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RESUMEN

Esta investigacion tiene como objetivo establecer protocolos para el manejo en el
cultivo in-vitro de E. schistochilum Schltr y O. cultratrum Lindl mediante el ensayo de
las técnicas de manejo de semillas, medios de cultivo y trasplante, con el propdésito de
disponer de material genético para su conservacion. La colecta de las plantulas se
realiz6 en las cercanias de la Reserva Yanacocha, provincia de Pichincha y en los
taludes de la carretera via Salcedo-Pillaro Km 5, provincia de Cotopaxi. Las capsulas
fueron secadas utilizando silica gel como desecante y almacenadas después al vacio en
tubos de ensayo para su conservacion. Para la siembra, se efectué el proceso de
desinfeccion de las semillas utilizando el método del sobre y el de capsula verde.
Después de la siembra se evaluaron medios de cultivo estandares (Murashige&Skoog,
Knudson, Knudson modificado y Phytamax); medios caseros (pifia, coco y platano); y
medios modificados (Murashige&Skoog y Knudson; suplementados con extractos de
platano y coco cada uno); para determinar el mas apto para cada especie.
Posteriormente se realizo la aclimatacion de las dos especies en sustratos de musgo
Sphagnum mas corteza de pino fina y de musgo Sphagnum con fibra de coco y piedra
volcanica, respectivamente; dentro de un propagador en condiciones controladas para
su evaluacién de adaptacion en el tiempo. Los resultados mostraron que el uso de
silica gel fue idonea en Epidendrum pero desfavorable en Oncidium, ya que las
semillas de esta especie se secaron excesivamente imposibilitando su germinacion. En
el crecimiento in-vitro se determind que los medios: Phytamax y Murashige & Skoog
mas harina de platano fueron los méas aptos en Epidendrum; a su vez, los medios
Knudson y Knudson suplementado con harina de platano a partir de capsula verde
fueron los mas eficientes para Oncidium. En la aclimatacion, las plantulas se adaptaron
positivamente en los sustratos propuestos; para Epidendrum se determind que el
tiempo apto para su adaptacion fue al dia 45 en el propagador y Oncidium necesito de
30 dias en el propagador; posteriormente las plantulas fueron sacadas al medio
externo.

Palabras clave: Epidendrum, Oncidium, cultivo in-vitro, medios de cultivo, orquidea,

germinacién, aclimatacion.
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ABSTRACT

This research aims to establish protocols for handling in-vitro cultivation of E.
schistochilum Schltr and O. cultratrum Lindl, by testing the seed management
techniques, culture media and transplantation, with the purpose of providing genetic
material for conservation. The collection of seedlings was made near the Yanacocha
Reserve Pichincha’s province and the slope of the road, Km 5 Pillaro-Salcedo, in the
Cotopaxi’s province. The capsules were dried using silica gel as a desiccant and stored
after vacuum test tubes for storage. For planting took place using a process of
disinfecting the seeds, using the envelope method and the green capsule method. After
sowing culture media were assessed standards: (Murashige and Skoog, Knudson,
Knudson modified and Phytamax) home media (pineapple, coconut, banana) and
modified media (Murashige and Skoog medium supplemented with Knudson and
banana extracts coco each), to determine the most suitable for each species. After
determing which method worked rest, both species were acclimated respectively in
substrates of Sphagnum moss more fine pine bark and Sphagnum moss mixed with
coconut fiber and volcanic rock inside a propagator under controlled conditions for
evaluation of adaptation over time. The results showed that the use of silica gel was
suitable in Epidendrum but unfavorable in Oncidium because the seeds of this species
were over-dried and which made impossible germination. The in-vitro growth was
determined in the media: Phytamax and (Murashige and Skoog more bananas) were
the fittest in Epidendrum, which in turn the media: Knudson and (Knudson
supplemented with banana) from green capsules were the most efficient for Oncidium.
During the acclimation period the seedlings adapted positively to the proposed
substrates, it was determinated that Epidendrum required 45 days in the propagator
and Oncidium needed 30 days in the propagator; after which the seedlings were moved
to in external environment.

Keywords: Epidendrum, Oncidium, in-vitro Culture, Culture media, Orchid,
Germination, Acclimation.
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1 INTRODUCCION

Las orquideas se consideran plantas de una belleza enigmaética y exdtica que ha
cautivado al ser humano desde la antigliedad, principalmente por el exuberante
colorido de las flores y fragancias de las especies de climas tropicales, que han sido
cultivadas y mejoradas para fines de ornamentacion y que hoy en dia constituyen una
de las principales flores en el mercado floricola a nivel mundial (Novoa y otros,
2006).

Ecuador, es el pais con la mayor diversidad de orquideas a nivel mundial, debido
principalmente a que cuenta con una extensa variedad de microclimas que
circunscriben especies en areas muy restringidas, con caracteristicas peculiares y
muy especificas; identificandose en los bosques primarios del pais cerca de 4187
especies y se estima que sobrepasaran las 5000, lo que representa cerca del 60% de
las especies reconocidas en América del Sur y 40% de las especies del Continente

Americano (Carrion, 2009).

Segln la empresa Ecuagenera, pionera en la produccion a gran escala y en la
exportacion de estas flores en el pais, el promedio de ventas externas es de 40 mil
plantas por afio destinadas a un mercado de 60 paises, entre los cuales los principales
compradores son: Francia, Estados Unidos, Alemania, Japon y Sudéafrica (Andrade,
2008).

Endara (2007) por otro lado menciona que el proceso de extincién de las orquideas
del Ecuador, esta siendo marcado por la destruccion de su hébitat, sumado al

problema del tréfico de especies, por su alto valor comercial

Como dato se tiene que el 82,5% de las especies de la familia Orchidaceae se
encuentran amenazadas, 35 se encuentran en peligro critico, 132 en peligro, 920 son
vulnerables, 123 estan casi amenazadas, 33 tienen preocupacion menor y de 62 no se
tienen datos suficientes. Lamentablemente el 86,9% de las especies estan fuera del
Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP) debido a la falta de exploracion por el

dificil acceso o a la falta de condiciones apropiadas para la investigacion. Lo que



contrasta con las reservas y bosques privados que tienen una mayor investigacion y
registro de las orquideas del pais (Valencia, 2000).

Los métodos aplicados de cultivo in-vitro, han tenido un considerable efecto en la
conservacion de las orquideas, debido a que, las orquideas pueden multiplicarse en
grandes cantidades, con el proposito de cultivarlas, reintroducirlas o
comercializarlas. Las plantulas cultivadas en el laboratorio llegan a ser mas sanas y

mas vigorosas que aquellas recolectadas en la naturaleza (Seaton y Ramsay, 2009).

Este trabajo de investigacion, ha desarrollado un protocolo propio, donde las semillas
de Epidendrum schistochilum Schltr y Oncidium cultratum Lindl fueron almacenadas
y reproducidas in-vitro, con el fin de permitir estandarizar los procedimientos y
medios utilizados, conservar el material genético y obtener plantulas sanas adaptadas
al medio externo, para contribuir a la conservacion y comercializacion de las

mismas.



2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

21 Tema

Determinacion de los protocolos para cultivo in-vitro de las especies Epidendrum

schistochilum Schltr y Oncidium cultratum Lindl.

2.2 Hipotesis

2.2.1 Hipotesis alterna

Se pueden desarrollar protocolos para el cultivo in-vitro de las especies Epidendrum

schistochilum Schltr y Oncidium cultratum Lindl.

2.2.2 Hipotesis Nula

No se pueden desarrollar protocolos para el cultivo in-vitro de las especies

Epidendrum schistochilum Schltr y Oncidium cultratum Lindl.



2.3 Objetivos

2.3.1

2.3.2

General

Establecer protocolos para el manejo en el cultivo in-vitro de las especies
Epidendrum schistochilum Schltr y Oncidium cultratum Lindl, mediante el
ensayo de las técnicas de manejo de semillas, medios de cultivo y trasplante;
con el proposito de disponer de material genético para su conservacion y

comercializacion.

Especificos

Colectar, identificar y almacenar el material genético, mediante el tratamiento

de muestras vivas, para su conservacion y posterior trabajo en el laboratorio.

Definir los medios de cultivo especificos para cada especie estudiada,
mediante el ensayo de las semillas sobre los medios en el laboratorio, para

determinar el medio mas apto en el crecimiento in-vitro de las semillas.

Determinar los métodos de aclimatacion de orquideas de Epidendrum y
Oncidium, mediante el trasplante de plantas in-vitro al medio externo en un
sustrato adecuado para complementar el procedimiento del manejo de plantas

in-vitro.



2.4 Justificacion

Las orquideas constituyen una de las familias de plantas de mayor demanda entre las
ornamentales. La explotacion irracional a la que han sido sometidas unida a las
exigencias medio ambientales para su reproduccion y desarrollo natural, han
contribuido a que muchas especies se encuentren amenazadas (Rodriguez y otros,
2005).

Jorgensen y LeOn-Yanez (1999) mencionan que tanto Epidendrum schistochilum
Schltr. y Oncidium cultratum Lindl, representan especies de orquideas nativas,
andinas y silvestres del Ecuador. Las orquideas silvestres tienen muchos beneficios
conservacionistas, cientificos y recreacionales; se ha comprobado, que ciertas
familias de orquideas en los bosques, acttan como indicadoras de referencia de la

salud de los ecosistemas (Moreno, 2000).

Debido a la dificultad que presentan las semillas de las orquideas para germinar en
forma natural, se han desarrollado metodologias de germinacion asimbidtica bajo
condiciones in-vitro. Sin embargo, cada especie de orquidea tiene diferentes
necesidades de nutrientes para germinar, por lo que es indispensable investigar cudl

es el medio de germinacién idoneo para cada una de ellas (Ruiz y otros 2008).

Bajo estas perspectivas, el disefio de este protocolo es una alternativa para solucionar
la creciente pérdida de especies de orquideas nativas y andinas, debido a la alteracion
del medio ocasionada por la industria maderera, la extension de actividades
agricolas, los incendios forestales, asi como el impacto que genera la apertura de
nuevas carreteras. De esta manera, se puede rescatar el material genético, que
constituye una respuesta rapida a las necesidades de conservacion. Por otro lado,
representa una herramienta valiosa al conocimiento cientifico y tecnoldgico, puesto
que, define las técnicas de manejo in-vitro y de aclimatacion de estas especies en
particular; ademas ayuda a la reproduccion de orquideas a gran escala y en corto
tiempo, siendo una forma de propagacion sostenible, pudiendo satisfacer la gran

demanda comercial.



3 MARCO TEORICO

3.1 Descripcién Botanica/Ecoldgica de la Familia Orchidaceae

3.1.1 Historia

La palabra “orquidea” proviene del término griego orchis que aparecié mencionada
por vez primera en un manuscrito del filésofo griego Theophrastus (371-285 a.C.); el
nombre significa testiculo y hace alusion a los pseudobulbos de algunas especies vy al
uso medicinal que se le asignaba a esta flor como afrodisiaca y potenciadora de la
fertilidad. Con el tiempo, la palabra orchis pas6 a ser Orchidaceae; término con el
que se designd a la familia mas numerosa del reino vegetal con mas de 20000
especies alrededor de los paises calidos y templados de todo el mundo (Munguia y
Ripa, 2009).

En 1840 el profesor de origen inglés John Lindley, considerado padre fundador del
estudio taxondmico de orquideas y figura relevante en el tema por méas de cuarenta
afios, escribid ““ los géneros y especies de las plantas orquidaceas”; afios mas tarde en
1922 Lewis Knudson realiz6 estudios sobre germinacion simbidtica in-vitro
sustituyendo las hifas del hongo simbionte por los elementos nutritivos en un sustrato
de cultivo quimico artificial, al cual se le agregaba glucosa, agar-agar, agua y sales
minerales. A principios de 1960, George Morel aplicd los principios de la
multiplicacién meristematica en las orquideas de los géneros Cymbidium .Esta
técnica de clonacion de orquideas fue revolucionaria, y como consecuencia llevé al

mercado infinidad de especies e hibridos (Freuler, 2008).

3.1.2 Taxonomia

Su clasificacion menciona:
Reino: Plantae

Division: Angiospermae
Clase: Monocotyledoneae
Orden: Asparagales

Familia; Orchidaceae



Subfamilias: Spiranthoideae, Apostasioideae, Cypripedioideae, Vanilloideae,
Orchidoideae y Epidendroideae. A nivel mundial la familia Orchidaceae consta de
un total de 788 géneros con 19.500 especies, segun la Angiosperm Phylogenic Group
(2010).

3.1.2.1 Distribucién en Ecuador

Jorgensen y Ledn-Yanez (1999) sefialan que Ecuador posee 219 géneros de
orquideas distribuidos en la sierra con 2 322 especies, la costa con 563 especies y el

oriente con 579, dando un total de 3 464 especies en todo el pais.

Hasta el afio 2008, se han descrito 4 200 especies de orquideas, total que representa
el 14% de las especies del planeta Tierra. Constituyen un trofeo para muchos
cazadores por su belleza seductora, lamentablemente, sus habitats son agredidos de
manera tan frecuente como la salida del astro rey, generando disminucion
poblacional y/o extincion de ciertas especies, generando desajustes en el balance

impuesto de manera sabia por la naturaleza (Sanchez, 2009).

La gran variedad de especies de orquideas que presenta Ecuador, se debe a la gran
variedad de microclimas y cambios considerables a cortas distancias, puesto que,
Ecuador, se situa en la linea ecuatorial, presenta la Cordillera de los Andes, que
impone diversidad, alturas y por lo tanto condiciones climaticas. La flora
orquideoldgica ecuatoriana ha sido recolectada y estudiada desde principios del siglo
XVIII, sin embargo, ha sido durante los Gltimos 50 afios que Calaway Dodson y
Carlyle Luer han realizado una labor de clasificacion extensa, gracias a la cual, la

flora orquidacea del Ecuador est4 considerablemente bien descrita (Portilla, 2007).

3.1.2.2 Endemismo

La familia Orchidaceae, junto a otras 8 familias, posee el mas alto endemismo en el
pais, con 1 710 especies endémicas, que representan casi el 70% de todas las
especies endémicas del pais. EI 82,5% de las especies de la familia Orchidaceae en
el Ecuador se encuentra amenazada, 35 se encuentran en peligro critico, 132 en
peligro, 920 son vulnerables, 123 estan casi amenazadas, 33 tienen preocupacion
menor y de 62 no se tienen datos suficientes. Lamentablemente el 86,9% de las
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especies estan fuera del Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP), debido a la
falta de exploracidn por el dificil acceso o a la falta de condiciones apropiadas para la
investigacion. Lo que contrasta con las reservas y bosques privados que tienen una

mayor investigacion y registro de las orquideas del pais (Valencia, 2000).

3.1.3 Morfologia y descripcién

Existen dos formas basicas de acuerdo a su eje de crecimiento. Las orquideas
monopodiales, que poseen un Unico y esbelto tallo de crecimiento vertical; en su
centro van generando constantemente nuevas hojas; las hojas viejas se van haciendo
amarillentas y se marchitan. Las orquideas simpodiales generan de uno a varios tallos
anualmente a partir de su rizoma; su crecimiento es aparentemente horizontal, poseen
unos organos abultados denominados bulbos o pseudobulbos, los mismos que la
planta emplea como drganos de reserva de agua y nutrientes (Rollke, 2006).

La orquidea siendo una monocotiledonea, presenta dos ciclos florales de tres piezas
cada uno: el céliz, formado por sépalos y la corola formada por pétalos, uno de ellos
distinto denominado labelo. La flor posee una simetria bilateral y considerando los
dos ciclos reproductivos, tanto el gineceo como el androceo estan soldados,
formando una sola estructura denominada columna, la cual, en su interior mantiene

al ovario, que fecundado y maduro dara origen al fruto (Freuler, 2008).

Pétalo.

Pétalo.
/

\ sépalo.

Columna.

\ Labelo

(Pétalo modificado).

Grafico N° 1. Partes de una flor de Orquidea. Fuente: (Freuler, 2008).



La columna es un drgano central en el cual se encuentran los elementos para la
reproduccion. En el extremo inferior de éstos, se localiza la parte receptiva del polen
o superficie estigmatica; la antera con el polen estad cerca del extremo superior,
protegido por una capa o cubierta de la antera llamada capucha. El polen de las
orquideas puede aparecer en polvo o granular, pero la mayoria de las veces se
presenta de forma compactada en cuerpos redondos o aplastados llamados polinios.
En algunos géneros, los polinios estan pegados a una estructura llamada estipite, en
la base de la cual esta el viscidio, que tiene viscina (sustancia pegajosa), la cual
favorece que el polen quede adherido al insecto polinizador y lo pueda llevar a otra
flor (Murguia, 2007).

El fruto o también llamada céapsula contiene las semillas, las cuales poseen dos
partes: el embrion y la testa que lo recubre. Un detalle interesante que hace que estas
semillas sean diferentes de las semillas de otras plantas, es que no tienen una parte
Ilamada endosperma, que se encarga normalmente de suplir de alimento al embrién.
Este es uno de los motivos por los que no se puede simplemente tirarlas en cualquier
maceta y esperar que crezcan, debido a que, el embrion necesita de una fuente de
nutricion que la proporciona una micorriza, para que pueda germinar y que, luego

aporta también con nutrientes a las jovenes plantulas (Ackerman y Castillo 1992).

Gréafico N° 2. Semillas de O. cultratum Lindl., con embrion y sin embrién.



El sistema radical de las orquideas, tiene notables modificaciones del tipo normal de
raiz. Sin embargo, al igual que en el resto de las plantas es un 6rgano vital para el
anclaje de la planta y la absorcion de nutrientes. En las orquideas terrestres, las raices
son estructuras alargadas y ramificantes, cubiertas de pelillos absorbentes. Las raices
de las epifitas son aun més especializadas que las de las orquideas terrestres. En
ellas, muchos pelillos radicales se han sustituido por una funda de células muertas,
esponjosas, que se llama le “velamen”, el cual facilita la absorcion de agua y
minerales del aire, agua de lluvia o de la superficie de los troncos en que crece. En
las epifitas, las raices pueden originarse en cualquier punto del tallo, en todas
direcciones y no sélo hacia abajo. Su tendencia positiva a hacer contacto, les permite
servir de soporte, ademas, éstas raices pueden fotosintetizar, la cual explica la

coloracion verdosa de sus puntas (Murguia, 2007).

3.1.4 Habitat

Se puede considerar a las orquideas como plantas “todo terreno”. Existen unas pocas
especies de orquideas que logran sobrevivir en pantanos, charcos o en condiciones
similares himedas. Las orquideas segun su habitat de crecimiento son clasificadas de
acuerdo a sus preferencias afines ya sea en arboles denomindndose epifitas, en el
suelo definiéndose como terrestres, y en las rocas como litofitas. Es por esto, que se
encuentran divididos en tres principales grupos: epifitas, terrestres y litéfitas (Tibbs,
2008).

De acuerdo al lugar donde crecen, las orquideas se clasifican de la siguiente manera:
- Terrestres.- Se desarrollan en el suelo.
- Epifitas (no parasita).- Utiliza al arbol como soporte para crecer, la mayoria
de las orquideas tropicales se sitlan en esta categoria.
- Litofitas.- Crecen sobre rocas (Villalobos y otros, 2005).

Se las encuentra desde los calidos bosques tropicales hasta los helados paramos. S6lo
estan ausentes en el hielo de los glaciares y en las dunas de las arenas, es por ello,
que se las encuentra practicamente en todo el planeta, ya que son cosmopolitas. Su
habitat varia de acuerdo con su ubicacion geografica; las plantas de regiones frias son
terrestres y vivaces; las de regiones célidas son en su mayoria epifitas, aunque las

hay también terrestres (Salazar, 2005).
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3.1.5 Género Epidendrum

Flor

pedunculo

vastago
o vara :
. lab Q

elo

Gréfico N° 3. Especie representativa del género Epidendrum. Fuente: (Dodson, 2003)

3.1.5.1 Generalidades

Segun su etimologia proveniente del griego epi “sobre” y dendrom, “arbol” en
alusion al habito de la mayoria de las especies de vivir sobre los arboles. Sin
embargo, a pesar del significado, no todas las Epidendrum son de caracteristica
epifita, puesto que muchas de ellas son ademas litofitas y terrestres (Portilla, 2007).
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Por ser un género amplio, los estudios de DNA han posibilitado que se separen cada
vez mas géneros nuevos. Por mencionar un ejemplo, la especie actual Prostechea
cochleata fue en un principio del género Epidendrum y mas tarde del género
Encyclia (Fischer, 2007).

3.1.5.2 Taxonomia

Epidendrum pertenece a la subfamilia: Epidendroideae, Tribu: Epidendrae, subtribu:
Laeliinae; tiene mas de 1 000 especies (AGC, 2010).

Las especies de este género son bastante conocidas en México y America Central, sin
embargo el género no esta bien conocido en Colombia, Ecuador y Bolivia (Dodson,
2003).

3.1.5.3 Distribucién en el Ecuador

En el Ecuador se han registrado 295 especies; de la cuales 100 especies son
endémicas (Jargensen y Ledn-Yéanez 1999).

3.1.5.4 Anatomia

Esta familia se caracteriza porque muchas de ellas poseen pseudobulbos en forma de
cafia, las cuales pueden alcanzar alturas de hasta 2 metros, no se superponen las hojas
planas, la inflorescencia es terminal y rara vez lateral. Sus flores sin articulaciones
entre el ovario; el pedicelo unido a los labios, a la columna y a su apice; con callos;
los polinios duran cuatro afios, a excepcién del grupo Vincentenum en el que duran

dos afios, retardadamente aplanado u ovoide con viscidios distintos (Dodson, 2003).

3.1.5.5 Fisiologia

La mayoria de especies de Epidendrum que se habia informado de las observaciones
de los polinizadores, ha demostrado ser polinizada por polillas, colibries o mariposas.
Las especies se encuentran en casi todos los habitats, pero el mayor nimero se
producen como epifitas en el bosque humedo de niebla en las laderas de los Andes y
su distribucion es a lo largo de la América tropical desde el nivel del mar hasta los 3

700 metros de elevacion (Dodson, 2003).
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3.1.5.6 Epidendrum schistochilum Schltr

Se encuentra en Ecuador en elevaciones de 500 a 2 500 metros, en las provincias de
Bolivar y Sucumbios. Especie herbacea, epifita, nativa andina y amazoénica del
Ecuador; con tallos erectos, algo sencillo de ramificacion, con hojas oblongas y
obtusas. No presenta sinénimos; el tamafio de su flor es de aproximadamente 2,5 cm,
las flores de Epidendrum schistochilum se producen en una terminal del tallo de la
flor que se desarrolla en los tallos maduros; generalmente la floracion se produce en
la primavera; su crecimiento se mantiene a una temperatura de calido a frio.
Epidendrum schistochilum fue descrita por primera vez a la comunidad cientifica en
1924 (Jgrgensen y Leon-Yéanez 1999).

Gréfico N° 4. Epidendrum schistochilum Schltr. Fuente: (Orchidspecies, 2011).
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3.1.6 Género Oncidium

flor

vastago
F
A
k‘
)
2
» ‘- 3
o1
A > 7
I3 ¢ r
- 4/ :
g2 / pseudobulbo
E polinio
: ' A T -

labelo

Gréfico N° 5. Especie representativa del género Oncidium. Fuente: (Dodson, 2003).

3.1.6.1 Generalidades

El nombre Oncidium se debe a la pequefa callosidad que presenta en la base del

labio que aparenta ser una hinchazon, que en griego significa “Onkos” (Atwood y
Mora, 1999).
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El género fue propuesto por Olaf Swartz en 1800. El género es muy grande y
polimorfico. Muchas de las especies son denominadas “damas bailarinas”, debido a
la dispersion floral que se asemeja a un conjunto de bailarinas de ballet (Cavero,
2008).

