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RESUMEN: El presente trabajo de investigacion se realizé con el objetivo de
determinar el efecto del uso de dos reguladores de crecimiento (BAP - ANA) y
nutrientes complejos jugo de pifia y agua de coco, para la multiplicacion de
Prosthechea sp., una orquidea que actualmente estd sujeta a problemas por
deforestacion y saqueo ilegal por parte de los habitantes de la zona rural de San
Rafael ubicada en la Agudita, corregimiento del municipio de Fusagasuga
Cundinamarca. Como alternativa para su propagacion se establecieron
directamente semillas de Prosthechea sp., sobre los medio M y S (Murashige y
Skoog, 1962), adicionalmente suplementado con nutrientes complejos (almidén
10 g.L-1, coco 200ml/L y pifia 200 ml/L). También se evaluaron los reguladores
de crecimiento; ANA en concentraciones de (0,0, 0.5, 1y 2 mg.L™). BAP (0,0,
0.5, 1y2mg.L™). Se utiliz6 un disefio completamente al azar —DCA- con un
factorial 2x4x4+6, con38 tratamientos y 5 repeticiones, cada frasco de vidrio
consistio en la unidad experimental. El cultivo se realizé bajo condiciones in vitro
durante 12 semanas; el mejor tratamiento para germinacion fue T3, Medio MS
con almidén (10g.L™Y), y aguade coco(200ml/L) con un 66%, seguido de T30,
Medio MS con almidén(10g.L™"), ANA(0,5mg.L™),con un 55%.El mejor
tratamiento para formacién de protocormos fue T3, Medio MS con almidén
(10g.L™), y agua de coco(200ml/L) con un 76% . Seguido de T6, Medio MS con
agua de coco (200ml/L) con un 69%. EI T6 medio MS con agua de coco
(200ml/L) presento la mejor respuesta para el desarrollo de rizoides obteniendo
como resultado un 69,7%, al igual que el T24 Medio MS con almidén (10g.L™) y
BAP(0,5mg.L™), que presenta un 57,3% del desarrollo de rizoides, respuesta
significativa para esta etapa. ABSTRACT: The present work was carried out with
the objective of determining the effect of the use of two growth regulators (BAP -
ANA) and complex nutrients pineapple juice and coconut water, for the
multiplication of Prosthechea sp., An orchid that is currently Subject to problems
by deforestation and illegal plunder by the inhabitants of the rural zone of San
Rafael located in the Agudita, corregimiento of the municipality of Fusagasuga
Cundinamarca. As an alternative to propagation, Prosthechea sp. Seeds were
grown directy on M and S mediums (Murashige and Skoog, 1962),
supplemented with complex nutrients (10 gL-1 starch, 200 ml / L coconut and
200 ml / L pineapple ). Growth regulators were also evaluated; ANA at
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concentrations of (0.0, 0.5, 1 and 2 mg.L-1). BAP (0.0, 0.5, 1 and 2mg.L-1).A
completely randomized design -DCA- with a factorial 2x4x4 + 6 was used, with
38 treatments and 5 replicates, each glass bottle consisted of the experimental
unit. The culture was performed under in vitro conditions for 12 weeks; The best
treatment for germination was T3, MS medium with starch (10g.L-1), and
coconut water (200ml / L) with 66%, followed by T30, MS Medium with starch
(10g.L-1), ANA (0.5mg.L-1), with 55%. The best treatment for protocormos
formation was T3, MS medium with starch (10g.L-1), and coconut water (200ml /
L) with a 76 %. Followed by T6, MS medium with coconut water (200ml / L) with
69%. The mean T6 MS with coconut water (200ml / L) presented the best
response for the development of rhizoids resulting in 69.7%, as well as the T24
Medium MS with starch (10g.L-1) and BAP ( 0.5mg.L-1), which presents 57.3%
of the rhizoid development, a significant response for this stage.
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Por medio del presente escrito autorizo (Autorizamos) a la Universidad de
Cundinamarca para que, en desarrollo de la presente licencia de uso parcial,
pueda ejercer sobre mi (nuestra) obra las atribuciones que se indican a
continuacion, teniendo en cuenta que, en cualquier caso, la finalidad perseguida
serd facilitar, difundir y promover el aprendizaje, la ensefianza y la investigacion.

En consecuencia, las atribuciones de usos temporales y parciales que por virtud
de la presente licencia se autoriza a la Universidad de Cundinamarca, a los
usuarios de la Biblioteca de la Universidad; asi como a los usuarios de las redes,
bases de datos y demas sitios web con los que la Universidad tenga
perfeccionado un alianza, son:

Marque con una “x”:

1. La conservacion de los ejemplares necesarios en la

Biblioteca. X
2. La consulta fisica o electrénica segun corresponda. X
3. La reproduccion por cualquier formato conocido o por «

conocer.

4. La comunicacion publica por cualquier procedimiento o
medio fisico o electronico, asi como su puesta a| X
disposicion en Internet.

5. La inclusion en bases de datos y en sitios web sean éstos
onerosos 0 gratuitos, existiendo con ellos previa alianza
perfeccionada con la Universidad de Cundinamarca para
efectos de satisfacer los fines previstos. En este evento, | X
tales sitios y sus usuarios tendran las mismas facultades
gue las aqui concedidas con las mismas limitaciones vy
condiciones.

6. La inclusion en el Repositorio Institucional. X

De acuerdo con la naturaleza del uso concedido, la presente licencia parcial se
otorga a titulo gratuito por el maximo tiempo legal colombiano, con el propdsito
de que en dicho lapso mi (nuestra) obra sea explotada en las condiciones aqui
estipuladas y para los fines indicados, respetando siempre la titularidad de los
derechos patrimoniales y morales correspondientes, de acuerdo con los usos
honrados, de manera proporcional y justificada a la finalidad perseguida, sin
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animo de lucro ni de comercializacion.

Para el caso de las Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia, de manera
complementaria, garantizo(garantizamos) en mi(nuestra) calidad de estudiante(s)
y por ende autor(es) exclusivo(s), que la Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia en
cuestion, es producto de mi(nuestra) plena autoria, de mi(nuestro) esfuerzo
personal intelectual, como consecuencia de mi(nuestra) creacion original
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intimidad, buen nombre y demas derechos constitucionales. Adicionalmente,
manifiesto (manifestamos) que no se incluyeron expresiones contrarias al orden
publico ni a las buenas costumbres. En consecuencia, la responsabilidad directa
en la elaboracién, presentacion, investigacion y, en general, contenidos de la
Tesis 0 Trabajo de Grado es de mi (nuestra) competencia exclusiva, eximiendo
de toda responsabilidad a la Universidad de Cundinamarca por tales aspectos.

Sin perjuicio de los usos y atribuciones otorgadas en virtud de este documento,
continuaré (continuaremos) conservando los correspondientes derechos
patrimoniales sin modificacién o restriccion alguna, puesto que, de acuerdo con la
legislacién colombiana aplicable, el presente es un acuerdo juridico que en
ningun caso conlleva la enajenacion de los derechos patrimoniales derivados del
régimen del Derecho de Autor.

De conformidad con lo establecido en el articulo 30 de la Ley 23 de 1982 vy el
articulo 11 de la Decisién Andina 351 de 1993, “Los derechos morales sobre el
trabajo son propiedad de los autores”, los cuales son irrenunciables,
imprescriptibles, inembargables e inalienables. En consecuencia, la Universidad
de Cundinamarca estd en la obligacion de RESPETARLOS Y HACERLOS
RESPETAR, para lo cual tomara las medidas correspondientes para garantizar
Su observancia.

NOTA: (Para Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia):

Informacion Confidencial:

Esta Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia, contiene informacion privilegiada,

estratégica, secreta, confidencial y demas similar, o hace parte de la

investigacién que se adelanta y cuyos resultados finales no se han publicado. Sl
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GLOSARIO

Callogenesis: Proceso en el cual un tejido diferenciado (raiz, tallo, hoja, flor, etc.)
inicia con la divisibn de células a manera de tumoraciones, de forma
desorganizada “callo”, mediante la aplicacion de Fitoreguladores. La callogénesis
se expresa como el porcentaje de explantes que forman callos (Smith 2012).

Capsula: tipo de fruto de las orquideas dehiscente que contiene las semillas de
tipo polvoso (Contreras et al., 2016)

CAULOGENESIS: Crecimiento y desarrollo de tallos preformados o inducidos
(Cresswell et al., 1982).

Coleoptilos: es una estructura caracteristica del embrién de la familia de las
gramineas, el cual es, en realidad, una primera hoja modificada de tal modo que
forma una caperuza cerrada sobre las hojas siguientes y el meristemo apical (Font
P, 1982)

Crecimiento: aumento irreversible de volumen de una célula, tejido, 6rgano o
individuo, generalmente acompanado de un aumento de masa. Para que exista
crecimiento no basta con que se haya producido division celular, dado que la
simple divisiébn de una célula no constituye un aumento de volumen o masa (Azul
Courtis, 2014)

Des- _diferenciacion: proceso por el cual células especializadas y con estabilidad
fisiol6gica recuperan actividad meristematica, generalmente inducido por la accion
de diferentes tipos de reguladores de crecimiento. (Strasburger, 1994).

Cultivo_in_vitro: es el conjunto de técnicas y métodos del cultivo de tejidos
utilizados para obtener plantas asexualmente en forma rapida, eficiente, libres de
enfermedades y en grandes cantidades (Ramos Amaya, 2012)

Organogénesis: La organogénesis es un evento morfo-genético que consiste en la
formacion de un primordio unipolar a partir de una yema, con el subsecuente
desarrollo de un brote vegetativo. Existiendo siempre una conexion entre los
nuevos brotes y el tejido paterno (Pérez Ponce, 1988).

Propagacién: corresponde a un conjunto de procedimientos para incrementar la
cantidad de plantas con el objeto de perpetuar individuos o grupos de ellos que
tienen cierto valor. Las plantas se pueden propagar por distintos métodos, ya sea
sexual o de reproduccion, y asexual o de multiplicacién (Pedroza-Manrique, 2006).

Protocolo: conjunto de procedimientos estandarizados para la propagacion
eficiente de células o tejidos vegetales en condiciones in vitro. Permite cumplir con



los requisitos de calidad y control para asegurar los mismos resultados durante la
repeticion de sus procesos (Contreras et al., 2016)

Protocormo: estructura tuberosa que se forma la germinacion de las semillas de
orquidea y a partir de la cual se desarrolla una planta completa (Rincon y
Chévez, 2006).

Reqguladores de crecimiento: Son compuestos organicos sintetizados por plantas
superiores y diversos microorganismos. Funcionan a manera de sefiales quimicas
que facilitan la comunicacion entre células y coordinan sus actividades (Azcon-
Bieto, 2008; Salisbury y Ross, 1994; Rodriguez et al., 2009).

