcentaje del 82,83 %. Los valores obtenidos durante el experimento se

demuestran en la tabla 6.

La operacion realizada para calcular el porcentaje de Holocelulosa fue la siguiente.

Peso final del crisol

100

% Holocelulosa = , ,
Peso de crisol con muestra libre de extractos

24,8652
*
30,0212

% Holocelulosa =

% Holocelulosa = 82,83

Tabla 6.

Pesos de muestras en funcidn del tiempo para determinar Holocelulosa

Tiempo (min) Temperatura (°C)  Peso final del
crisol (9)

0 105 30,0212

15 105 27,6166

30 105 25,0760

45 105 24,8853

60 105 24,8708

75 105 24,8656

90 105 24,8652

Nota: Realizado por los autores (2016)
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3.24 a—Celulosa

En la prueba de a—Celulosa, se determiné que la madera de balsa tiene un porcentaje del

41,88 %. Los valores obtenidos durante el experimento se demuestran en la tabla 7.

Tabla 7.

Pesos de muestras en funcién del tiempo para determinar a-Celulosa
Tiempo Temperatura Peso final del

(min) (°C) crisol (9)

0 105 27,6784

15 105 26,8635

30 105 25,9267

60 105 24,2579

120 105 24,1345

240 105 24,1092

Nota: Realizado por los autores (2016)

La operacion realizada para el calculo de a-Celulosa fue la siguiente:

% a — Celulosa

Peso final del crisol — Peso crisol vacio
* 100

Peso de crisol con muestra libre de extractos — Peso crisol vacio

24,1092 — 21,5377
*
27,6784 — 21,5377

% a — Celulosa =

% a — Celulosa = 41,88
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3.2.5 Hemicelulosa

El célculo del porcentaje de Hemicelulosa, se determiné mediante la diferencia entre los

valores obtenidos de Holocelulosa y a-celulosa.

% Hemicelulosas = % Holocelulosa — % < —Celulosa

% Hemicelulosas = 82,83 — 41,88

% Hemicelulosas = 40,95

La sintesis de los resultados de los analisis quimicos de la madera de balsa del presente
estudio, se compar6 con los resultados obtenidos en el estudio de Honorato-Salazar

(2015, pag. 135) y el estudio de Fonseca (2006, pag. 112) se muestran en la tabla 8.

Tabla 8.
Valores promedio de compuestos quimicos en madera de balsa
Compuesto Porcentaje
Honorato-
Carlozama A. & Salas  Salazary Fonseca (2006, pag.
P. (2016) colaboradores 112)
(2015, pag. 135)
Cenizas totales 0,51 0,49 0,35
Lignina 24,83 23,02 28,22
insoluble
Holocelulosa 82,83 81,99 -
o celulosa 41,88 40,30 -
Hemicelulosa 40,95 41,67 -

Nota: Realizado por los autores (2016)
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3.2.6 Discusion

En este estudio los resultados de las pruebas quimicas mostraron porcentajes de lignina
insoluble de 24,82%. En el trabajo presentado por Honorato-Salazar (2015, pag. 135), la
madera de balsa presenta un porcentaje de lignina de 23,02% mientras que los resultados
presentados por Fonseca (2006, pag. 89) en su estudio sobre la madera de pino indica
porcentajes similares a esta investigacion con un total aproximado de lignina de 28,22%.
La lignina en la madera confiere una proteccion fisica a la celulosa y hemicelulosa
contra el ataque enzimatico de bacterias y hongos (Papinutti, Diorio, & Forchiassin,
2003, pag. 16), es decir disminuye o evita la pudricion de la madera, esto indica que

ambas especies pueden disminuir la pudricion gracias a este componente.

En la investigacion expuesta por Fonseca (2006, pag. 28) se indica que la holocelulosa
se encuentra en mayores cantidades en maderas duras que en maderas blandas y se las
conoce como hidratos de carbono. En el estudio de Honorato-Salazar (2015, pag. 135) el
porcentaje de holocelulosa en la madera de balsa es de 81,99% vy en la investigacién
presentada por Bernabé-Santiago (2003, pag. 24) el porcentaje de holocelulosa en la
madera de Pinus oocarpa es de 74,7% siendo esta especie utilizada como sustrato para
cultivo externo de orquideas. La madera de balsa es una madera blanda, ésta presentd
una cantidad de 82,83% de holocelulosa es decir que este porcentaje representa la fuente
de energia de la balsa y esta puede servir para las plantulas de orquideas, en
comparacion con la especie de pino anteriormente mencionada, la balsa puede ser

utilizada como sustrato con mejores resultados.
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La a-Celulosa es una subdivision de la homocelulosa conocida como celulosa noble,
mientras que la hemicelulosa cumple la funcion de ser el intermediario entre la celulosa
y la lignina, se cree que comprende entre el 15-30% de la pared celular de la madera
(Fonseca, 2006). En este estudio se presentaron valores de 41,8763% para a-Celulosa y
40,9491% para hemicelulosa mientras que en el estudio realizado por Honorato-Salazar
(2015, pag. 135) el porcentaje es de 40,30 y 41,67% respectivamente, resultados

similares a la presente investigacion.

La variacion de los resultados presentados en esta investigacion con respecto a la
investigacion de Honorato-Salazar y Colaboradores (2015), pueden deberse a factores
como la altitud de cada pais, factores ambientales, y los distintos cambios realizados en
la metodologia, ademas, de errores provocados en la experimentacion. Con respecto al
estudio de Fonseca (2006), la balsa presenta diferentes caracteristicas morfoldgicas y
fisioldgicas respecto al pino, sin embargo los porcentajes de los componentes analizados

son similares.

3.3 Pruebas fisicas

3.3.1 Porcentaje de humedad

3.3.11 Condiciones normales

En el analisis ANOVA (tabla 9) para la determinacion de humedad del aserrin de
madera de balsa en condiciones normales indican que el tamafio de aserrin es una fuente

de variacion de alta significancia con un coeficiente de variacion de 1,22.
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Tabla 9.
Anova para el porcentaje de humedad en condiciones normales

Fuente de variacion  Suma de Grados Cuadrado Valor Valor de

cuadrados de medio de F P
libertad
Modelo 42,14 3 14,05 53,15  <0,001 **
Tamafio de aserrin 42,14 3 14,05 53,15 <0,001 **
Error 2,11 8 0,26
Total 44,25 11

Cv=122
Nota: Realizado por los autores (2016)

La prueba de Duncan al 5% para el porcentaje de humedad retenido por la madera de
balsa en condiciones normales (tabla 10) indica que entre el tamafio de entre 1,18 mm y
mayores a 2 mm no presenta diferencia significativa y se ubican en el primer rango de
significancia. El tamafio 850 um y 710 pm se ubican en el segundo rango y no presentan
diferencia significativa entre estos.