Oncidium, es un género que abarca las plantas con gran diversidad en sus hébitos
de crecimiento, asi como los tipos de flores, vienen en muchos tamafios, formas y
colores caracteristicos, tal como se encuentra en los robustos y brillantes de
las Oncidium mas grandes, las cuales son espectaculares y elegantes, mientras
que los picos delicados de las especies mas pequefias son una delicia. Los colores
amarillo y café son predominantes en las flores, aunque las hay también en tonos

morado, rosa y verde (Mckinley, 2005).

3.1.6.2 Taxonomia

Oncidium, perteneciente a la subfamilia: Epidendroideae, Tribu: Maxillarieae y

subtribu: Oncidiinae, la cual consta con mas de 600 especies (AGC, 2010).

3.1.6.3 Distribucién en el Ecuador

En el Ecuador se han registrado 131 especies; de las cuales 34 especies son

endémicas (Jargensen y Leon-Yéanez 1999).

3.1.6.4 Anatomia

Se caracteriza por la presencia de pseudobulbos unifoliados o bifoliados de un solo
entrenudo, generalmente sostenidas por disticas vainas de las hojas; la inflorescencia
es extremadamente variable, solitaria, a menudo paniculada, producida a partir de las
axilas de las vainas. La parte basal del labio se extiende desde 6 paralelamente a la
columna, a veces unidos por una corta distancia en la base; el labio, por lo general,
con un callo en el disco, la columna sin pie, por lo comun con las alas con detalles
sobre cada lado de la estigmatizacion, y los polinios son dos duros conectados a una

banda relacionada con un viscidio (Dodson, 2003).

Debido a que este género presenta diferencias morfoldgicas entre sus especies, ha

dado lugar a divisiones en secciones, incluso algunas de ellas han sido reconocidas
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como géneros independientes, como es el caso de Cyrtochilum y Tolumnia entre
otros (Portilla, 2007).

3.1.6.5 Fisiologia

La mayoria de las especies parece ser polinizada por las abejas del género Centris.
Las abejas hembras recogen el aceite en su tibia y son engafiadas por la similitud de
las flores Oncidium a los de la familia Malpighiaceae que las abejas visitan
normalmente. Las abejas machos establecen territorios y la unidad de otros insectos
de distancia. Algunas especies de Oncidium producen flores con imagenes
ultravioleta de los insectos; el cultivo de la mayoria de las especies de Oncidium
puede llevarse a cabo en la casa bajo luz intermedia en macetas con drenado y con
abundante agua en el riego durante todo el afio. Algunas especies provienen de las
elevaciones mas altas y requiere condiciones mas frescas (Dodson, 2003).

Son principalmente epifitas, unas pocas son terrestres. La mayoria tiene
pseudobulbos; las flores son comunmente amarillas, ademas las hay marrones,
blancas y rosadas. EI tamafio de las flores varia desde 1 cm hasta 10 cm de longitud

aproximadamente. (Cavero 2008).

3.1.6.6 Oncidium cultratum LindlI

La especie fue descrita por primera vez por Lindley en 1838. Orquidea epifita,
herbécea, nativa andina del Ecuador. Se encuentra en elevaciones de entre 1500-3500
m, en las provincias de Azuay, Cafar, Imbabura, Pichincha, Tungurahua y
Sucumbios; su tamafio de flor es de 3 cm. Se presentan como pseudobulbos de
epifitas, vainas imbricadas con la parte superior foliaceo; las hojas son basales y
florece en un pie, paniculada; inflorescencia de flores diversas que surgen en un
pseudobulbo maduro, en la mayoria ocurre en cualquier época del afio (Jgrgensen y
Ledn-Yéanez 1999).
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Gréfico N° 6. Oncidium cultratum Lindl. Fuente: (orchidspecies.2011).

3.2 Identificacion, almacenamiento y conservacion de semillas de orquidea

3.2.1 Generalidades

Las semillas son estructuras reproductoras que garantizan la supervivencia del
embrion, desde que éste se separa de la planta progenitora hasta que se inicia el

crecimiento de la nueva plantula (Martinez, 2006)

El tamafio de la semilla de orquidea es de 0,25 a 1,2 mm de longitud y desde 0,90 a
0,27 mm de diametro; son muy ligeras y se producen desde mil trescientas hasta

cuatro millones o mas por capsula (Pierk 1990).
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Por lo general, para la obtencion de semillas ocurre la polinizacién entre flores de
distintas plantas, proceso llamado polinizacion cruzada o alogamia; de manera
ocasional, pero no frecuente, la polinizacion ocurre entre flores de la misma planta,
fendmeno denominado autopolinizacién o autogamia, ya que algunas flores son

autocompatibles (Ackerman y otros., 1992).

Existen adaptaciones morfoldgicas especiales que minimizan la posibilidad de una
autopolinizacion; una de ellas es que la planta es hermafrodita, es decir, que posee
ambos sexos, y éstos no llegan a su madurez al mismo tiempo; por consiguiente, es
necesario que existan medios diversos para que los 6rganos masculinos de una flor
sean transportados hasta una flor cuyos 6rganos sexuales femeninos hayan alcanzado

una completa madurez (Ottolenghi, 1945).

Por su variabilidad genética, las orquideas tienen una gran importancia ecoldgica,
tanto para la flora como para la fauna silvestre. El elevado peligro de extincion que
presentan las orquideas, se debe a la tala de bosques y su entorno se ve amenazado;
por ello, es necesario la evaluacion de métodos eficientes de preservacion de su

material genético (Ossenbach, Arce y Warne, 2007).

Segun Arditti (1992), en la conservacién in situ se corre un mayor riesgo de perder
esta variabilidad, por lo que, la conservacion ex situ adopta un papel predominante en
estas situaciones; ademas, se tiene como antecedente, que la autopolinizacion
conlleva a una reduccion de la variabilidad genética, mientras que, como producto de

la polinizacion cruzada se obtiene un aumento de la variabilidad genética.

3.2.2 Identificacion del material vegetal colectado

Se entiende como identificacién, al proceso de la confirmacion de nombres
cientificos existentes para determinadas especies, que se asignan al material
recolectado en campo. En general, se refiere a la asignacion del nombre cientifico
completo (género y especie); también, cuando se le asigna al material solamente el
nombre de la familia o género. En ocasiones, se habla de tres niveles: familia, género
y especie (conceptualmente éste ultimo se interpreta como la unidad de género y
especie). Ademas, la identificacion es una fase que se debe hacer con un rigor

cientifico, por lo que, se requiere recurrir con paciencia y dedicacion a herramientas
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de apoyo (la literatura apropiada, el estudio y la comparacion cuidadosa del material
de referencia (CECON vy otros, 2008).

3.2.3 Evaluacién de la calidad de las semillas

Para examinar semillas de orquidea se puede utilizar una lupa de 10 aumentos o con
un microscopio de menor aumento, en los cuales, es posible observar semillas vacias
y semillas con embriones esféricos. Las semillas con embriones esféricos y
engrosados son las que tienen mayores posibilidades de germinar en condiciones
apropiadas, asi que, un grupo de semillas de buena calidad, es aquel que contiene un

alto contenido de semillas con embriones (Seaton y Ramsay, 2009).

3.2.4 Distincion y secado de las semillas

Un método recomendable para el almacenamiento de semillas, es verificar primero si
las capsulas han madurado a través del cambio de color de verde a amarillo; luego las
semillas pueden transferirse a un tubo u otro recipiente para su secado. El secado es
importante para incrementar considerablemente la longevidad de las semillas y su
almacenamiento a largo plazo. Existen soluciones como el cloruro de calcio que a
temperatura ambiente produce una humedad relativa de 30%; el cloruro de litio a la
misma temperatura produce una humedad relativa de 12%. Estos datos son
importantes, debido a que, las semillas tienden a equilibrar su contenido de humedad
con el del ambiente que las rodea; estas soluciones pueden utilizarse para secar las
semillas a niveles de humedad conocidos. Para el almacenamiento a largo plazo, se
recomienda que las semillas tengan un contenido de humedad de 5- 6 %. Existen
otros sustitutos como los granos de arroz secados o el uso de silica gel; pero por
tiempos no prolongados (preferentemente de 3 a 4 dias) pueden conservarse a
temperatura ambiente en un desecador de vidrio para que las semillas alcancen el
contenido de humedad requerido, ya que, la silica gel puede secar excesivamente las

semillas y reducir su viabilidad (Seaton y Ramsay, 2009).

3.2.5 Método de almacenaje al vacio

Las semillas delicadas y de corta vida, pueden conservarse durante varios meses en

recipientes que cierren herméticamente, en los cuales, se ha producido un vacio
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parcial (alrededor de 1 mm de presion) con una bomba de succién. Con este tipo de
almacenaje se consigue que los procesos vitales de la semilla se mantengan

constantes (Pérez, 2009).

En silvicultura, es mas frecuente recurrir al secado previo de la semilla hasta obtener
el contenido de humedad adecuado, y después, almacenarla en recipientes herméticos
y llenos. Siempre que los recipientes no se abran con demasiada frecuencia y que el
cierre hermetico sea eficaz; mediante este método se puede mantener bajo el

contenido de humedad durante muchos afios (FAO, 2006).

El almacenaje sellado herméticamente en las semillas, forja que la humedad no
pueda entrar ni escapar de un frasco. Lo ideal, es almacenar las semillas en un
recipiente sellado herméticamente para mantener un contenido de humedad constante

(Seaton y Ramsay, 2009).

3.3 Cultivo in-vitro

La expresion cultivo in-vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de un frasco
de vidrio en un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos
caracteristicas fundamentales: la asepsia y el control de los factores que afectan el
crecimiento; en la que, a partir de un pequefio segmento inicial de tejido, es posible
regenerar en poco tiempo miles o millones de plantas genéticamente iguales a la
planta madre; esto se puede lograr, mediante la aplicacion de estimulos fisicos y
quimicos controlados en un medio de cultivo a un tejido vegetal (Roca y Mroginski
1991).

El cultivo in-vitro de plantas, es una técnica que exige un control especifico del
ambiente, tanto fisico (temperatura, luz y humedad) como quimico (composicion del
medio de cultivo, pH) en el que se sitla el explante. Conviene, por tanto, conocer
cuéles son los principales factores que conforman dicho entorno y que deberan ser
controlados (Castillo, 2007).

Asi pues, se cultiva una determinada parte de la planta original, se induce la
formacion de brotes, se multiplican y las plantas o brotes obtenidos deben someterse
a un proceso de aclimatacion para adaptarlas de nuevo a las condiciones in vivo,

donde se cultivan hasta diferentes estadios segun la finalidad (Estopa, 2005).
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A diferencia de las técnicas tradicionales de cultivo, esta técnica bioldgica permite la
propagacion de grandes volumenes de plantas en menor tiempo, asi como el manejo
de las mismas en espacios reducidos. ElI enorme potencial de la técnica, ha
favorecido en los ultimos afios el incremento del nimero de laboratorios de cultivo
de tejidos para la produccion comercial de plantas ornamentales, medicinales y
frutales, lo que ha motivado que, algunos floricultores la estén utilizando como una

alternativa viable en sus programas de produccion (Arena y Martinez 1997).

3.3.1 Protocolo para cultivo in-vitro

El término protocolo, procede del latin "protocollum", y del griego “protos ”, primero
y “kollom”, pegar; se refiere a la “primera hoja pegada con engrudo”. En su
significado original, venia a decir que "protocollum™ era la primera hoja de un escrito
(la primera hoja en la que se marcan unas determinadas instrucciones). Esta
definicion marca el inicio de lo que mas tarde sera el verdadero significado del
término protocolo. En consecuencia, un protocolo, es un documento de tipo
cientifico, administrativo o legal que acoge puntualidades detalladas, el cual brinda
informacion precisa y pertinente (Barrio, 2005).

Con el desarrollo de protocolos de cultivo, es posible aumentar la proliferacion y
disminuir los tiempos de propagacion de plantas que se da en forma natural,
partiendo de explantes como semillas, yemas, fragmentos de hoja o tallo para
contribuir a la conservacién de la biodiversidad, preservacion de héabitats naturales,
de la ecologia de la zona y salvaguardar bancos de germoplasma valiosos (Gémez,
Cristiani y Villegas, 2010).

La creacion de un protocolo para la reproduccion in-vitro de orquideas, ha permitido
estandarizar los procedimientos y medios utilizados; gracias a esto se conservan in-
vitro especies como: Cattleya maxima, Miltonia vexl, Stanhopea

tigrina y Scamburtia splendida, entre otras (L6opez, 2008).

3.3.2 Proceso de desinfeccion y siembra in-vitro del explante

La asociacion explante-medio y las condiciones fisicas en las que, normalmente se

incuban los cultivos, conforman un ambiente propicio para la proliferacion de
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microorganismos (bacterias, hongos), los cuales pueden destruir tales cultivos,
competir con el explante por el medio de cultivo o modificarlo. Evitar las
contaminaciones con microorganismos es un aspecto basico que se debe tener en
cuenta para el éxito. Para establecer cultivos asépticos es necesario: a) trabajar en
ambientes adecuados; b) esterilizar los medios de cultivo; c) desinfectar
superficialmente los explantes para liberarlos de microorganismos exdgenos y d)

manejar adecuadamente las normas de asepsia (Perla, 2007).

Las semillas adquieren la habilidad para germinar gradualmente a medida que crecen
y maduran dentro de la capsula; esto puede ser diferente para cada especie, y
depende en alguna medida de las condiciones ambientales bajo las cuales la capsula

madura (Seaton y Ramsay, 2009).

Se puede sembrar semillas a partir de capsulas verdes y su desinfeccion consiste en
utilizar un cepillo de dientes suave para fregar suavemente la cépsula con una
solucién jabonosa, se enjuaga la capsula en agua; se introduce la cépsula por 10
minutos aproximadamente en una solucion de hipoclorito de sodio al 3% y se
transfiere la capsula sumergida en la solucion de cloro a la cdmara de flujo laminar.
Luego se sumerge en alcohol al 90% vy se pasa rapidamente por el fuego (flameado) y
se transfiere la capsula a una superficie desinfectada (como una caja Petri
esterilizada). Para su siembra, se corta longitudinalmente la capsula en la mitad con
la ayuda de un bisturi desinfectado y se levanta la una mitad de la capsula con las
pinzas y se golpea ligeramente sobre el medio para discernir las semillas
(Mckendrick, 2000).

En el caso de las orquideas, las semillas expuestas deben ser tratadas con un
desinfectante. Las semillas son colocadas en un sobre de papel filtro, tubo o frasco
pequefio y se cubren con cinco a diez veces su volumen con una solucion de
hipoclorito de calcio o de sodio mas una o dos gotas de un agente humectante. Las
semillas se dejan en remojo durante cinco minutos (a veces mas) agitandolas
periddicamente. Al final de ese tiempo, éstas se habran ido al fondo del recipiente. Se
vacia con cuidado el desinfectante y se agrega agua estéril hasta la mitad del frasco.
Luego de agitar varias veces, se vacia el agua que contiene las semillas con un haza

de alambre, o con una espatula y se procede a la siembra (Murguia, 2007).
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3.3.3 Germinacion in-vitro de semillas de orquideas

La multiplicacion de orquideas se ha visto limitada por la germinacion de la semilla
en forma natural, considerandolas como estériles o no viables; ademas, el embrién no
estd diferenciado dentro de los distintos 6rganos como en la mayoria de los
embriones vegetales, y por lo tanto, la germinacion solo ocurre cuando éste se

desarrolla bajo condiciones favorables (Potisek, Puk y Sarmiento, 1994).

La obtencion de orquideas a partir de semillas germinadas in-vitro, fue introducida
por Lewis Knudson en 1925, y se usa en la actualidad de forma ocasional en muchas
orquideas tropicales y subtropicales, debido a que se tiene presente también que, la

propagacion convencional vegetativa es extremadamente lenta (Martinez, 2006).

La germinacion in-vitro de semillas, es muy importante para la produccién comercial
de muchas especies e hibridos de orquideas, siendo la Unica manera de aprovechar

las semillas fuera de su entorno natural (Arditti y Ernst, 1993).

Knudson (1922) indica que, las semillas de algunos géneros de orquideas son
capaces de germinar in-vitro; sin embargo, cada especie de orquidea tiene diferentes

necesidades de nutrientes para germinar.

Existen varios factores complejos que influyen en la germinacién y el crecimiento de
las orquideas como: la temperatura, el fotoperiodo y la humedad; la composicion del
medio de cultivo también es un factor fundamental para el proceso de germinacion;
hormonas, agua, minerales, carbono y vitaminas son los componentes indispensables

en los medios de germinacion (Pierik, 1990).

3.3.3.1 Crecimiento in-vitro de las semillas de orquidea

La germinacion de las orquideas epifitas, puede darse en poco tiempo (dos semanas)
0 puede tomar varios meses. El tiempo promedio es cuatro semanas. Los primeros
signos de germinacion se observan cuando las semillas embeben agua y se
engruesan; esto seguido por un cambio de color en las semillas (amarillo paja), que
luego cambia a verde cuando comienzan a producir clorofila. Cuando la semilla de
una orquidea germina en la luz, en lugar de formarse una hoja y una raiz inicial, se

forma una pequefia esfera compuesta por células verdes que recibe el nombre de
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protocormo; conforme éste crece, en su parte inferior aparecen pequefios pelos
radicales, una vez que se acumula suficiente materia orgéanica en la parte superior,
aparece el primer brote; partir de esta estructura se formaran las primeras hojas y
raices, como se observan en el Grafico N° 7, (Seaton y Ramsay, 2009).

Grafico N° 7. Desarrollo de una orquidea epifita. Fuente: (Seaton y Ramsay 2009).

3.3.4 Medios de Cultivo

Un medio de cultivo vegetal puede ser definido, como una formulacion de sustancias
nutritivas, liquido o semisélido, en donde se desarrollan células vegetales, tejidos y
organos. En otras palabras, es un sustrato que sirve para el crecimiento vegetal
(Chéavez y Rincon 2006).
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Los ingredientes de un medio de cultivo pueden clasificarse en los siguientes
elementos bésicos: a) Sales inorgénicas, b) Compuestos organicos, c) Preparaciones

naturales complejas y e) Materiales inertes (Esquievel y Escalant, 1994).

3.3.4.1 Las sales inorganicas

Las sales inorganicas contienen a los elementos mayores que son: N, P, K, S, Ca, Mg
y Fe; y los elementos menores que son también necesarios pero se los agrega en
pequefias cantidades son: B, Zn, Mn, Cu, Mo, Co, Cl y I (Mroginski y Roca, 1991) y
(Pierik, 1987).

3.3.4.2 Los compuestos organicos

Los carbohidratos que proveen de elementos como el hidrégeno, carbono y oxigeno,
los cuales suplen como fuente de azlcar a la planta, ya que, debido a la baja
intensidad luminica no pueden fabricar todo el azOcar que requieren; los mas
utilizados son: la sucrosa, D- amitol y D-sorbitol, éstos dos ultimos como azucares
traslocables. Las hormonas actian como reguladores de crecimiento, entre las mas
utilizadas estan: las auxinas (acido indolacético, &cido naftalénico; 2,4-D y
picloram), las citoquininas (benzilaminopurina, kinetina y zeatina), giberelinas y el
acido abscisico. La vitamina que ha demostrado mucha utilidad es la tiamina; sin
embargo, otras han sido utilizadas con frecuencia para estimular procesos especificos
como el &cido nicotinico, piridoxina y riboflavina (Esquievel y Escalant, 1994).

3.3.4.3 Las preparaciones naturales complejas

Para enriquecer los medios de cultivo, se utiliza una gran variedad de sustancias de
composicion indefinida, entre las cuales destacan: extracto de malta, agua de coco,
harina o pulpa de banano, caseina hidrolizada y pulpas de tomate, pifia y naranja
(Lydiane, 1996).

3.3.4.4 Los Materiales inertes

Los materiales inertes 6 geles himedos actian como agentes de soporte, entre ellos

estan: el agar-agar, gelrite, phytagel, etc; y el carbon activado que en bajas
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concentraciones actla contrarrestando efectos negativos que producen algunas

sustancias liberadas en el medio como los fenoles (Esquievel y Escalant, 1994).

3.3.5 Medios de cultivo para orquideas

Hoy en dia existen algunas férmulas para la elaboracién del medio de cultivo in-vitro
de semillas de orquidea. Algunas se pueden preparar con ingredientes que se
encuentran facilmente o que se tiene en la cocina, otras requieren de compuestos
quimicos en toda su formulacion, por lo que resulta mas complicado su uso en
cultivos caseros, y otras que se pueden obtener como férmulas comerciales, listas,

que sélo necesitan ser mezcladas con agua (Orquideoteca, 2010).

Los medios de cultivo para orquideas, elaborados a base de nutrientes naturales
provenientes de frutas o verduras, tienen como fin, remplazar a los reactivos
quimicos, debido a su alto costo y dificultad de conseguirlos. Por otro lado, es una
forma factible para la reproduccién de orquideas en medios de cultivo menos
complejos y elaborados con nutrientes naturales, siendo otra opcién de medio de

cultivo que puede reemplazar a los medios quimicos ya existentes (Pardo, 2008).

En términos generales, un medio relativamente sencillo (como el Knudson C o
Murashige y Skoog) serd apropiado para la germinacion. De acuerdo a la especie,
una vez que las semillas han germinado, es aconsejable transferir los protocormos a
un medio modificado o mas concentrado, con aditivos como el homogenizado de

banano que promueven un crecimiento mas vigoroso (Seaton y Ramsay, 2009).

Las formulaciones de medios de cultivo que se mencionan a continuacion, son las

mas utilizadas para la propagacion de orquideas (Sigma-Aldrich, 2009).

26



3.3.5.1 Medio Murashige y Skoog (mg/l)

Cantidad (mg) Componente

1650 Nitrato de amonio

6.2 Acido Borico

332.2 Cloruro de Calcio
0.025 Cloruro de cobalto 6 H,0
0.025 Sulfato Cuprico 5 H,0
37.26 Na2 EDTA

27.8 Sulfato Ferroso 7 H,O
180.7 Sulfato Magnesio

16.9 Sulfato Manganeso H,0
0.25 Acido Molibdico 2 H,0
0.83 Yoduro de Potasio
1900 Nitrato de Potasio

170 Fosfato de Potasio

8.6 Sulfato de Zinc 7 H,0
2000 Phytagel

pH: 3.9

Cuadro N° 1. Formulacion medio Murashige y Skoog. Fuente: (Sigma-Aldrich, 2009).

3.3.5.2 Medio Phytamax (mg/l)

Cantidad (mg) Componente

825 Nitrato de amonio

3.1 Acido Borico

166 Cloruro de Calcio

0.0125 Cloruro de Cobalto 6 H,0
0.0125 Sulfato Cuprico 5 H,0
37.24 Na2 EDTA

27.85 Sulfato Ferroso 7 H,O
90.35 Sulfato Magnesio

8.45 Sulfato Manganeso H,0
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0.125 Acido Molibdico 2 H,0
0.415 Yoduro de Potasio
950 Nitrato de Potasio

85 Fosfato de Potasio

5.3 Sulfato de Zinc 7 H,O
1000 MES (&cido libre)
100 Mioinositol

1 Acido Nicotinico
2000 Peptona

1 Piridoxina HCI

20000 Sacarosa

10.0 Tiamina

2000 Phytagel

pH: 5.4

Cuadro N° 2. Formulacion medio Phytamax Fuente: (Sigma-Aldrich, 2009).