Rhizogenesis: Tipo de organogénesis por el cual solo tiene lugar la formacion de
raices adventicias en los tejidos del callo (Contreras et al., 2016). La rhizogénesis
puede estar gobernada por: a) Hormonas o cofactores de enraizamiento (Hr.ss,
1961); b) Presencia o ausencia de inhibidores de enraizamiento (Barlow et al.,
1961; COYAMA, 1962)

Simbionte: organismo que vive en simbiosis con otro organismo diferente (Rincén
y Chavez, 2006)

Testa: Es la mas externa de las dos capas que constituyen el episperma o
tegumento que rodea a la semilla de las plantas espermatofitas (Font Quer P
1982).



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd con el objetivo de determinar el
efecto del uso de dos reguladores de crecimiento (BAP - ANA) y nutrientes
complejos jugo de pifia y agua de coco, para la multiplicacion de Prosthechea sp.,
una orquidea que actualmente esta sujeta a problemas por deforestacion y saqueo
ilegal por parte de los habitantes de la zona rural de San Rafael ubicada en la
Agudita, corregimiento del municipio de Fusagasuga Cundinamarca.

Como alternativa para su propagacion se establecieron directamente semillas de
Prosthechea sp., sobre los medio M y S (Murashige y Skoog, 1962),
adicionalmente suplementado con nutrientes complejos (almidon 10 g.L-1, coco
200ml/L y pifia 200 ml/L). También se evaluaron los reguladores de crecimiento;
ANA en concentraciones de (0,0, 0.5, 1y 2 mg.L™). BAP (0,0, 0.5, 1y2mg.L™).

Se utilizé un disefio completamente al azar —-DCA- con un factorial 2x4x4+6, con38
tratamientos y 5 repeticiones, cada frasco de vidrio consistio en la unidad
experimental.

El cultivo se realiz6 bajo condiciones in vitro durante 12 semanas; el mejor
tratamiento para germinacion fue T3, Medio MS con almidén (10g.L™), y aguade
coco(200ml/L) con un 66%, seguido de T30, Medio MS con almidén(10g.L™),
ANA(0,5mg.L™),con un 55%.El mejor tratamiento para formacién de protocormos
fue T3, Medio MS con almidén (10g.L™), y agua de coco(200ml/L) con un 76% .
Seguido de T6, Medio MS con agua de coco (200ml/L) con un 69%. El T6 medio
MS con agua de coco (200ml/L) presento la mejor respuesta para el desarrollo de
rizoides obteniendo como resultado un 69,7%, al igual que el T24 Medio MS con
almidén (10g.L™) y BAP(0,5mg.L ™), que presenta un 57,3% del desarrollo de
rizoides, respuesta significativa para esta etapa.

Palabras claves: Nutrientes complejos, in vitro, protocormos, acido nafta acético,
bencil amino purina.
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ABSTRACT

The present work was carried out with the objective of determining the effect of the
use of two growth regulators (BAP - ANA) and complex nutrients pineapple juice
and coconut water, for the multiplication of Prosthechea sp., An orchid that is
currently Subject to problems by deforestation and illegal plunder by the
inhabitants of the rural zone of San Rafael located in the Agudita, corregimiento of
the municipality of Fusagasuga Cundinamarca.

As an alternative to propagation, Prosthechea sp. Seeds were grown directly on M
and S mediums (Murashige and Skoog, 1962), supplemented with complex
nutrients (10 gL-1 starch, 200 ml / L coconut and 200 ml / L pineapple ). Growth
regulators were also evaluated; ANA at concentrations of (0.0, 0.5, 1 and 2 mg.L-
1). BAP (0.0, 0.5, 1 and 2mg.L-1).A completely randomized design -DCA- with a
factorial 2x4x4 + 6 was used, with 38 treatments and 5 replicates, each glass bottle
consisted of the experimental unit.

The culture was performed under in vitro conditions for 12 weeks; The best
treatment for germination was T3, MS medium with starch (10g.L-1), and coconut
water (200ml / L) with 66%, followed by T30, MS Medium with starch (10g.L-1),
ANA (0.5mg.L-1), with 55%. The best treatment for protocormos formation was T3,
MS medium with starch (10g.L-1), and coconut water (200ml / L) with a 76 %.
Followed by T6, MS medium with coconut water (200ml / L) with 69%. The mean
T6 MS with coconut water (200ml / L) presented the best response for the
development of rhizoids resulting in 69.7%, as well as the T24 Medium MS with
starch (10g.L-1) and BAP ( 0.5mg.L-1), which presents 57.3% of the rhizoid
development, a significant response for this stage.

Key words: Complex nutrients, in vitro, protocorms, naphtha acetic acid, benzyl
amino purine
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INTRODUCCION

Es de resaltar que entre las plantas del reino vegetal, no hay duda que las
orquideas ocupan un lugar muy especial, no tanto por el valor econémico, como
otras plantas nutritivas o productoras de madera, si no por su valor ornamental. Se
puede decir que las orquideas en este aspecto son verdaderamente fascinantes.
(p .e. Ortiz, 1976).

Colombia es un pais biodiverso, en cultura, fauna y flora. Dentro de estos
factores es importante destacar la gran diversidad de orquideas nativas que
encontramos. (Alrededor de 9000 especies entre los bosques humedos de
Ecuador y Colombia), sin embargo, cabe aclarar que a pesar de este aspecto, se
reportan aproximadamente 3000 especies en peligro de extincion.

(p. e. Pérez et al., 2009).

En Colombia las orquideas ocupan el poco honroso primer lugar como la familia
de plantas con el mayor nimero de especies amenazadas de extincion (Calderén-
Saenz, 2007). Las especies de los bosques de niebla del pais tienen doble riesgo
debido a sus niveles elevados de endemismo y las altas tasas de conversion de
Sus ecosistemas a usos como la agricultura y la ganaderia ademas se prevé que
esta situacion, ya dificil de las orquideas de los bosques de niebla de Colombia, se
agravara como consecuencia del calentamiento global (Jarvis, 2009).

Conforme a lo anteriormente mencionado, La Orquidea Prosthechea sp. es
apetecida normalmente por el color y forma de sus flores, que llaman mucho la
atencion de las personas, las cuales han afectado su poblacion a causa de la
deforestacion que se ha presentado paulatinamente en el municipio de
Fusagasuga (Cundinamarca, Colombia) esta probleméatica se genera
especialmente en las zonas rurales a causa de la extraccion indiscriminada por
parte de los pobladores. (Contreras et al., 2016).

Ante esta situacion, es evidente la necesidad de conservacion de orquideas, en
este caso del género Prosthechea sp. para lo cual se realizan diferentes
actividades de laboratorio como lo es propagacion in vitro teniendo en cuenta que
es necesario conocer las diferentes concentraciones o cantidades adecuadas
(reguladores de crecimiento, vitaminas, etc.), esto con el fin de producir mas
plantulas en menor tiempo posible, y también disminuir los costos de produccion.

De manera tal que las medidas que se han generado para contrarrestar esta
problematica y velar por la conservacion de las mismas se encuentran los
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programas de propagacion artificial de especies en peligro de extincion (Arditti y
Ernst., 1993).

De acuerdo a lo anteriormente mencionado el primer método para la germinacion
asimbiotica de orquideas in vitro fue realizado por Knudson (1921), quien
demostrd que era posible la germinacion de orquideas sobre un medio simple que
contuviera minerales y azucares. De esta manera, contribuyé con la formulacion
de medios para la propagacion in vitro de orquideas sin necesidad de hongos
micorrizicos (Salazar, 2012).

Por lo tanto la tecnologia de cultivos vegetales ofrece una alternativa adecuada
para facilitar los trabajos de multiplicacién a gran escala y suplir los requerimientos
necesarios para planes de conservacion (Contreras et al., 2016).

De manera tal que las hormonas de crecimiento vegetal in vitro son usados para
promover la division y diferenciacion celular e inducir la formacion de protocormos.
Por tanto estos reguladores de crecimiento tienen la capacidad de producir un
aumento y alargamiento celular. Dentro del cultivo in vitro de orquideas los
reguladores de crecimiento vegetal mas utilizados son: BAP (bencil-amino purina)
y ANA (4cido naftalenacético), el primero es una citoquina Yy la segunda una
auxina.

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue avaluar la germinacion asimbiotica
de la especie nativa de la region del Sumapaz, Prosthechea sp. En el medio de
cultivo MS con dos suplementos organicos (agua de coco y jugo de pifia).
Ademas, se determing el efecto de dos reguladores de crecimiento (ANA Y BAP)
en la germinacion de las semillas estudiadas.

13



1. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

Las orquideas a nivel mundial son conocidas como las flores mas raras en el reino
vegetal debido a su complejidad en la morfologia y taxonomia de cada especie,
dando como resultado la admiracion y fascinacion de cada una de ellas generando
asi sobrexplotacion en el medio natural, afectando la conservacion y preservacion
de estas plantas; llegando al punto de convertirse en un negocio muy lucrativo por
su valor comercial para los recolectores.

Por lo tanto la propagacion de la familia Orquidacea, se hace muy compleja y
limitada debido a que posee diminutas semillas con un embridén simple carente de
endospermo, lo cual dificulta su germinacién ex vitro. Por tal motivo impide su
comercializacion a gran escala, motivo por el cual se extraen abruptamente del
habitad de desarrollo generando asi un desequilibrio en el ecosistema. (De La
Noval, et al., 1998).

La propagacion in vitro a lo largo de los afios aun es un proceso desconocido por
muchas personas, lo cual conlleva a un desinterés en el tema o se tiene la
creencia que este tipo de propagacion es para empresas con cierta posicion
econdémica. La familia orquidacea ha sido catalogada como plantas de dificil
cuidado, es por ello que el método de cultivo in vitro brinda los beneficios
necesarios en la cultura de la conservacion de las orquideas silvestres, como por
ejemplo la produccién de protocormos la cual es una masa indiferenciada de
células que se genera cuando la semilla germina en un medio de cultivo. (De La
Noval, et al., 1998). Teniendo en cuenta esto genera gran importancia que cada
protocolo o medio de cultivo que se vaya a utilizar debe ser Unico y especifico para
cada especie vegetal a trabajar en este caso el género Prosthechea sp.