Tabla 10.

Prueba de Duncan al 5% para el porcentaje de humedad en de la balsa en condiciones
normales

Tratamiento Tamafio de aserrin Medias (%) Rangos
T4 >2 mm 44,44 A

T3 1,18mm 43,65 A

T2 850 um 40,51 B
T1 710pum 40,19 B

Nota: Realizado por los autores (2016)
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3.3.1.2 Condiciones extremas

En el analisis ANOVA (tabla 11) para la determinacion de humedad del aserrin de
madera de balsa en condiciones extremas indican que el tamafio de aserrin es una fuente

de variacion de alta significancia con un coeficiente de variacion de 3,78.

Tabla 11.
Anova para el porcentaje de humedad en condiciones extremas

Fuente de variacion  Suma de Grados Cuadrado Valor Valor de

cuadrados de medio de F P
libertad
Modelo 18,67 3 6,22 16,04  <0,001 **
Tamafio de aserrin 18,67 3 6,22 16,04 <0,001 **
Error 3,10 8 0,39
Total 21,77 11

Cv=3,78
Nota: Realizado por los autores (2016)

En la tabla 12 se muestra la prueba de Duncan al 5% para el porcentaje de humedad
retenido por la madera de balsa en condiciones extremas en donde se observa que el
tamafio de particulas de entre 1,18 mm y mayores a 2 mm no presenta diferencia
significativa y se ubican en el primer rango de significancia. El tamafio 850pum y 710um

no presentan diferencia significativa y se ubican en el segundo rango de significancia.
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Tabla 12.
Prueba de Duncan al 5% para el porcentaje de humedad en de la balsa en condiciones
extremas

Tratamiento Tamario de aserrin Medias (%) Rangos
T4 >2mm 17,95 A

T3 1,18mm 17,51 A

T2 850 um 15,33 B
T1 710pum 15,19 B

Nota: Realizado por los autores (2016)

En condiciones extremas, el aserrin de tamafio mayor retenido en el tamiz nimero 16, es
decir los trozos de entre 2 y 5 mm, son los que retuvieron en mayor cantidad la humedad
con un 17,95%. Le sigue el aserrin de tamafio 1,18mm con porcentaje de humedad de
17,51%. Finalmente, el aserrin de tamafio 710 um con un porcentaje de 15,33% Yy el de
850 um con 15,19% de retencion de humedad. Se observa que la retencién de humedad
es directamente proporcional tamarfio de aserrin, es decir que a mayor tamafio de aserrin
mayor retencién de humedad presenta.

Tabla 13.

Porcentaje de humedad promedio para distintos tamafios de aserrin de balsa en
condiciones normales y condiciones extremas

Tratamiento Tamario de Porcentaje de humedad Porcentaje de humedad

aserrin condiciones normales condiciones extremas
T4 >2mm 44,44 17,95
T3 1,18mm 43,65 17,51
T2 850 um 40,51 15,33
T1 710um 40,19 15,19

Nota: Realizado por los autores (2016)

En funcion de estos resultados (tabla 13), para la elaboracion de sustratos para el cultivo

ex vitro y adaptacion de las plantulas se empleé el aserrin de tamafio entre 2 y 5 mm. Por
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que retienen mejor la humedad y compactan el sustrato dando mayor soporte a las

plantulas

3.3.2 Discusion

En la investigacion presentada por Acosta-Duran y Colaboradores (2008, pag. 103), se
sefiala que el aserrin de madera puro usado como sustrato retiene gran cantidad de
humedad siendo esto un problema para las especies sembradas en el mismo, debido a
dificultades que suelen presentarse. En el aserrin de la madera de balsa los porcentajes
de retencion de humedad vienen dados en relacién directa a su tamafio. Mientras mayor
es el tamafio del aserrin, mayor serd la capacidad de retencion de agua, es por este
motivo la balsa de tamafo entre 2 y 5 mm se utilizé6 como sustrato de cultivo externo y
la balsa de tamafio 850 um y 710um para el cultivo in vitro. En el trabajo presentado por
(Muhoz, 2007, pag. 4) se menciona que un sustrato adecuado corresponde a aquel que
tiene un 20 o 30% de agua facilmente disponible. En el sustrato de madera de balsa los
porcentajes de humedad superan notoriamente el 30%, alcanzando un 44,44% en el
tamafo de aserrin >2mm y un 40,19% en el tamafio de aserrin de 710 um, debido a esta
propiedad la balsa presenta un alto potencial como sustrato in vitro y ex vitro para la

siembra y adaptacién de orquideas.

La balsa expuesta a condiciones extremas brinda un resultado real de la cantidad de
humedad retenida. En condiciones normales, permite conocer la cantidad de tiempo que

la balsa retiene humedad en condones ambientales.
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La variacion entre la cantidad de humedad retenida entre cada tamafio de particula de

balsa es directamente proporcional a su tamafio.

3.4 Andlisis de viabilidad de semillas de orquideas

En este ensayo se determind mediante la prueba de Tetrazolium que las semillas usadas

para el experimento tenian un alto grado de viabilidad (figura 9), asi:

Sobralia rosea 92,36 %y

Epidendrum schistochilum 92,44% de viabilidad.

En la tabla 14 se detallan los valores obtenidos.

Tabla 14.
Porcentajes de viabilidad de semillas de especies de orquideas

Porcentaje de

Especie Total Viables No Viables viabilidad (%)
Sobraliarosea 151 136 15 90,06
269 255 14 94,79
103 95 8 92,23
Media 92,36
Epidendrum 138 131 7 94,92
schistochilum 174 158 16 90,80
143 131 17 91,60
Media 92,44

Nota: Realizado por los autores (2016)
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Analisis de viabilidad de las semillas de orquideas

Semilla tinturada debido a la reaccion
positiva de la prueba de tetrazolium

-

Figura 9. Semillas con reaccidn positiva al Tetrazolium vistas al microscopio 10X.
Fotografia: Realizado por los autores (2016)

3.5 Germinacion in vitro de semillas de orquidea

Los porcentajes de la germinacion presentados a continuacion estan dados en funcion de

las 2 especies utilizadas, Sobralia rosea y Epidendrum schistochilum.

