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RESUMEN

La presente investigacion titulada “Analisis y comparacién de antioxidantes y
reguladores de crecimiento para la propagacion “in vitro” con plantulas de
orquidea (Oncidium baueri) a partir de semillas”, tuvo los siguientes objetivos
especificos: a) determinar el regulador de crecimiento con mayor porcentaje de
germinacion de las semillas, b) Evaluar el agente antioxidante con menor
incidencia de oxidacion en el establecimiento, y ¢) comparar los tratamientos
para establecer los antioxidantes y reguladores de crecimiento con mejor

desarrollo fenolégico de las plantulas.

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
dependiente del Area de Ciencias Bioldgicas y Naturales de la U.A.P. El
material vegetal utilizado fue semillas contenidas en frutos de la orquidea. El
procedimiento experimental consisti6 en la desinfeccion de las céapsulas,
preparacion de medios de cultivo, siembra del material vegetal del cultivo in
vitro y cambio de medios después de la germinacion. Los factores sometidos a
evaluacion fueron: antioxidantes (carbon activo y acido citrico) y reguladores de
crecimiento (AIA y BAP; combinaciones de coco, platano, manzana, tomate y
pifia). Las variables evaluadas fueron tasas de: germinacion, contaminacion y
oxidacion; durante el desarrollo se evaluaron: estadio de crecimiento, altura de
plantula, nimero de hojas y raices por planta; el disefio experimental empleado
fue el completamente al azar y arreglo combinatorio con dos antioxidantes y

tres reguladores de crecimiento, es decir seis tratamientos y doce repeticiones.

Los resultados indican que: los reguladores de crecimiento AIA y BAP dieron
lugar al mayor porcentaje de germinacién de las semillas, mientras que el
antioxidante acido citrico redujo significativamente (a 0%) con minima diferencia
de carbon activo; finalmente la combinacion del antioxidante carbén activo con
el regulador de crecimiento AIA y BAP permitieron un rapido crecimiento hasta

alcanzar la fase de ser trasladados a la aclimatacion.

Palabras claves: antioxidantes, reguladores de crecimiento, orquideas in vitro.



ABSTRACT

The present research entitled "Analysis and comparison of antioxidants and
growth regulators for the propagation™ in vitro "with orchid seedlings (Oncidium
baueri) from seeds”, had the following specific objectives: a) to determine the
growth regulator with greater percentage of germination of the seeds, b)
Evaluate the antioxidant agent with less incidence of oxidation in the
establishment, and c) compare the treatments to establish the antioxidants and

growth regulators with better phenological development of the seedlings.

The research was carried out in the Plant Biotechnology Laboratory under the
Area of Biological and Natural Sciences of the U.A.P. The plant material used
was the seeds contained in fake orchid fruits. The experimental procedure
consisted of the disinfection of the capsules, preparation of culture media,
planting of the plant material of the in vitro culture and change of media after
germination. The factors under evaluation were: antioxidants (active carbon and
citric acid) and growth regulators (AIA and BAP, combinations of coconut,
banana, apple, tomato and pineapple). The variables evaluated were:
germination, contamination and oxidation rates; during development, the
following were evaluated: growth stage, plant height, number of leaves and roots
per plant; the experimental design used was the completely randomization and
combinatorial arrangement with two antioxidants and three growth regulators,

that is, six treatments and twelve repetitions.

The results indicate that: the growth regulator AIA and BAP gave rise to the
highest percentage of germination of the seeds, while the antioxidant citric acid
significantly reduced (to 0%) the oxidation before the acclimatization; finally, the
combination of the antioxidant activated carbon with the growth regulator AIA
and BAP allowed rapid growth until reaching the stage of being transferred to

acclimation.

Keywords: antioxidants, growth regulators, orchids in vitro.
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1. INTRODUCCION

Las orquideas son plantas con flores, que por su belleza y diversidad han
fascinado a miles de personas en el mundo desde hace cientos de afios. Se
constituye como una de las familias mas joévenes desde el punto de vista

evolutivo (Barbery y Morales; 2011).