Conforme a lo anteriormente descrito es importante conocer las cantidades
adecuadas de los reguladores de crecimiento que se utilizaran en la etapa de
germinaciéon (4cido nafta acético ANA), (bencil amino purina BAP) y nutrientes
complejos agua de coco y jugo de pifia los cuales contribuiran en la etapa de
desarrollo de las diferentes plantulas las cuales presenten una mejor calidad, un
indice de germinacion mas eficaz y un costo de produccion menor lo cual conlleva
a una mayor produccion para contribuir a la preservacion del género Prosthechea

sp .
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2. JUSTIFICACION

Prosthechea sp., una orquidea silvestre apetecida por el color y forma de sus
flores que esta desapareciendo paulatinamente del medio por causa de la
deforestacion y extraccion por parte de la poblacion de la zona rural del municipio
de Fusagasuga (Contreras et al., 2016). Debido a lo mencionado anteriormente
por estos autores las orquideas merecen una atencidn para su conservacion. Para
ello es necesario acudir a técnicas que faciliten y ayuden a la propagacion de
estas especies. Asi, para poder llevar a cabo esta labor de manera controlada el
método mas eficiente es el cultivo in vitro, el cual ha demostrado en las orquideas
una gran eficiencia en su germinacion y desarrollo; por lo que se plantea en el
presente proyecto la evaluacién del uso de dos reguladores de crecimiento (BAP y
ANA), a diferentes concentracion, ademas el uso de nutrientes complejos (agua de
coco, jugo de pifia y almidon). Determinar el tipo y la cantidad adecuada de estas
sustancias es una labor que se debe realizarse para cada especie, lo que resulta
en una tarea ardua que necesita ser ampliada para cada uno de los individuos de
la familia Orchidaceae catalogados en riesgo.

El uso especifico de acido naftalenacético y bencil amino purina en las etapas de
germinacion y desarrollo de las semillas en medio in vitro, permite aumentar la
tasa de germinacion y reducir el tiempo de desarrollo de los protocormos,
cualidades buscadas para un eficiente método de propagacion a gran escala
(Rodriguez et al., 2009). Ademas el uso adecuado de nutrientes complejos
favorecen un mayor crecimiento y desarrollo de algunas especies de orquideas,
como lo encontrd (Kitsaki et al., 2004; Yam y Arditti, 2009; Yong et al., 2009). En
C mendelii., estos autores dicen que tanto el agua de coco como el jugo de pifia
contienen altos niveles de vitaminas, aminodcidos y fitohormonas y son muy
energéticos. Por esto se ha demostrado que es posible obtener un gran namero
de plantas a partir de la germinacion de semillas utilizando métodos de cultivo in
vitro (Arditti, 1993).

La propagacién y cultivo de las orquideas fue revolucionado después del
descubrimiento de Knudson (1922) en donde las semillas pudieron ser germinadas
en un medio simple con azucar. Este trabajo demostré que la germinacién de
semillas de orquideas en condiciones in vitro fue posible sin la asociacion con
hongos. Posteriormente, el mismo autor propuso una nueva solucién con la
adicion de nutrientes para la germinacion de semillas de orquideas en 1946.
(Martin KP, 2003).

Las aplicaciones son extensas del cultivo in vitro de orquideas, permite la
propagacion masiva de plantas, especialmente de dificil propagacién o en vias de
extincion; clonacion de individuos de caracteristicas agronémicas muy deseables
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durante todo el afio; obtencion de plantas libres de virus; conservacion de
germoplasmas; produccion de nuevos hibridos; mejora genética de plantas;
germinacion de semillas. (Soto, 1993).

3. OBJETIVOS

3.2 GENERAL
Evaluar el efecto del uso de dos reguladores de crecimiento (BAP y ANA) y
nutrientes complejos en la germinacion in vitro de la orquidea Prosthechea sp

3.3 ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de uso de diferentes concentraciones de ANA sobre la
germinacion in vitro de Prosthechea sp.

2. Evaluar el efecto de uso de diferentes concentraciones de BAP sobre la
germinacion in vitro de Prosthechea sp.

3. Evaluar el efecto de uso de nutrientes complejos (almidén, jugo de pifia y
agua de coco) sobre la germinacion in vitro de Prosthechea sp.
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4. MARCO TEORICO

4.1. BIOLOGIA DE LA GERMINACION DE LA SEMILLA DE ORQUIDEA

Las orquideas se caracterizan por poseer semillas muy pequefias y numerosas,
comunmente llamadas semillas polvo, de considerable variacidon, estas poseen
escasa reserva de nutrientes para germinar (Arditti y Ghani, 2000).

Figura 1. Morfologia de la semilla de Prosthechea sp.
Fuente: Orjuela y Deaza, 2015.

Estas semillas estan formadas por un embrion de pocas células, (entre 100 y 200),
cubiertas por una testa muy dura (Mitchell 1989). El nimero de semillas puede
variar de 13.000 a 4.000.000 por capsula. El rango de peso de una semilla de
orquidea varia de 0,3 a 14 pug y miden de 0.25 a 1,2 mm de largo y 0,009 a 0,27
mm de ancho (Arditti y Ghani, 2000).

En condiciones naturales las semillas requieren necesariamente la presencia e
infeccion de un hongo simbionte que le proporcione una fuente de carbohidratos y
nutrientes necesarios para el proceso de germinacion (Barba et al., 2001). Este
hongo ayuda a las plantulas jévenes de orquideas a sobrevivir en campo con
reservas alimenticias limitadas; el hongo actia a manera de “endospermo”
exodgeno ya que aporta los nutrientes necesarios en los primeros estadios de la
germinacion. (Rasmussen, 1995, 2002).

La interaccidn micorrizica-orquideas es un tema de estudio en el ambito mundial
(Clements, 1987).Algunos autores afirman que en este sentido existen orquideas
generalistas (Curtis, 1939; Hadley, 1970; Masuhara et al.,, 1993) y otros,
argumentan que son especificas (Clements, 1988; McKendrick et al., 2002). No
obstante, algunos estudios como los de Taylor y Bruns (1997) demostraron que



algunas orquideas, generalmente las epifitas, son especificas en su interaccion
micorrizica. La especificidad del hongo micorrizico en orquideas epifitas tropicales
puede ser variable (Otero et al., 2002; 2004; 2007)

En la germinacion de Prosthechea sp. Puede tardar unos pocos dias a varios
meses. La germinacién se inicia con la imbibicion de agua por semilla, para luego
germinar al romper la testa de la semilla. La semilla empieza a cambiar de color
amarillo a verde cuando empieza a realizar fotosintesis, con la presencia de luz.
Forma una pequefia esfera de células verdes que se llama protocormos. Una vez
el protocormos crece se observa el desarrollo de pelos radicales y posteriormente
el brote con la aparicion de las hojas. (Roy et al., 2011).

De acuerdo con Pierik (1990) la germinacion de las semillas de orquideas tiene
lugar de la siguiente forma: el embrién absorbe agua a través de la testa,
aumentando de volumen. Después se inicia la division celular, rompiendo el
embrion la cubierta seminal. A continuacién se forma una estructura de tipo
protocormos a partir del agregado de células y sobre aquel puede distinguirse un
meristemo del vastago. Tan pronto como se inicia la diferenciacidbn de 6rganos
(meristemo del vastago en un lado y rizoides en el opuesto), comienza un periodo
de crecimiento intenso. Si el protocormos esté a la luz adquiere un color verde vy al
mismo tiempo se desarrollan hojas. Como resultado de la produccion de la
clorofila la planta se hace autétrofa. Mas tarde las primeras raices auténticas se
forman enddégenamente; el protocormo y los rizoides (pelos radicales) pierden su
mision nutritiva y desaparecen.

Durante la germinacién el embrion aumenta su volumen para llenar el espacio
interior de la testa hasta romperla y emerger fase 1. A continuacion se forma una
estructura tuberizada (0 masas de células indiferenciadas) llamada protocormo,
con apariencia esférica ovoide y de color verde (fase 2). Generalmente posee
micorriza sobre la cual, eventualmente, se desarrollaran los primordios caulinares
y radicales (fases 3y 4) (Avila-Diaz et al., 2009).

El proceso de germinacion ha sido dividido en categorias de acuerdo a los estados
de desarrollo del embridn. En la (figura 2) se presenta la escala fenoldgica con 6
diferentes estados de desarrollo que fue adoptado para este trabajo. Basados en
experimentos sobre Orchiscoriophora L., Prosthechea vespa Vell (Yamazaki y
Kazumitsu, 2006). Y Sobraliak lotzcheana Rchb.f. (Jhonson y Kane, 2007). En
éstos, los autores han adoptado esta escala con algunas modificaciones.

Los tiempos estimados para cada fase bajo condiciones in vitro es una cuestion
incierta, debido a que varian de acuerdo al medio de cultivo, la especie y
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condiciones ambientales. Durante la germinacion el embridn inicialmente se
hincha hasta llenar el espacio interior de la testa hasta romperlo y asi emerger.

Figura 2. Etapas del desarrollo de P Prosthechea sp. A) Etapa 0: Semillas no
germinadas. (B) Etapa 1: inicio de germinacion. (C) Etapa 2: inicio de protocormo
(D) Etapa 3: protocormos (E) Etapa 4: Desarrollo de rizoides (F) Etapa 5:
Formacién de hojas. (Rodriguez F, 2000).

c: cubierta de la semilla; e: embridn; h: hoja; p: protocormo; r: rizoide.
Fuente: Deaza y Orjuela, 2016.

El protocormo es una estructura organégena particular que procede del embrién,
compuesta generalmente de una yema terminal y una corona de rizoides
(Saiprasad y Polisetty, 2003). ElI cuerpo consiste de largas células
parenquimaticas que acumulan sustancias de almacenamiento (Chugh et al.,
2009). Las raices, siempre adventicias, se forman mas tardiamente en la base de



los nudos de los tallos con hojas. El protocormo esta recubierto de una epidermis
que puede llegar a producir otros protocormos por gemacién adventicia a partir de
los tejidos superficiales (Margara, 1988).

El protocormo puede continuar creciendo durante semanas, meses 0 incluso afos
dependiendo de la especie, hasta alcanzar la edad apropiada para producir raices
y hojas; el abastecimiento por parte del hongo de los azlcares y nutrientes
necesarios cesa en el momento en el que la planta joven tiene la capacidad de
producirlos por si misma (McKendrick, 2000). Esto indica que el protocormo tiene
la funcién de actuar como un érgano de almacenamiento de nutrientes que mas
adelante permite la aparicion de los brotes foliares y radicales (Pedroza-Manrique
& Alonso, 2009).