3.5.1 Porcentaje de germinacion de semillas de Sobralia rosea

En relacion al ensayo para evaluar los distintos tratamientos y sus efectos en la
germinacion de las semillas de orquideas se obtuvieron resultados que se detallan en la

Tabla 15.
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Tabla 15.
Porcentajes de germinacion en semillas de Sobralia rosea

Tratamiento Porcentaje de germinacion
Repeticion
1 2 3

T0 91,54 90,3 89,3
T1 74,2 75,31 74
T2 59,6 60,3 59,2
T3 75,9 74,3 74,1
T4 63,11 63,55 61,4
T5 86,93 85,2 86,8
T6 65,25 65,5 63,2
T7 77,11 75,2 74,25
T8 58,7 62,98 60,3
T9 78,5 76,21 75,2
T10 65,23 64,85 63,25
T11 87,5 86,21 88,9
T12 64,5 63,95 65,32

Nota: Realizado por los autores (2016)

En el analisis ANOVA (Tabla 16), muestra que el volumen de MS y la presencia o no de
carbon activado son fuentes con una alta significancia estadistica. Ademéas de la
interaccion entre MS y el carbon activado. El contraste entre los tratamientos utilizados
sobre aserrin de balsa y el testigo positivo también presenta una alta significancia. El
tamafio del aserrin es una fuente de variacién significativa, mientras que las
interacciones entre el tamafio de aserrin-carbon activado; tamafio de aserrin-volumen de
MS vy la interaccion triple entre el tamafio de aserrin-volumen de MS y Carbon activado
fueron no significativas, es decir que no presentan influencia alguna sobre el porcentaje

de germinacion de semillas mostrando un coeficiente de variacion de 1,71.
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Tabla 16 .
Anova para el porcentaje de germinacion en semillas de Sobralia rosea

Fuente de variacion  Suma de Grados Cuadrado Valor Valor de

cuadrados de medio deF P
libertad

Modelo 40,8397 12 340,33 222,34 <0,001
Tratamiento 40,8397 12 340,33 222,34 <0,001
Tamafio de aserrin 11,46 1 11,46 7,49 0,0121 *
MS 434,70 2 217,35 142,05 <0,001 **
Carbodn activado 2427,70 1 2427,70 1586,73 <0,001 **
Tamaiio de aserrin 2,36 2 1,18 0,77 0,4791 ns
*MS
Tamafio de aserrin 0,53 1 0,53 0,34 0,5644 ns
*Carbon activado
MS*Carbon activado 166,45 2 83,22 54,39 <0,001 **
Tamafio de aserrin 0,72 2 0,36 0,23 0,7941 ns
*MS*Carbon
activado
Tratamientos vs. 1040,05 1 1040,05 679,48 <0,001 **
Testigo
Error 39,80 26 1,53
Total 4123,76 38
Ccv=171

**= altamente significativo al 5%
*=significativo

Ns= nada significativo

Nota: Realizado por los autores (2016)

La prueba de Duncan al 5% para la interaccion de los tratamientos en la germinacion de
semillas de Sobralia rosea (Tabla 17) establece 5 rangos de significancia. Las
interacciones que mayor media de germinacion presentaron fueron los tratamientos T11
y T5 que se ubicaron en el primer rango, con un promedio de 87,34% para el tratamiento
11y 86,31% para el tratamiento 5. Estos tratamientos fueron los que se utilizaron carbon

activado con un volumen de MS de 9 mL, independientemente del tamario de aserrin.
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En el segundo rango se ubicaron los tratamientos con medias que van desde el 74,50 %
en T1 hasta el 76,64% parta el T9. Ademas se incluyen el T7 y T3. En el caso de los
tratamientos con el rendimiento mas bajo, T8 y T2, los cuales se ubican en el quinto
rango. ElI T8 comparte el cuarto y quinto rango de significancia. Estos 2 tratamientos
fueron en los que se utilizaron el menor volumen de MS y se prescindio del uso de
carbdn activado dentro de los 2 tamafios de aserrin. La media de germinacion de T8 fue

de 60,69% mientras que en el T2 de 59,70%.

Tabla 17.
Prueba de Duncan al 5% de las interacciones de los tratamientos para la germinacion
de semillas de Sobralia rosea

Tratamiento Tamafio  Volumen  Carbén  Medias Rangos

de aserrin de MS activado (%)
T11 710pum 9mL Presente 87,54 A
T5 850 um 9mL Presente 86,31 A
T9 710pum 8 mL Presente 76,64 B
T7 710pum 7 mL Presente 75,52 B
T3 850 pm 8 mL Presente 74,77 B
T1 850 um 7 mL Presente  74.50 B
T6 850 um 9mL Ausente 64,65 C
T12 710pum 9mL Ausente 64,59 C
T10 710pm 8 mL Ausente 64,44 C
T4 850 pm 8 mL Ausente 62,69 C D
T8 710pum 7 mL Ausente 60,69 D E
T2 850 um 7mL Ausente 59,70 E

Nota: Realizado por los autores (2016)

La prueba de Duncan al 5% (Tabla 18) para el volumen de MS utilizado en la

elaboracion de medios de cultivo genera 3 rangos para los 3 volumenes experimentales.
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El primer rango de significancia lo ocupa el volumen de 9 mL con una media de
germinacion de 75,77%. En el segundo rango se encuentra el volumen de 8 mL con una
media de 69,63% de germinacion para dejar en el Gltimo rango al volumen de 7 mL con

un porcentaje de germinacion promedio de apenas 67,60%.

En el caso de las fuentes de variacion altamente significativas (**) se encuentra el
Volumen de MS y la presencia o ausencia de carbon activado. En el caso de las
interacciones, el volumen de MS junto con la presencia de carbon activado fue la unica
que presentd una alta significancia (tablal6).

Tabla 18.