3.3.5.3 Medio Knudson modificado (mg/l)

Cantidad (mg) Componente

500 Nitrato de amonio

500 Sulfato de amonio

347.2 Nitrato de calcio

25.0 Sulfato ferroso 7 H,O
122.125 Sulfato de magnesio

5.682 Sulfato de manganeso H,O
250.0 Fosfato de potasio monobasico
20000 Sacarosa

2000 Phytagel

pH: 4.8

Cuadro N° 3. Formulacion medio Knudson modificado. Fuente: (Sigma-Aldrich, 2009).
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3.3.5.4 Medio de coco (mg/l)

Cantidad (mg) Componente

1000 Abono Mineral 20-20-20
2000 Phytagel

1000 Azucar comercial

1000 Extracto de levadura
5mil Complejo B

20 ml Agua de coco

c.s.p. 1000 ml Agua destilada

pH: 5.2

Cuadro N° 4. Formulacién medio de Coco. Fuente: (Orquideoteca, 2010).

3.3.5.5 Medio de platano (mg/l)

Cantidad (mg) Componente
10000 Harina de platano
2000 Phytagel

15000 Azucar comercial
1200 Tiamina

c.S.p. 1000 ml Agua destilada
pH: 5.2

Cuadro N° 5. Formulacion medio de platano. Fuente: (Orquideoteca, 2010).

3.3.5.6 Medio de pifia (mg/l)

Cantidad (mg) pH: 5.4 Componente

200 ml Pulpa de pifia
2000 Phytagel

15000 Azucar comercial
1200 Tiamina

c.s.p. 1000 ml Agua destilada

Cuadro N° 6. Formulacion medio de pifia. Fuente: (Orquideoteca, 2010).
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3.3.5.7 Medio Knudson (mg/l)

Cantidad (mg) Componente

500 Sulfato de amonio

0.056 Acido bérico

694.4 Nitrato de calcio

0.0624 Sulfato cuprico 5 H,O
25.0 Sulfato ferroso 7 H,O
122.125 Sulfato de magnesio

5.682 Sulfato de manganeso H,O
0.016 Trioxido molibdeno

250.0 Fosfato de potasio monobasico
0.031 Sulfato de zinc 7 H,O
20000 Sacarosa

2000 Phytagel

pH: 4.7

Cuadro N° 7. Formulacion medio Knudson. Fuente: (Sigma-Aldrich, 2009).

3.3.6 Cémara de flujo laminar

Es un habitaculo con un operario en un ambiente estéril donde se realizan todas las

manipulaciones con el material vegetal (Santos, 2009).

En las camaras de flujo laminar, un flujo continuo de aire pasa horizontalmente por
la superficie de trabajo, usualmente de acero inoxidable, después de pasar
previamente por un filtro. La camara tiene los costados y la parte superior cubiertos.
El aire en el interior se mantiene con una presion positiva con respecto al aire
circundante, de forma tal que, la posibilidad de que un microorganismo ingrese es

minima (Seaton y Ramsay 2009).
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Grafico N° 8. Cabina de flujo laminar vertical. Fuente: Labculture, 2011.

3.3.7 Cémara de crecimiento

Es un receptaculo para permitir el control de algunas variables del ambiente fisico.
Habitualmente se pueden controlar la temperatura, iluminacion y fotoperiodo
(Santos, 2009).

En el cuarto de crecimiento, tanto la luz como la temperatura son constantes. En el
laboratorio, normalmente se puede cultivar a 25 + 2 °C, bajo una intensidad luminosa
de 2000 lux (ldmparas fluorescentes) por 14 horas diarias (Mckendrich, 2000),
(Martinez, 2006) y (Cerna, 2009).

Aproximadamente un afio después de la siembra, las plantas jovenes se trasladan a

macetas o recipientes adecuados para su tamafio (Murguia, 2007).
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Gréafico N° 9. Camara de crecimiento. Fuente: Laboratorio CIVABI.

3.4 Aclimatacién

3.4.1 Generalidades

Una vez finalizado el proceso de multiplicacion y obtenida la cantidad deseada de
plantulas, se procede a la aclimatacion, proceso gque consiste en la adaptacion de las
plantulas a condiciones 6ptimas, es decir, similares a las del cultivo in-vitro y poco a

poco a las condiciones naturales del medio ambiente (Curtis y otros, 2008).

En los frascos, las plantulas se han desarrollado en un ambiente cerrado y aséptico,
por lo que, deben acostumbrarse de una manera gradual y progresiva al medio
externo antes de ser trasplantadas a las macetas. La humedad en los frascos es alta y
las plantas estan protegidas de ataques de hongos y bacterias. En el medio natural, la
temperatura y la luz varian constantemente. Las nuevas plantas deben estar
protegidas de manera especial de la fuerte luz solar, ya que, una pequefia cantidad de
ésta, podria quemar las hojas de las orquideas que usualmente crecen en la sombra.
Ademas, las plantulas que han crecido en condiciones de alta humedad, tendran

cuticulas débiles, por esta razon, necesitan acostumbrarse gradualmente a medios
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mas secos antes de ser trasplantadas. Finalmente, tanto en la fase de aclimatacion
como en la de trasplante, las plantulas deben ser cuidadas diariamente para evitar

inconvenientes (Mckendrich, 2000).

3.4.2 Invernadero

Se define como una construccion especial en la que la cubierta y las paredes son
transparentes y dejan pasar la luz; se emplean para cultivar plantas mediante el
control del clima en el que se desarrollan. Presenta como ventajas: el aumento de
rendimientos, productos sanos, limpios, homogéneos, control del medioambiente
(temperatura, humedad relativa y ventilacion), y la menor incidencia de plagas y
enfermedades (Tapia, 2009).

3.4.2.1 Cémara de aclimatacion

Llamadas también pequefios propagadores o mini-invernaderos, que ofrecen
condiciones espléndidas para la proteccion de las plantulas. En ellas, se pueden
cultivar plantas de interior exoticas o delicadas, ya que, el ambiente que ofrecen es
una temperatura regular, corriente de aire y un ambiente humedo; tienen la ventaja de
ocupar poco espacio. El propagador consta fundamentalmente, de una bandeja para
colocar las plantulas con una tapa alta y transparente. Lo ideal es que tenga una
rendija ventiladora en la tapa; si no la tiene, se deberd abrir la tapa varias veces al dia
para que no se condense demasiada humedad; las bandejas interiores méviles o los
recipientes individuales son muy dtiles, porque permiten extraer las plantulas
facilmente cuando estan listas para ser trasplantadas y reemplazarlas en su espacio

por otras (Pereira, 2009).

Los cultivos de las plantulas de orquideas se deben mantener dentro del invernadero
a una temperatura minima de 21 a 22° C con una intensidad luminica maxima de
1600 lux (Murguia, 2007).

Las plantulas sacadas de los frascos son muy susceptibles a cambios bruscos de
temperatura, humedad y luz, asi como al ataque de hongos patogenos. Esto se debe a
que, las plantulas tienen menor cantidad de cera epicuticular; para ello es necesario

una ventilacién en el propagador con el propésito de que las plantulas puedan
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generar una mayor cantidad de cera epicuticular para promover su fortaleza o vigor a

condiciones desfavorables (Seaton y Ramsay, 2009).

Grafico N° 10. Camara de aclimatacion (propagador). Fuente: (Growzone, 2011).

3.4.3 Sustratos

Un sustrato adecuado para orquideas debe ser muy poroso, accesible y barato. En
Ecuador, son bastante utilizados: la corteza de pino, el musgo (Sphagnum) y el
helecho arbéreo (Cyatea sp), mezclados con trozos de carb6n, cerdmica o grava; en
Colombia, por ejemplo, se utiliza la cascara de coco picada. En consecuencia, el
material no es muy importante pero si lo es el tamafio de los trozos del material
(Portilla, 2007).

Se pueden mencionar dos tipos basicos de sustratos: los materiales organicos y los
materiales inorganicos. Los primeros, son aquellos que se han originado de alguna
forma viva, por ejemplo, la corteza de arbol, la raiz de helecho, musgo, fibra de coco,
corcho, cafia de azUcar, coquito de palma aceitera, carbon, musgo blanco, cascara de
coco, granza de arroz, hueso seco picado, mantillo de hojas, espuma de poliestireno,
etc. Entre los materiales inorganicos se pueden citar: oasis, piedra volcanica, lana
mineral, vermiculita, perlita, trozos de ladrillo o de barro cocido, piedra pémez, arena

de rio, tabique usado en construccién, etc (Murguia, 2007).
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3.4.4 Sustrato para Epidendrum sp y Oncidium sp

Para el género Epidendrum, por lo general, se recomienda cultivar en una mezcla de
pino tipo 2 (tipo de grosor del pino) con musgo Sphagnum en partes iguales. A su
vez, para el género Oncidium, la corteza de pino es un buen medio de cultivo, el
grosor de la misma va a depender de la planta, pero por lo general, la mayoria de las
especies utilizan un grosor intermedio de pino tipo 2; para plantas que provienen de
alturas mayores y requieren humedad constante (aquellas de raices finas) se
recomienda utilizar una mezcla de pino y musgo Sphagnum en proporciones iguales
(Portilla, 2007).

3.4.5 Condiciones ambientales para Epidendrum

Al ser un género tan variado, no se pueden establecer reglas generales de cultivo,
teniéndose en cuenta los matices existentes entre una especie y otra, aunque la
mayoria se cultiva con temperaturas intermedias y con riego todo el afio. Existe un
dicho que dice: a las Epidendrum les gusta tener los pies (raices) a la sombra y su
cara (flores) al sol (Fischer, 2007).

En cuanto a la iluminacién, para una buena floracién necesitan luz solar indirecta.
Crecen bien con temperaturas nocturnas de 13°a 15 °C y diurnas de 20° a 25 °C. Las
plantas crecen correctamente con humedad relativa de 50 a 75%. Deben estar bien
ventiladas sin que se expongan a fuertes vientos. Durante la etapa de activo
crecimiento no hay que dejar que el medio se seque totalmente entre riego y riego.

Después de la floracion, el riego debe ser espaciado (Portilla, 2008).

3.4.6 Condiciones ambientales para Oncidium

Todas las Oncidium con pseudobulbos grandes, necesitan mucha luz, hasta pueden
tolerar el sol directo una vez que la planta ya ha sido enraizada en su maceta. Las
Oncidium con pseudobulbos pequefios, normalmente crecen en lugares humedos y
sombrios. Su temperatura ideal oscila entre los 15 y 20 °C, ya que requieren de
ambientes con circulacion de aire constante y una humedad relativa del 70 %; esto
facilita el crecimiento y elimina a su vez bacterias y hongos. Los requerimientos de

agua varian segun la especie; plantas con raices gruesas y hojas duras requeriran
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riegos menos frecuentes que aquellas especies de raices finas y hojas delgadas. Los
riegos deben ser abundantes pero sin que se anegue el medio y deben ser realizados

durante la mafiana para que se pueda evaporar durante todo el dia (Portilla, 2008).

Genero Tenl([:i:ri;hlra (Pies :;;Z delas) H“]{Iu::;]dad Fertilizacion
Bletia 15 2400 - 3600 40-60 Mensual 1:1:1
Brassavola 15-18 2400 - 3600 40-70 Mensual
Brassia 15-21 2400 - 3600 40-70 Mensual
Cattleya 15-18 2400 - 3600 40-70 Mensual
Chysis 15-21 2400 - 3600 40-70 Mensual
Cycneches 15 2400 - 3600 40-70 Mensual 1:1:1
Cyrtopodium 10-21 2400 - 3600 40-70 Mensual
Epidendrum 10-21 2400 - 3600 40-70 Mensual
Gongora 15-21 2400 - 3600 40-70 Mensual
Isochilus 13 -15 2400 - 3600 40 - 60 Mensual
Hexisea 15-18 2400 - 3600 40 - 60 Mensual
Laelia 15-18 2400 - 3600 40-70 Mensual
Lycaste 15-18 2400 - 3600 40-60 Mensual
Maxillaria 15-21 2400 - 3600 40-70 Mensual
Mimercophyla 15-21 2400 - 3600 40-70 Mensual
Oncidinm 15-21 2400 - 3600 40-70 Mensual
Stanhopea 15 2400 - 3600 40 - 60 Mensual 1:1:1
Zyeopetalum 15-21 2400 - 3600 40-70 Mensual

Cuadro N° 8. Requerimientos de cultivo para algunos géneros de orquideas. Fuente:
(Villalobos y otros, 2005).

3.4.7 Abonos y fertilizantes

Un buen abono muy utilizado en las plantas de orquideas es el Biol, el cual, es una
fuente de fitoreguladores obtenido como producto del proceso de descomposicion
anaerdbica de los desechos organicos en biodigestores; actia como bioestimulante
organico en pequefias cantidades, promueve el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Es considerado Util y conveniente debido a su fécil preparacion, ya que, se
usan insumos de la zona y se obtiene en un tiempo corto (1 a 4 meses). De esta
manera, el Biol es la mezcla liquida del estiércol y agua, adicionando insumos como
alfalfa picada, roca fosférica, leche, pescado entre otros, que se descarga en un
digestor, donde se produce el abono foliar organico (Colque y otros,2005).

Los fertilizantes necesarios para el crecimiento y floracion de las orquideas deben
usarse disueltos en agua para no quemar las raices. Generalmente vienen en

formulaciones de tres numeros separados por una linea. El primer nimero se refiere a
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la concentracion de nitrogeno, el cual promueve el crecimiento vegetal; el segundo
indica el porcentaje de fosforo, el cual promueve la floracion; y el tercero indica el
porcentaje de potasio, el cual fortalece las raices. Se recomienda aplicar un
fertilizante para orquidea de tipo 15-10-15 cuando la planta tenga brotes, y un 13-40-
13 una vez que la planta haya crecido y esté robusta. Un fertilizante utilizado
frecuentemente para orquideas, es el extracto de algas a una concentracion de 5 ppm,

a una frecuencia de una vez por cada dos semanas sobre las hojas (Portilla, 2008).
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4 MARCO METODOLOGICO

4.1 Recoleccidn, identificacion y almacenamiento del material genético

4.1.1 Materiales

Se emplearon bolsas de plastico para la recoleccion, cuaderno de campo, lapiz,
maskin, tijeras de podar, camara fotogréfica, tubos de ensayo, silica gel, bisturi
esteril, papel aluminio, pinzas de laboratorio, papel filtro, embudos, mechero,
etiquetas, paletas, jeringuilla y material bibliogréfico.

4.1.2 Equipos

Desecador de vidrio y estufa modelo memmert Schutzart DIN 40050-IP 20.

4.1.3 Procedimiento

La recoleccion de plantas con cépsulas inmaduras de O. cultratum Lindl, se hizo en
las cercanias de la Reserva Yanacocha, provincia de Pichincha, el 17 de julio del
2010; las plantas con capsulas inmaduras de E. schistochilum Schitr, fueron
recolectadas en los taludes de la carretera, via al canton Salcedo, provincia de
Cotopaxi, el 5 de agosto del 2010. Posteriormente, las especies colectadas fueron
cultivadas en macetas con sustrato Sphagnum mas corteza de pino, con el propésito

de su preservacion y su posterior obtencion de capsulas maduras.

El material vegetal (plantas madre con capsulas) fue llevado al laboratorio CIVABI,
el 8 de octubre del 2010, donde se procedio a la identificacion visual de las especies,
a través del material bibliografico “Native Ecuadorian Orchids” del autor (Dodson,
2003). Obteniendo un numero de 8 individuos pertenecientes a la especie E.
schistochilum Schiltr, de 5 individuos, se obtuvo un nimero de 9 capsulas maduras; y
un namero de 3 individuos pertenecientes a la especie O. cultratum Lindl, de los

cuales, se obtuvieron 5 capsulas maduras para sus posteriores almacenajes.

La distincion de las capsulas maduras, se hizo a través de una identificacion visual,
en la cual, se observé el cambio de color de verde a una tonalidad amarilla o café;

luego las capsulas maduras fueron abiertas con la ayuda de un bisturi esteril para la
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extraccion de las semillas, las cuales fueron depositadas en papel aluminio, donde
cualquier residuo, material extrafio o fragmentos externos e internos de la capsula,

como pelos fueron removidos cuidadosamente con el uso de una pinza estéril.

Posteriormente, se procedio a examinar la calidad de las semillas de cada especie,
utilizando el microscopio con el menor lente (4x) para visualizar la presencia o
ausencia de embriones, con el fin de estimar si las semillas son aptas para la siembra,

asi como también, determinar la diferencia del tamafio en largo y ancho de las

mismas, mediante el uso de papel milimetrado, (Grafico N° 11).
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Gréfico N° 11. Procedimiento de la coleccién e identificacion del material vegetal

Foto 1. Coleccién de E. schistochilum Schltr, Foto 2. Coleccién de O. cultratum Lindl, Foto
3. Cépsula de E. schistochilum Schlitr, Foto 4. Cépsula de O. cultratum Lindl, Foto 5.
Semillas de E. schistochilum Schltr vistas en el microscopio (lente 4x), Foto 6. Semillas de
O. cultratum Lindl vista en el microscopio (lente 4x).

Enseguida las semillas fueron transferidas a tubos de ensayo (de 10 x 1,5 cm);
considerando, que las semillas de cada cépsula madura se depositan en tubos
individuales sin tapar y rotulados con el nombre de la especie, fecha de
almacenamiento y los cddigos de coleccidon del libro de campo del Dr. Marco Cerna;
correspondiendo el codigo: 1541 para las semillas de E. schistochilum Schltr y el
codigo 1589 para las semillas de O. cultratum Lindl. La cantidad de semilla
almacenada no sobrepaso el ¥4 del largo de cada tubo en ambas especies; de esta
manera, se obtuvieron 9 tubos con semillas procedentes de 9 capsulas maduras de E.
schistochilum Schltr y 5 tubos con semillas procedentes de 5 capsulas maduras de O.

cultratum Lindl., para luego ser enviadas a un desecador de vidrio para su secado.

En el proceso de secado de las semillas, se utilizé silica gel previamente calentada en
la estufa a 70 °C por treinta minutos en desecadores de vidrio; luego, las semillas
fueron colocadas en dichos desecadores, y al mismo tiempo se implementé un
medidor de temperatura (20 °C) y humedad relativa en cada desecador, para estimar
el contenido de humedad de las semillas durante 4 dias. Este tratamiento se hizo con
el propdsito de que las semillas alcancen el contenido de humedad requerido (5 —
6%) para su posterior almacenaje a largo plazo.
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Posteriormente, cada tubo con semillas, fue almacenado bajo un tratamiento, en el
cual, fueron herméticamente sellados y sometidos a un vacio parcial con la ayuda de
una jeringuilla, la misma que extrajo el aire contenido en los tubos, con el fin de que
las semillas mantengan su contenido de humedad constante para que puedan ser

conservadas a largo plazo, (Gréfico N° 12).

Gréfico N° 12. Procedimiento del secado y almacenamiento del material vegetal.

Foto 1. Adicién de silica gel en el desecador de vidrio, Foto 2. Tratamiento al vacio de las
semillas, Foto 3. Tubos de ensayo rotulados con semillas de O. cultratum Lindl y E.
schistochilum Schitr, Foto 4. Tubos de ensayo con semillas de O. cultratum Lindl y E.
schistochilum Schltr., almacenadas al vacio.
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4.2 Medios de cultivo

4.2.1 Preparacion de los medios

4.2.1.1 Materiales

Paletas de plastico, recipientes plasticos para pesaje de reactivos, vasos de
precipitacion de 800 ml y 100 ml, embudos, papel aluminio, plastico para embalaje
(rollo-pack), pipetas de 10 ml y 0.2 ml, pipeteadores, probetas, tubos de ensayo,
frascos para medio de cultivo de 600 ml, guantes, imanes, rejillas, etiquetas.

4.2.1.2 Reactivos

4.2.1.2.1 Medios de cultivo estandares y caseros

- Para una cantidad de 1000 ml de medio Knudson modificado (M1) se utilizo:
500 mg de Nitrato de amonio, 500 mg de Sulfato de amonio, 347.2 mg de Nitrato de
calcio, 25 mg de Sulfato ferroso 7 H20, 122.12 mg de Sulfato de magnesio, 5.68 mg
de Sulfato de manganeso H20, 250 mg de Fosfato de potasio monobasico, 20g de
sucrosa, 2 g de Phytagel, 5 ml de acido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de
Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH:
4.8.

- Para una cantidad de 1000 ml de medio de coco (M2) se requirio:
2 g de Phytagel, 1 g de azucar comercial, 1 g de extracto de levadura, 5 ml de
complejo B, 20 ml de agua de coco, 5 ml de acido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1
ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000
ml); pH: 5.2.

- Para una cantidad de 1000 ml de medio Knudson (M3) se utilizé:
500 mg de Sulfato de amonio, 0.056 mg de &cido borico, 694.4 mg de Nitrato de
calcio, 0.0624 mg de Sulfato cuprico 5 H20, 25 mg de Sulfato ferroso 7 H20,
122.12 mg de Sulfato de magnesio, 5.68 mg de Sulfato de manganeso H20, 0.016
mg de Tridxido de molibdeno, 250 mg de Fosfato de potasio monobasico, 0.033 mg

de Sulfato de zinc 7 H20, 20 g de sucrosa, 1 g de Phytagel, 5 ml de acido Nicotinico,
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5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de Mioinositol, agua
destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 4.7.

- Para una cantidad de 1000 ml de medio Murashige y Skoog (M4) se utilizo:
4.4 g de sales de Murashige y Skoog, 2 g de Phytagel, 20 g de sucrosa, 5 ml de acido
Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de
Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 3.9.

- Para una cantidad de 1000 ml de medio Phytamax (M5) se utilizo:
27.3 g de sales de Phytamax, 20 g de sucrosa, 2 g de Phytagel, 5 ml de acido
Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de
Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 5.4.

- Para una cantidad de 1000 ml de medio de pifia (M6) se utilizo:
200 ml de jugo de pulpa de pifia, 2.0 g de Phytagel, 15 g de aztcar comercial, 5 ml
de acido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de

Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 5.4.

- Para una cantidad de 1000 ml de medio de platano (M7) se utilizo:
25 g de harina de platano, 2.0 g de Phytagel, 15 g de azucar comercial, 5 ml de acido
Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de

Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 5.2.

4.2.1.2.2 Medios de cultivo modificados

- Para una cantidad de 1000 ml de medio Murashige y Skoog mas harina de
platano (MML1) se utilizo:
4.4 g de sales de Murashige y Skoog, 2 g de Phytagel, 20 g de sucrosa, 25 g de harina
de platano, 5 ml de &cido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de
Glicina, 10 ml de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 5.2 - 5.8.

- Para una cantidad de 1000 ml de medio Murashige y Skoog mas agua de coco
(MM2) se utilizo:
4.4 g de sales de Murashige y Skoog, 2 g de Phytagel, 20 g de sucrosa, 100 ml de
agua de coco, 5 ml de acido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml
de Glicina, 10 ml de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 5.2 - 5.8.
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- Para una cantidad de 1000 ml de medio Murashige y Skoog mas harina de
platano, méas agua de coco (MM3) se utilizo:
4.4 g de sales de Murashige y Skoog, 2 g de Phytagel, 20 g de sucrosa, 100 ml de
agua de coco, 25 g de harina de platano, 5 ml acido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1
ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000
ml); pH: 5.2 - 5.8.

- Para una cantidad de 1000 ml de medio Knudson (MM4) méas harina de
platano se utilizo:

25 g de harina de platano, 500 mg de Sulfato de amonio, 0.056 mg de &cido borico,
694.4 mg de Nitrato de calcio, 0.0624 mg de Sulfato cuprico 5 H20, 25 mg de
Sulfato ferroso 7 H20, 122.12 mg de Sulfato de magnesio, 5.68 mg de Sulfato de
manganeso H20, 0.016 mg de Tridxido de molibdeno, 250 mg de Fosfato de potasio
monobaésico, 0.033 mg de Sulfato de zinc 7 H20, 20g de sucrosa, 2 g de Phytagel, 5
ml de &cido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml
de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 5.2 - 5.8.