La emergencia de los protocormos en la ontogénesis de las orquideas puede ser
considerado como un paso necesario en la transicion de la reproduccidon sexual a
la asexual, presente de manera exclusiva en este grupo de plantas (Mahendran y
Narmatha, 2012). Debido a esta facilidad, los protocormos se han utilizado como
explantes en trabajos de embriogénesis somatica y organogénesis directa e
indirecta, cuyas técnicas son aplicadas ampliamente en la micropropagacion
vegetativa (Tuong et al., 2004)

Estas estructuras poseen un alto grado de totipotencialidad, por lo que se puede
inducir la brotacién multiple obteniendo varias plantas que se generan a partir de
un sola semilla con un alto grado de estabilidad genética, estos brotes esféricos
nuevos son llamados PLBs (Protocorm-likeBodies por sus siglas en inglés).La
induccion de estos brotes se obtiene agregando un regulador de crecimiento en
diversas concentraciones ya sean auxinas o citoquininas. Esta técnica esta
justificada en especies amenazadas con restringido material para ser propagadas,
como la especie en estudio. (ERNST, R. 1993).
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4.2 FUNDAMENTOS DE LA GERMINACION DE ORQUIDEAS IN VITRO

Se reporta que las orquideas fueron las primeras plantas propagadas in vitro a
partir de la siembra de semillas, de manera simbiética y asimbiotica o clonalmente
al introducirse la técnica de cultivo de meristemos para la propagacion vegetativa.
Dada la importancia horticola y comercial de las orquideas, se han desarrollado
diversos métodos de propagacion, tanto sexual, a través de semillas como asexual
con el cultivo de segmentos vegetativos (explantes) (Avila et al., 2006).

Para que la germinacién se lleve a cabo, tres condiciones deben cumplirse:
primero, la semilla debe ser viable; segundo, la semilla debe estar bajo adecuadas
condiciones ambientales; tercero, cualquier condicion de dormancia debe ser
superado, causado por reguladores de crecimiento que inhiben la germinacion o
poseer embriones inmaduros (Pedroza Manrique et al., 2005).

De tal manera que la propagacion natural de las orquideas se dificulta porque sus
semillas son diminutas y carecen de endospermo. Por esta razon, requieren de
una relacion obligada con hongos micorrizicos que permita la germinacion de las
semillas (Arditti, 1984).Por esta razon se ha demostrado en experimentos sobre
Cattleya shoroederae Rchb.f. x Cattleya gigas Rchb.f. (1918) y Cattleya labiata
Lindl. X Cattleya aurea Lindl. (1919) condujeron a Lewis Knudson afirmar que
estas semillas pueden germinar sin el hongo si se usan cierto tipo de azlcares
simples y nutrientes en el medio de cultivo. De acuerdo a lo mencionado
anteriormente se han desarrollado metodologias de germinacién asimbiética bajo
condiciones in vitro (Arditti y Ernst, 1993; Serna, 1999; Mckendrick, 2000;
Cavalcante et al., 2001; Damon et al., 2004; Pedroza et al., 2005; Yamazaki y
Kasumitzu, 2006; Pedroza y Mican, 2006; Haddix et al., 2006; Steele, 2007).De
esta manera la germinacién asimbidtica de semillas en medios artificiales es una
manera simple de conservar diferentes especies de orquideas; por lo tanto
existen varios métodos de conservacion mediante micropropagacion (Shimasaki y
Uemoto, 1991; Arditti y Ernst 1993; Latha y Seeni, 1994; Nayak et al., 1998;
Murthy y Pyati, 2001; Chen et al., 2002; Park et al., 2002; Pyati et al., 2002).Una
de las cuestiones basicas de la siembra asimbiotica es la desinfeccion adecuada
de frutos y semillas para lograr cultivos libres de contaminacion (Billard et al.,
2012).
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| 4.3. EL MEDIO DE CULTIVO: MURASHIGE & SKOOG (MS)

Para orquideas es muy comun la utilizacién del medio nutritivo Murashige &Skoog
(MS), formulados por los cientificos FolkeSkole y Toshio Murashige en 1962. Este
medio proporciona los nutrientes esenciales a las semillas con el objeto de
desplazar el papel del hongo en la simbiosis (Roca et al., 1991). Por esta razon se
eligié el medio Murashige y Skoog (1962) debido a que contiene una formulacién
basica que sirve de fuente de nutrientes a gran variedad de plantas, ademas es
usado en el cultivo de helechos, los cuales se relacionan un poco con los bridfitos,
aunque este medio tiene un contenido elevado de sales (Hurtado y Merino, 1987,
Pierik, 1990). Los 17nutrientes esenciales para la mayoria de plantas, incluyendo
los briofitos, se encuentran en estos medios de cultivo, tanto los micronutrientes
como los macronutrientes (Taiz y Zeiger, 1998; Jaques, 1998; Glime, 2006).

Tabla 1. Formulacion del medio basal Murashige & Skoog (MS).

Nutrientes mg.L-*  mM
NH4NO3 1650 20.6
KNO3 1900 18.8
CaCl2.2H20 440 3.0
MgS04.7H20 370 15
KH2PO4 170 1.25
KL 0.83 5.0
H3BO3 6.2 100
MnS0O4.4H20 22.3 100
ZnS04.7H20 8.6 30
NaZzMoO4.2H2 0.25 1.0
@)

CuS04.5H20 0.025 0.1
CoClI2.6H20 0.025 0.1

Na2EDTA 37.3 100
FeS04.7H20 27.8 100
Sacarosa (g) 30
Ph 5.7

Fuente: Roca et al, 1991; Sultana et al, 2012

Al medio MS se le atribuye altos contenidos de nitrdgeno en forma de NH4+ y
NO3- y de K+ respecto a otros medios utilizados en el cultivo de tejidos (Bhojwani,
1996). Se ha encontrado que altos contenidos de N y K favorece la germinacion
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en orquideas y el cultivo de embriones (Contreras y Gutiérrez, 2012). Murashige
determind que el nitrégeno en particular mejor6 el crecimiento en tabaco
(Murashige y Skoog, 1962).

Hay un efecto indirecto entre el pH y el tipo de N en el crecimiento de tejidos;
medios con pH por debajo de 5.0 toman nitratos y en pH de 5.0 a 5.5 los callos
tienen preferencia por amonio o nitratos. Por otro lado, El potasio es necesario
para la division celular, para la sintesis de proteinas, clorofila y para la reduccion
de nitratos. Los niveles de K+ in vitro raramente son problema pero ciertas
especies son sensibles a altos niveles (Bhojwani, 1996).

Sacarosa. Es la fuente de carbono que aporta a las semillas las moléculas de
carbono y energia para varias actividades metabdlicas. La aplicacion de
carbohidratos como la sacarosa permite que las semillas de las orquideas
germinen con relativa facilidad casi en un 100%, lo cual no sucede en la
naturaleza. Sera el componente del medio que tomaran las células para formar
otras moléculas organicas requeridas para su desarrollo (Barba et al., 2001).

En general, el incremento de los niveles de sacarosa favorece el crecimiento y la
formacion de productos, pero valores superiores al 10 % (p/v) pueden producir
represion por catabolitos (Ertola et al., 1994).

4.4. REGULADORES DE CRECIMIENTO

Los reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas, son compuestos
organicos de bajo peso molecular que actian a muy bajas concentraciones en
sitios distantes de donde son producidos, interviniendo en muchos procesos
fisiologicos como el desarrollo de tejidos, crecimiento del tallo y la caida de hojas
(Purveset al., 2002; Salisbury, 1994).

También en la distribucion de los compuestos que la planta biosintetiza y que
determinan el crecimiento relativo de todos los 6rganos (Azcén- Bieto, 2008;
Rodriguez et al., 2009).

Existen siete clases de reguladores de crecimiento vegetal entre los cuales se
encuentran auxinas, giberelinas, citoquininas, , acido abscisico, etileno y acido
jasmonico,, las cuales participan en la regulacion del crecimiento y desarrollo de
la planta (Kende & Zeevaart, 1997; Tanimoto, 2005).
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Los reguladores de crecimiento vegetal, actian de uno u otro modo en todos los
procesos de desarrollo, estos fenomenos de regulacion pueden clasificarse de
acuerdo con Rojas& Ramirez, 1993 en:

1. De correlacion, como multiplicacion y alargamiento celular, dominancia
apical, actividad de las yemas, letargo y absicién de érganos.

2. De sensibilidad o movimiento como los tropismos y nastias.
3. De reproduccién como floracién, polinizacion y desarrollo del fruto.
4.4.1 Auxinas

Charles Darwin, en su libro el Poder de Movimiento en las Plantas, pone de
manifiesto la actividad de una sustancia con capacidad para inducir el
movimiento frente a una fuente de luz en coleoptilos de Phalariscanariensis
(alpiste), en donde posteriormente fue identificada como auxina (Arteca, 1996).
Desde ese entonces han sido ampliamente estudiadas y juegan un papel central
en la regulacion del crecimiento de las raices, promueven la elongacién del tallo e
inhiben el crecimiento de brotes laterales manteniendo la dominancia apical
(Salisbury, 1994). En cultivo de tejidos han sido usados para divisién celular y
diferenciacion radical; también promueve la formacion de callo y junto con las
citoquininas son empleadas en la diferenciacion de yemas y raices. En bajas
concentraciones predomina la formacion de raices mientras que con altas las
reprime, y tiene lugar la callogénesis.(Bhojwani, 1996). En plantas recién
germinadas estimula la formacion de raices. (Azcon-Bieto y Talon, 2008;
Montaldi, 1995).

Las auxinas son ampliamente utilizadas en trabajos de micropropagacion y son
incorporadas al medio nutritivo para promover el crecimiento de callo,
suspensiones celulares u 6rganos y para regular la morfogénesis, conjuntamente
con las citocininas. La respuesta del explante a la adicién de auxinas a utilizar y
la concentracion requerida dependera de

* El tipo de crecimiento o desarrollo requerido.

* La capacidad de los tejidos cultivados para sintetizar auxina en forma natural.

* La interaccion (si hay) entre las auxinas sintéticas aplicada y las hormonas
endogenas naturales (Amador, D. 1999).

4.4.2 Citoquininas.
Las citoquininas son un grupo de fitohormonas que regulan la division celular y la
diferenciacion en tejidos vegetales, participan en el control del desarrollo y la
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senescencia. Ademas promueven la division celular, formacion y actividad de
brotes meristematicos, induccion y expresion de genes de la fotosintesis,
senescencia foliar, movilizacibn de nutrientes, germinacion de semillas,
crecimiento radical y respuesta al estrés (Yong et al., 2009).

En 1892, Wiesner y un poco mas tarde, Haberland (1913) propusieron que existen
hormonas que estimulan la divisién celular. Sin embargo, hasta en (1955) Miller et
al.Aislaron de tejidos animales el compuesto que estimulaba fuertemente las
divisiones celulares en las plantas. La estructura de este compuesto se identificé y
la sustancia se le nombro cinetina.

4.5. SUPLEMENTOS

Los suplementos organicos que principalmente son ricos en carbohidratos, entre
otros. Los principales son: el hidroxido proteico de caseina, lacto-albumina,
peptona y triptona que se emplean principalmente como fuente de aminoécidos. El
jugo de naranja contribuye con el acido citrico, asi como con otros estimulantes
del crecimiento.