Prueba de Duncan al 5% para el volumen de MS utilizado en los tratamientos para la
germinacion de semillas de Sobralia rosea

Volumen de MS Medias (%) Rangos

9mL 75,77 A

8 mL 69,63 B

7 mL 67,60 C

Nota: Realizado por los autores (2016)

Para la presencia o ausencia de carb6n activado (Tabla 19) se muestra que existen dos
rangos significativos, en el primer rango se ubica a los tratamientos que se les afiadio
carbon activado con una media de 79,21% de germinacion, mientras que los medios en
los que se prescindi6 del carbon activado la media de germinacion presentada fue de
62,79%. Esto evidencia que existe una marcada diferencia a favor del uso de carbén

activado dentro de los medios de cultivo.
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Tabla 19.
Prueba de Duncan al 5% para la presencia o ausencia de carbdn activado utilizado en
los tratamientos para la germinacion de semillas de Sobralia rosea

Carbon activado Medias (%) Rangos
Presente 79,21 A
Ausente 62,79 B

Nota: Realizado por los autores (2016)

En cuanto a la interaccion maés significativa (Tabla 20), volumen de MS junto con
carbén activado, se muestran 4 rangos de significancia. El primer rango es para los
medios de cultivo en los que se utiliz6 9 mL de MS con carbon activado, teniendo una
media de germinacién del 86,92%. EIl segundo rango lo comparten los tratamientos en
los que se tuvo 8 y 7 mL de MS con unas medias de germinacion de 75,70 y 75,01 %
respectivamente.

Tabla 20.

Prueba de Duncan al 5% de la interaccion Volumen de MS - Carbon activado en los
tratamientos para la germinacion de semillas de Sobralia rosea

Volumen de MS Carbon activado ~ Medias (%) Rangos

9mL Presente 86,92 A

8 mL Presente 75,70 B

7mL Presente 75,01 B

9mL Ausente 64,62 C

8 mL Ausente 63,57 C

7 mL Ausente 60,18 D

Nota: Realizado por los autores (2016)

Los ultimos 2 rangos de significancia fueron para los tratamientos en los que no se

utiliz6 carbdn activado, en el tercer rango se encuentran los tratamientos con volimenes
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de 9 y 8 mL, para dejar al final el rango en el que se us6 7 mL de MS sin carbon

activado.

Los resultados muestran que existe una relacion directa entre la cantidad de MS
empleado en la elaboracion de medios de cultivo con el porcentaje de germinacion. A
mayor volumen de MS mayor porcentaje de germinacion. Asi mismo la ausencia de

carbdn activado afecta de manera significativa la media de germinacion de semillas.

La Unica fuente de variacion que present6 significancia (*) fue el tamafio del aserrin
utilizado. La prueba de Duncan al 5% (Tabla 21) muestra 2 rangos de significancia en
donde el aserrin de tamafio 710um presenta una media de germinacion de 71,56%,
considerandose el mejor tamafio para realizar medios de cultivo. El tamafio de aserrin de
tamafio 850 pum reporté una media de crecimiento de 70,44%, ocupando el dltimo rango
de significancia.

Tabla 21.

Prueba de Duncan al 5% del tamafio de aserrin utilizado para la germinacion de
semillas de Sobralia rosea

Tamafio de aserrin Medias Rangos
(%)

710pm 71,56 A

850 um 70,44 B

Nota: Realizado por los autores (2016)

La tabla 22 muestra la prueba de Duncan en la interaccién entre el tamafio de aserrin y la
presencia o no de carbon activado generando de esta manera 3 rangos de significancia en
donde se observa que sin importar el tamafio del aserrin, los medios de cultivo a los que

no se les agregd el carbdon activado ocupan el Gltimo rango de significancia. La
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interaccion entre el tamario de aserrin 710um con la presencia de carbon activado ocupa
el rango A con una media de germinacién de 79,90%.
Tabla 22.

Prueba de Duncan al 5% de la interaccion entre tamafio de aserrin y carbon activado
en los tratamientos para la germinacion de semillas de Sobralia rosea

Tamarfio de aserrin Carbon activado  Medias Rangos

(%)
710pm Presente 79,90 A
850 pm Presente 78,53 B
710pm Ausente 63,23 C
850 um Ausente 62,35 C

Nota: Realizado por los autores (2016)

3.5.2 Porcentaje de germinacion de semillas de Epidendrum schistochilum

Tabla 23.
Porcentaje de germinacion en semillas de Epidendrum schistochilum
Tratamiento Porcentaje de germinacion
Repeticion

1 2 3
TO 92,10 90,20 93,06
T1 77,12 74,22 75,30
T2 57,20 59,00 61,88
T3 77,66 75,30 73,23
T4 65,35 67,13 63,90
T5 87,66 84,63 83,66
T6 64,20 66,20 63,95
T7 78,32 77,69 75,11
T8 61,54 60,30 62,50
T9 79,06 77,50 77,25
T10 66,32 64,20 63,10
T11 88,91 86,20 86,35
T12 67,20 66,50 63,10

Nota: Realizado por los autores (2016)
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Los porcentajes de germinacion de semillas de Epidendrum schistochilum de las 3

repeticiones realizadas se detallan en la Tabla 23.

Tabla 24.

Anova para el porcentaje de germinacion en semillas de Epidendrum schistochilum

Fuente de variacién Suma de Grados de Cuadrado Valor  ValordeP
cuadrados libertad medio de F

Modelo 3983,02 12 331,92 113,18 <0,001

Tratamiento 3983,02 12 331,92 113,18 <0,001

Tamafio de aserrin 15,42 1 15,42 5,26 0,0327 *

MS 336,93 2 168,47 57,49 <0,001 **

Carbon activado 2361,96 1 2361,96 806,12 <0,001 **

Tamafio de aserrin 1,44 2 0,72 0,24 0,7883 ns

*MS

Tamafio de aserrin 3,78 1 3,78 1,27 0,2730 ns

*Carbon activado

MS*Carbon activado 123,32 2 66,16 22,58 <0,001 **

Tamafio de aserrin 6,25 2 3,12 1,06 0,3685 ns

*MS*Carbon activado

Tratamientos vs. 112493 1 1124,93 383,58 <0,001

Testigo

Error 76,25 26 2,93

Total 4059,27 38

CV=2,34

**= altamente significativo al 5%
*=significativo

Ns= nada significativo

Nota: Realizado por los autores (2016)

El estudio del porcentaje de germinacion de semillas de Epidendrum schistochilum se
realizo mediante el Anélisis de varianza (ANOVA). La Tabla 24 muestra que existieron
diferencias altamente significativas (**) en las fuentes de variacion como el volumen de
MS vy la presencia o ausencia de carbon activado. La Unica interaccion que presenta alta

significancia fue la que se da entre el volumen de MS y la presencia o no de carbon
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activado. Estos 3 factores influyeron directamente en el porcentaje de germinacién de
semillas. Se destaca que el contraste entre los tratamientos empleados y el testigo
positivo arrojan una diferencia altamente significativa. Ademas, se muestra que la fuente
de variacion tamafio de aserrin presenta significancia (*). Las otras interacciones no
influyeron sobre la germinacion, considerandose no significativas (ns). El coeficiente de

variacion presentado fue de 2,34.