La familia Orchidaceae tiene una amplia diversidad en el reino vegetal,
estimado entre 750 géneros y 25.000 a 30.000 especies en todo el mundo
(Thorpe y Yeung, 2011). Gracias a su capacidad evolutiva, presenta variaciones
en el tamafo, la forma, la textura y el color de la flor, adquiriendo un aspecto
atractivo como planta ornamental, llegando a tener valor potencial econdémico

en el mercado mundial como plantas de ornato (Nagaraju y Mani; 2005).

De acuerdo con Orozco (1996); Estados Unidos, Inglaterra, Francia, Taiwan,
Japon, China, Tailandia, Australia, Hawéi y Singapur han profundizado el
interés por el cultivo y la explotacion de orquideas, con dos objetivos definidos.
El primero es el de la produccion de flor cortada para abastecer el mercado
internacional de floricultura. ElI segundo objetivo es el de producir y
comercializar plantas de diferentes tamafios, para abastecer de plantas

ornamentales el mercado interno de cada pais.

En Bolivia, se estima que la riqueza potencial de orquideas alcanza entre 2.000
y 3.000 especies de las cuales 1.200 han sido identificadas y descritas; ademas
existen 400 especies endémicas. (Vasquez & lbisch; 2004) estiman que las
orquideas ocupan el 10% de toda la flora total, dejando de un lado a todas las

familias de las plantas.

Sin embargo, el periddico Los Tiempos menciona que Panozo 2014; resalta
que el unico levantamiento cientifico de datos sobre las orquideas en Bolivia

acompafiado de descripciones graficas estd en los libros publicados por


https://es.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
https://es.wikipedia.org/wiki/Inglaterra
https://es.wikipedia.org/wiki/Francia
https://es.wikipedia.org/wiki/Taiw%C3%A1n
https://es.wikipedia.org/wiki/Jap%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/China_continental
https://es.wikipedia.org/wiki/Tailandia
https://es.wikipedia.org/wiki/Australia
https://es.wikipedia.org/wiki/Haw%C3%A1i
https://es.wikipedia.org/wiki/Singapur
https://es.wikipedia.org/wiki/Floricultura

Roberto Vasquez con la Fundacibn Amigos de la Naturaleza (FAN) faltando

mayores estudios.

Segun el Director Rubens Barbery del Centro para la Participacion y el
Desarrollo Humano Sostenible (Cepad), un estudio realizado hace cuatro afos
demostré que el festival de las orquideas, durante los tres dias, genera $us
400.000 al municipio de Concepcién, a través del turismo donde el centro de

atraccion son las orquideas. (Periddico El Deber 2018).

La recoleccion excesiva e ilegal de orquideas con fines comerciales, la
destruccion de los arboles hospederos y su habitat natural es una amenaza que
pone en peligro de extincion. (Salazar et al., 2010; Santos et al., 2010).
También la germinacion de las orquideas en estado silvestre presenta
limitaciones, como la poca reserva de nutrientes en las semillas, lo cual es un

factor limitante para su germinacion y supervivencia (Chen y Chen; 2007).

Oncidium baueri al igual que otras especies del género Oncidium, poseen un
alto potencial ornamental en proyectos paisajisticos y también como flor de
corte. (Lorenzi & Souza; 2001).

Se caracterizan por ser una especie epifita, es decir que crecen sobre los
arboles utilizandolos como hospederos; ademas estas plantas absorben agua
que proviene de la lluvia y de la humedad relativa del aire; y nutrientes del
proceso de descomposicion de la materia organica del tronco. (Miller & Warren;
1996. Campos; 1998).

El cultivo in vitro es una importante herramienta para la germinacién de las
semillas de las orquideas, siendo la Unica manera de aprovechar su

propagacion (Arditti y Ernst, 1993).



1.1 Justificacion

En el departamento Pando, en los Ultimos afios ha incrementado
significativamente los focos de calor, causando la quema de todas las especies
gue encuentra a su paso, entre ellas estan las orquideas como Oncidium
baueri, haciendo que en la actualidad algunas estén en peligro de extincion,
sumado a la deforestacién de especies comerciales aumentando el peligro para

sSu existencia.