Al medio MS (base) se puede enriquecer con otras sustancias mas complejas que
permita promover el crecimiento de ciertos callos y 6rganos. Sin embargo, el uso
de extractos naturales, especialmente provenientes de frutas, podria afectar la
reproductibilidad de los resultados porque la cantidad y calidad de los
constituyentes varian con la edad del tejido (maduracion) e incluso con la variedad
del organismo donador. (Contreras y Gutiérrez 2012)

En la actualidad es posible preparar medios de cultivo sustituyendo las sales
minerales y los reguladores de crecimiento por suplementos organicos que
facilmente encontramos en nuestro alrededor, como el guineo, puré de papa o
extracto de papa, el platano o harina de platano verde, agua de coco, etc., que
aportan los nutrientes principales para la germinacion del embrion y el desarrollo
de la planta de orquidea. Al medio se debe agregar agar, para que mantenga
sélido al medio aun a temperaturas del ambiente. Generalmente estos medios
presentan un pH de 5,6; sin embargo, si ho se encuentra en este pH es facil
regularlo, ya sea con un acido o con una base (sal) e incluso con gotas de limén o
sal de mesa, segun sea el caso (Morales Benavent, 2011).

Actualmente, amantes de las orquideas producen sus propias plantas en
laboratorios caseros a partir de germinacion asimbiética vitro, y para ello utilizan
medios de cultivo constitucion organica (Silva et al., 2002). Entre los extractos
naturales utilizados en el cultivo de semillas de orquideas, se pueden encontrar la
pulpa homogeneizada banano, agua de coco, peptona, triptona, levadura,
hidrolizado de caseina, jugo de tomate, jugo de pifia y extracto de papa (Torres et
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al. , 2001). Estos aditivos contienen mezclas de vitaminas y aminoacidos y
algunos acttan como reguladores del crecimiento (Pierik, 1989).

4.5.1. Fécula de maiz. Este componente aporta nutrientes a la semilla,
principalmente glutamina que es necesaria para el crecimiento de embriones
inmaduros; ésta es una fuente importante de nitrégeno (Pedroza-Manrique, et al.
2010). Es uno de los pocos aminoacidos que posee en su estructura dos atomos
de nitrdgeno, ambos en forma de amino (NH2-). Este es una forma del “nitrégeno
organico” reducido, que posteriormente se transfiere a otros compuestos
carbonados para producir los aminodcidos que utiliza la planta para sintetizar la
moléculas nitrogenadas (p. €j., proteinas y nucleotidos) (McKee et al., 2003).

Se ha probado que la implementacién de almidones o gomas como agentes
gelificantes alternativos permite la disminucion en los costos de los medios de
cultivo para tejido in vitro de hasta el 70% comparados con los del agar,
fisiolégicamente hablando los mejores resultados se obtienen en las sustituciones
parciales que se han estudiado (Martin-Gordo et al. 2012; Mengesha et al., 2012).

Figura 3. Medio My S, suplementado con fécula de maiz

Fuente: Deaza y Orjuela 2015

4.5.2. Agua de coco. Es ampliamente usado en la industria de cultivos vegetales,
como un promotor de crecimiento en los medios de cultivo. Aunque no es
extensivamente usado en la germinacion de semillas de orquideas (Arditti, 2008)

El efecto del medio de cultivo MS, se potencializa utilizando aditivos organicos en
el medio de cultivo. (Kitsuki et al., 2004) informaron que el medio de cultivo
suplementado con agua de coco, resulta mas eficaz para la germinacion y
formaciébn de protocormos, a diferencia de otros medios de cultivo
suplementados. Parece tener propiedades como regulador de crecimiento, ya que
posee Auxinas, Giberelinas y en mayor grado Citoquininas. Posee iones
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inorganicos, vitaminas (B6 y B9) y otras sustancias relacionadas como hexitol.
Algunos de estos son compuestos biolégicamente activos como L-arginina, acido
ascorbico y magnesio. Tiene alto contenido de potasio y antioxidantes.

(Nigrum et al. 2007) y (Abbas et al. 2011) encontraron que la adicion del agua de
coco al medio de cultivo tuvo un efecto benéfico en la germinacion y formacion de
plantulas de Coelogyne ovalis y Grammatophyllum scriptum respectivamente

El agua de coco, en general 3 a 15% (v / v) y el aditivo que mas se ha utilizado
para un nimero de especies en vitro, no solo para estimular el crecimiento de
callo, sino también para aumentar la formacién embriogénesis somatica, inducir la
division de granos de polen, y en su primera aplicacion, en la induccion del
desarrollo de embriones inmaduros (Caldas et al., 1998). Knudson (1922) observo
que la sacarosa, la fructosa y otros complejos 231 Quelato de hierro y agua de
coco en la germinacion in vitro de Rossioglossum grande (Orchidaceae), quimicos
de extractos vegetales, favorecen la germinacion y promueven el desarrollo de los
protocormos. El endospermo liquido de la semilla de coco se ha usado a varias
concentraciones y varias especies establecidas in vitro, incluyendo las orquideas,
ya que contiene vitaminas, enzimas, azucares, fuentes nitrogenadas, reguladores
de crecimiento y una fraccion de sales inorganicas (Hicks, 2007). Los efectos
promotores del agua de coco se deben a la presencia de compuestos
organicos como citoquininas, zeatinas, kinetinas y purinas, que se consideran
promotores del crecimiento vegetal (Yong et al.,, 2009; Hicks, 2007). Las
citoquininas juegan un papel fundamental en la organogénesis vegetal, ya que
inducen la formacién de hojas y brotes y aumentan la velocidad de desarrollo y la
germinacion de la semilla (Werner et al, 2001; Huan et al, 2004)

4.5.3. Jugo de pifia. Se encontré que el medio de cultivo suplementado con jugo
de pifia, un tiene efecto en las fases del desarrollo en las especies trabajadas con
diferencias estadisticamente significativas. Por lo tanto, se puede inferir que la
adicion adecuada de componentes organicos, como agua de coco Yy jugo de pifia
al medio de cultivo MS in vitro, es un elemento importante para la germinacion y
desarrollo de plantulas, debido a que son ricos en energia y contienen iones
inorganicos, aminoacidos, vitaminas, reguladores de crecimiento y &acidos
organicos necesarias para el desarrollo de las semillas de orquideas (Kurosaki et
al., 2004, Young et al., 2009; Abbas et al., 2011).
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Cabe anotar que tanto el agua de coco, el jugo de pifia y el almidén contienen
altos niveles de vitaminas, aminoacidos y fitohormonas y son muy energéticos
(Kitsaki et al., 2004; Yam y Arditti, 2009; Yong et al., 2009).

4.6 MARCO DE ANTECEDENTES

“Evaluacion de diferentes medios de cultivo in vitro en el desarrollo de hibridos de
Phalaenopsis (Orchidaceae)

En esta investigacion se determind el medio de cultivo mas apropiado para la
germinacion in vitro de un hibrido de Phalaenopsis. Inicialmente se evalu6 la
viabilidad de las semillas utilizando la prueba de tetrazolio (TZ). Las semillas se
desinfectaron y se cultivaron aplicando el método de la jeringuilla. El porcentaje de
viabilidad en promedio fue de 92,2 % (P< 0,05: Tukey HSD), con un porcentaje de
germinacion entre todos los medios de 95,1 % (P< 0,05: Tukey HSD). EI medio de
cultivo mas eficiente para la germinacion de hibridos de Phalaenopsis a las 18
semanas de cultivo fue el Murashige & Skoog (MS) suplementado con agua de
coco, y jugo de pifa con diferencias estadisticamente significativas (P< 0,05:
Tukey HSD), con respecto a los demas medios de cultivo, contribuyendo de esta
manera al uso de componentes organicos con el fin de mejorar la germinaciéon y
desarrollo de Phalaenopsis”’.

“Propagacion in vitro de la orquidea Prosthechea citrina (La Llave & Lex.) W. E.
Higgins nativa del estado de Durango, México

Prosthechea citrina es una orquidea sujeta a proteccion especial debido a que
presenta diversas problematicas en su habitat natural que inciden negativamente
en su viabilidad biolégica, como son el deterioro y la modificacion de su entorno y
la extraccién de plantas. En el presente estudio se reporta la propagacion masiva
de P. citrina in vitro, esto mediante protocormos asi cultivados en medio
Murashige y Skoog (1962) MS con reguladores de crecimiento vegetal. La
eficiencia observada en nuevos brotes fue de 6.75 por explante, no hubo
diferencias significativas en niamero de hojas y raices, la longitud maxima de hoja
fue de 20.6 mm y la de raices fue de 38.27 mm. En aclimatacion se observé una
supervivencia de 85%.

28



5. MATERIALES Y METODOS
5.1. METODOLOGIA

5.1.1. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

El trabajo en laboratorio se llevé a cabo en la Universidad de Cundinamarca en el
laboratorio de cultivo de tejidos (figura 4.) entre el segundo periodo de 2015 y
primer periodo de 2016. Las instalaciones cuentan con areas especializadas e
independientes que se recomiendan para garantizar el espacio adecuado y
condiciones de asepsia. Entre éstas estan: camara de flujo laminar, area de
preparacion de medios, lavado y esterilizacién, de transferencia y area de
crecimiento o incubacion.

a) Estantes con todos los tratamientos b) Laboratorio

Figura 4. Laboratorio de microbiologia de la Universidad de Cundinamarca
Fuente: Deaza y Orjuela 2015.

5.1.2. MATERIAL VEGETAL Y PROTOCOLO DE ESTERILIZACION
e Obtencidon del material veqgetal y esterilizacion

En la reserva natural de San Rafael, ubicada al nororiente del casco urbano de
Fusagasuga, sobre la via Fusagasuga Sibate, se ubicé una poblacién de plantas
del genero Prosthechea. Sobre arboles de caucho (Ficus sp). De esta poblacién
se obtienen 8 capsulas con una madurez avanzada de Prosthechea sp con un
didmetro entre dos y tres centimetros (figura 5).



Figura 5. Capsulas de Prosthechea sp con madurez avanzada, sobre arboles de
caucho (Ficus sp).

Fuente: Juan Camilo franco, 2016.

Posteriormente las capsulas de Prosthechea sp. Fueron llevadas al laboratorio de
microbiologia de la Universidad de Cundinamarca, fueron lavadas superficialmente
con abundante agua y jabon. Luego se sumergieron durante 10 minutos en una
solucion de hipoclorito de sodio al 5%. Se lavo dos veces con agua esterilizada
para luego sumergir nuevamente en alcohol al 70% por 1 minuto. Ya dentro de la
camara de flujo laminar se dejaron escurrir sobre servilletas estériles y finalmente
flameadas con el mechero de Bunsen.