La prueba de Duncan al 5% para la interaccion de los tratamientos utilizados dentro de
la germinacion de semillas de Epidendrum schistochilum que se muestra en la Tabla 25
establece 4 rangos de significancia. Dentro de los tratamientos que mejores resultados
generaron se incluyen el tratamiento T11 y T5, al igual que ocurrié con la germinacién
de semillas de Sobralia rosea. Ambos tratamientos presentan medias de germinacién de
87,15% y 85,32% respectivamente por lo que se ubican dentro del primer rango de
significancia, estos tratamientos representan los ensayos en donde se utiliz6 un volumen
de 9 mL con la presencia de carbdn activado tanto en tamafios de balsa de 850um y
710um. El siguiente rango lo ocupan los tratamientos T9, T7, T1 y T3 con medias de
germinacion de 77,94%, 77,04%, 75,55% y 75,40%, respectivamente. Los 2
tratamientos con menos porcentaje de germinaciones registradas fueron el T8 y T2 los

cuales ocupan el dltimo rango de significancia, con medias de 61,45% y 59,36%.

En la tabla 25 se observa a los tratamientos que ocupan los 2 primeros rangos, a estos se
le afiadio carbon activado junto al MS. Asi mismo los tratamientos que se encuentran en
los 2 ultimos rangos de significancia fueron en los que no existio carbon activado. Los
mejores tratamientos tuvieron un volumen de 9 mL en su composicion, mientras que los

tratamientos con menor porcentaje de germinacion tuvieron un volumen de 7 mL.
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Tabla 25.
Prueba de Duncan al 5% de las interacciones de los tratamientos para la germinacion
de semillas de Epidendrum schistochilum

Tratamiento  Tamafio  Volumen  Carbon Medias Rangos

de de MS activado (%)
aserrin
T11 710pm 9mL Presente 87,15 A
T5 850um 9mL Presente 85,32 A
T9 710pm 8 mL Presente 77,94 B
T7 710pm 7 mL Presente 77,04 B
T1 850pm 7 mL Presente 75,55 B
T3 850pm 8 mL Presente 75,40 B
T12 710pum 9mL Ausente 65,60 C
T4 850um 8 mL Ausente 65,46 C
T6 850um 9mL Ausente 64,78 C
T10 710pm 8 mL Ausente 64,54 C
T8 710pum 7 mL Ausente 61,45 D
T2 850um 7 mL Ausente 59,36 D

Nota: Realizado por los autores (2016)

Una de las fuentes de variacién que presentd una alta significancia dentro de la
germinacion de semillas fue el volumen de MS utilizado. La prueba de Duncan al 5%
(Tabla 26) gener6 3 rangos de significancia ubicando al volumen de 9 mL en el primer
rango con una media de germinacién del 75,71%. El volumen de 8 mL se ubicé en el
segundo rango con una media de 80,83 mientras que el tercer rango lo ocupo el volumen
de 7 mL con una media de 68,35% de germinacion. Se observa que el volumen que

mejores resultados genera es 9 mL de MS.
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Tabla 26.
Prueba de Duncan al 5% para el volumen de MS utilizado en los tratamientos para la
germinacion de semillas de Epidendrum schistochilum

Volumen de MS Medias (%) Rangos

9mL 75,71 A

8 mL 70,83 B

7 mL 68,35 C

Nota: Realizado por los autores (2016)

La presencia o ausencia de carbon activado muestra que existen dos rangos
significativos; en el primero se encuentra los tratamientos que se les afiadié carbon
activado con una media de 79,73% de germinacion, mientras que los medios en los que
no se afiadio carbon activado presentan una media de 63,53%, ubicandose en el segundo
rango significativo como se muestra en la tabla 27.

Tabla 27.

Prueba de Duncan al 5% para la presencia o ausencia de carbdn activado utilizado en
los tratamientos para la germinacion de semillas de Epidendrum schistochilum

Carbon activado Medias (%) Rangos
Presente 79,73 A
Ausente 63,53 B

Nota: Realizado por los autores (2016)

Se observa que los mejores tratamientos son en los que se incluye el carb6n activado
dentro de la composicion del MS. La interaccion mas significativa fue la que se dio entre
el volumen de MS y el carbon activado (Tabla 28). Esta generé 4 rangos de
significancia. En el primero se encuentra la interaccion de 9 mL de MS con carbon
activado dentro de su composicion con una media de 86,24%. En el segundo rango se

encuentran las interacciones de 8 mL de MS y carbon activado con una media de
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76,67% vy la interaccion de 7 mL y carbon activado, presentando una media de
germinacion de 76,29%. Las interacciones de los 2 primeros rangos son los tratamientos
en los que se adiciond carbén activado.

Tabla 28.

Prueba de Duncan al 5% de la interaccion Volumen de MS - Carbon activado en los
tratamientos para la germinacion de semillas de Epidendrum schistochilum

Volumen de MS Carbdn activado Medias (%) Rangos

9mL Presente 86,24 A

8 mL Presente 76,67 B

7 mL Presente 76,29 B

9mL Ausente 65,19 C

8 mL Ausente 65,00 C

7 mL Ausente 60,40 D

Nota: Realizado por los autores (2016)

Los ultimos 2 rangos de significancia fueron para los tratamientos en los que no se
utilizé carbdn activado, compartiendo el tercer rango los tratamientos con volimenes de
9y 8 mL, para dejar al final el rango en el que se us6 7 mL de MS sin carbdn activado

con una media de 60,40% de germinacion.

Los resultados muestran que los medios de cultivo con carbon activado generan los

mejores resultados ademas del volumen de MS empleado.

La fuente de variacion con significancia (*) fue el tamafio del aserrin que se utilizo. La
prueba de Duncan al 5% (Tabla 29) muestra 2 rangos de significancia en donde el
aserrin de tamafio 710um presenta una media de germinacion de 72,29%,

considerandose el mejor tamafio para realzar medios de cultivo. El tamafio de aserrin
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850um con una media de germinacion de 70,98% ocupa el segundo rango de
significancia.
Tabla 29.