- Para una cantidad de 1000 ml de medio Knudson (MM5) méas agua de coco
se utilizo:

100 ml de agua de coco, 500 mg de Sulfato de amonio, 0.056 mg de &cido bérico,
694.4 mg de Nitrato de calcio, 0.0624 mg de Sulfato cuprico 5 H20, 25 mg de
Sulfato ferroso 7 H20, 122.12 mg de Sulfato de magnesio, 5.68 mg de Sulfato de
manganeso H20, 0.016 mg de Tridxido de molibdeno, 250 mg de Fosfato de potasio
monobaésico, 0.033 mg de Sulfato de zinc 7 H20, 20g de sucrosa, 2 g de Phytagel, 5
ml de &cido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml
de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 5.2 - 5.8.

- Para una cantidad de 1000 ml de medio Knudson (MM6) méas harina de
platano, mas agua de coco se utilizoé:

25 g de harina de platano, 100 ml de agua de coco, 500 mg de Sulfato de amonio,

0.056 mg de acido bérico, 694.4 mg de Nitrato de calcio, 0.0624 mg de Sulfato

cuprico 5 H20, 25 mg de Sulfato ferroso 7 H20, 122.12 mg de Sulfato de magnesio,

5.68 mg de Sulfato de manganeso H20, 0.016 mg de Tridxido de molibdeno, 250 mg

de Fosfato de potasio monobasico, 0.033 mg de Sulfato de zinc 7 H20, 20g de

sucrosa, 2 g de Phytagel, 5 ml de acido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de
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Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH:
5.2-5.8.

4.2.1.3 Equipos

Balanza analitica, agitador magnético, pH-metro, microondas, autoclave.

4.2.1.4 Procedimiento

Para cada medio de cultivo se ha realizado el siguiente proceso, como se muestra en
el Cuadro N° 9 y el Gréafico N° 13.

Incorporarcion .y
i es Adicion de

aditivo
comglo:eljl;es y 3 complejo ( ﬁ medicion de
elag harina de Es
destilada con la platano, agua
sacarosa de coco, etc).
Ajuste de PH,

disuelta
si requiere (5.2-

Pesada de los 3
componentes

Adicion de agar

Llevar la
y mezclar hasta Apagar el F 5.8) MyS (3.9);
su disolucion e calentador e Se%m?i'gi%ﬁ e Kudson
completa modificado
(4.8).
Verter el (Esterilizacion)
medio en los en autoclave Colocar los

; tubos en Siembra de las
tubos de ensayo i por 15 minutos i Sy i -
(alrededor de a una presion posicion pico de semillas

10 ml) de 15 PSI. flayta

Cuadro N° 9. Proceso de elaboracion de medios de cultivo.
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Grafico N° 13. Proceso de elaboracion de los medios de cultivo.

Foto 1. Componentes quimicos para los medios de cultivo, Foto 2. Preparacion de los
componentes en agitador magnético, Foto 3. Ajuste de pH en el medio, Foto 4. Esterilizacion
de los medios en autoclave, Foto 5. Tubos de ensayo con medios estériles en posicion pico de
flauta, Foto 6. Medios estériles en camara de flujo laminar para siembra de las semillas.
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4.2.2 Siembra de las semillas

4.2.2.1 Materiales

Tubos de ensayo con medio de cultivo, bisturies estériles, cepillo de dientes, vasos de
precipitacion de 100 ml, cajas Petri de vidrio pirex, pinzas, servilletas estériles, papel
aluminio, pléstico para embalaje (rollo-pack), atomizadores para agua y alcohol,
papel filtro, bandejas plasticas para el traslado de medios y materiales, cofia,

mascarilla, semillas de E. schistochilum Schitr y O. cultratum Lindl.

4.2.2.2 Reactivos

Agua estéril, Hipoclorito de sodio al 3%, alcohol al 70% y al 90%, solucion jabonosa

Tween 20.

4.2.2.3 EqQuipos

Estufa, cdmara de flujo laminar, cdmara de crecimiento, cronémetro.

4.2.2.4 Procedimiento

4.2.2.4.1 Desinfeccion de las semillas

De los tubos almacenados, solamente se utilizé un tubo con semillas de cada especie,
de los cuales, una pequefia porcion de semillas fue colocada en el centro del papel
filtro (de 2 cm? de tamafio), éste fue doblado en forma de sobre y engrapado de tal
forma que las semillas queden al lado opuesto de la grapa; se rotul6 cada sobre con el
coédigo asignado, obteniéndose asi 9 sobres con semillas de E. schistochilum Schlitr y
5 sobres con semillas de O. cultratum Lindl., después, los sobres fueron sumergidos
en hipoclorito de sodio al 3% por 5 minutos, a continuacion en alcohol al 70 % por
dos minutos y finalmente se enjuagaron en agua esteril por 1 minuto cada uno. Para
la capsula verde proveniente de O. cultratum Lindl se realizé un lavado de la misma
con la solucién jabonosa, utilizando el cepillo de dientes, se enjuago6 la capsula en
agua estéril y se la sumergié en hipoclorito al 3% por 10 minutos. Finalmente, se
volvio a enjuagar la capsula, se rocié con alcohol al 90%, fue flameada y depositada

en una caja Petri estéril, para luego ser llevada a la camara de flujo laminar.
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4.2.2.4.2 Siembra en la camara de flujo laminar

Para la siembra, fueron utilizadas semillas provenientes de capsula madura de E.
schistochilum Schitr., mientras que, para O. cultratum Lindl., se recurrio a semillas
de céapsula madura y no madura. Una vez desinfectadas las semillas, se realizo la
siembra en los tubos de ensayo con medio de cultivo en la camara de flujo laminar

siguiendo el siguiente proceso como muestra el Cuadro N° 10 y el Grafico N° 14.

«Esterilizacion de
materiales
(autoclave , alcohol
90%).
«Esterilizacion del
equipo
(previamente
encendido por 20
minutos mas
alcohol 90% en la
base de area de
trabajo y costados )

*Lavado de manos y
antebrazos con
jabon liquido y

agua.

+ Aplicacion de
alcohol al 90% en
manos, antebrazos

y codos.

« Corte del sobre
que contiene las
semillas con pinzas
y tijeras estériles
*Reposar el paquete
que contiene las
semilas sobre
servilletas estériles
*Flameado de los
medios y bisturi
estéril
* Incorporacion de
las semillas en el
bisturi

« Introduccién del
bisturi cargado de
semillas en los
tubos con medios
de cultivo.

Colocar la capsula
desinfectada en
una caja petri y

cortar
longitudinalmente
la capsula con el
bisturi estéril.

*Incorporar las
semillas en otro
bisturi estéril y
sembrar en los

medios.

*Flameado
después de la
siembra en la

boquilla del

tubo
» Tapado con
papel
aluminio
doble capa
«Sellado con
rollo-pack.

*Los medios
sembrados en los
tubos se
almacenan en la
camara de
crecimiento a una
temperatura de 22
°C 2°Ca?2000
lux por 14 horas
diarias.

Cuadro N° 10. Proceso de siembra de las semillas en cdmara de flujo laminar y traspaso a la

camara de crecimiento.
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Gréfico N° 14. Procedimiento para la siembra de las semillas.

Foto 1. Asepsia del usuario, Foto 2. Corte del sobre con semillas estériles, Foto 3. Semillas
estériles para la siembra, Foto 4. Flameado del tubo de ensayo previa a la siembra, Foto 5.
Introduccion de las semillas estériles en los medios de cultivo, Foto 6. Traspaso de los tubos
con los medios sembrados a la cdmara de crecimiento.
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4.2.2.5 Andlisis de datos

En esta investigacion se evaluaron trece medios de cultivo (tratamientos) en la
propagacion de E. schistochilum Schltr., y en la propagacién de O. cultratum Lindl.,

distribuidos en dos grupos:

4.2.2.5.1 Medios estandares y caseros:

M1= Medio Knudson modificado, M2= Medio de coco, M3= Medio Knudson, M4=
Medio Murashige y Skoog, M5= Medio Phytamax, M6= Medio de pifia, M7= Medio
de platano.

4.2.2.5.2 Medios modificados:

MM1= Medio Murashige y Skoog con harina de platano, MM2= Medio Murashige y
Skoog con agua de coco, MM3= Medio Murashige y Skoog con harina de platano y
agua de coco, MM4= Medio Knudson con harina de platano, MM5= Medio Knudson

con agua de coco, MM6= Medio Knudson con harina de platano y agua de coco.

Cada tratamiento consto6 de 10 repeticiones distribuidas en tubos de ensayo con
aproximadamente 10 ml de medio de cultivo y adicionados con una pequefia porcién

de material genético como explante.

4.2.2.5.3 Variables evaluadas:

4.2.2.5.3.1 Variable de crecimiento del explante

El crecimiento de los explantes fue evaluado a los 30, 90 y 180 dias después de
efectuada la siembra; en cada muestreo, se tomaron todas las repeticiones por cada
tratamiento, para verificar los siguientes estadios de crecimiento, basados en el ciclo
de vida de una orquidea epifita que menciona (Seaton y Ramsay, 2009) del Grafico
N° 7; y adoptando una notacion numérica asignada a cada estadio de crecimiento, en

orden ascendente se tiene:
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Estadios de crecimiento:

1 = Semilla con embrién viable sin crecimiento.
2 = Semilla germinando.

3 = Embrion engrosado rompiendo la testa.

4 = Protocormo con rizoides en formacion.

5 = Protocormo con inicio de brote.

6 = Protocormo con primeras hojas.

7 = Protocormo con hojas y primera raiz.

8 = Plantula lista para su trasplante.

4.2.2.5.3.2 Contaminacion del cultivo

La contaminacion se determind a los 30, 90 y 180 dias del experimento, a través del
siguiente esquema nominal:
H = Presencia de hongos.

B = Presencia de bacterias.
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Para la tabulaciéon de datos de los resultados de la siembra se indica a través del
Cuadro N° 11y Cuadro N° 12.

Cuadro N° 11. Método de evaluacion para el estado de desarrollo de las semillas de E.
schistochilum Schltr., y O. cultratum Lindl., en medios de cultivo estandares y caseros.- M1
= Medio Knudson modificado, M2 = Medio de coco, M3 = Medio Knudson, M4 = Medio
Murashige y Skoog, M5 = Medio Phytamax, M6 = Medio de pifia, M7 = Medio de platano.

Cuadro N° 12. Método de evaluacion para el estado de desarrollo de las semillas de E.
shistochilum Schltr., y O. cultratum Lindl., en medios de cultivo modificados.- MM1 =
Medio Murashige y Skoog con harina de platano, MM2 = Medio Murashige y Skoog con
agua de coco, MM3 = Medio Murashige y Skoog con harina de platano y agua de coco,
MM4 = Medio Knudson con harina de platano, MM5 = Medio Knudson con agua de coco,
MMB6 = Medio Knudson con harina de platano y agua de coco.



4.2.2.6 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos del crecimiento del explante se analizaran posteriormente
mediante el procedimiento ANOVA del programa SPSS 2011; a través de la prueba
de Kruskal-Wallis con una probabilidad P < 6 igual a 0.05, con el fin de distinguir
por medio de las medianas qué medios de cultivo son similares o diferentes

estadisticamente.

Aplicando el método estadistico de Kruskal-Wallis se plantean las siguientes

hipdtesis:

Ha: Al menos un medio de cultivo presenta un desempefio diferente en el
crecimiento de la especie sembrada in-vitro.
Ho: Los medios de cultivo analizados presentan un mismo desemperio en el

crecimiento de la especie sembrada in-vitro.

Se determinara cual es el medio de cultivo mas eficiente con la prueba a posteriori de
Kruskal-Wallis, la misma que, en funcion de los estadios de crecimiento crea tablas
de frecuencia y asocia una probabilidad estadistica para cada medio de cultivo. De
esta manera, el medio de cultivo que posea una mayor probabilidad estadistica seréa el

medio de cultivo mas eficiente para cada especie estudiada.
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4.3 Aclimatacion de las plantulas

4.3.1 Materiales

Cuaderno de notas, camara de fotos, sustrato para orquideas, tubos con plantulas,
pinzas y bisturis estériles, regla para medicion, mini brocha, mascarilla, cofia,

bandeja de plastico para siembra (almacigo), recipientes de vidrio y atomizadores.

4.3.2 Reactivos

Alcohol al 96 %, fungicida Carbenpac (Carbendazim....500mg/l), agua estéril,

solucion fertilizante Ecuagenera.

4.3.3 Equipos

Autoclave, Camara de aclimatacion (propagador)

4.3.4 Procedimiento

El sustrato utilizado para E. schistochilum Schltr, fue elaborado a base de una mezcla
de musgo Sphagnum mas corteza de pino fina, mientras que, para O. cultratum Lindl,
se utilizé un sustrato a base de un mezcla de musgo Sphagnum con fibra de coco y
piedra volcanica (piedra pomez). Los sustratos fueron esterilizados en la autoclave
junto con los materiales de vidrio y metélicos por 30 minutos a 15 PSI. A
continuacion, se midié el tamafio de las plantulas, considerandose como apto de 3a 5
cm de alto para su aclimatacién. Luego, se extrajeron las plantulas de los tubos, se
les adicion6 2 ml de agua estéril para suavizar el medio; con la ayuda de las pinzas,
las plantulas fueron sacadas cuidadosamente y depositadas en el recipiente de vidrio
con agua estéril. Aparte se realizé la incorporacion del sustrato estéril en el alméacigo,
las plantulas se sembraron y despues se rociaron con la solucién fungicida a una
concentracion de 0.5 ml /I de agua. Finalmente, fueron llevadas al propagador, donde
se evalud su estado en el tiempo, controlando sus condiciones de humedad relativa
(50-75%), luz artificial continua (2000 lux/14 horas), temperatura (20-25 °C) para E.
schistochilum Schltr, y de humedad relativa (70%), luz artificial continua (2000

lux/14 horas), temperatura (15-20 °C) para O. cultratum Lindl., y ventilacion

54



constante de 2300 rpm/ 14 horas para ambas especies para estimularlas a crear cera
epicuticular como autodefensa y fortalecimiento, (Cuadro N° 15).

Grafico N° 15. Procedimiento para la aclimatacion de las plantulas.
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Foto 1. Esterilizacion del sustrato, Foto 2. Medicidn de las plantulas, Foto 3. Extraccion de
las plantulas de los frascos, Foto 4. Reposo de las plantulas en agua estéril, Foto 5. Siembra
de las plantulas en el sustrato, Foto 6. Plantulas sembradas en el sustrato, Foto 7. Plantulas en
la cdmara de aclimatacion (Propagador), Foto 8. Plantulas aclimatadas al medio externo, Foto
9. Cémara de aclimatacion (Propagador).

Para el mantenimiento de las plantulas se les suministré agua 3 veces por semana,;
ademas de una solucidn fertilizante organico a base de extracto de algas marinas para
el crecimiento, resistencia a plagas y enfermedades a una dosis de 1 ml/l de agua
cada 15 dias y combinada con un bioregulador concentrado a base de cytokinina

0,001% a una dosis de 0,5 ml/l de agua cada 15 dias para promover su floracion.
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4.3.5 Anadlisis de datos

Para determinar el tiempo de adaptacion de las plantulas dentro del propagador y

posteriormente en el medio externo se realizé un cuadro indicativo Cuadro N° 13; el

cual presenta el comportamiento de las plantulas luego de extraerlas del ambiente in-

vitro en que permanecieron durante el experimento.

4.3.5.1 Variables evaluadas

Las variables a evaluar como respuestas de las plantulas a la aclimatacién fueron:

Porcentaje de plantulas saludables: Menciona el porcentaje de plantulas que
se encuentran visualmente en buen estado, mostrando una capacidad de

adaptacion satisfactoria en el proceso de aclimatacion.

Porcentaje de plantulas con estrés: Sefiala el porcentaje de plantulas con una
capacidad de adaptacion intermedia; expresando un estado de
desestabilizacion inicial de sus funciones causada por factores del entorno
manifestandose  principalmente en sintomas como marchitamiento,
decoloracion y quemaduras en el follaje. Dicho estado abre la posibilidad a
una normalizacion y mejora de la plantula o al agravamiento y declinacién

dando como resultado un efecto negativo y dafio permanente.

Porcentaje de plantulas muertas: Indica el porcentaje de plantulas que luego
de reflejar un estrés vegetal, en seguida perecieron. Mostrando una capacidad

de adaptacion insuficiente en el proceso de aclimatacion.

Las variables se evaluaron a los 8, 15, 30, 45 y 60 dias; estimando de esta manera por

medio de un porcentaje las plantulas que lograron adaptarse del total que se

trasplantaron, (Cuadro N° 13).
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Numero de plantulas Especie Especie
trasplantadas dentro del propagador Fuera del
propagador

Variables

Cuadro N° 13. Comportamiento de las plantulas en el propagador y medio externo.
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5 RESULTADOS

5.1 Recoleccion, identificacion y almacenamiento del material genético

En la coleccion del material vegetal, el reconocimiento de las especies fue realizado
a través de una identificacion visual y mediante el uso del material bibliografico se

obtuvieron los siguientes datos como muestra el Cuadro N° 14.

N° de Coleccion: 1541, del libro de campo de
M. Cerna

Familia: Orchidaceae

Género: Epidendrum

Especie: Epidendrum schistochilum Schitr
N° de especimenes colectados: 8

N° de Coleccion: 1589, del libro de campo de
M. Cerna

Familia: Orchidaceae

Género: Oncidium

Especie: Oncidium cultratum Lindl

N° de especimenes colectados: 3

Cuadro N° 14. Identificacion de las especies colectadas.
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Al evaluar la calidad del material genético, a través del microscopio electronico de
menor aumento (lente 4X) se pudo visualizar la presencia de embriones en las dos

especies, lo que indica que son aptas para la siembra.

Se logro determinar, por otro lado, el tamafio de las semillas en cada especie, siendo
de: (2 mm x 0,3 mm) en las semillas de E. schistochilum Schltr y de (0,5 mm x 0,16
mm) en semillas de O. cultratum Lindl, (Grafico N° 16).

Grafico N° 16. Semillas de E. schistochilum Schiltr y O. cultratum Lindl vista en el
microscopio.- Foto 1.Semillas de E. schistochilum Schitr (2 mm x 0,3 mm) con presencia de
embriones (lente 4x), Foto 2. O. cultratum Lindl (0,5 mm x 0,16 mm) con presencia de
embriones (lente 4x).

En el proceso de secado, empleando silica gel como desecante para las semillas
maduras, durante 4 dias en el desecador a temperatura ambiente, se obtuvo un
contenido de humedad del 6% para las semillas de E. schistochilum Schltr y del 4%
en las semillas de O. cultratum Lindl; lo que indica que, el dato obtenido de
contenido de humedad para el caso de las semillas de O. cultratum Lindl, esta fuera
del rango recomendado (5-6 %), (Grafico N° 17).
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Gréfico N° 17. Semillas de E. schistochilum Schitr y O. cultratum Lindl en el desecador

empleando silica gel como desecador.

En el caso del almacenamiento utilizando el sellado hermético y el vacio parcial en
los tubos de ensayo, se observd que, las semillas de las especies se adaptaron
positivamente, manteniendo el contenido de humedad que se obtuvo del secado;
ademas, permanecieron exentos de agentes infecciosos y libres de cualquier riesgo de

contaminacion, adquiriendo asi, semillas de buena calidad para su conservacion.

En cuanto al nimero de tubos con semillas, se logré obtener un nimero de 9 tubos
con semillas provenientes de 9 capsulas maduras de E. schistochilum Schltr, y 5
tubos con semillas de O. cultratum Lindl, provenientes de 5 capsulas maduras. El
nimero de tubos por cada especie, difiere por el nimero de cépsulas que lograron
madurar durante el experimento, (Grafico N° 18) y (Grafico N° 19).
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Grafico N° 18. Tubos almacenados al vacio de E. schistochilum Schltr.

Grafico N° 19. Tubos almacenados al vacio de O. cultratum Lindl.
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5.1.1 Discusién

En el presente estudio, la aplicacion del tratamiento de secado de semillas, sugerido
por (Seaton y Ramsay, 2009) utilizando silica gel como desecante, durante 4 dias en
el desecador, y preservadas luego en tubos de ensayo al vacio con tapa hermética a
temperatura ambiente, mostraron ser apropiadas para las semillas de E. schistochilum
Schltr; sin embargo, no se obtuvo el mismo resultado para las semillas de O.
cultratum Lindl., esta afirmacién puede ser sustentada en que dichas semillas no
germinaron después de efectuada su siembra. Una de las causas, pudo ser que, el
contenido de humedad obtenido (4 %) estuvo por debajo de lo recomendado por
(Seaton y Ramsay, 2009), quienes sugieren un porcentaje del (5-6%), por tanto, se
piensa que, la silica gel secd excesivamente las semillas y redujo su capacidad para
germinar, por lo que, se recomienda no mantenerlas en la silica gel por tiempo no

mayor a los 4 dias en el desecador.

En la investigacion realizada por (Ossenbach y otros, 2007) almacenando semillas de
diferentes especies de orquideas como Blettia purpurea Lam, Cattleya aurantiaca
Lindl., Epidendrum baumannianum Schitr., Epidendrum pseudoepidendrum Rchb.,
Maxillaria bracteata Schltr., Scaphyglottis pulchella Schitr y Stanhopea wardii
Lodd., obtuvieron buenos resultados empleando los desecantes: LiCl a temperatura
de (20 °C y 5 °C) y CaCl; a una temperatura de (5 °C). Por otro lado, (Ossenbach y
otros, 2007) coinciden con el uso preferente de viales de vidrio herméticos, ya que,
mencionan que los viales de vidrio presentan una mayor facilidad de manejo y
aumentan la longevidad de la semilla, en comparacién con los sobres de papel

encerado en su almacenamiento.
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5.2 Evaluacion de los medios de cultivo

3. Embrién engrosado rompiendo la testa (lente 4x)

5. Protocormo con inicio de brote

7. Protocormo con hojas y primera raiz

4. Protocormo con rizoides en formacion (lente 4x)

6. Protocormo con primeras hojas

8. Plantula lista para su trasplante.

Grafico N° 20. Estadios de crecimiento de E. schistochilum Schltr
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El Grafico N° 20, evidencia los resultados obtenidos de los estadios de crecimiento
de E. schistochilum Schitr, durante los ensayos experimentales. A partir de estos
datos se realizé la evaluacion de los medios de cultivo con la prueba de Kruskal-
Wallis.

5.2.1 Evaluacion de los medios de cultivo estandares y caseros al primer mes de

siembra de E. schistochilum Schltr

Medios de cultivo Epidendrum schistochilum Schltr (1541)
| w0 ] e fafofelolefo]o] ]
M1 2 1 2 2 2 H 1 1 2 1
M2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1
M3 2 2 H 2 1 2 1 1 1 1
M4 2 2 2 B 2 2 1 1 1 2
M5 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2
M6 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1
M7 H 1 1 2 1 1 2 1 1 1

Cuadro N° 15. Evaluacién al primer mes de la siembra de E. schistochilum Schltr en los
medios estandares y caseros.- M1= Medio Knudson modificado, M2= Medio de Coco, M3=
Medio Knudson, M4= Medio MS, M5=Medio Phytamax, M6= Medio de Pifia, M7= Medio
de Platano, 1= Semilla con embrién viable sin crecimiento, 2= Semilla germinando, H=
Presencia de Hongos, B= Presencia de bacterias.