Para extraer la semilla se hizo un corte longitudinal en la cipsula con la ayuda de
pinzas y bisturi previamente esterilizados. La semilla (de tipo polvoso) fue
esparcida sobre la superficie de medio MS suplementado con los diferentes
tratamientos en frascos de vidrio 250 ml (figura 6).



| 4 '-\)\
N -

Figura 6. Corte de la capsula y esparsion de las semillas de Prosthechea sp.

Fuente: Deaza y Orjuela, 2016.

e Medio de germinacién, formacidon de Protocormos vy rizoides

Se utiliz6 como medio de germinacion, iniciacion y desarrollo de protocormos el
medio desarrollado por Murashige & Skoog (1962) suplementado con diferentes
concentraciones de ANA (0,0, 0.5, 1y 2 mg.LY) y 6 BAP (0,0 0,5, 1,0 y 2,0
mg.L™Y) y o nutrientes complejos (Almidén, agua de coco y jugo de pifia). Cuando
se utilizé6 almidén se usé a una concentracién de 10 gr.I'*, El agua de coco y el
jugo de pifia se utilizaron a una concentracién de 200 ml.I"*. Los medios obtenidos
fueron ajustados a un pH de 5.8.

5.2.3. El experimento
e Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar —DCA- con un factorial 2x4x4+6, con
38 tratamientos (Tabla 2) y 5 repeticiones, cada frasco de vidrio de 250 ml
consistio en la unidad experimental. Los factores del factorial fueron: 1) El uso o
no de almidén, 2) La concentracién de BAP (0,0, 0.5, 1y 2 mg.l") y 3) La
concentraciéon de ANA (0,0, 0.5, 1 y 2 mg.I'"). Se utilizan como tratamientos
adicionales los suplementos complejos (almidén, coco, pifia), con el fin de evaluar
el efecto de estos en la germinacion y formacion de protocormos y desarrollo de
rizoides en Prosthechea sp.



Tabla 2.Claves y
hormonas sintéticas.

tratamientos, medio M y S con suplementos organicos y

Clave Tratamientos

T1 My S (Murashige and Skoog, 1962)

T2 Medio My S con almidén (10g.L™)

T3 Medio M y S con almidén (10g.L™),agua de coco(200mL/L)

T4 Medio M y S con almidén(10g.L™), agua de coco(200mL/L),jugo de
pifia (200mL/L)

T5 Medio M y S con almidén(10g.L™),jugo de pifia (200mL/L)

T6 Medio My S con agua de coco (200mL/L)

T7 Medio My S con jugo de pifia (200mL/L) y agua de coco(200mL/L)

T8 Medio My S con jugo de pifia (200mL/L)

T9 Medio M y S con BAP(0,5mg.L™)

T10 Medio My S con BAP(1mg.L™)

T11 Medio My S con BAP(2mg.L™)

T12 Medio My S con ANA(0,5mg.L™)

T13 Medio My S con ANA(0,5mg.L™") y BAP(0,5mg.L™)

T14 Medio My S con ANA(0,5mg.L™) y BAP(1mg.L™)

T15 Medio M y S con ANA(0,5mg.L™") y BAP(2mg.L™)

T16 Medio My S con ANA(1mg.L™)

T17 Medio My S con ANA(1Img.L™") y BAP(0,5mg.L™)

T18 Medio My S con ANA(1Img.L™) y BAP(1mg.L™)

T19 Medio M y S con ANA(2mg.L™)

T20 Medio My S con ANA(2mg.L™) y BAP(0,5mg.L™)

T21 Medio My S con ANA(2mg.L™") y BAP(1mg.L™?)

T22 Medio My S con ANA(2mg.L™) y BAP(2mg.L™)

T23 Medio My S con ANA(1Img.L™) y BAP(2mg.L™)

T24 Medio M y S con almidén (10g.L™) y BAP(0,5mg.L™)

T25 Medio My S con almidén (10g.L™") y BAP(1mg.L™)

T26 Medio My S con almidén (10g.L™) y BAP(2mg.L™)

T27
T28
T29
T30
T31
T32
T33
T34
T35
T36
T37
T38

Medio My S con almidén (10g.L™") y ANA(0,5mg.L™)

Medio M y S con almidén (10g.L ™), ANA(0,5mg.L™), BAP(0,5mg.L™)
Medio My S con almidén (10g.L™), ANA(0,5mg.L™?), BAP(1mg.L™)
Medio M y S con almidén (10g.L ™), ANA(0,5mg.L™), BAP(2mg.L™)
Medio My S con almidén (10g.L™") y ANA(1mg.L™)

Medio M y S con almidén (10g.L™),ANA(1mg.L™Y), BAP(0,5mg.L™)
Medio My S con almidén (10g.L™%),ANA(1mg.L™?), BAP(1mg.L™)
Medio M y S con almidén (10g.L™),ANA(1mg.L™?), BAP(2mg.L™)
Medio My S con almidén (10g.L™) y ANA(2mg.L™)

Medio M y S con almidén (10g.L™) ,ANA(2mg.L™), BAP(0,5mg.L™)
Medio My S con almidén (10g.L™") ,ANA(2mg.L™), BAP(1mg.L™)
Medio M y S con almidén (10g.L™) ,ANA(2mg.L™), BAP(2mg.L™)
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e Evaluacién.

Cada 8 dias se observan bajo estereoscopio tres unidades experimentales
(frascos). En cada uno de los ellas se evalud la mitad del area de la base del
frasco observando las siguientes variables:

El ndmero de semillas.

El nUmero de semillas germinadas.

El nimero de protocormos formados.

El nimero de protocormos con rizoides formados.
El nimero de semillas no germinadas.

0O O O O O

En base a los datos obtenidos se obtienen los porcentajes de germinacion,
formacion de protocormos y desarrollo de rizoides de acuerdo con las siguientes

formulas.
N? de semillas germinadas

e 9% de Germinacion =
% N@ total de individuos evaluados

N? de protocormos formados

e %de protocormos = ——
N2 total de individuos evaluados

N@ de rizoides desarrollados

e 9 de rizoides = ——
Ne@ total de individuos evaluados

5.2.3. ANALISIS ESTADISTICO
Los datos registrados fueron sometidos a un analisis de varianza —ANOVA-
pruebas de diferencias de medias (Diferencias minimas significativas)
utilizando el programa Infostat version estudiantil.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 EFECTO DE NUTRIENTES COMPLEJOS (JUGO DE PINA, AGUA DE
COCO Y ALMIDON), BAP Y ANA SOBRE LA GERMINACION.

Para la fase de germinacion se evalu6 a partir de la primera semana, después de
la siembra de las semillas de Prosthechea sp,. Hasta la semana siete.

El medio MS es ampliamente utilizado para diversas especies de orqguideas en
diferentes proporciones y suplementado con reguladores de crecimiento vegetal y
otras sustancias como el agua de coco, jugo de pifia, almidén, con lo que se han
obtenido resultados favorables. Casos similares se han reportado con P. citrina, en
el cual se obtuvo un promedio de 6.75% de germinaciéon. Estudio realizado por
Salazar et al.,, (2013). Evaluaron diferentes medios de cultivo in vitro
suplementados con agua de coco y jugo de pifia, demostrando ser igualmente
favorables para el desarrollo de hibridos de Phalaenopsis. Obteniendo porcentajes
de germinacién de 95 y 96%, al adicionar estos nutrientes complejos.

Para los tratamientos que tienen fitohormonas como el BAP y ANA,
adicionalmente en interaccién con almidon, presentan efectos favorables y con
porcentajes de germinacion adecuados. Ya que Arditti (1992), informa que los
porcentajes de germinacion de orquideas epifitas tropicales alcanzados sobre un
medio asimbidtico son mayores a 50%. Ademas en la regeneracion in vitro de
Oncidium sp (Kalimuthu et al., 2007) adicionaron con 2.0 mg.L™ de BAP al medio
MS obteniendo una reproduccion satisfactoria. El efecto de ANA para la fase de
germinacioén, probablemente no es favorable por que el acido a-naftalenacético,
una auxina sintética, se utiliza ampliamente para estimular la formacion de raices
adventicias. (Ikuma y Thimann, 1963; Metzger, 1983; Karssen et al., 1989; Derkx y
Karssen, 1993a; Yang et al., 1995), y por tanto es posible el qgue ANA no influya
en la germinacién de la orquidea Prosthechea sp.
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Tabla 3. Analisis de varianza para del coeficiente de germinacion

F.V. SC GL CM F p-valor  Significancia
TRAT 25119,86 37 678,92 6,52 <0,0001 **
Error 7605,33 73 104,18
Total 32725,19 110
R%=0,77 Cv=139,71

El analisis de varianza para el coeficiente de germinacion presenté una diferencia
significativa entre los tratamientos, obteniendo un coeficiente de determinacion
(R? de 0,77 lo cual indica las variaciones por el efecto del modelo estadistico
sobre los tratamientos estudiados, un coeficiente de variacion (C.V.) de 39,71.

Efecto de almidon, jugo de pifiay agua de coco en la germinacion.

Tabla 4. Prueba de Fisher

ALMIDON PINA COCO Medias

1 0 1 65,67 A

0 0 1 50,67 A

0 1 0 31 B

1 0 0 29,69 B

0 0 0 18,71 B C
1 1 0 14,67 B C
1 1 1 12,67 C
0 1 1 12,67 C

En esta interaccion entre almidén, jugo de pifia y agua de coco, el mejor
tratamiento (T3) para la fase de germinacion, se obtiene un porcentaje del 65,67%
gue es obtenido cuando es adicionado almidén al tratamiento que contiene agua
de coco en el medio de cultivo MS (Tabla 4.). Es notable que la interaccion entre el
agua de coco y el almidén generan un incremento favoreciendo la germinacion
debido a que esta fuente de almidon contiene glutamina que es especialmente
necesaria para el crecimiento de embriones inmaduros, puesto que es una
importante fuente de nitrogeno (Pierik, 1990).