Prueba de Duncan al 5% del tamafio de aserrin utilizado para la germinacion de
semillas de Epidendrum schistochilum

Tamarfio de aserrin Medias Rangos
(%)

710pum 72,29 A

850um 70,98 B

Nota: Realizado por los autores (2016)

En la tabla 30 se muestra la prueba de Duncan al 5% para la interaccion entre el tamafio
de aserrin con el carbon activado. Se generan 3 rangos de significancia en donde se
observa que el tamafio de aserrin 710um con carbon activado present6 la mejor media de
germinacion con un 80,71%. En el segundo rango, con un porcentaje de germinacién de
78,75% se encuentra el tamafio de aserrin 850um con carbdn activado. Finalmente
ocupando el tercer rango se encuentran los tamafios de balsa 710um y 850um que no
presentaron la adicion de carbon activado.

Tabla 30.

Prueba de Duncan al 5% de la interaccion entre tamafio de aserrin y carbon activado
en los tratamientos para la germinacion de semillas de Epidendrum schistochilum

Tamafio de aserrin Carbén activado  Medias Rangos

(%)
710pum Presente 80,71 A
850um Presente 78,75 B
710pum Ausente 63,86 C
850um Ausente 63,20 C

Nota: Realizado por los autores (2016)
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3.5.3 Discusion

En los estudios presentados por Cerna y Colaboradores (2014, pag. 14), se menciona que
el tratamiento de MS con carbon activado, es un medio 6ptimo para la germinacion de
semillas presentando un porcentaje de germinacion del 97% especialmente en las
especies Sobralia rosea y Epidendrum sp. También en los trabajos presentados por
Salazar-Mercado (2012, pag. 73) y Mosqueda y Colaboradores (2010, pag. 13) se
muestra que los medios de cultivo que presentan mejores porcentajes de germinacion en
orquideas son los que utilizan MS junto con carbon activo con resultados desde el 70 al
97,7% de germinacion. En la presente investigacion los tratamientos que incluyen MS'y
carbén, presentaron los porcentajes mas elevados de germinacion para las especies
Epidendrum schistochilum 87,15% vy Sobralia rosea 87,34% (Anexo 3). Como
conclusion el medio MS junto con el carbon activo presentan altos porcentajes de
germinacion para la siembra in vitro como se evidencia también en nuestro estudio

(anexo 4).

En el estudio presentado por Flores-Escobar y Colaboradores (2011, pag. 6) se menciona
la utilizacién de agar como agente gelificante en el medio de cultivo MS con carb6n
activado, dando como resultado un porcentaje de germinacion del 56,70%. En otra
investigacion realizada por Cerna y Colaboradores (2016), el medio de cultivo utilizado
para la germinacién in vitro de orquideas fue de agar con MS y carbon activado
presentando porcentajes del 57,22% de germinacion. En la publicacion presentada por
Molina (2012, pag. 107), el medio Murashige y Skoog junto con agar presentd los
mejores resultados con un 3,951% de semilla hinchada en 53 dias desde la siembra. En

el presente experimento, la balsa reemplazo al agar como parte sélida en el medio de
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cultivo, dando resultados positivos con porcentajes de germinacion que van desde el
59,70 al 87,54% en Sobralia rosea y 59,36 al 87,15% en Epidendrum schistochilum,
debido a las distintas cualidades que presenta la balsa mencionadas por los autores
Moreira (2013) y Balsebot International INC (2013), la balsa tiene una alta retencion de
humedad, tiene la capacidad de tener un buen soporte para las semillas y posteriores
plantulas, ademas la hacen un sustrato para cultivo in vitro con un alto potencial de

rendimiento, ademas de ser econdmico y accesible (Anexo 5).

3.6  Adaptacion de plantulas de orquideas a cultivos ex vitro

En esta experiencia se comprob6 la factibilidad del uso de particulas de balsa para

adaptar plantulas de orquideas al ambiente ex vitro.

En la tabla 31 se muestran los porcentajes promedio de crecimiento en cada recipiente.
Estos se obtuvieron de la diferencia entre las longitudes iniciales y finales de cada planta
(Anexo 6 y Anexo 7). El analisis de varianza (ANOVA) indicado en la tabla 32, muestra
que la fuente de variacion, es decir cada tipo de sustrato utilizado, fue altamente
significativo dentro de los resultados. Tuvieron una influencia directa, mientras que los
resultados de las especies de orquideas no presentan significancia alguna. El coeficiente

de variacion fue de 3,41.
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Tabla 31.

Porcentaje promedio de crecimiento longitudinal del tallo especies de orquideas

Especie Crecimiento
Repeticion ~ Tratamiento longitudinal del tallo

(mm)

Tl Epidendrum jamiesonis 50,00

T2 50,00

R1 T3 47,30
T4 Epidendrum schistochilum 52,16

T5 49,30

T6 45,30

T1 Epidendrum jamiesonis 51,30

T2 51,30

R? T3 50,20
T4 Epidendrum schistochilum 49,40

T5 48,16

T6 48,00

Tl Epidendrum jamiesonis 52,60

T2 50,50

R3 T3 48,30
T4 Epidendrum schistochilum 50,10

T5 51,30

T6 46,20

T1 Epidendrum jamiesonis 51,30

T2 50,90

R4 T3 48,60
T4 Epidendrum schistochilum 50,90

T5 52,00

T6 51,20

Tl Epidendrum jamiesonis 53,60

T2 49,20

RS T3 50,60
T4 Epidendrum schistochilum 54,90

T5 51,20

T6 45,40

Nota: Realizado por los autores (2016)

64



Tabla 32.
Anova para el promedio de crecimiento longitudinal del tallo en Epidendrum jamiesonis
y Epidendrum schistochilum.

Fuente de variaciéon Suma de Grados Cuadrado Valor Valorde

cuadrados de medio deF P
libertad
Modelo 67,05 3 22,35 7,65 0,008 **
Sustratos 63,60 2 31,80 10,89  0,004**
Especies 3,45 1 3,45 1,18 0,2867 ns
Error 75,92 26 2,92
Total 142,97 29

Cv=341

**= altamente significativo al 5%

Ns= nada significativo

Nota: Realizado por los autores (2016)

La media de crecimiento del tallo en sustratos de fibra de coco fue de 51,63 mm
mientras que en sustrato de balsa fue de 50,39 mm; estos no son significativamente
diferentes. En el rango B se encuentran los sustratos comerciales de Sphagnum con un
promedio de crecimiento longitudinal del tallo de 48,11 mm como se indica en la tabla
33 yel anexo 8.

Tabla 33.

Prueba de Duncan al 5% para tratamientos en el crecimiento longitudinal del tallo en
plantas de orquidea

Sustrato Medias Rangos
Fibra de coco 51,63 A

Balsa 50,39 A
Sphagnum 48,11 B

Nota: Realizado por los autores (2016)
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La prueba de Duncan al 5% para comparar los resultados obtenidos en el crecimiento
longitudinal del tallo de dos especies de orquideas (Tabla 34) presenté solo 1 rango
significativo; no existe diferencia significativa entre los resultados de las 2 especies.
Tabla 34.