MEDIOS DE CULTIVO N Rango promedio
M1 - Medio Knudson modificado 9 38,33
M2 - Medio Coco 10 23,30
M3 - Medio Knudson 9 34,67

3 M4 - Medio MS 9 42,00

OBSERVACION
M5 - Medio Phytamax 10 46,40
M6 - Medio Pifia 10 23,30
M7 - Medio Platano 9 27,33
Total 66
Estadisticos de contraste *°
OBSERVACION
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Chi-cuadrado 18,556
gl 6
Sig. asintot. 0,005

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: Medios de

cultivo

Cuadro N° 16. Test de Kruskal-Wallis al primes mes de siembra de E. schistochilum Schltr en

los medios estandares y caseros.

En el Cuadro N° 16, se evidencia que la significancia asintdtica es menor que el valor
de a = 5%, por tanto, se rechaza la hipotesis Ho de la prueba de Kruskal-Wallis; en
conclusion, existe al menos un medio de cultivo que al final del primer mes esta

generando un desemperio diferente en el crecimiento de E. schistochilum Schiltr.

Medios de cultivo | Epidendrum schistochilum Schltr (1541) | Frecuencias

M1 211122 (2|H|1|1]2( 1 4 5 0,4 0,5
M2 11121 2]1f1)1f2]1 9 1 0,9 0,1
M3 2121H|2(1]12 1|11 1 5 4 0,5 0,4
M4 21212 (Bf212|1|1]1f 2 3 6 0,3 0,6
M5 212121212 ]2|1]2]| 2 2 8 0,2 0,8
M6 1112 1]1f1)1f1]|1 9 1 0,9 0,1
M7 Hlil|{1((2|1]1(f2|1f1] 1 7 2 0,7 0,2

MEDIO DESEMPENO

M5 0,8

M4 0,6

M1 0,5

M3 0,4

M7 0,2

M6 0,1

M2 0,1

Total general 2,7

Cuadro N° 17. Desempefio de los medios de cultivo estandares y caseros al primer mes de la

siembra de E. schistochilum Schitr
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En el Cuadro N° 17, se muestra el anélisis a posteriori de la prueba de Kruskal-
Wallis, donde se observa que el medio M5 (Medio Phytamax) es el medio que tuvo
mejor resultado, debido a que, presentdé una mayor probabilidad (0,8) de tener el
estadio de crecimiento de tipo 2 (semilla germinando) durante el primer mes de la
siembra, siendo asi, el mejor tratamiento en el crecimiento in-vitro de E.
schistochilum Schltr. Por otro lado, se observa que hubo 4 tubos contaminados, de
los cuales, 3 tubos con presencia de hongos y 1 un tubo con presencia de bacterias,

correspondiendo al 6 % del total de tubos sembrados.

5.2.2 Evaluacion de los medios de cultivo estandares y caseros al primer trimestre

de la siembra de E. schistochilum Schltr.

Medios de cultivo Epidendrum schistochilum Schltr (1541)

M1 4 3 2 5 4 H 2 1 3 1
M2 2 2 1 1 2 1 1 1 1 1
M3 2 3 H 5 2 4 2 1 1 2
M4 4 5 4 B 5 5 1 2 1 4
MS 4 4 5 1 5 4 5 B 4 1
M6 2 1 1 4 1 2 1 1 1 1
M7 H 1 1 4 1 1 4 1 1 1

Cuadro N° 18. Evaluacion al primer trimestre de la siembra de E. schistochilum Schiltr, en los
medios estandares y caseros.- M1 = Medio Knudson modificado, M2 = Medio de coco, M3 =
Medio Knudson, M4 = Medio MS, M5 = Medio Phytamax, M6 = Medio de pifia, M7 =
Medio de platano, 1 = Semilla con embridn viable sin crecimiento, 2= Semilla germinando, 3
= Embrién engrosado rompiendo la testa, 4 = Protocormo con rizoides en formacion, 5 =
Protocormo con inicio de brote, H = Presencia de hongos, B= Presencia de bacterias.
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MEDIOS DE CULTIVO N Rango promedio
M1 - Medio Knudson modificado 9 38,94
M2 - Medio Coco 10 21,15
M3 - Medio Knudson 9 36,39
3 M4 - Medio MS 9 44,78
OBSERVACION
M5 - Medio Phytamax 9 46,50
M6 - Medio Pifia 10 22,70
M7 - Medio Platano 9 23,00
Total 65

Estadisticos de contraste *°

OBSERVACION
Chi-cuadrado 20,859
gl 6
SJi@. asintot. 0,002

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: Medios de

cultivo

Cuadro N° 19. Test de Kruskal-Wallis al primer trimestre de la siembra de E. schistochilum

Schltr en los medios de cultivo estandares y caseros

Como se observa en el Cuadro N° 19, la significancia asint6tica es menor que el
valor de a = 5%, por tanto, se rechaza la hipdtesis Ho de la prueba de Kruskal-
Wallis; en conclusion, existe al menos un medio de cultivo que al final del primer
trimestre esta presentando un desempefio diferente en el crecimiento de E.

schistochilum Schltr.

Medios de cultivo | Epidendrum schistochilum Schltr (1541) | Frecuencias
M1 4(3]12|5|14(H|2|11]3|1|(2|2|{2{2|1]0,2]0,2/0,2]0,2(0,1
M2 212|1|1|2)1f2)1)1|1(7|3]|0]|ofofO,7[03[ 0|0 ] O
M3 2|13(H|5|2|4(2)1|1] 2 |2]|4]1(2(2(0,2(0,4]0,1]0,1]/0,1
M4 415|4(B|5|5(1|2|1] 4 |2{1(0|3]3]|0,2|{0,1] 0 |0,3]|0,3
M5 4 (41511514 |5|/B|4|1|2|0(0(4(3|{0,2{ 0] 0 |04(03
M6 211(1)4|212)12(1)212f2)1]|7|2|10(2(0(0,7(0,2] O |O,1]|] O
M7 Hji1(1{4(f1]14f2|1f1]|7]0]0]2)0|0,7) 0| O (0,2] 0
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MEDIO DESEMPENO

M5 0,7
M4 0,6
M1 0,3
M7 0,2
M3 0,2
M6 0,1
M2 0,0
Total general 2,1

Cuadro N° 20. Desempefio de los medios de cultivo estandares y caseros al primer trimestre
de la siembra de E. schistochilum Schltr

Se puede observar en el Cuadro N° 20; que, al final del primer trimestre, el medio
M5 (Phytamax) se mantiene como el medio que tuvo mejor resultado, debido a que,
presentd una mayor probabilidad (0,7) de tener los estadios de crecimiento de tipo 4
(protocormo con rizoides en formacion) y de tipo 5 (protocormo con inicio de brote);
siendo, de esta manera, el mejor tratamiento en el crecimiento in-vitro de E.
schistochilum Schltr. Se puede evidenciar, por otro lado, que la contaminacion al

final del primer trimestre es del 7% del total de tubos sembrados.

5.2.3 Evaluacién de los medios de cultivo estdndares y caseros al primer semestre

de la siembra de E. schistochilum Schltr

Medios de cultivo Epidendrum schistochilum Schlitr (1541)

M1 7 6 6 8 8 - 4 1 6 1
M2 3 3 1 1 3 1 1 2 1 1
M3 6 7 - 7 6 7 3 1 2 3
M4 7 8 6 - 8 8 3 3 1 6
M5 7 8 8 7 8 7 7 - 5 1
M6 3 1 2 6 1 3 3 1 2 1
M7 - 1 1 5 2 1 6 1 1 1

Cuadro N° 21. Evaluacién al primer semestre de la siembra de E. schistochilum Schltr en los
medios estandares y caseros.- M1 = Medio Knudson modificado, M2 = Medio de coco, M3 =
Medio Knudson, M4 = Medio MS, M5 = Medio Phytamax, M6 = Medio de pifia, M7 =
Medio de platano, 1 = Semilla con embrion viable sin crecimiento, 2= Semilla germinando, 3
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= Embrién engrosado rompiendo la testa, 4 = Protocormo con rizoides en formacion, 5 =
Protocormo con inicio de brote, 6 = Protocormo con primeras hojas, 7 = Protocormo con
hojas y primera raiz, 8 = Plantula lista para su trasplante, (-) = tubos contaminados retirados.

MEDIOS DE CULTIVO N Rango promedio
M1 - Medio Knudson modificado 9 40,78
M2 - Medio Coco 10 18,45
M3 - Medio Knudson 9 38,33
i M4 - Medio MS 9 44,39
OBSERVACION
M5 - Medio Phytamax 9 49,56
M6 - Medio Pifia 10 23,05
M7 - Medio Platano 9 19,17
Total 65

Estadisticos de contraste™®

OBSERVACION

Chi-cuadrado 27,128
gl 6
Sig. asintot. 0,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: Medios de

cultivo

Cuadro N° 22, Test de Kruskal-Wallis de los medios de cultivo estandares y caseros al
primer semestre de la siembra de E. schistochilum Schiltr.

El Cuadro N° 22 indica que, la significancia asintética es menor que el valor de
a=5%, por tanto, se rechaza la hipotesis Ho de la prueba de Kruskal-Wallis; en
conclusién, existe al menos un medio de cultivo que al final del primer semestre esta

presentando un desempefio diferente en el crecimiento de E. schistochilum Schltr.
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Cuadro N° 23. Desempefio de los medios de cultivo estandares y caseros al primer semestre
de la siembra de E. schistochilum Schltr

Transcurridos seis meses después de la siembra, se puede observar Cuadro N° 23
que, el medio M5 (Phytamax) se mantuvo como el tratamiento que mejor resultado
obtuvo, debido a que, presentd una mayor probabilidad (0,7) de tener los estadios de
crecimiento de tipo 7 (protocormo con hojas y primera raiz) y de tipo 8 (plantula lista
para su trasplante), por tanto, es el medio de cultivo mas apto para el crecimiento in-
vitro de E. schistochilum Schitr. Con respecto a la contaminacién del cultivo, se

muestra que, no hubo un incremento, es decir, mantuvo el porcentaje del 7 % del

total de tubos sembrados.
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Medic_>s de | Epidendrum schistochilum Frecuencias
cultivo Schltr (1541)
M1 716(68|8(-]4|1(6]1]|2(|0|O]|2|{0(3|2]2(0,2] 0] O (01| O |0O3]01|0,2
M2 313|1|1|3|1|1|2|1|1|6]1(3]|0|OfO|OfOfO6(01[03| 0| O0O|O]|O]| O
M3 6|7(-1716(7]3|1(2]3|1(1|2|0f{0|2|3]0(0,1]0,210,2] O | O |]0,2]103| O
M4 718|6|-18|8|3|3|1|6|1]|0f2]o|0|2]|1f(3|{0,2| O [02f( 0| O [02({01]0,3
M5 718(8]|718(7]|7 5/1|1{|ofo|oj1|of4(3j01y 00 0]01| 0 (04]0,3
M6 3|11(21611(3|3|1(2]1]|4(|2|3|0f0|1|0J0f(0,4]0,2]10,3] O O |0O1]| O 0
M7 -{1f1(5f2f2|{6f2f{2f{2|6|21|0|Of2]2|0O|0]|06]02| O[O (021|010 O
MEDIO DESEMPENO
M5 0,7
M1 0,6
M4 0,6
M3 0,5
M7 0,1
M6 0,1
M2 0,0
Total general 2,6



E. schistochilum Schitr

MEDIOS
ESTANDARES Y MES 1 MES 3 MES 6
CASEROS
Rangos promedio Rangos promedio Rangos promedio
M1 - Medio Knudson 38,33 77,92 116,31
modificado
M2 - Medio de coco 23,30 45,20 65,58
M3 - Medio Knudson 34,67 72,17 111,28
M4 - Medio MS 42,00 84,56 125,89
M5 - Medio Phytamax 46,40 89,08 132,38
M6 - Medio de pifia 23,30 46,65 73,53
M7 - Medio de platano 27,33 49,61 69,70

Cuadro N° 24. Desempefio de los medios estandares y caseros a través de los rangos
promedio del Test de Kruskal Wallis en E. schistochilum Schitr.

El Cuadro N° 24 muestra la recopilacion de los rangos promedio realizados por la
prueba de Kruskal-Wallis, la cual, demuestra el desempefio que han tenido los
medios de cultivo estdndares y caseros al cabo de 6 meses de efectuado el
experimento. Es pertinente mencionar que, el desempefio de los medios, fue
evaluado en funcion de sus frecuencias al tener determinados estadios de
crecimiento, con sus respectivas probabilidades; sin embargo, otra cualidad que
presenta el método estadistico, es detallar el desempefio de los medios, a través de
los rangos medios, que por definicion, evalla el tamafio de las muestras ya ordenadas
y les asigna un valor determinado, dicho valor, estard dado de acuerdo a qué
tratamiento presenta una mayor etapa de crecimiento, y tendra por consiguiente, un
valor mayor de puntaje. De esta manera, se puede observar el comportamiento de los
medios y el desempefio que han tenido.
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Gréfico N° 21. Histograma de desempefio de los medios de cultivo estandares y caseros en E.
schistochilum Schltr, en funcién de los rangos promedio del Test de Kruskal-Wallis.- M1 =
Medio Knudson modificado, M2 = Medio de coco, M3 = Medio Knudson, M4 = Medio MS,

M5 = Medio Phytamax, M6 = Medio de pifia, M7 = Medio de platano.

El Grafico N° 21, presenta los resultados obtenidos de la evaluacion estadistica (Test
de Kruskal-Wallis) de los tratamientos estandares y caseros en E. schistochilum
Schltr, desde su siembra hasta el sexto mes de realizado todo el experimento. Se
puede observar que, el medio M5 (Phytamax) es el tratamiento que mejor puntia,

manteniendo un rango medio por encima de 130, lo que indica que, es el mejor

tratamiento para el crecimiento in-vitro de E. schistochilum Schitr.
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5.2.4 Evaluacion de los medios de cultivo modificados al primer mes de siembra de

E. schistochilum Schltr.

Medios de cultivo Epidendrum schistochilum Schltr (1541)

MM1 3 2 1 2 3 1 2 3 3 2
MM?2 2 1 1 2 3 1 3 2 1 3
MM3 2 3 3 1 3 1 3 2 2 2
MM4 2 3 1 1 1 3 1 2 1 3
MM5 1 3 3 2 3 1 1 2 3 2
MM6 1 1 1 3 H 3 2 1 1 1

Cuadro N° 25. Evaluacién al primer mes de la siembra de E. schistochilum Schltr en los
medios modificados.- MM1 = Medio MS con harina de platano, MM2 = Medio MS con agua
de coco, MM3 = Medio MS con harina de platano y agua de coco, MM4 = Medio Knudson
con harina de platano, MM5 = Medio Knudson con agua de coco, MM6 = Medio Knudson
con harina de platano y agua de coco, 1 = Semilla con embrion viable sin crecimiento, 2 =
Semilla germinando, 3 = Embrién engrosado rompiendo la testa, H= Presencia de hongos.

MEDIOS DE CULTIVO N Rango promedio
MM1 - Medio MS con harina de platano | 10 34,50
MM2 - Medio MS con agua de coco 10 28,75
MM3 - Medio MS con harina de platano
10 34,50
y agua de coco
| MM4 - Medio Knudson con harina de
OBSERVACION 10 26,80
platano
MM5 - Medio Knudson con agua de coco | 10 32,55
MM6 - Medio Knudson con harina de
] 9 22,11
platano y agua de coco
Total 59
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Cuadro N° 26. Test de Kruskal-Wallis al primer mes de la siembra de E. schistochilum Schltr
en los medios de cultivo modificados

En el Cuadro N° 26 se evidencia que, la significancia asintdtica es menor que el valor
de a = 5%, por tanto, se rechaza la hipotesis Ho de la prueba de Kruskal-Wallis; en

conclusion, existe al menos un medio de cultivo que al final del primer mes esta

Estadisticos de contraste *°

OBSERVACION

Chi-cuadrado

gl
SJi@. asintot.

4,395
5
0,494

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: Medios de

cultivo

generando un desemperio diferente en el crecimiento de E. schistochilum Schiltr.

Cuadro N° 27. Desempefio de los medios de cultivo modificados al primer mes de la siembra

de E. schistochilum Schltr
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MieEleses Epidendrum schistochilum Schltr (1541) Frecuencias
cultivo
MM1 3(2)1]2|3]1|2]3]3]|2 2 4 0,2 0,4
MM2 2 (112313 ]2]1(3 4 3 0,4 0,3
MM3 2 (33|13 |1|3]2]2]|2 2 4 0,2 0,4
MM4 2 (3111|131 ]2]1(3 5 2 0,5 0,2
MM5 113|323 |11]2(3]2 3 3 0,3 0,3
MM6 11113 |H|3[2]1f1]1 6 1 0,6 0,1

MEDIO DESEMPENO

MM3 0,4

MM1 0.4

MM2 0,3

MM5 0,3

MM4 0,2

MM6 01

Total general 1,7




El Cuadro N° 27, muestra el analisis a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis, en
el que, se observa que el medio MM3 (Murashige y Skoog mas platano méas coco),
junto con MM1 (Murashige mas platano) son los medios que mejores resultados
generaron; debido a que, presentaron una mayor probabilidad (0,4) de tener los
estadios de crecimiento de tipo 2 (semilla germinando) durante el primer mes de la
siembra, siendo, de esta manera, los mejores tratamientos en el crecimiento in-vitro
de E. schistochilum Schltr. Por otro lado, se observa que, solamente se presenté un

tubo contaminado con hongos, dando el 1% del total de tubos sembrados in-vitro.

5.2.5 Evaluacion de los medios de cultivo modificados al primer trimestre de la

siembra de E. schistochilum Schltr

Medios de cultivo Epidendrum schistochilum Schltr (1541)
MM1 6 3 2 3 5 3 4 6 5 4
MM2 4 3 1 5 6 2 5 3 1 6
MM3 4 5 4 2 4 1 6 3 4 4
MM4 3 5 1 2 2 5 4 5 2 5
MM5 2 6 6 3 5 3 2 3 6 3
MM®6 2 2 1 6 H 5 4 2 1 2

Cuadro N° 28. Evaluacién al primer trimestre de la siembra de E. schistochilum Schltr en los
medios modificados.- MM1 = Medio MS con harina de platano, MM2 = Medio MS con agua
de coco, MM3 = Medio MS con harina de platano y agua de coco, MM4 = Medio Knudson
con harina de platano, MM5 = Medio Knudson con agua de coco, MM6 = Medio Knudson
con harina de platano y agua de coco, 1 = Semilla con embrion viable sin crecimiento, 2 =
Semilla germinando, 3 = Embridn engrosado rompiendo la testa, 4 = Protocormo con rizoides
en formacion, 5 = Protocormo con inicio de brote, 6=Protocormo con primeras hojas, H =
Presencia de hongos.
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MEDIOS DE CULTIVO

Rango promedio

agua de coco

OBSERVACION
platano

platano y agua de coco

Total

MML1 - Medio MS con harina de platano
MM2 - Medio MS con agua de coco
MMS3 - Medio MS con harina de platano y

MM4 - Medio Knudson con harina de

MMS5 - Medio Knudson con agua de coco

MM6 - Medio Knudson con harina de

10
10

10

10

10

59

35,35
30,20

31,25

27,95

33,10

21,28

Estadisticos de contraste °

OBSERVACION

Chi-cuadrado

gl
Sig. asintot.

4,374
5
0,469

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacién: Medios de

cultivo

Cuadro N° 29. Test de Kruskal-Wallis al primer trimestre de la siembra de E. schistochilum
Schltr en los medios de cultivo modificados

En el Cuadro N° 29 se puede evidenciar que, la significancia asintética, es menor que

el valor de a = 5%, por tanto, se rechaza la hipotesis Ho de la prueba de Kruskal-

Wallis; en conclusion, existe al menos un medio de cultivo que, al final del primer

trimestre esta presentando un desempefio diferente en el crecimiento de E.

schistochilum Schltr.
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Medios de cultivo | Epidendrum schistochilum Schlitr (1541) [ Frecuencias

MM1 6|3|2|3|5|3|4]|6]|5]| 4 |0[1]|3|2]|2|0 [01]03]02]02
MM2 4|3(1]|5|6]2|5]|3|1]| 6 [2|1]2|1|2]|0,2[0,1]0,2[0,1|0,2
MM3 4(5)4af2|14f1]|6|3]|4| 4 |1]2]|2]|5]|1]02|01]|01]|05]01
MM4 3|5(1|2|2]|5|4|5|2]| 5 |1]|3[1|1]4]01]0,3[0,1]01(0,4
MM5 2|6|6|3|5|3]|2|3|6]| 3 |0[2]|4|0]|1| 0 [02]04] 0|01
MMé6 2|2|1|6|H|5]|4]2]|1]| 2 |2|4]|0|1]|1|0,2][04| 0 |0,1]01

MEDIO DESEMPENO

MM1 0,7

MM3 0,7

MM4 0,6

MM?2 0,5

MM5 0,5

MM6 0,2

Total general 3,2

Cuadro N° 30. Desempefio de los medios de cultivo modificados al primer trimestre de la
siembra de E. schistochilum Schitr

El Cuadro N° 30, muestra el andlisis a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis,
donde se observa que, el medio MM1 (Murashige més platano), junto con el medio
MM3 (Murashige y Skoog més platano mas coco) son los medios de cultivo que
obtuvieron mejores resultados, debido a que, presentaron una mayor probabilidad
(0,7) de tener los estadios de crecimiento de tipo 3 (embridn engrosado rompiendo la
testa); de tipo 4 (protocormo con rizoides en formacion) y de tipo 5 (protocormo con
inicio de brote) al finalizar el primer trimestre de realizada la siembra; siendo de esta
manera, los mejores tratamientos en el crecimiento in-vitro de E. schistochilum
Schltr. Se observa ademas que, no hubo un incremento en la contaminacion del

cultivo, manteniendo el 1% de contaminacion del total de tubos sembrados in-vitro.
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5.2.6 Evaluacion de los medios de cultivo modificados al primer semestre de la

siembra de E. schistochilum Schltr

Medios de cultivo Epidendrum schistochilum Schltr (1541)
| Repefiion | 1 | 2 [ 3 [ 4[5 [6 [7[8 ]9 [ 10 |
MM 8 4 6 7 5 7 8 6
MM?2 6 3 7 8 4 7 5 8
MM3 7 7 3 7 1 8 5 7
MM4 6 3 3 5 7 6 8 7
MM5 5 8 6 7 4 3 6 6
MM6 4 2 8 - 7 7 4 4

Cuadro N° 31. Evaluacion al primer semestre de la siembra de E. schistochilum Schlitr en los
medios modificados.- MM1 = Medio MS con harina de platano, MM2 = Medio MS con agua
de coco, MM3 = Medio MS con harina de platano y agua de coco, MM4 = Medio Knudson
con harina de platano, MM5 = Medio Knudson con agua de coco, MM6 = Medio Knudson
con harina de platano y agua de coco, 1 = Semilla con embrién viable sin crecimiento, 2 =
Semilla germinando, 3 = Embridn engrosado rompiendo la testa, 4 = Protocormo con rizoides
en formacion, 5 = Protocormo con inicio de brote, 6= Protocormo con primeras hojas, 7 =
Protocormo con hojas y primera raiz, 8 = Plantula lista para su trasplante, (-) = tubos
contaminados retirados.