Esto ratifica lo descrito por (Kitsuki et al.,, 2004) en el cual la adicion de
compuestos organicos en el medio de cultivo MS, se potencializa. Ademas
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informaron que el medio de cultivo suplementado con agua de coco, resultdé mas
eficaz para la germinacién, a diferencia del medio de cultivo suplementado con
jugo de pifa, que resultdé mejor para el desarrollo de Ophrys (Orchidaceae)
igualmente Nongrum et al. (2007) y Abbas et al. (2011) encontraron que la adicion
del agua de coco al medio de cultivo tuvo un efecto benéfico en la germinacion de
Coelogyne ovalis y Grammatophyllum scriptum respectivamente. Lo mencionado
anteriormente concuerda con lo obtenido en el presente estudio, dando como
resultado mayor eficiencia en el uso de agua de coco, para la etapa de
germinacion de Prosthechea sp. En contraste Salazar y Cansino (2012) obtienen
resultados distintos en el porcentaje de germinacion en el medio de cultivo
suplementado con jugo de pifia para las especies de Prosthechea vespa y
Sobralia klotzscheana siendo asi el tratamiento con jugo de pifia el mejor para esa
investigacién. Posiblemente debido a que todas las especies tienen diferentes
necesidades nutricionales por tal motivo, se ve la necesidad de estudiar las
condiciones para cada especie como lo afirma Ruiz et al., (2008), en donde Dutra
et al., (2009); Basker et al., (2010); Kauth et al., (2011), implementaron diferentes
medios de cultivos para la preservacion de orquideas.

Efecto de lainteraccion de ANA, BAP y aimidén en la germinacion

Tabla 5. Prueba de Fisher para la interaccion entre ANA, BAP y almidén.

ALMIDON  ANA BAP

1 0,5 2 52,67 A

1 2 2 50,67 A

1 0 1 43,33 A B

0 0,5 0 40,67 A B C

1 0,5 0 39,67 A B C D

1 0 2 36,33 A B C D E

1 0 0 36,17 B C D E

1 0,5 0,5 33,33 B C D E F

0 0 0 32,92 B C D E F

1 0,5 1 30,67 B C D E F G
1 2 1 27,33 B C D E F G
0 2 1 26,67 C D E F G
0 1 2 24,67 C D E F G
0 0 2 23 D E F G
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Continuaciéon Tabla 5.

0 2 2 22,33 D E F G
1 0 0,5 22 D E F G
0 2 0 21,33 E F G
1 1 0 20,67 E F G
1 1 2 18 F G
0 0,5 1 17 F G
0 1 1 16,67 G
0 0,5 2 16 G
1 1 0,5 15,33 G
1 2 0 13,33

0 1 0,5 12

0 0,5 0,5 11,33

0 0 1 10,33

1 1 1 10

1 2 0,5 10

0 1 0 8

0 0 0,5 7

0 2 0,5 5

Las interacciones de ambos reguladores de crecimiento (ANA y BAP) presentan
relativamente el mismo porcentaje de semillas germinadas, la funcion mas
importante de BAP es la de estimular la division celular cuando actta junto a una
auxina, ambos compuestos deben estar en balance ya que una alta relacion
auxina- citoquinina estimula el crecimiento y proliferacion de Prosthechea sp.
Como lo presenta la tabla 5, en los tratamientos 30 y 38 se obtienen porcentajes
de germinacion de 52,67% y 50, 67% respectivamente. Cabe resaltar que estos
tratamientos con mejor respuesta de germinaciéon estan suplementados con la
fuente de almidén (fécula de maiz) y se evidencia una baja germinacion en los
tratamientos que estan en ausencia de este componente, resultado que se
presenta en T16, T9y T20.
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Grafica 1. Tasa media de germinacion de Prosthechea sp con respecto a
diferentes concentraciones de nutrientes complejos (almidén, jugo de pifa,
agua de coco) y hormonas sintéticas ANA y BAP.

Nota: Los valores de las medias con diferente letra de cada columna, indican
diferencias estadisticamente significativas, segun la prueba de Fisher LSD
(P<0.05).

En este estudio se encontré que el medio mas adecuado para la iniciacion de la
germinacion de la especie Prosthechea sp, fue el T3 medio MS+AC, ya que alli se
evidencio el mayor porcentaje de germinacién, con un 66% de la especie objeto
de estudio.

Caso contrario sucede con los tratamientos que no contienen suplementos
organicos, presentan un porcentaje bajo en la fase de germinacion (T9) con 7%
Medio M y S con BAP (0,5mg.L™?), (T20) con 5% Medio My S con ANA (2mg.L™)
y BAP (0,5mg.L™)



Segun lo anterior se obtuvo que los tratamientos con ausencia de almidon
presentan un desarrollo bajo en la fase de germinacion para Prosthechea sp. Bajo
condiciones in vitro. Por tanto se puede afirmar que para nuestro experimento el
uso de almidon genera mayor porcentaje de germinacion. Ya que la fécula de
maiz genera un aporte de vitaminas a la semilla, por su contenido de glutamina
que es esencial para el crecimiento de embriones inmaduros por ser una
importante fuente de nitrogeno (Pierik, 1990)

Figura 7. Germinacion de semillas en T3. Medio M y S con almidén (10g.L-1),
agua de coco (200mL/L)
Fuente: Deaza y Orjuela 2015

6.2 EFECTO DE NUTRIENTES COMPLEJOS (JUGO DE PINA , AGUA DE
COCO Y ALMIDON), BAP Y ANA SOBRE LA FORMACION DE
PROTOCORMOS.

Tabla 6. Andlisis de varianza para del coeficiente de formacién de
Protocormos

F.V. SC Gl CM F p-valor  Significancia
TRAT 29439,10 37 795,65 7,61 <0,0001 **

Error 7737,33 74 104,56

Total 37176,43 111

R%=0,79 CV= 38,12



El analisis de varianza para el coeficiente de formacion de Protocormos presento
una alta diferencia significativa entre los tratamientos, obteniendo un coeficiente
de determinacion (R?) de 0,79 lo cual indica las variaciones por el efecto del
modelo estadistico sobre los tratamientos estudiados, un coeficiente de variacion
(C.V.)de 38,12 %

Efecto del jugo de pifia, agua de coco y almidon para la formacion de
Protocormos.

Tabla 7. Prueba de Fisher

ALMIDON  PINA COCO Medias

73,67 A
69 A
30,67

28,54

27,33

20,46

13,67 C
9,67 D
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La formacion de protocormos se desarrolla notablemente en los tratamientos que
contienen agua de coco, pero si hay interaccion con la fuente de almidon se
observa un mayor porcentaje para esta etapa, obteniendo asi un 73,67% en el T3
(Tabla 7). Sin embargo el tratamiento que contiene agua de coco solamente,
también presenta un buen porcentaje (69%) en la formacion de los protocormos de
la orquidea Prosthechea sp. De acuerdo a Kitsaki et al. (2004) quien afirma que el
desarrollo de protocormos es notable en medios que contienen suplementos
organicos, en un estudio realizado en el hibrido Phalaenopsis. Resultado que
coincide con esta investigacion en donde la mejore respuesta se presentan en
los tratamientos con suplementos organicos. Igualmente, los resultados obtenidos
en este trabajo concuerdan con los de Hicks (2007) quien encontré que el agua de
coco puede promover la regeneracion espontanea de protocormos in vitro del
género Oncidium (Orchidaceae).

Stewart y kane (2006) encontraron que el medio de cultivo enriquecido con agua
de coco era mas adecuado para la germinacién y formacion de protocormos de
Ophrys, al igual Kitsaki et al., (2004), informan que el medio de -cultivo
suplementado con agua de coco, resultd mas eficaz para la germinacion y
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formacion de protocormos, a diferencia del medio de cultivo suplementado con
jugo de pifia, que resultdé mejor para el desarrollo para esa misma especie
(Ophrys).

La formacion de los protocormos de Prosthechea sp., en general, es mejor en el
medio de cultivo MS+AL+AC, encontrando diferencias significativas (Tabla 7),
(grafica?), la fuente de almidon (fécula de maiz) potencializa el efecto del complejo
organico agua de coco sobre la formacion de protocormos de la especie objeto de
estudio. Probablemente por el aporte de glutamina que brinda el almidén, dando
asi “nitrogeno organico” (McKee et al., 2003; Pedroza-Manrique, et al. 2010).

Los tratamientos suplementados con jugo de pifia presentaron porcentajes de
formacion de protocormos del 30,67%, resultados inferiores a los tratamientos
gue contienen agua de coco.
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Figura 8: Tratamiento suplementado con 10g.L de almidén y Agua de coco

Fuente: Deaza y Orjuela 2016

Efecto de la interaccion de ANA, BAP y almidén en la formacién de
protocormos.

Tabla 8. Prueba de Fisher.

ALMIDON ANA BAP Medias

1 0 1 46,33 A

1 0,5 0 43 A B

1 0 0,5 43 A B

0 1 2 42,33 A B

1 0,5 1 41 A B

1 0 0 40,17 A B

1 0 2 40 A B C
0 0 0 38,33 A B C

41



35 A
30,67 A
29
28,33
28
26,67
5 24,33
24,33
21,67
20
19,67
5 15,33
15,33
13
12,67
12,33
12,33
12
11,67
10,33
0 10,33
0,5 10
0 2 9
1 0 6,33
Es claro que la adicion de Almidon (fécula de maiz), en interaccion con las
hormonas BAP y ANA genera un efecto positivo para la formacion de protocormos
obteniendo resultados en porcentajes del 46,33% (T25), 43% (T27) y 43%(T24).
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Figura 9: Tratamiento suplementado con 10 g.L™! de almidén y 1mg.L™* de BAP
Fuente: Deaza y Orjuela, 2016
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Grafica 2. Tasa media de formacién de Protocormos de Prosthechea sp con
respecto a diferentes concentraciones de nutrientes complejos (almidon,
jugo de pifia, agua de coco) y hormonas sintéticas ANA y BAP.

Nota: Los valores de las medias con diferente letra de cada columna, indican
diferencias estadisticamente significativas, segun la prueba de Fisher LSD
(P=<0.05).

Se encontré que el medio mas adecuado para la formacion de protocormos de
Prosthechea sp fue el medio el T3. MS+ AC, ya que alli se encontr6 el mayor
porcentaje con un 73.67% de protocormos formados de la especie objeto de
estudio.



Figura 10. Tratamiento suplementado con almidén y agua de coco
Fuente: Deaza y Orjuela 2016

Para este experimento la adicién de agua de coco al medio con almidon fue muy
favorable para formacion de protocormos de Prosthechea sp.

En esta investigacion se encontrdo que el efecto del medio de cultivo MS, se
potencializa utilizando aditivos orgénicos en el medio de cultivo. (Kitsuki et al.,
2004), informaron que el medio de cultivo suplementado con agua de coco, resultd
mas eficaz para la germinacion y formacion de protocormos, a diferencia del
medio de cultivo suplementado con jugo de pifia, que resulté mejor para el
desarrollo de Ophrys (Orchidaceae). Resultados similares los que hallaron Stewart
y kane (2006) con la formacion de protocormos de Habenariamacroceratitis
(Orchidaceae).