Prueba de Duncan al 5% para especies en el crecimiento longitudinal del tallo en
plantas de orquidea

Especies Medias Rangos
Epidendrum jamiesonis 50,38 A
Epidendrum schistochilum 49,70 A

Nota: Realizado por los autores (2016)

Las plantulas que se mantuvieron en adaptacion en sustratos de fibra de coco y de balsa
presentaron un porcentaje de supervivencia del 100% tanto en Epidendrum jamiesonis
como en Epidendrum schistochilum. Para el caso de los sustratos de Sphagnum se
presentd un porcentaje de mortalidad del 8,33% que equivale a 5 plantulas que no
sobrevivieron, 3 pertenecientes a la especie Epidendrum schistochilum y 2 a Epidendrum

jamiesonis (Anexo 9).

3.6.1 Discusion

Segun el estudio realizado por Rodriguez (2002, pags. 53-54) la fibra de coco utilizada
como sustrato tiene un 99% de eficacia para la supervivencia de orquideas. De igual
manera Nogueira (2001) sefiala que la fibra de coco es un sustrato que posee las
caracteristicas fisicas y quimicas mas cercanas al sustrato ideal y le confiere condiciones
favorables para la utilizacion del mismo en el cultivo de muchas plantas. El trabajo

presentado por Jiménez (2013, pag. 12) menciona que el mejor medio debe contemplar
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un buen soporte a la planta y mantener la humedad y aireacion recomendando como
sustrato Sphagnum, arbol de helecho, fibra de Osmunda, tozos y fibra de coco, lava de
roca, carbon vegetal, corcho, turba y lana de roca. Godoy (2013, pag. 13) describe al
aserrin de madera como un sustrato ideal, ya que presenta una buena capacidad de
retencion de humedad, un bajo costo y la facilidad de desmoronarse al tacto. En este
estudio el aserrin de balsa tomo6 un papel importante en el cultivo externo de orquideas
debido a su alta retencion de humedad (44,44% en condiciones normales y 17,95% en
condiciones extremas), ademas da un buen soporte a la planta al mezclar particulas de
balsa de tamafio 1,18mm y 710um, también proporciona buena aireacion afadiendo
piedra pomez, con este sustrato se obtuvo porcentajes de supervivencia del 100% al
igual que la fibra de coco, mientras que el sustrato con base de Sphagnum que presentd
un 91,67% de supervivencia. Estos resultados evidencian la capacidad de la balsa como
sustrato externo, su facil manejo y compactacion permite una mejor superficie para la

siembra y estabilidad.
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Conclusiones

Se logro identificar la ubicacion y distribucion en el Ecuador de la balsa Ochroma
pyramidale Urb. MALVACEAE. Esta especie tiene una amplia distribucion,
principalmente en la region Costa y Amazonica, siendo esta una especie unica en el

Ecuador su cultivo es principalmente destinado para la exportacion.

El analisis fisico realizado en la madera de balsa determina que esta especie presenta un
porcentaje alto de retencion de humedad en condiciones normales y extremas para el
tamafo de aserrin >2mm siendo, de esta manera un medio adecuado para el cultivo
externo y el cultivo in vitro de orquideas. Los analisis quimicos realizados permitieron
demostrar que la balsa presenta componentes quimicos (ceniza, lignina insoluble,
holocelulosa, a-celulosa y hemicelulosa) similares a los presentados en México por

Honorato-Salazar y Colaboradores en el afio 2015.

Se logr6é comprobar que el uso de aserrin de balsa como base en medios de cultivo in
vitro y externo de orquideas presenta resultados positivos y resulta ser un medio
econdmico y accesible. Los resultados fueron comparados con medios y sustratos

comerciales y se demostrd que la balsa tiene efectos similares en el cultivo de orquideas.

En el caso del cultivo externo, el sustrato elaborado a partir de balsa presentdé un 100%
de supervivencia al igual que el tratamiento con fibra de coco, mientras que el

tratamiento con Sphagnum tuvo un 8,33% de mortalidad.

En lo referente al crecimiento del tallo de las plantulas, los sustratos de fibra de coco y

balsa son los que presentan mejores resultados en comparacion al sustrato de Sphagnum.
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Recomendaciones

Para el cultivo in vitro de orquideas, el aserrin de balsa de tamafio 850um y 710um se
puede utilizar como sustituto de los gelificantes de medios de cultivo in vitro. Ademas
de ser un material muy economico es facil de obtener ya que el aserrin de esta especie no
se le ha dado un uso especifico. Por lo que es recomendable la elaboracion de sustratos
comerciales con el uso de balsa afiadiendo nutrientes especificos para cada etapa de

desarrollo de las orquideas.

Para mejorar la germinacion en la siembra in vitro de orquideas se recomienda usar
carbdn activo (2g/L) ya que de esta manera se agilita y mejora la capacidad de las

semillas para germinar obteniendo plantulas en menor tiempo.

En el caso de la elaboracién de sustratos para cultivo de orquideas, se recomienda usar
particulas de balsa de 1,18 a 5 mm ya que retiene hasta un 40% de humedad, reduciendo
la frecuencia del riego. Ademas sugerimos el uso de un 8% de balsa respecto al peso

total del medio de cultivo.

Se debe tomar en cuenta el uso de un agente anti fungico en el cultivo externo de
orquideas en sustratos de balsa, este elemento evitard la contaminacion y reducira el

tiempo de adaptacion de la plantula al medio externo.
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Anexos

Anexo 1. Patente del Jardin botanico de orquideas de Sarina

“‘ hdnbeoe
| (H Ambiente

PATENTE DE MANEJO DE VIDA SILVESTRE
2017

Namero: = T ey
005-2017-FLO-DPAP-MA Quito, 14 de febrero de 2017

La Direccion Provincial del Ambiente Pichincha del Ministerio del
Ambiente, en use de las atribuciones que le confiere la Ley Forestal y
de Conservacién de Areas Naturales y Vida Sivestre, autoriza a: Sara
Gloria Gutiérrez Torres, Cl: 170027824-3 representante legal del Jardin
Botanico y vivero comercial Orquideas de Sarina, para que realice en el
pais el manejo de flora silvestra, de acuerde a las siguientes
espacificaciones;

-

Solicitud de renovacion de patente presentada por. Sara Gloria
Gutiérrez Torres, mediante oficio s/n de fecha 24 noviembre 2016.
Valoracion del informe anual y proyectos: Ing. Diego Merillo
Complementos de manejo auterizados: Manejo de flora silvestre
con fines comerciales y fines recreacionales.