MEDIO N Rango promedio
MML1 - Medio MS con harina de platano 10 35,15
MM2 - Medio MS con agua de coco 10 29,10
MM3 - Medio MS con harina de platano y
10 31,90
agua de coco
| MM4 - Medio Knudson con harina de
OBSERVACION 10 28,40
platano
MMS5 - Medio Knudson con agua de coco 10 33,05
MM6 - Medio Knudson con harina de
i 9 21,56
platano y agua de coco
Total 59

Estadisticos de contraste *°

OBSERVACION

Chi-cuadrado 4,556
gl 5
Sig. asintot. 0,474
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a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacién: Medios de

cultivo

Cuadro N° 32. Test de Kruskal-Wallis al primer semestre de la siembra de E. schistochilum
Schltr en los medios de cultivo modificados

El Cuadro N° 32 muestra que, la significancia asintotica es menor que el valor de
a=5%, por tanto, se rechaza la hipotesis Ho de la prueba de Kruskal-Wallis; en

conclusion, existe al menos un medio de cultivo que, al final del primer semestre esta

presentando un desempefio diferente en el crecimiento de E. schistochilum Schiltr.

et | S e | e

MM1 igl6|4|6]|7(5|7|8|7|6 [0]o|o|1|2|3]3|2] 0 | 0| O |01|01][03]03]0.2
MM2  6|6|3|7(8|4]|7|8]|1|8 |1]0|1|1|0]|2]2]|3]02] 0 |O1]|01| O [02|02]03
MM3 |17(7|7(3]|7|1|8|5]|6]7 [1]o|1|o|2|2]5(21]01] 0 |O1| O [01]01]05]0.
MM4  16|7|3(3|5]|7|6(8]|4]| 7 |0]|0f2|1]|1|2|3|2] 0 | 0 |02|01]01]02]03]01
MMS I5|g|8|6|7(4|3|6]|8[6 |0]of1]2|{21]|3][2|3] 0| 0 |01]|01]|01|03[01]03
MM6 |4(3|2|8]-|7|7|4]|2|4 [o]|2]1]|3]|0|0]2|1] 0 |02]01|03| 0| O |02]01

MEDIO DESEMPENO

MM1 0,8

MM5 0,7

MM2 0,7

MM3 0,7

MM4 0,6

MM6 0,3

Total general 3,8

Cuadro N° 33. Desempefio de los medios de cultivo modificados al primer semestre de la
siembra de E. schistochilum Schiltr.

El Cuadro N° 33, muestra el anélisis a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis, en
el que, se observa que el medio MM1 (Murashige mas platano), es el medio de
cultivo que obtuvo mejor resultado, debido a que, presenté una mayor probabilidad

(0,8) de tener los estadios de crecimiento de tipo 6 (protocormo con primeras hojas),
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de tipo 7 (protocormo con hojas y primera raiz) y de tipo 8 (plantula lista para su
trasplante), al finalizar el primer semestre de realizada la siembra; siendo por tanto,
el mejor tratamiento en el crecimiento in-vitro de E. schistochilum Schitr. En cuanto
a la contaminacion, se observa que mantuvo el 1 % del total de tubos sembrados y

posteriormente, dicho tubo fue retirado de la camara de crecimiento.

E. schistochilum Schlitr

MEDIOS

MODIEICADOS MES 1 MES 3 MES 6

Rangos promedio Rangos promedio Rangos promedio

MM1 - Medio MS
34,50 68,90 101,45
con harina de

platano

MM2 - Medio MS con 28,75 57,68 86,23

agua de coco

MM3 - Medio MS
con harina de 34,50 65,45 93,57
platano y agua de

coco

MM4 - Medio
26,80 55,18 85,62

Knudson con harina

de platano

MM5 - Medio
32,55 64,43 95,88

Knudson con agua

de coco

MM6 - Medio
Knudson con harina 22,11 43,81 69,28

de platano y agua de

coco

Cuadro N° 34. Desempefio de los medios modificados a través de los rangos promedio del
Test de Kruskal-Wallis en E. schistochilum Schiltr.

El Cuadro N° 34 muestra la recopilacion de los rangos promedio realizados por la
prueba de Kruskal-Wallis, en la cual, demuestra el desempefio que han tenido los
medios de cultivo modificados en E. schistochilum Schitr, al cabo de 6 meses de

efectuado el experimento.
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Grafico N° 22. Histograma de desempefio de los medios de cultivo modificados en E.
schistochilum Schltr, en funcion de los rangos promedio del Test de Kruskal-Wallis.- MM1
= Medio MS con harina de platano, MM2 = Medio MS con agua de coco, MM3 = Medio MS
con harina de platano y agua de coco, MM4 = Medio Knudson con harina de platano, MM5 =
Medio Knudson con agua de coco, MM6 = Medio Knudson con harina de platano y agua de
coco.

El Grafico N° 22, presenta los resultados obtenidos de la evaluacion estadistica (Test
de Kruskal-Wallis) de los tratamientos modificados en E. schistochilum Schitr, desde
su siembra hasta el sexto mes de realizado todo el experimento. Se puede observar
que, el medio MM1 (Murashige mas harina de platano) es el medio que mejor
puntta, manteniendo un rango promedio por encima de 100, lo que indica que, es el

mejor tratamiento para el crecimiento in-vitro de E. schistochilum Schltr.
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La siembra de semillas de O. cultratum Lindl., a partir de cdpsula madura, no obtuvo

resultados de germinacion; sin embargo, los ensayos de siembra a través de las

capsulas verdes mostraron como resultados todos los estadios de crecimiento como

se muestra en el Grafico N° 23:

1. Semilla con embrién (lente 4x).

=i

2. Semilla germinando (lente 4x).

3. Embridn engrosado rompiendo la testa (lente 4x).

5. Protocormo con inicio de brote.

4. Protocormo con rizoides en formacion (lente 4x)

6. Protocormo con primeras hojas.
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7. Protocormo con hojas y primera raiz.

8. Plantula lista para su trasplante.

Grafico N° 23. Estadios de crecimiento en O. cultratum Lindl.

5.2.7 Evaluacion de los medios de cultivo estandares y caseros al primer mes de

siembra de O. cultratum Lindl.

Medios de cultivo Oncidium cultratum Lindl. (1589)
R R AR N
M1 2 2 2 3 2 3 2 2 1 1
M2 1 1 1 H 1 1 1 1 1 1
M3 1 1 1 1 1 B 1 1 1 1
M4 1 H 1 1 1 1 H 1 1 1
M5 2 2 1 3 2 1 3 3 1 1
M6 3 2 1 2 1 1 1 1 1 1
M7 3 3 2 3 1 1 H 1 1 1

Cuadro N° 35. Evaluacién al primer mes de la siembra de O. cultratum Lindl., en los medios
estandares y caseros.- M1= Medio Knudson modificado, M2 = Medio de coco, M3 = Medio
Knudson, M4 = Medio MS, M5 = Medio Phytamax, M6 = Medio de pifia, M7 = Medio de
platano, 1 = Semilla con embrion viable sin crecimiento, 2 = Semilla germinando, 3 =
Embrién engrosado rompiendo la testa, H = Presencia de hongos, B= Presencia de bacterias.
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MEDIOS DE CULTIVO

Rango promedio

OBSERVACION

M1 - Medio Knudson modificado

M2 - Medio de coco

M3 - Medio Knudson

M4 - Medio MS

M5 - Medio Phytamax

M6 - Medio de pifia

M7 - Medio de platano

Total

10

10
10

65

46,55
23,00
23,00
23,00
41,90
31,95
38,11

Estadisticos de contraste *°

OBSERVACION

Chi-cuadrado

gl
iiq. asintot.

18,476
6
0,004

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacién: Medios de

cultivo

Cuadro N° 36. Test de Kruskal-Wallis al primer mes de la siembra de O. cultratum Lindl, en

los medios de cultivo estandares y caseros.

Se observa en el Cuadro N° 36 que, la significancia asintética, es menor que el valor

de o = 5%, por tanto, se rechaza la hip6tesis Ho de la prueba de Kruskal-Wallis; en

conclusion, existe al menos un medio de cultivo que al final del primer mes esta

presentando un desempefio distinto en el crecimiento de O. cultratum Lindl.

Medios de
cultivo

Oncidium cultratum Lindl (1589)

Frecuencias

M1 2121113232311 3 4 0,3 0,4
M2 1({1f{1f(H]2]J1T]1]1]1]1 9 0 0,9 0
M3 1({1f{1f{1]1|BJ1]1]1]1 9 0 0,9 0
M4 1(Hf1|1]1]J1]JH]1]1]|1 8 0 0,8 0
M5 212113213311 4 3 0,4 0,3
M6 312112111 (1]1{1 7 2 0,7 0,2
M7 31323 |]1|1|H|f1T]1(1 5 1 0,5 0,1
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MEDIO DESEMPENO

M1 0,4
M5 0,3
M6 0,2
M7 0,1
M2 0,0
M3 0,0
M4 0,0
Total general 1

Cuadro N° 37. Desempefio de los medios de cultivo estandares y caseros al primer mes de la
siembra de O. cultratum Lindl.

El Cuadro N° 37, muestra el analisis a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis,
donde se observa que, el medio M1 (Knudson modificado), es el medio que tuvo
mejor resultado, debido a que, presenté una mayor probabilidad (0,4) de tener el
estadio de crecimiento de tipo 2 (semilla germinando) durante el primer mes de la
siembra, siendo el mejor tratamiento para el crecimiento in-vitro de O. cultratum
Lindl. Se observa que, la contaminacion durante el primer mes de la siembra, es de 5
tubos contaminados, 4 de los cuales presentaron hongos y 1 tubo presentd bacterias,

dando el 7 % de contaminacion del total de tubos sembrados.

5.2.8 Evaluacion de los medios de cultivo estandares y caseros al primer trimestre

de la siembra de O. cultratum Lindl.

Medios de cultivo Oncidium cultratum Lindl. (1589)

M1 4 5 1 5 4 5 5 6 1 1
M2 1 1 1 H 1 1 1 1 1 1
M3 1 1 1 1 1 B 3 1 1 1
M4 1 H 2 1 1 1 H 2 1 1
M5 4 4 1 5 4 1 6 5 1 1
M6 6 4 1 5 1 1 2 1 1 1
M7 6 6 5 6 1 1 H 2 1 1

Cuadro N° 38. Evaluacién al primer trimestre de la siembra de O. cultratum Lindl, en los
medios estandares y caseros.- M1 = Medio Knudson modificado, M2 = Medio de coco, M3 =
Medio Knudson, M4 = Medio MS, M5 = Medio Phytamax, M6 = Medio de pifia, M7 =
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Medio de platano, 1 = Semilla con embridn viable sin crecimiento, 2 = Semilla germinando,
3 = Embrién engrosado rompiendo la testa, 4 = Protocormo con rizoides en formacion, 5 =
Protocormo con inicio de brote, 6 = Protocormo con primeras hojas, H = Presencia de
hongos, B = Presencia de bacterias.

MEDIOS DE CULTIVO N Rango promedio
M1 - Medio Knudson modificado 10 44,75
M2 - Medio de coco 9 20,50
M3 - Medio Knudson 9 23,22
3 M4 - Medio MS 8 26,00
OBSERVACION
M5 - Medio Phytamax 10 39,95
M6 - Medio de pifia 10 33,10
M7 - Medio de platano 9 40,61
Total 65

Estadisticos de contraste *°

OBSERVACION

Chi-cuadrado 18,476
gl 6
Sig. asintot. 0,004

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: Medios de

cultivo

Cuadro N° 39. Test de Kruskal-Wallis al primer trimestre de la siembra de O. cultratum
Lindl, en los medios de cultivo estandares y caseros.

El Cuadro N° 39 evidencia que, la significancia asint6tica, es menor que el valor de
a=5%, por tanto, se rechaza la hipotesis Ho de la prueba de Kruskal-Wallis; en
conclusion, existe al menos un medio de cultivo que al final del primer trimestre esta

presentando un desempefio diferente en el crecimiento de O. cultratum Lindl.
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Medios de cultivo Oncidium cultratum Lindl (1589) Frecuencias

M1 4(5(1]15|4|5(|5(|6|12]1|3|0[(0f2]|4|{03] 0] 0 |02]|04
M2 111 )1|(Hf1|{2]1])2)2[1]|9f0|O]jOfO|jOO9|O|O|O]fO
M3 1l1)1f2(1({B}J3)1|1f(11|8f0|21|0f0O|0O8] O |01 OO
M4 1|H|2|1|1|{1]|H]2|1|1]|6|2]|0]|0f0O|0O6|02| 00| O
M5 4(4(1]15)4|1|6(5]1]1(4]0]|0(3]2]04] 0] 0 |03]|0,2
M6 6(41|5f2]21|2|1f1{21]|6]1f(0|2]21f06({01| O |01]01
M7 665|611 |H|2(1|1]|4]1(0|0]21|[04({01] O] O |O1

MEDIO DESEMPENO

M1 0,6

M5 0,5

M6 0,2

M7 0,1

M2 0,0

M3 0,0

M4 0,0

Total general 1,4

Cuadro N° 40. Desempefio de los medios de cultivo estandares y caseros al primer trimestre

de la siembra de O. cultratum Lindl.

El Cuadro N° 40, muestra el analisis a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis, en

el cual se observa que, el medio M1 (Knudson modificado), se mantiene como el

medio que tuvo mejor resultado, debido a que, presentd una mayor probabilidad (0,6)

de tener los estadios de crecimiento de tipo 4 (protocormo con rizoides en formacion)

y de tipo 5 (protocormo con inicio de brote) durante el primer trimestre de la

siembra; siendo el mejor tratamiento para el crecimiento in-vitro de O. cultratum

Lindl. Se observa que, en cuanto a la contaminacién, no hubo un incremento,

manteniendo el 7% de contaminacion del total de tubos sembrados.
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5.2.9 Evaluacion de los medios de cultivo estandares y caseros al primer semestre

de la siembra de O. cultratum Lindl.

Medios de cultivo Oncidium cultratum Lindl. (1589)

M1 6 8 1 7 6 7 7 8 1 1
M2 1 1 1 - 1 1 1 1 1 1
M3 1 1 1 1 1 - 5 1 1 1
M4 1 - 2 1 1 1 - 1 1 1
M5 7 6 1 7 6 1 8 7 1 1
M6 8 6 1 7 1 1 3 1 1 1
M7 7 8 7 8 1 1 - 4 1 1

Cuadro N° 41. Evaluacion al primer semestre de la siembra de O. cultratum Lindl, en los
medios estandares y caseros.- M1 = Medio Knudson modificado, M2 = Medio de coco, M3 =
Medio Knudson, M4 = Medio MS, M5 = Medio Phytamax, M6 = Medio de pifia, M7 =
Medio de platano, 1 = Semilla con embrién viable sin crecimiento, 2 = Semilla germinando,
3 = Embrién engrosado rompiendo la testa, 4 = Protocormo con rizoides en formacién, 5 =
Protocormo con inicio de brote, 6 = Protocormo con primeras hojas, 7 = Protocormo con
hojas y primera raiz, 8 = Plantula lista para su trasplante, (-) = tubos contaminados retirados.

MEDIOS DE CULTIVO N Rango promedio
M1 - Medio Knudson modificado 10 44,90
M2 - Medio de coco 9 21,00
M3 - Medio Knudson 9 23,67
3 M4 - Medio MS 8 23,63
OBSERVACION
M5 - Medio Phytamax 10 40,75
M6 - Medio de pifia 10 33,45
M7 - Medio de platano 9 40,33
Total 65
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Estadisticos de contraste *”

OBSERVACION

Chi-cuadrado 19,838
gl 6
Sig. asintot. 0,003

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: Medios de

cultivo

Cuadro N° 42. Test de Kruskal-Wallis al primer semestre de la siembra de O. cultratum
Lindl, en los medios de cultivo estandares y caseros.

A través del Cuadro N° 42, se puede observar que, la significancia asintotica, es
menor que el valor de o = 5%, por tanto, se rechaza la hipdtesis Ho de la prueba de
Kruskal-Wallis; en conclusion, existe al menos un medio de cultivo que, al final del
primer semestre, esta presentando un desempefio diferente en el crecimiento de O.

cultratum Lindl.

M(?lflltci)\jode OnC|d|um(<iléléga)1tum Lindl Frecuencias
M1 6(8(1]7|6(7|7|8|1f1(|3]|0f0|0|0Of2]|3]|2f{03[ 0|00 0]02]/03]0.2
M2 1|11f1f-J2)2f1f2j2y21(9|ojofojo|ofo|jojo9|O|O|O|OfOfO]fO
M3 111)1f1)2f-|5(1)2f1|8fo|oj0Of1|0f0O|0OJO8( O] O |0 |0L[0]|]O]O
M4 1f-12f1)2f2)-f2)2f21)7{2|0j0f0|0OfO|O]O,7(01JO|O|]O|[O]O]O
M5 7(6|1|(7|6{1|8|7|1|1|4]0f(0|0O|Of2]3|1|04| 0| OO0 ]| O{02]03(01
M6 8(6|1f7|1{1|3f1)1f{1|6]0Of2|0|Of2]2f2|{06| O |O,1f 0 | O |01]0,1{0,1
M7 7(8|7(8|1{1|-|4|1|{1|4]0f0|1|Of0O]2|2|04| O | O (01| 0O | O |0,2{0,2

MEDIO DESEMPENO

M1 0,7

M5 0,6

M7 0,4

M6 0,3

M2 0,0

M3 0,0

M4 0,0

Total general 2

Cuadro N° 43. Desempefio de los medios de cultivo estandares y caseros al primer semestre
de la siembra de O. cultratum Lindl.
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El Cuadro N° 43, muestra el analisis a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis,
donde se observa que, el medio M1 (Knudson modificado), es el medio que tuvo
mejor resultado al finalizar el primer semestre, debido a que, presenté una mayor
probabilidad (0,7) de tener los estadios de crecimiento de tipo 6 (protocormo con
primeras hojas), de tipo 7 (protocormo con hojas y primera raiz) y de tipo 8 (plantula
lista para su trasplante) durante el primer semestre de la siembra; siendo de esta
manera, el mejor tratamiento para el crecimiento in-vitro de O. cultratum Lindl. En
cuanto a la contaminacion, ésta se mantuvo en el 7% del total de tubos sembrados,

los mismos que fueron retirados del cultivo.

O. cultratum Lindl.

MEDIOS
ESTANDARES Y MES 1 MES 3 MES 6
CASEROS
Rango promedio Rango promedio Rango promedio
M1 - Medio Knudson 46,55 90,10 133,85
modificado
M2 - Medio de coco 23,00 43,00 63,50
M3 - Medio Knudson 23,00 46,39 70,31
M4 - Medio MS 23,00 49,06 72,19
M5 - Medio Phytamax 41,90 81,90 122,38
M6 - Medio de pifia 31,95 64,90 98,22
M7 - Medio de platano 38,11 76,83 115,96

Cuadro N° 44. Desempefio de los medios estandares y caseros a través de los rangos
promedio del Test de Kruskal Wallis en O. cultratum Lindl.

El Cuadro N° 44 muestra la recopilacion de los rangos promedio realizados por la
prueba de Kruskal-Wallis, el cual, demuestra el desempefio que han tenido los
medios de cultivo estdndares y caseros, al cabo de 6 meses de efectuado el

experimento.
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Grafico N° 24. Histograma de desempefio de los medios de cultivo estandares y caseros en
O. cultratum Lindl, en funcién de los rangos promedio del Test de Kruskal-Wallis.- M1 =
Medio Knudson modificado, M2 = Medio de coco, M3 = Medio Knudson, M4 = Medio MS,
M5 = Medio Phytamax, M6 = Medio de pifia, M7 = Medio de platano.

El Gréafico N° 24, presenta los resultados obtenidos de la evaluacion estadistica (Test
de Kruskal-Wallis) de los tratamientos estandares y caseros en O. cultratum Lindl,
desde su siembra hasta el sexto mes de realizado todo el experimento. Se puede
observar que, el medio M1 (Knudson modificado) es el tratamiento que mejor
puntta, manteniendo un rango medio por encima de 130; lo que indica que, es el
mejor tratamiento para el crecimiento in-vitro de O. cultratum Lindl.
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5.2.10 Evaluacion de los medios de cultivo modificados al primer mes de la siembra
de O. cultratum Lindl.

Medios de cultivo Oncidium cultratum Lindl. (1589)
2 1 1 1 1|21 1] 2
MM2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1
MM3 1 1 1 2 1 1 1 1 2 1
MM4 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2
MM5 2 1 2 2 1 2 2 1 2 2
MM®6 2 2 1 2 2 1 1 2 1 2

Cuadro N° 45. Evaluacion al primer mes de la siembra de O. cultratum Lindl, en los medios
modificados.- MM1 = Medio MS con harina de platano, MM2 = Medio MS con agua de
coco, MM3 = Medio MS con harina de platano y agua de coco, MM4 = Medio Knudson con
harina de platano, MM5 = Medio Knudson con agua de coco, MM6 = Medio Knudson con
harina de platano y agua de coco, 1 = Semilla con embrién viable sin crecimiento, 2 =
Semilla germinando.

MEDIOS DE CULTIVO N Rango promedio
MM1 - Medio MS con harina de platano 10 26,00
MM2 - Medio MS con agua de coco 10 20,00
MM3 - Medio MS con harina de platano y

10 23,00
agua de coco

OBSERVACION MM4 - Medio Knudson con harina de platano 10 41,00

MMS5 - Medio Knudson con agua de coco 10 38,00
MM6 - Medio Knudson con harina de platano

10 35,00
y agua de coco
Total 60

Estadisticos de contraste *°
OBSERVACION

Chi-cuadrado 16,488
gl 5
Sig. asintot. 0,006

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: Medios de
cultivo

Cuadro N° 46. Test de Kruskal-Wallis al primer mes de la siembra de O. cultratum Lindl, en
los medios de cultivo modificados.
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El Cuadro N° 46 indica que, la significancia asint6tica es menor que el valor de
a=5%, por tanto, se rechaza la hipotesis Ho de la prueba de Kruskal-Wallis; en
conclusion, existe al menos un medio de cultivo que al final del primer mes esta

presentando un desempefio diferente en el crecimiento de O. cultratum Lindl.

Medic_)s de Oncidium cultratum Lindl (1589) Frecuencias
cultivo
MM1 211|111 ]2f1]1]2|1 7 3 0,7 0,3
MM2 11| r|2fafafafafaf1]| o9 1 0,9 0,1
MM3 112 fsfafafaf2|1]| s 2 0,8 0,2
MM4 212212222 f2f2] 2 8 0,2 0,8
MM5 211222222 f2f2] 3 7 0,3 0,7
MMé 2121221121 |2] 4 6 0,4 0,6

MEDIO DESEMPENO

MM4 0,8

MM5 0,7

MM6 0,6

MM1 0,3

MM3 0,2

MM?2 0,1

Total general 2,7

Cuadro N° 47. Desempefio de los medios de cultivo modificados al primer mes de la siembra
de O. cultratum Lindl.

El Cuadro N° 47, muestra el analisis a posteriori de la prueba de Kruskal-Wallis, en
el que, se observa que el medio MM4 (Knudson con harina de platano), es el medio
que tuvo mejor resultado al finalizar el primer mes; debido a que, presentd una
mayor probabilidad (0,8) de tener el estadio de crecimiento de tipo 2 (semilla
germinando), siendo el mejor tratamiento en el crecimiento in-vitro de O. cultratum
Lindl. En cuanto a la contaminacion, ésta no present6 ningun tubo con presencia de
hongos ni bacterias, obteniendo el 0% de contaminacion del total de tubos sembrados
del cultivo.
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5.2.11 Evaluacién de los medios de cultivo modificados al primer trimestre de la
siembra de O. cultratum Lindl.