6.3 EFECTO DE NUTRIENTES COMPLEJOS (JUGO DE PINA, AGUA DE
COCO Y ALMIDON), BAP Y ANA SOBRE EL DESARRROLLO DE RIZOIDES.

Tabla 9. Analisis de varianza para del coeficiente de desarrollo de rizoides

F.V. SC Gl CM F p-valor  significancia
TRAT 26118,67 36 725,52 8,43 <0,0001 **

Error 6114,00 71 86,11

Total 32232,67 117

R2=0,81 CV= 35,54

El andlisis de varianza para el coeficiente de desarrollo de rizoides presentd una
alta diferencia significativa entre los tratamientos, obteniendo un coeficiente de



determinacién (R?) de 0,81 lo cual indica las variaciones por el efecto del modelo
estadistico sobre los tratamientos estudiados, un coeficiente de variacion (C.V.) de
35,54 %.

Efecto de jugo pifiay agua de coco y almidén en la formaciéon de Rizoides

Tabla 10. Prueba de Fisher.

ALMIDON PINA COCO Medias

0 0 1 69,67 A

1 0 1 36,33 B

0 1 0 34,33 B

1 0 0 33 B

1 1 1 18,33 B C
0 0 0 18,02 C
1 1 0 14 C
0 1 1 13,33 C

Para la fase de desarrollo de rizoides se evalué a partir de la semana nueve hasta
la semana doce en esta interaccion entre almidon, jugo de pifia y agua de coco el
mejor porcentaje se obtiene en el tratamiento (T6) donde se adiciona agua de
coco al medio de cultivo MS para la fase de desarrollo de Rizoides de
Prosthechea sp. (Tabla 10).

Coello et al., (2010) resaltan la importancia y crecimiento de rizoides en orquideas,
sin embargo cabe considerar, que a pesar de la dificultad en el andlisis de su
composicién y la poca informacioén en la literatura acerca de los efectos que tienen
los componentes organicos, como el agua de coco y el jugo de pifia, estos son
ricos en energia, vitaminas, aminoécidos y fitohormonas (Kurosaki et al., 2004,
Yang y Arditti, 2008; Yong et al., 2009

En el presente estudio los tratamientos sin componentes organicos muestran un
porcentaje mas bajo en la formacion de rizoides (tabla 11), esto coincide con lo
descrito por Rodriguez et al. (2000), en Phaphiopedillum caudatum, donde se
observaron los mejores resultados al agregar al medio de cultivo agua de coco,
esto manifiesta lo dicho por( Nongrum et al., 2007 y Abbas et al.,2011), quienes
afirmaron que la adicibn de componentes organicos al medio de cultivo ejerce un
efecto benéfico en el desarrollo de tejidos celulares, formando plantulas de
Coelogyne ovalis y Grammatophyllum scriptum.
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De igual manera Shina et al. (2004), obtuvieron los mayores tamafios de brotes, al
agregar 10% de agua de coco.

El desarrollo de rizoides de hibridos de Phalaenopsis, en general presento el
mejor desarrollo en el medio de cultivo MS+AC, encontrando diferencias
significativas, resultado que no coincide con lo descrito por (Salazar y Cancino,
2012), donde el mejor porcentaje en desarrollé de rizoides en el medio de cultivo
suplementado con jugo de pifla para las especies de Prosthechea vespa y
Sobralia klotzscheana, posiblemente debido a que todas las especies tienen
diferentes necesidades nutricionales, por tal motivo, se ve la necesidad de estudiar
las condiciones para cada especie como lo afirma Ruiz et al., (2008), en donde
Dutra et al., (2009); Basker et al., (2010); Kauth et al., (2011), implementaron
diferentes medios de cultivos para la preservacion de orquideas.

Figura 11: Tratamiento con medio de cultivo MS suplementado con agua de
coco.

Fuente: Deaza y Orjuela, 2016
Efecto de lainteraccién de Almidén, ANA y BAP en la formacién de rizoides

Tabla 11. Prueba de Fisher.

ALMIDON  ANA BAP Medias

1 0 0,5 57,33 A

1 0 1 50,33 B C

1 1 1 48,33 B CD

1 0,5 1 40,67 CDE

1 0,5 0 40,33 CDEF
1 2 2 36,67 CDEF
0 0 0 35,58 D EF
1 0 2 35 D EF
1 2 1 34,33 D EF
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En esta interaccion la mejor tasa media para desarrollo de rizoides fue mejor en
tratamiento (T24) donde se adiciona almidon y BAP (tabla 11).

De acuerdo con Krikorian (1991), el BAP es la citoquinina sintética que mas se
utiliza actualmente en el cultivo de tejidos vegetales bajo condiciones in vitro, y
segun Rozell (1983), si es adicionada al medio de cultivo en concentraciones de
0.03 a 3,0 mg.L-%, estimula los procesos de multiplicacién celular (Krikorian, A. D.
1991).

Ademas las auxinas favorecen el crecimiento vertical o apical, por lo que estas
raices pudieron haber respondido al alargamiento por la presencia del ANA en el
medio. Caso similar se observd en Phaiustan kervillaeRchb.f. Donde la mayor
extension de las raices se dio en presencia de 0,1 mg/L-' de ANA (Sultana et al.,
2012).
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Grafica 3. Tasa media de desarrollo de rizoides de Prosthechea sp con
respecto a diferentes concentraciones de nutrientes complejos (almidon,
jugo de pifia, agua de coco) y hormonas sintéticas ANA y BAP.

Nota: Los valores de las medias con diferente letra de cada columna, indican
diferencias estadisticamente significativas, segun la prueba de Fisher LSD
(P<0.05).

Para este estudio se encontré que el medio més adecuado para la formacién de
rizoides de la especie Prosthechea sp , fue el T 6 medio MS+AC, ya que alli se
encontré el mayor porcentaje para esta etapa con un 69.7% de la especie objeto
de estudio.

La mejor tasa media que se obtiene es para el tratamiento donde se adiciona agua
de coco al medio de cultivo MS para produccion de Rizoides para Prosthechea sp.



Figura 12.Desarrollo de rizoides. T6 Medio My S con agua de coco (200mL/L).
Fuente: Deaza y Orjuela; circulo indica el desarrollo de rizoides.

Los tratamientos que no contienen suplementos organicos presentan una tasa
media de desarrollo de rizoides muy baja (T16) M S con ANA 1mg.L-1, (T9) MS
con BAP 0,5mg.L™ y (T10) MS con BAP 1mg.L-1.

Segun Romay et al.,(2006) los medios de cultivo con adiciébn de almidén,
posiblemente aumentan la dureza del medio, lo que impide la difusién de los
nutrientes. También ayuda la absorcibn de agua y algunos nutrientes que
potenciaban la dureza de los protocormos y rizoides

Para el tratamiento (T16) presenta un porcentaje en desarrollo de rizoides de
7,33%, muy bajo en comparacion a los tratamientos suplementados con
componentes organicos, debido probablemente a que esta fitohormona en
concentraciones de 1mg. L™ ejerce un efecto negativo en el desarrollo de rizoides
como lo afirma Salisbury y Ross (2000), las auxinas o cualquier tipo de regulador
son funcionales cuando se encuentran en pequefas cantidades, y que en altas
concentraciones no es favorable por que en lugar de inducir una respuesta
especifica por parte del tejido vegetal, produce toxicidad en el mismo.

Diversos estudios han demostrado que las auxinas estimulan la rizogénesis en el
cultivo de tejidos vegetales bajo condiciones in vitro (Cafas, 1993;Alvarez y
Sagawa, 1965) sefialan que los efectos de las auxinas en el cultivo de orquideas
bajo condiciones in vitro incluyen la formacion y elongacion de la raiz. Resultado
gque no concuerda con nuestro estudio, como lo muestra la grafica3 en el (T16),
debido a que la concentracion de ANA es alta, es posible que para la especie
Prosthechea sp. Se deben utilizar concentraciones méas bajas que 1mg .L*
incluso mas bajas que 0,5 mg.L™ de esta auxina.

De acuerdo con Krikorian (1991), el BAP es la citoquinina sintética que mas se
utiliza actualmente en el cultivo de tejidos vegetales bajo condiciones in vitro, y
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segun Rozell (1983), si es adicionada al medio de cultivo en concentraciones de
0,03 a 3,0 mg.L-1, estimula los procesos de multiplicacion celular, razén por la cual
los tratamientos en los que se implement6 su uso en ausencia de ANA mostraron
buenos resultados en cuanto al desarrollo de los rizoides de Prosthechea sp.

Li-Ru et al., (2002) Saiprasad y Raghuveer, (2003) en un cultivé de Epidendrum
radicans y Dendrobium formosum  enriquecido con la citoquinina BAP,
demuestran que se logra un adecuado desarrollo de rizoides para estas especies .
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7. CONCLUSIONES

El medio de cultivo suplementado con agua de coco, resultd mas
eficaz para las fases de germinacion, formacion de protocormos y
desarrollo de rizoides.

Los tratamientos suplementados con la fuente de almidén (fécula de
maiz), son potencializados por el aporte de carbohidratos hierro y
nitrégeno orgénico que contiene la glutamina.

El almidon juega un papel importante en las fases de germinacion y
formacién de protocormos, ya que los mejores resultados se
obtienen en los tratamientos que son suplementados con este
compuesto.

El medio MS suplementado con agua de coco tuvo una mayor
eficacia en la germinacion, formacién de protocormos y rizoides de
Prosthechea sp. demostrando que la adicion de compuestos
organicos en los medios de cultivo in vitro es de suma importancia
para obtener grandes volumenes de material vegetal.

La citoquinina BAP en concentraciones de 0,5 ml.L? y 1 ml.L?, en
interaccion con la fuente de almidon estimulan el desarrollo de
rizoides, como se muestra en el estudio. Obteniendo porcentajes de
57,33 y 50,33% respectivamente.
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8. RECOMENDACIONES

Para préximos estudios de cultivo in vitro de Prosthechea sp., es necesario
evaluar el tiempo de germinacion

Es necesario evaluar el efecto de maduracién de las capsulas sobre la
germinacion y posterior desarrollo de la orquidea Prosthechea sp.

Se recomienda utilizar el medio Murashige y Skoog + Almidon+ Agua de
coco donde presenté la mejor germinacion y formacion de protocormos
para Prosthechea sp.

Realizar trabajos con otros compuestos orgénicos para la propagacion in
vitro de Prosthechea sp.

Tanto para los medios de germinacion, formacién de protocormos y
desarrollo de rizoides necesario aumentar el tiempo de incubacion (>10
semanas) asi podremos determinar los efectos a largo plazo que puedan
tener estos reguladores en semillas de Prosthechea sp

Para proximos trabajos se debe realizar un analisis de costos del proceso
de propagacion in vitro, efectivos que se hallan desarrollado.
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