4. Contraparte institucional y responsabilidad técnica delegada a:
Unidad de Patrimonia Natural, Direccion Pravincial del Ambiente
Pichincha,

5. Duracion: 14 de febrero de 2017 al 13 de febrero de 2018

6. Inspeccion realizada al vivero y a las instalaciones del laboratorio:

28 de diciembre del 2016 por el ing. Diego Morille G.

7. Obligaciones del beneficiario:

71, Levar registro completa de: recoleccion, siembra, colecta,
Cultive, cosechs, acopio, procesamiento, comercializacion,
exporacion e importacion.

7.2, Preseniar un inforrme anual, incluyendo la planificacion de
trabajo del préximo ano, para renovacion de patente y aquella
que fuera requerida por la autoridad en el transcursoe del ao.

7.3. Regirse a las disposicicnes citadas al reverso del presente

documento.
7.4, Facltar informacion y permitir el acceso d nanos del
Ministerio del Ambiente a sus instalacs @chwo

ontiol
7.5, Llevar un registro complefo de amm[éleérpﬂzqgas 0\

Lic. Rafael Mera ( b\' i, B
DIRECTCOR PROVINCIAL DEL AMBIENT Té‘i”(‘aﬂ%ﬁ%&n gado

v

=
r -»__..-/
Direcadn Previngial ded Ambsante Pichincha Av. Amazonas N24 - 195 y calle Lusis Codm.
Edibao CONTEMFD 37 plso Quile - Ecuadoe
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Anexo 2. Dia de inicio de germinacién para cada tratamiento

Tratamiento Dia de germinacién

Sobralia rosea Epidendrum schistochilum

R1 R2 R3 R1 R2 R3
T0 22 20 20 19 20 18
T1 28 25 28 26 27 27
T2 45 43 40 40 40 42
T3 25 23 25 24 25 25
T4 40 38 41 40 42 40
T5 25 22 23 21 23 22
T6 40 36 38 36 38 38
T7 27 25 26 25 26 25
T8 43 40 42 40 42 40
T9 26 24 25 26 27 25
T10 41 39 42 40 40 41
T11 20 20 21 22 20 23
T12 40 42 40 38 40 40
R= repeticion

Nota: Realizado por los autores (2016)
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Anexo 3. Porcentajes de germinacion de Sobralia rosea y Epidendrum schistochilum
en funcién del tratamiento sin el testigo

Porcentajes de germinacién de especies de Sobralia
rosea y Epidendrum schistochilum con cada
tratamiento
100
95
90

85
80

7
7
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

Tratamientos
[l sobralia rosea [l Enidendrum schistochilum

o]
o U o wum

Porcentaje de germinacion
(9]
(05

Nota: Realizado por los autores (2016)
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Anexo 4. Formacién de plantulas en medio de 9 mL de MS con carbdn activo en
balsa de 710um junto con el testigo

Nota: Crecimiento de plantulas A) semillas de Sobralia rosea, B) semillas de Epidendrum schistochilum,y
C) semillas en el testigo de Sobralia rosea
Realizado por los autores (2016)
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Anexo 5. Germinacion de las semillas de orquideas

Nota: Germinacion de las semillas de orquideas en balsa con 7,8,9 mL de MS, sin carbon activo a los 25 dias
de experimentacién A) Formacion de protocormos, B) Germinacién de semillas, C) Germinacion de semillas
y proxima formacion de plantulas

Nota: Realizado por los autores (2016)
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Anexo 6. Crecimiento durante 60 dias del tallo de Epidendrum jamiesonis en

milimetros
Repeticion  Sustrato Planta
P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 T1 47 49 52 58 36 58
T2 49 52 45 48 53 53
T3 48 49 49 45 50 43
2 T1 50 47 95 54 49 53
T2 52 55 48 52 51 50
T3 49 47 53 54 52 46,5
3 T1 56 48 53 53 54 49
T2 ol 53 o4 48 49 48
T3 45 50 52 50 48 45
4 T1 53 49 95 46 55 50
T2 49 57,5 52 52 47 48
T3 50 48 52,5 46 50 45
5 T1 56 49 57 56 51 53
T2 48 50 45 53 50 49
T3 48 55 54 55 47 45

Nota: Realizado por los autores (2016)
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Anexo 7. Crecimiento durante 60 dias del tallo de Epidendrum schistochilum en
milimetros

Repeticion ~ Sustrato Planta
P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 T4 53 56 48 50 52 54
T5 49 47 53 52 50 45
T6 44 42 46 46 47 47
2 T4 44 52,5 ol 46 52 51
T5 47 47 48 52 47 48
T6 46 50 52 48 47 45
3 T4 55 46,5 51 50 49 49
TS5 52 53 S7 48 53 ol
T6 47 50 44 44 47 45
4 T4 52 55 48 46 52,5 52
T5 55 54 50 51 54 48
T6 55 51 50 53 50 48
5 T4 56 53 51,5 56 55 58
TS5 50 56 48 50 S7 46
T6 44 48,5 46 47 44 43

Nota: Realizado por los autores (2016)
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Anexo 8. Promedio del crecimiento longitudinal del tallo de Epidendrum jamiesonis
y Epidendrum schistochilum en funcion del tipo de sustrato

Promedio de crecimiento longitudinal del tallo en
Epidendrum jamiesonis y Epidendrum schistochilum

55
54
53
52
51

50
4
4
4
4 -
45

Fibra de coco Madera de balsa Sphagnum

Crecimiento longitudinal del tallo (mm)
N o0 O

[e)]

Tipo de sustrato
B Epidendrum jamiesonis B Epidendrum schistochilum

Nota: Realizado por los autores (2016)
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Anexo 9. Cultivo externo de orquideas

Balsa Sphagnum

Fibra de coco Adaptacion de plantulas

Nota: Proceso de adaptacion de plantulas en diferentes sustratos A) sutrato a base de balsa para
Epidendrum schistochilum, B) sustrato a base de Sphagnum para Epidendrum schistochilum, C) sustrato a
base de fibra de coco para Epidendrum schistochilum, D) Proceso de adaptacion de plantulas en diversos
sustratos en recipientes plasticos

Nota: Realizado por los autores (2016)
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