Medios de cultivo Oncidium cultratum Lindl. (1589)
[N 0 - T T
MM1 3 1 1 1 1 3 1 1 3 1
MM2 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
MM3 1 1 1 3 1 1 1 2 3 1
MM4 4 5 4 1 4 3 4 1 3 3
MM5 4 1 4 5 1 3 5 1 4 3
MMG6 4 4 1 2 4 1 1 5 1 4

Cuadro N° 48. Evaluacion al primer trimestre de la siembra de O. cultratum Lindl, en los
medios modificados.- MM1 = Medio MS con harina de platano, MM2 = Medio MS con agua
de coco, MM3 = Medio MS con harina de platano y agua de coco, MM4 = Medio Knudson
con harina de platano, MM5 = Medio Knudson con agua de coco, MM6 = Medio Knudson
con harina de platano y agua de coco, 1 = Semilla con embridn viable sin crecimiento, 2 =
Semilla germinando, 3 = Embridn engrosado rompiendo la testa, 4 = Protocormo con rizoides
en formacion, 5 = Protocormo con inicio de brote.

MEDIOS DE CULTIVO N Rango promedio
MML1 - Medio MS con harina de platano 10 23,55
MM2 - Medio MS con agua de coco 10 18,85
MM3 - Medio MS con harina de platano y

10 22,90
agua de coco

OBSERVACION MM4 - Medio Knudson con harina de platano 10 41,55

MMS5 - Medio Knudson con agua de coco 10 39,95
MM®6 - Medio Knudson con harina de platano

10 36,20
y agua de coco
Total 60
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Estadisticos

de contraste °

OBSERVACION

Chi-cuadrado

gl
Sig. asintot.

19,051

0,002

5

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: Medios

de cultivo

Cuadro N° 49. Test de Kruskal-Wallis al primer trimestre de la siembra de O. cultratum
Lindl, en los medios de cultivo modificados.

El Cuadro N° 49, puede indicar que, la significancia asintética, es menor que el valor

de o = 5%, por tanto, se rechaza la hip6tesis Ho de la prueba de Kruskal-Wallis; en

conclusién, existe al menos un medio de cultivo que, al final del primer trimestre esta

presentando un desempefio diferente en el crecimiento de O. cultratum Lindl.

M:L(Ijlltci)jode Onmdmm(citégga)\tum Lindl Frecuencias
MML i3|1({1]|1|2|3|2|2|3|21|7|0|3|0] 0 ]|]o07]| 0 |03 ]| 0 0
MM2 11 |1(1|3[1|2|2f2|2f21]|9|o]2 |00 ]o09 | 0 |o1 ]| O 0
MM3  11|1{2|3|2|2|2|2]|3|2|7|2]2]|0] 007 [01]02] 0 0
MM4  H4l5(4|1(4|3|4|2]|3(3]|2|0|3|4]| 1 ]|02]| 0 |03]|04]01
MMS  14l1(4|5(1|3|5(1|4|(3|3|0]2|3]| 2]|03| 0 |02]|03]02
MM6 14|4(1]|2|a|2|2|5|2|4|4a|2]0|4]| 12 ]|04]|01] O [04]01

MEDIO DESEMPENO

MM4 0,5

MM6 0,5

MM5 0,5

MM2 0,0

MM1 0,0

MM3 0,0

Total general 1,5

Cuadro N° 50. Desempefio de los medios de cultivo modificados al primer trimestre de la
siembra de O. cultratum Lindl.
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El Cuadro N° 50 muestra, segun el analisis a posteriori de la prueba de Kruskal-
Wallis, que el medio MM4 (Knudson con harina de platano) junto con MM6
(Knudson con harina de platano) y MM5 ( Knudson con agua de coco) son los
medios que, tuvieron mejores resultados al finalizar el primer trimestre; debido a que
presentaron una mayor probabilidad (0,5) de tener los estadios de crecimiento de tipo
3 (embrion engrosado rompiendo la testa), de tipo 4 (protocormo con rizoides en
formacion) y de tipo 5 (protocormo con inicio de brote). En cuanto a la
contaminacion, ésta se mantuvo constante, es decir, ningin tubo con presencia de

hongos ni bacterias, dando el 0% de contaminacion en el cultivo.

5.2.12 Evaluacion de los medios de cultivo modificados al primer semestre de la

siembra de O. cultratum Lindl.

Medios de cultivo Oncidium cultratum Lindl. (1589)

MM1 3 1 1 1 1 4 1 1 3 1
MM2 1 1 1 3 1 1 1 1 2 1
MM3 1 1 1 4 1 1 1 3 4 1
MM4 6 7 5 1 6 5 5 1 4 5
MM5 6 1 5 7 1 5 7 1 6 5
MM6 7 6 1 4 8 1 1 8 1 6

Cuadro N° 51. Evaluacion al primer semestre de la siembra de O. cultratum Lindl, en los
medios modificados.- MM1 = Medio MS con harina de platano, MM2 = Medio MS con agua
de coco, MM3 = Medio MS con harina de platano y agua de coco, MM4 = Medio Knudson
con harina de platano, MM5 = Medio Knudson con agua de coco, MM6 = Medio Knudson
con harina de platano y agua de coco, 1 = Semilla con embrién viable sin crecimiento, 2 =
Semilla germinando, 3 = Embrién rompiendo la testa, 4 = Protocormo con rizoides en
formacion, 5 = Protocormo con inicio de brote, 6 = Protocormo con primeras hojas, 7 =
Protocormo con hojas y primera raiz, 8 = Plantula lista para su trasplante.
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MEDIOS DE CULTIVO

N Rango promedio

MM1 - Medio MS con harina de platano 10 22,00
MM2 - Medio MS con agua de coco 10 19,45

MM3 - Medio MS con harina de platano y

10 22,45

agua de coco
OBSERVACION MM4 - Medio Knudson con harina de platano 10 41,05

MM5 - Medio Knudson con agua de coco 10 39,90
MM6 - Medio Knudson con harina de platano

10 38,15
y agua de coco
Total 60

Estadisticos de contraste *°

OBSERVACION

Chi-cuadrado 19,757
gl 5
Sig. asintot. 0,001

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacién: Medios de

cultivo

Cuadro N° 52. Test de Kruskal-Wallis al primer semestre de la siembra de O. cultratum
Lindl, en los medios de cultivo modificados.

El Cuadro N° 52, indica que, la significancia asintotica, es menor que el valor de

a=5%, por tanto, se rechaza la hipotesis Ho de la prueba de Kruskal-Wallis; en

conclusion, existe al menos un medio de cultivo que, al final del primer semestre esta

presentando un desempefio diferente en el crecimiento de O. cultratum Lindl.

Medic_)s de | Oncidium cultratum Lindl Frecuencias

cultivo (1589)

MML i3|1{1|2|1|4]|2|2|3|1]|7]|0[2]|1|0]|0|0|0]|0,7| 0 |0,2]02] 0] O] O] O
MM2 f1]1(1]|3[1|1|{2|2|2|1|8|1|1]|0[0]|0|O|0]0O8|0O2f01[0 ]| 0|0 fo0O]oO
MM3  11|1{1]|4|1|2]|2(3]4|1]|7]|0[2]|2|0]|0|0|0]|07| 0 |02]02] 0] O] O] O
MM4  6l1g(7|1(7|5(8]|1|4|5|2|o|o]|1|[2|1|2(2]0,2| 0 [0 [0,1]0,2]|0,1(0,2(0,2
MMS  f6|1(5|7(1]|5|7|1|6|5|3|0o|o]|o[3]|2]2(0]03| 0|0 |0 |03]|02[02]0
MM6 |7|6(1|4|7|1]|2|8|1]|5]|4]|0f0]|2|{2]|2|2]2|04| 0] 0 |01]01]01]02]01
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MEDIO DESEMPENO

MM4 0,5
MM6 0,4
MM5 0,4
MM2 0,0
MM1 0,0
MM3 0,0
Total general 1,3

Cuadro N° 53. Desempefio de los medios de cultivo modificados al primer semestre de la
siembra de O. cultratum Lindl.

El Cuadro N° 53 muestra, segun el analisis a posteriori de la prueba de Kruskal-
Wallis que, el medio MM4 (Knudson con harina de platano) fue el tratamiento que
tuvo mejor resultado al finalizar el primer semestre; debido a que, presentd una
mayor probabilidad (0,5) de tener los estadios de crecimiento de tipo 6 (protocormo
con primeras hojas), de tipo 7 (protocormo con hojas y primera raiz) y de tipo 8
(plantula lista para su trasplante), siendo, de esta manera, el mejor tratamiento en el
crecimiento in-vitro de O. cultratum Lindl. Ademas, se puede observar en cuanto a la
contaminacion, no hubo presencia de hongos ni bacterias, dando el 0% de

contaminacion en el cultivo.
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O. cultratum Lindl.

MEDIOS
MODIFICADOS

MES 1

MES 3

MES 6

Rangos promedio

Rangos promedio

Rangos promedio

MM1 - Medio MS
con harina de

platano

26,00

50,10

72,42

MM2 - Medio MS con

agua de coco

20,00

38,70

58,40

MM3 - Medio MS
con harina de
platano y agua de

coco

23,00

46,75

70,08

MM4 - Medio
Knudson con harina

de platano

41,00

81,73

122,23

MM5 - Medio
Knudson con agua

de coco

38,00

76,40

114,82

MM6 - Medio
Knudson con harina
de platano y agua de

coco

35,00

69,33

105,05

Cuadro N° 54. Desempefio de los medios modificados a través de los rangos promedio del

Test de Kruskal Wallis en O. cultratum Lindl.

El Cuadro N° 54 muestra la recopilacién de los rangos medios realizados por la

prueba de Kruskal-Wallis, en la cual, demuestra el desempefio que han tenido los

medios de cultivo modificados en O. cultratum Lindl, al cabo de 6 meses de

efectuado el experimento.
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Grafico N° 25. Histograma de desempefio de los medios de cultivo modificados en O.
cultratum Lindl, en funcién de los rangos promedio del Test de Kruskal-Wallis.- MM1=
Medio MS con harina de platano, MM2 = Medio MS con agua de coco, MM3 = Medio MS
con harina de platano y agua de coco, MM4 = Medio Knudson con harina de platano, MM5 =
Medio Knudson con agua de coco, MM6 = Medio Knudson con harina de platano y agua de
coco.

El Grafico N° 25, presenta los resultados obtenidos en la evaluacion estadistica (Test
de Kruskal-Wallis) de los tratamientos modificados en O. cultratum Lindl, desde su
siembra hasta el sexto mes de realizado todo el experimento. Se puede observar que,
el medio MM4 (Knudson con harina de platano) es el medio que mejor puntua,
manteniendo un rango promedio por encima de 120, lo que indica que, es el mejor

tratamiento para el crecimiento in-vitro de O. cultratum Lindl.

101



5.2.13 Discusién

En la presente investigacion, en los ensayos realizados a la especie E. schistochilum
Schltr., se obtuvo mejores resultados con los medios Phytamax y Murashige y Skoog
mas el aditivo de platano. En una investigacion similar, reportada por (Potisek y
Sarmiento, 1994), obtuvo buenos resultados con el uso del medio Murashige y Skoog
con hormonas en E. stamfordianum Batem; en donde, la generacion de protocormo
mas primordio de hojas, aparecié a los 57 dias después de la siembra; sin embargo,
en el presente estudio, la creacion de protocormo mas primeras hojas en E.
schistochilum Schiltr, se dio a los 90 dias después de la siembra. Este retraso pudo
deberse a que, la cantidad de semilla sembrada en los tubos fue aglomerada,
ocasionando una competencia por espacio y nutrientes.

Otros resultados similares, son los que enuncia (Pedroza, 2009) en el uso del medio
Murashige y Skoog, adicionando carbdn activado a una concentracion del (0,5-1 %)
con 0,5 mg de AIA (Acido Indolacético), en la que, se obtiene efectos positivos en el
desarrollo de protocormos de E. elongatum Jacg., a partir de una capsula madura y
obtencion posterior de plantulas, en un periodo de 210 dias. En esta investigacion, se
obtuvo plantulas de E. schistochilum Schitr, en un periodo de 180 dias; reflejando un

lapso de tiempo menor al comparado por (Pedroza, 2009).

Los ensayos realizados para O. cultratum Lindl, muestran que, se obtuvo buenos
resultados con Medio Knudson modificado y Knudson mas el aditivo de platano para
esta especie. (Flores y otros., 2008), reportan mejores resultados utilizando
Murashige y Skoog, suplementado con 100 ml/litro de agua de coco, 40 g/litro de
extractos de manzana, platano y jitomate; 2.0 g/litro de peptona y 200 mg/litro de
(PVP) en O. stramineum Lindl, dando resultados aceptables de germinacion a los 13
dias de su siembra. Para el caso de O. cultratum Lindl., en los medios Knudson
modificado y Knudson mas platano, se obtuvo datos de germinacion a los 30 dias de

realizada su siembra, alcanzando resultados satisfactorios.

En investigaciones realizadas por (Flachsland y otros, 1996), ensayando diversos
medios de cultivos para inducir el crecimiento in-vitro de 41 especies de orquideas,
han indicado, segun estos ensayos que, el agregado de extracto de platano y de
carbon activado a los medios de cultivo solidos, es beneficioso para la mayoria de las

especies. Tras la experiencia efectuada en este estudio, se coincide que, el
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implemento de extracto de platano en el medio de cultivo Knudson, obtuvo buenos

resultados en el crecimiento in-vitro de O. cultratum Lindl.

Si bien, la técnica in-vitro tiende a asegurar condiciones de asepsia, ésta es una
caracteristica dificil de mantener controlada en lo que concierne a la contaminacién
en el cultivo. (Valenzuela, 1998), sefiala por ejemplo que, la frecuencia de ocurrencia
de cada fuente de contaminacion, varia entre laboratorios y cambia con las
variaciones de estacion, clima, personal, procedimientos y asepsia, entre otros. En
este sentido, la contaminacion del cultivo, resulta importante en la medida en que la
presencia de contaminacion en un medio, conduce a una disminucion en la calidad
del material vegetal, asi como su posible muerte. De acuerdo a (Merchén, 2011), el
porcentaje permisible maximo de contaminaciébn en un cultivo in-vitro de
meristemos y otros explantes de orquideas, es del 5-10%. Bajo esta condicién, los
porcentajes de contaminacién obtenidos en este estudio, fueron del 1% y 5% en el
cultivo de E. schistochilum Schitr, y del 7% en el cultivo de O. cultratum Lindl,

colocandose dentro del rango permisible.

103



5.3 Comportamiento de las plantulas en la fase de aclimatacién

5.3.1 Aclimatacion de E. schistochilum Schltr

Total:54 Epidendrum schistochilum Schltr. Fuera del

plantulas dentro del propagador propagador
trasplantadas

Variables

Cuadro N° 55. Comportamiento de E. schistochilum Schltr en el propagador y al medio
externo

El Cuadro N° 55 muestra un total de 54 plantulas trasplantadas, de las cuales, al
finalizar la primera semana de observacion, se tiene un 94% de plantulas saludables
(51 plantulas), un 2% con estrés (1 plantula) y un 4% murieron (2 plantulas). Luego,
al finalizar la segunda semana de observacion, se tiene que, de un total de 52
plantulas vivas, el 77% (40 plantulas) se encontraron saludables, un 13% (7
plantulas) mostraron estrés y un 10% (5 plantulas) murieron.

En la tercera semana, se observa que, de un total de 47 plantulas vivas, el 87% (41
plantulas) estuvieron saludables, y un 6,5% (3 plantulas) mostraron estrés, al igual
que muerte en ambos casos. En la cuarta semana de observacion, de un total de 44
plantulas vivas, el 93% se mantuvieron saludables (41 plantulas), asi como el 6,5%

(3 plantulas) presentaron estrés.
Al mantener constantes los resultados entre la tercera y cuarta semana de

observacion, y al no existir cambios en el comportamiento de las plantulas, éstas

fueron sacadas al medio externo, donde, en la quinta semana de observacion,
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tampoco existieron cambios en el comportamiento; indicando por tanto, que las

plantulas se aclimataron y siguieron su normal desarrollo.

Considerando un porcentaje, tomando en cuenta el total de las plantas que fueron
trasplantadas con las que perduraron vivas al final de las observaciones, se tiene un
valor del 81,5% (44 plantulas) que lograron aclimatarse.

N
e

47 N

n el propagador

Gréfico N° 26. Tiempo de adaptacion de las plantulas de E. schistochilum Schiltr. en el
propagador y al medio externo.

A través del Grafico N° 26, se puede observar el nimero total de plantas que fueron
trasplantadas al principio, y el desarrollo que tuvieron en el transcurso del tiempo. Se
puede apreciar que, las plantulas mantienen un estado constante después del dia 30
hasta el dia 45 en el propagador. Después del dia 45, las plantulas se mantienen en el
mismo estado en el medio externo, sin mostrar cambios hasta el final de su
evaluacion en el dia 60; lo que determina el tiempo en que las plantulas de esta
especie se adaptaron en el propagador y en el medio externo como evidencia el
Grafico N° 27.
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Gréafico N° 27. Plantulas de E. schistochilum Schltr al medio externo

5.3.2 Aclimatacion de O. cultratum Lindl

Total:15 O. cultratum Lindl Fuera del propagador

plantulas dentro del propagador
trasplantadas

Variables

Cuadro N° 56. Comportamiento de O. cultratum Lindl en el propagador y al medio externo.

En el Cuadro N° 56, se observa un total de 15 plantulas trasplantadas, de las cuales,
transcurrida la primera semana de observacion, un 80% de plantulas estuvieron
saludables (12 plantulas), un 13% con estrés (2 plantulas) y un 7% murieron (1
plantula). Luego, al finalizar la segunda semana de observacion, se tiene que, de un
total de 14 plantulas vivas, el 64% (9 plantulas) se encontraron saludables, un 2% (14

plantulas) mostraron estrés y un 22% (3 plantulas) perecieron.
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En la tercera semana, se observa un total de 11 plantulas vivas, de las cuales el 91%
(10 pléntulas) estuvieron saludables y, apenas un 9% (1 plantula) mostro estrés. En la
cuarta semana de observacion, las plantulas al no presentar cambios y manteniendo
los mismos resultados de la tercera semana de observacion, éstas fueron sacadas al
medio externo, donde, en la cuarta y quinta semana de observacion tampoco hubo
cambios en el comportamiento; indicando de esta manera que las plantulas se

aclimataron favorablemente.

Para considerar un porcentaje, se tomé en cuenta el total de las plantas que fueron
trasplantadas con las que permanecieron vivas al final de las observaciones,

obteniéndose un valor del 73,3% (11 plantulas) que lograron aclimatarse.

1’4\\ del propagador

TNe— >

11 11

Dias en el propagador

Gréfico N° 28. Tiempo de adaptacidn de las plantulas de O. cultratum Lindl en el propagador
y al medio externo

El Grafico N° 28, muestra que, las plantulas de O. cultratum Lindl, tienden a
adaptarse a partir del dia 15 hasta el dia treinta en el propagador. Después del dia 30,
las plantulas se mantienen en el mismo estado en el medio externo, sin mostrar
cambios, hasta el final de su evaluacion en el dia 60; lo que determina el tiempo de
adaptacion de las plantulas de esta especie en el propagador y en el medio externo,
como se evidencia en el Grafico N° 29.
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Grafico N° 29. Plantulas de O. cultratum Lindl al medio externo

5.3.3 Comparacion en la adaptacion entre E. schistochilum Schitr y O. cultratum

Lindl durante la aclimatacion
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Gréafico N° 30. Comparacion de la adaptacion de las especies dentro y fuera del propagador

En el Grafico N° 30, se puede observar el estado de las dos especies, tanto dentro
como fuera del propagador, y se observa que, la especie O. cultratum Lindl, empieza
a adaptarse después del dia 15 en el propagador, a diferencia de E. schistochilum
Schltr, que llega a adaptarse a partir del dia 30 en el propagador; lo que determina
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que, la especie O. cultratum Lindl, se puede adaptar en un lapso de tiempo menor en
el propagador en comparacion a la especie E. schistochilum Schiltr.

5.3.4 Discusién

En el presente estudio, se obtiene que, las plantulas aclimatadas mostraron un
porcentaje del 81,5% en E. schistochilum Schltr, utilizando como sustrato musgo
Sphagnum mas corteza de pino fina hasta 45 dias en el propagador y del 73,3% en O.
cultratum Lindl, con el sustrato musgo Sphagnum mas fibra de coco y piedra
volcanica, hasta el dia 30 en el propagador. En un estudio similar, ensayos hechos
por (Nava y otros, 2011), obtuvo un 47% de supervivencia en la aclimatacién de
plantulas germinadas in-vitro de Laelia eyermaniana Rchb, utilizando como sustrato
fibra de palma soyate en un lapso de 60 dias de exposicion en un ambiente
controlado de invernadero. (Heredia y otros, 2005), por ejemplo, reportan plantulas
vivas (80.22%) de Laelia halbingeriana, empleando como sustrato turba-tepetzil,
aclimatadas a los 240 dias en invernadero. En esta investigacion, los sustratos
sugeridos en la literatura por (Portilla, 2007), demostraron ser aptos y adecuados para
las dos especies, lo que indica que, los mejores sustratos en este caso son: musgo
Sphagnum mas corteza de pino fina para E. schistochilum Schltr, y musgo Sphagnum
mas fibra de coco y piedra volcanica para O. cultratum Lindl. En lo concerniente al
tiempo de mantenimiento en el propagador, para los géneros Epidendrum vy
Oncidium, se determiné que, necesitan menor tiempo de aclimatacion que las
descritas para el género Laelia reportados por (Nava, 2011) y (Heredia y otros,
2005).
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5.4 Protocolo para el cultivo in-vitro de Epidendrum schistochilum Schltr

5.4.1 Manejo del material genético

5.4.1.1 Obtencion de las semillas a partir de cdpsula madura

Materiales:

Tubos de ensayo, bisturi estéril, papel aluminio, pinzas de laboratorio, embudos,

mechero, etiquetas.
Procedimiento:

- Identificar las capsulas maduras, a través de su cambio de color de verde a
una tonalidad amarilla o café.

- Abrir las cépsulas maduras, con la ayuda de un bisturi estéril para la
extraccion de las semillas; y depositarlas en papel aluminio, donde cualquier
residuo, material extrafio o fragmentos externos o internos de la capsula
(pelos), deben ser removidos cuidadosamente con el uso de una pinza estéril.

- Transferir las semillas, con la ayuda del embudo a los tubos de ensayo

rotulados sin tapar al desecador de vidrio para su secado.
5.4.1.2 ldentificacién de la calidad de las semillas
Materiales y equipos:

Porta objeto, cubre objeto, semillas de E. schistochilum Schltr, microscopio.

Procedimiento:
- Colocar una delgada capa de semillas en el portaobjeto, tapar con el
cubreobjetos y llevar al microscopio.

- Observar la presencia o ausencia de embrion con el menor lente (4x), para

determinar la calidad de semillas que se tiene.
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5.4.1.3 Secado y almacenamiento al vacio

Materiales y Equipos:

Tubos de ensayo con semillas, jeringuilla, tapa hermética, silica gel, desecador de

vidrio, estufa y medidor de temperatura y humedad relativa.
Procedimiento:

- Introducir previamente la silica gel en el desecador de vidrio.

- Llevar el desecador a la estufa a 70 °C por treinta minutos.

- Retirar de la estufa el desecador, colocar los tubos de ensayo con las semillas
en el desecador por 4 dias a temperatura ambiente (20 °C) hasta obtener un
contenido de humedad en las semillas del (5-6%).

- Sacar los tubos con semillas del desecador, cerrarlos con tapa hermética y
extraer el aire contenido en los tubos, empleando una aguja y una jeringuilla

para su conservacion a largo plazo.

5.4.1.4 Desinfeccion

Materiales y reactivos:

Papel filtro, grapadora pequefia, cronémetro, pinzas estériles, vasos de precipitacion
de 120 ml, agua estéril, hipoclorito de sodio al 3%, alcohol al 70% y al 90%.

Procedimiento:

- Emplear las semillas almacenadas en los tubos de ensayo, colocar una capa
delgada de semillas en el centro del papel filtro de 2 cm cuadrados de tamafio.

- Doblar al papel en forma de sobre, grapar para asegurar que las semillas
queden al lado opuesto de la grapa.

- Rotular el sobre con un lapiz el codigo asignado o nombre de la especie.

- Sumergir el sobre en hipoclorito de sodio al 3% por 5 minutos, luego por
alcohol al 70% por dos minutos y finalmente, someter el sobre a tres

enjuagues de agua estéril de 1 minuto cada uno.
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- Llevar el sobre a una caja Petri estéril para su siembra en la camara de flujo

laminar.

5.4.2 Medios de cultivo

5.4.2.1 Preparacion de los medios 6ptimos

Materiales:

Paletas de pléastico, recipientes plasticos para pesaje de los reactivos, vasos de
precipitacion de 800 ml y 100 ml, embudos, papel aluminio, plastico para embalaje
(rollo-pack), pipetas de 10 ml y 0.2 ml, pipeteadores, probetas, tubos de ensayo,
frascos para medio de cultivo de 600 ml, guantes, imanes, rejillas y etiquetas.

Reactivos:

Para una cantidad de 1000 ml de medio Phytamax se requiere:

27.3 g de sales de Phytamax, 20 g de sucrosa, 2 g de Phytagel, 5 ml &cido Nicotinico,
5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de Mioinositol, agua
destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 5.4.

Para una cantidad de 1000 ml de medio Murashige y Skoog mas harina de platano se
requiere:

4.4 g de sales de Murashige y Skoog, 2 g de Phytagel, 20 g de sucrosa, 25 g de harina
de platano, 5 ml de &cido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de
Glicina, 10 ml de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 5.2 - 5.8.

Equipos:
Balanza analitica, agitador magnético, pH-metro, microondas, autoclave.
Procedimiento:

- Pesar los componentes.
- Incorporar los componentes y el agua destilada con la sacarosa disuelta en el

vaso de precipitacion para 1000 ml.
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- Adicionar el aditivo complejo (harina de platano).

- Medir y ajustar el pH (si es necesario).

- Llevar la solucion a ebullicion.

- Apagar el calentador.

- Adicionar el agar (Phytagel) y mezclar hasta su disolucion completa.

- Verter el medio en los tubos de ensayo.

- Llevar los medios a la autoclave por 15 minutos a una presion de 15 PSI para
su esterilizacion.

- Luego de la esterilizacion, colocar los tubos en posicién pico de flauta para

su siembra.

5.4.2.2 Siembra in-vitro

Materiales:

Tubos de ensayo con medio de cultivo, bisturies estériles, cajas Petri de vidrio pirex,
pinzas, servilletas estériles, papel aluminio, plastico para embalaje (rollo-pack),
atomizadores para agua y alcohol, bandejas plasticas para el traslado de medios y

materiales, cofia, mascarilla, sobre con las semillas estériles.
Equipos:

Estufa, camara de flujo laminar, cAmara de crecimiento, cronémetro.
Procedimiento:

- Llevar todos los materiales de metal y las servilletas envueltas en papel
aluminio a esterilizar en la estufa a 70°C un dia antes de la siembra; los
materiales de vidrio se deben esterilizar preferentemente en el autoclave junto
con los medios de cultivo.

- Esterilizar la camara de flujo laminar (previamente encendido por 20 minutos
mas alcohol al 90% en la base de area de trabajo y costados).

- Lavar las manos y antebrazos con jabon liquido y agua, aplicar alcohol al
90% en manos, antebrazos y codos para garantizar la desinfeccion en el

usuario.
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- Sembrar las semillas en la camara de flujo laminar utilizando el método del
sobre, que consiste en cortar el sobre que contiene las semillas con pinzas y
tijeras estériles.

- Dejar reposar el paquete que contiene las semillas sobre servilletas estériles o
en la caja Petri estéril.

- Flamear los medios y bisturi estéril e incorporar las semillas en el bisturi.

- Introducir el bisturi cargado de semillas en los tubos con medios de cultivo.

- Flamear la boquilla de cada tubo después de la siembra, tapar los tubos con
doble capa de papel aluminio y sellar con plastico para embalaje (rollo-pack).

- Trasladarlos a la camara de crecimiento (para su crecimiento) a una

temperatura de 22 °C £ 2 °C, a 2000 lux por 14 horas diarias.

5.4.3 Aclimatacion

Materiales y reactivos:

Sustrato a base de musgo Sphagnum mas corteza de pino , tubos con plantulas,
pinzas y bisturies estériles, regla para medicion, mini brocha estéril, vaso de
precipitacion, mascarilla, cofia, bandeja de plastico para siembra (almécigo),
recipientes de vidrio, atomizadores, alcohol al 96%, fungicida Carbenpac, agua

estéril y solucidn fertilizante.

Equipos:

Autoclave, camara de aclimatacion (propagador).
Procedimiento:

- Colocar el sustrato en el recipiente de vidrio y llevar a esterilizacion en la
autoclave junto con los materiales de vidrio y metalicos por 30 minutos a 15
PSI de presion.

- Realizar la medicion del tamafio de las plantulas (3 a 5 cm de alto).

- Tomar las plantulas de los frascos, adicionar 2 ml de agua estéril para
suavizar el medio y con la ayuda de las pinzas, extraer las plantulas con

cuidado y depositarlas en un recipiente de vidrio con agua estéril.
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Retirar el sustrato estéril de la autoclave, humedecerlo con agua estéril e
incorporarlo en el almécigo desinfectado con alcohol.

Atomizar las plantulas una vez sembradas con solucion fungicida Carbenpac
a una concentracion de 0.5 ml /I de agua.

Llevar al propagador, controlando sus condiciones de humedad relativa (50-
75%), luz artificial continta (2000 lux/14 horas), temperatura (20-25 °C) y
ventilacion constante de 2300 rpm/ 14 horas para generar aireacion.

Rociar agua en el sustrato 3 veces por semana.

Mantener en el propagador hasta el dia 45, luego sacar las plantulas al medio
externo y continuar suministrando agua al sustrato 3 veces por semana.
Suplementar con una solucién fertilizante organica a base de extracto de algas
marinas en el sustrato, para el crecimiento, mantenimiento y resistencia a
plagas y enfermedades a una dosis de 1 ml/l de agua, cada 15 dias,
combinada con un bioregulador concentrado a base de cytokinina 0,001% a
una dosis de 0,5 ml/l de agua cada 15 dias para promover su floracion.
Mantener las plantulas a las mismas condiciones de humedad relativa, y
temperatura que estuvieron en el propagador y a una luz indirecta en el medio

externo.
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5.5 Protocolo para el cultivo in-vitro de Oncidium cultratum Lindl.

5.5.1 Manejo del material genético

5.5.1.1 Obtencion de las semillas a partir de cdpsula madura

Materiales:

Tubos de ensayo, bisturi estéril, papel aluminio, pinzas de laboratorio, embudos,

mechero, etiquetas.
Procedimiento:

- Identificar las capsulas maduras, a través de su cambio de color de verde a
una tonalidad amarilla o café.

- Abrir las cépsulas maduras, con la ayuda de un bisturi estéril para la
extraccion de las semillas; y depositarlas en papel aluminio, donde cualquier
residuo, material extrafio o fragmentos externos o internos de la capsula
(pelos), deben ser removidos cuidadosamente con el uso de una pinza estéril.

- Transferir las semillas, con la ayuda del embudo a los tubos de ensayo

rotulados sin tapar al desecador de vidrio para su secado.

5.5.1.2 Identificacion de la calidad de las semillas
Materiales y equipos:

Porta objeto, cubre objeto, semillas de E. schistochilum Schltr, microscopio.

Procedimiento:
- Colocar una delgada capa de semillas en el portaobjeto, tapar con el
cubreobjetos y llevar al microscopio.

- Observar la presencia o ausencia de embridn con el menor lente (4x), para

determinar la calidad de semillas que se tiene.
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5.5.1.3 Secado y almacenamiento al vacio

Materiales y Equipos:

Tubos de ensayo con semillas, jeringuilla, tapa hermética, silica gel, desecador de

vidrio, estufa y medidor de temperatura y humedad relativa.
Procedimiento:

- Introducir previamente la silica gel en el desecador de vidrio.

- Llevar el desecador a la estufa a 70 °C por treinta minutos.

- Retirar de la estufa el desecador, colocar los tubos de ensayo con las semillas
en el desecador por 4 dias a temperatura ambiente (20 °C) hasta obtener un
contenido de humedad en las semillas del (5-6%).

- Sacar los tubos con semillas del desecador, cerrarlos con tapa hermética y
extraer el aire contenido en los tubos, empleando una aguja y una jeringuilla

para su conservacion a largo plazo.

5.5.1.4 Desinfeccion de semillas a partir de capsula madura

Materiales y Reactivos:

Papel filtro, grapadora pequefia, cronometro, pinzas estériles, vasos de precipitacion
de 120 ml, agua estéril, hipoclorito de sodio al 3%, Alcohol 70% y 90%.

Procedimiento:

- Emplear las semillas almacenadas de los tubos de ensayo, colocar una capa
delgada de semillas en el centro del papel filtro de 2 cm cuadrados de tamafio.

- Doblar al papel en forma de sobre y engrapar asegurando que las semillas.
queden al lado opuesto de la grapa.

- Rotular el sobre con un lapiz el codigo asignado o nombre de la especie.

- Sumergir el sobre en hipoclorito de sodio al 3% por 5 minutos, luego por
alcohol al 70 % por dos minutos y finalmente por tres enjuagues de agua

estéril de 1 minuto cada uno.
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- Llevar el sobre en una caja petri estéril para su siembra en la camara de flujo

laminar.

5.5.1.5 Desinfeccion de semillas a partir de capsula (verde) no madura

Materiales y reactivos:

Papel filtro, grapadora pequefia, cronometro, pinzas estériles, vasos de precipitacion

de 120 ml, agua estéril, hipoclorito de sodio al 3%, alcohol al 70% y al 90%.

Procedimiento:

- Emplear las semillas almacenadas en los tubos de ensayo, colocar una capa
delgada de semillas en el centro del papel filtro de 2 cm cuadrados de tamafio.

- Doblar al papel en forma de sobre, grapar para asegurar que las semillas
queden al lado opuesto de la grapa.

- Rotular el sobre con un lapiz el codigo asignado o nombre de la especie.

- Sumergir el sobre en hipoclorito de sodio al 3% por 5 minutos, luego por
alcohol al 70% por dos minutos y finalmente, someter el sobre a tres
enjuagues de agua estéril de 1 minuto cada uno.

- Llevar el sobre a una caja Petri estéril para su siembra en la camara de flujo

laminar.

5.5.2 Medios de cultivo

5.5.2.1 Preparacion de los medios 6ptimos

Materiales:

Paletas de pléastico, recipientes plasticos para pesaje de los reactivos, vasos de
precipitacion de 800 ml y 100 ml, embudos, papel aluminio, plastico para embalaje
(rollo-pack), pipetas de 10 ml y 0.2 ml, pipeteadores, probetas, tubos de ensayo,

frascos para medio de cultivo de 600 ml, guantes, imanes, rejillas, etiquetas.
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Reactivos:

Para una cantidad de 1000 ml de medio Knudson modificado se requiere:

500 mg de Nitrato de amonio, 500 mg de Sulfato de amonio, 347.2 mg de Nitrato de
calcio, 25 mg de Sulfato ferroso 7H20, 122.12 mg de Sulfato de magnesio, 5.68 mg
de Sulfato de manganeso H20, 250 mg de Fosfato de potasio monobasico, 20 g de
sucrosa, 2 g de Phytagel, 5 ml de acido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de
Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH:
4.8.

Para una cantidad de 1000 ml de medio Knudson més harina de platano se requiere:
25 g de harina de platano, 500 mg de Sulfato de amonio, 0.056 mg de acido borico,
694.4 mg de Nitrato de calcio, 0.0624 mg de Sulfato cuprico 5H20, 25 mg de
Sulfato ferroso 7H20, 122.12 mg de Sulfato de magnesio, 5.68 mg de Sulfato de
manganeso H20, 0.016 mg de Tridxido de molibdeno, 250 mg de Fosfato de potasio
monobaésico, 0.033 mg de Sulfato de zinc 7H20, 20 g de sucrosa, 2 g de Phytagel, 5
ml de &cido Nicotinico, 5 ml de Piridoxina, 1 ml de Tiamina, 20 ml de Glicina, 10 ml
de Mioinositol, agua destilada (c.s.p. 1000 ml); pH: 5.2 - 5.8.

Equipos:
Balanza analitica, agitador magnético, pH-metro, microondas, autoclave.
Procedimiento:

- Pesar los componentes.

- Incorporar los componentes y el agua destilada con la sacarosa disuelta en el
vaso de precipitacion para 1000 ml.

- Adicionar de aditivo complejo (harina de platano).

- Mediry ajustar el pH (si es necesario).

- Llevar la solucion a ebullicion.

- Apagar el calentador.

- Adicionar el agar (Phytagel) y mezclar hasta su disolucion completa.

- Verter el medio en los tubos de ensayo.
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- Llevar a la autoclave por 15 minutos a una presion de 15 PSI de presion para
esterilizacion.
- Luego de la esterilizacion colocar los tubos en posicion pico de flauta para su

siembra.

5.5.2.2 Siembra in-vitro

Materiales:

Tubos de ensayo con medio de cultivo, bisturies estériles, cajas Petri de vidrio pirex,
pinzas, servilletas estériles, papel aluminio, plastico para embalaje (rollo-pack),
atomizadores para agua y alcohol, bandejas plasticas para el traslado de medios y

materiales, cofia, mascarilla, sobre con las semillas estériles.
Equipos:

Estufa, cdmara de flujo laminar, cdmara de crecimiento, cronémetro.
Procedimiento:

- Llevar todos los materiales de metal y las servilletas envueltas en papel
aluminio a esterilizar en la estufa a 70°C un dia antes de la siembra; los
materiales de vidrio se deben esterilizar preferentemente en la autoclave junto
con los medios de cultivo.

- Esterilizar la cdmara de flujo laminar (previamente encendido por 20 minutos
mas alcohol al 90% en la base de area de trabajo y costados).

- Lavar las manos y antebrazos con jabon liquido y agua, aplicar alcohol al
90% en manos, antebrazos y codos para garantizar la desinfecciéon en el
usuario.

- Sembrar las semillas en la camara de flujo laminar utilizando el método del
sobre, que consiste en cortar el sobre que contiene las semillas con pinzas y
tijeras estériles.

- Dejar reposar el paquete que contiene las semillas sobre servilletas estériles o
en la caja Petri estéril.

- Flamear los medios y bisturi estéril e incorporar las semillas en el bisturi.

- Introducir el bisturi cargado de semillas en los tubos con medios de cultivo.
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- Flamear la boquilla de cada tubo después de la siembra, tapar los tubos con
doble capa de papel aluminio y sellar con plastico para embalaje (rollo-pack).
- Trasladarlos a la camara de crecimiento (para su crecimiento) a una

temperatura de 22 °C £ 2 °C, a 2000 lux por 14 horas diarias.
Procedimiento para semillas a partir de capsula verde (no madura).

- Llevar todos los materiales de metal, mas las servilletas envueltas en papel
aluminio a esterilizar en la estufa a 70°C un dia antes de la siembra, los
materiales de vidrio esterilizar preferentemente en la autoclave junto con los
medios de cultivo.

- Esterilizar la camara de flujo laminar (previamente encendido por 20 minutos
mas alcohol al 90% en la base de area de trabajo y costados).

- Lavar las manos y antebrazos con jabon liquido y agua, aplicar alcohol al
90% en manos, antebrazos y codos para garantizar la desinfeccion en el
usuario.

- Sembrar las semillas en la camara de flujo laminar utilizando el método de la
capsula verde que consiste en colocar la capsula desinfectada en una caja
Petri y cortar longitudinalmente la capsula con la ayuda de un bisturi estéril.

- Incorporar las semillas en un nuevo bisturi estéril.

- Introducir el bisturi cargado de semillas en los tubos con medios de cultivo.

- Flamear la boquilla de cada tubo después de la siembra, tapar los tubos con
doble capa de papel aluminio y sellar con plastico para embalaje (rollo-pack).

- Trasladarlos a la camara de crecimiento (para su crecimiento) a una

temperatura de 22 °C £ 2 °C y a 2000 lux por 14 horas diarias.

5.5.3 Aclimatacion

Materiales y Reactivos:

Sustrato a base de musgo Sphagnum mas fibra de coco més piedra volcénica, tubos
con plantulas, pinzas y bisturis estériles, regla para medicion, mini brocha estéril,
vaso de precipitacion, mascarilla, cofia, bandeja de plastico para siembra (almacigo),
recipientes de vidrio, atomizadores, alcohol al 96 %, fungicida Carbenpac, agua

estéril, solucion fertilizante.
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Equipos:
Autoclave, cdmara de aclimatacion (propagador)
Procedimiento:

- Colocar el sustrato en el recipiente de vidrio y llevar a esterilizacion en la
autoclave junto con los materiales de vidrio y metalicos por 30 minutos a 15
PSI de presion.

- Realizar la medicién del tamafio de las plantulas (3 a 5 cm de alto).

- Tomar las plantulas de los frascos, adicionar 2 ml de agua estéril para
suavizar el medio y con la ayuda de las pinzas, extraer las plantulas con
cuidado y depositarlas en un recipiente de vidrio con agua estéril.

- Retirar el sustrato estéril de la autoclave, humedecerlo con agua estéril e
incorporarlo en el almacigo desinfectado con alcohol.

- Atomizar las plantulas una vez sembradas con solucion fungicida Carbenpac
a una concentracion de 0.5 ml /I de agua.

- Llevar al propagador controlando sus condiciones de humedad relativa
(70%), luz artificial continua (2000 lux/14 horas), temperatura (15-20 °C) y
ventilacién constante de 2300 rpm/ 14 horas para proporcionar aireacion.

- lrrigar agua en el sustrato 3 veces por semana.

- Mantener en el propagador hasta el dia 30 de su trasplante, luego sacar las
plantulas al medio externo y continuar suministrando agua al sustrato 3 veces
por semana.

- Suplementar para su mantenimiento en el sustrato una solucion fertilizante
organico a base de extracto de algas marinas para el crecimiento, resistencia a
plagas y enfermedades a una dosis de 1 ml/l de agua cada 15 dias y
combinada con un bioregulador concentrado a base de cytokinina 0,001% a
una dosis de 0,5 ml/l de agua cada 15 dias para promover su floracion.

- Mantener las plantulas a las mismas condiciones de humedad relativa, y
temperatura que estuvieron en el propagador y a una luz indirecta en el medio

externo.
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6

CONCLUSIONES

Se colectaron 8 plantas pertenecientes a la especie Epidendrum schistochilum
Schltr, con un numero de 9 capsulas maduras; y 3 plantas pertenecientes a la
especie Oncidium cultratum Lindl, con un numero de 5 capsulas maduras. Su
reconocimiento, a través del microscopio con lente de menor aumento, pudo
determinar la calidad de las semillas, evidenciando la presencia de embriones
en ambas especies. Por otro lado, se logré diferenciar el tamafio de las
semillas, siendo de 2 mm de longitud y 0,3 mm de didmetro en E.
schistochilum Schltr; y de 0,5 mm de longitud y 0,16 mm de didmetro en O.

cultratum Lindl.

La técnica de secado, empleando silica gel, es conveniente para las semillas
maduras de E. schistochilum Schitr, en un lapso de 4 dias en el desecador a
temperatura ambiente, obteniéndose un contenido de humedad ideal del 5-
6%; sin embargo, para las semillas maduras de O. cultratum Lindl, se
determina que, el uso de este desecante se realice en un lapso menor a los 4
dias en el desecador, para obtener un contenido de humedad ideal del 5-6%,

evitando de esta manera, secar excesivamente las semillas.

Al utilizar la técnica de tratamiento hermético y al vacio parcial, en el
almacenamiento de semillas, éstas lograron adaptarse positivamente, ya que,
a través de esta técnica, se pudo mantener el contenido de humedad,
permaneciendo asi, libres de agentes infecciosos, logrando conservarse

exentas de contaminacion y consiguiendo semillas de buena calidad.

Se establece a los medios: Murashige y Skoog suplementado con harina de
platano y al Phytamax como los mas aptos, donde tuvo una mejor respuesta

Epidendrum schistochilum Schltr, en el crecimiento in-vitro.

Se determina a los medios: Knudson modificado y Knudson suplementado
con harina de platano como los mas eficientes en el crecimiento in-vitro de O.

cultratum Lindl.
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Se establece que, las plantulas de E. schistochilum Schltr, pueden adaptarse
positivamente en el sustrato compuesto de musgo Sphagnum mas corteza de
pino fina, a una temperatura de 20-25 °C, humedad relativa del 50-75%, luz
artificial continda de 2000 lux/14 horas, con ventilacibn moderada y
constante hasta el dia 45 en el propagador; y aclimatarse, posteriormente al

medio externo con normalidad.

Se determina que, las plantulas de O. cultratum Lindl, logran adaptarse
positivamente en el sustrato compuesto de musgo Sphagnum mas fibra de
coco y piedra volcanica, con luz artificial continua de 2000 lux/14 horas, a
una temperatura de 15-20 °C y humedad relativa del 70%; con ventilacion
moderada y constante hasta el dia 30 en el propagador; y aclimatarse,

posteriormente al medio externo con normalidad.

Aplicando la técnica de cultivo in-vitro, se pueden obtener plantulas de E.
schistochilum Schltr, en un lapso de 8 meses y de O. cultratum Lindl., en un
tiempo de 7 meses; de esta manera, se puede lograr una conservacion de las

especies asi como su comercializacion.

Se lograron desarrollar los protocolos para el cultivo in-vitro de las especies
Epidendrum schistochilum Schitr y Oncidium cultratum Lindl, que incluye la
coleccion de plantas con cépsulas hasta la aclimatacion.
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7

RECOMENDACIONES

Al emplear silica gel en el tratamiento de secado de las semillas, se
recomienda no almacenar las mismas por tiempos prolongados, puesto que, la
silica gel, puede secar de manera excesiva las semillas y reducir su capacidad
de germinacion; por tanto, se recomienda emplear otros tipos de desecantes;

un buen sustituto puede ser, por ejemplo, el arroz seco.

Se recomienda utilizar los medios Knudson mas coco y Knudson més harina
platano mas agua de coco en O. cultratum Lindl; y Knudson mas agua de
coco, Murashige mas agua de coco y harina de platano en E. schistochilum
Schltr, ya que, se lograron resultados acordes en el crecimiento in-vitro de las

especies estudiadas.

Se recomienda realizar ensayos de siembra in-vitro, a partir de capsula verde
o0 inmadura de O. cultratum Lindl.,, ya que, representa una alternativa

aceptable para germinacion de sus semillas.

Se sugiere efectuar, después de la siembra, subcultivos o repiques de las
siembras hechas, puesto que, si la cantidad de semilla sembrada se encuentra
en exceso, la competencia por espacio y nutrientes causara un retraso en el

desarrollo de las plantulas.

Después de sacar las plantulas del propagador, se recomienda mantener las
condiciones de humedad relativa y temperatura, asi como también,

proporcionar luz indirecta para su buen mantenimiento.

Para el desarrollo de las plantulas en el medio externo, se aconseja
atomizarlas con un fertilizante cada 15 dias, para inducir eficazmente su
enraizamiento y promover su floracion; y rociarlas 2 veces por semana en el

sustrato.
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