Para la reproducciéon o multiplicacion de estas especies, desde afios atras se
realizan investigaciones de los medios de cultivo in vitro asimbidticos mas
adecuados para cada especie de orquideas; principalmente de aquellas
especies que son endémicas de un pais o region, estan en peligro de extincion,

tienen un valor alto econémico o que son simbolo de algun pais.

La biotecnologia vegetal a través del cultivo in vitro, hace posible la germinacion
hasta la formacién de plantulas orquideas de una solo capsula, bajo
condiciones asépticas apropiadas; ademas de acortar el tiempo del desarrollo
fenolégico en comparacion con su medio natural, ademas se obtienen plantas

vigorosas y sanas.

Los resultados de la presente investigacion, permitiran adoptar la(s) mejor(es)
alternativa(s) para la reproduccién in vitro de orquidea Oncidium baueri y a
corto plazo, manteniendo asi la diversidad de especies ornamentales en la

region amazoénica.
1.2. Identificacién y Planteamiento del Problema

El problema principal de la especie Oncidium baueri es la dificultad de
germinacion en su medio natural; por tener semillas tan pequefias (polvo), que

ademas carecen de endospermo, conteniendo poca reserva de alimento.



Otro de los problemas que presenta es la destruccion de su habitat con la

deforestacion de los bosques, ocasionado por la quema vy tala.

El trafico de las orquideas es un problema que aporta a la disminucion de la

poblacion de cada especie, impidiendo la propagacion en su medio natural.

En América Latina, existen paises que le dan un valor cultural a varias especies
de esta amplia y exética familia; Costa Rica declaro flor nacional a Guarianthes
kinneriy Venezuela hizo lo mismo con la orquidea Cattleya mossiae; ademas
existen parques nacionales donde el principal atractivo son las orquideas como;
el Parque Nacional Natural Las Orquideas, de 32.000 hectareas
aproximadamente, se localiza en la vertiente occidental de la cordillera

occidental de Colombia.

A nivel nacional el Departamento de Santa Cruz aprecia las especies que se
encuentran en su territorio; no solo con la realizacion del Festival de Orquideas
que cada afio se realiza en Concepcion, también el afio 2010 decreto a la
orquidea endémica Oncidium stacy como patrimonio cultural y natural

declarandola flor simbolo de la ciudad de Santa Cruz de la Sierra.

Se menciona en el Plan Departamental de Desarrollo Forestal de Pando como
una necesidad de investigacion sobre los recursos forestales a nivel de

procesos y reproduccion de tejidos o micro propagacion.

Con el propésito de conservar la especie Oncidium baueri, que es una especie
endémica de América tropical, y encontrarse en nuestro Departamento; ademas
de tener atractivas flores y presentar un valor ornamental; por tales motivos se

propagaran a traves del cultivo in vitro de semillas.

Conociendo los problemas mencionados se plantea la siguiente pregunta de

investigacion:


https://es.wikipedia.org/wiki/Guarianthe_skinneri
https://es.wikipedia.org/wiki/Guarianthe_skinneri
https://es.wikipedia.org/wiki/Cattleya_mossiae

¢Cual es el antioxidante y regulador de crecimiento adecuado para la
propagacion in vitro con plantulas de orquidea Oncidium baueri a partir de

semillas?

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Analizar y comparar los antioxidantes y reguladores de crecimiento mas
adecuados para la propagacion in vitro de la plantula de Oncidium baueri a

partir de semillas.

2.2. Objetivos especificos

» Determinar el regulador de crecimiento con mayor porcentaje de germinacion
de las semillas de Oncidium baueri a través del cultivo in vitro.

» Evaluar el agente antioxidante con menor incidencia de oxidacion en el
establecimiento de la orquidea Oncidium baueri.

» Comparar los tratamientos para establecer los antioxidantes y reguladores de
crecimiento con mejor desarrollo fenoldgico de las plantulas durante la

propagacion in vitro de Oncidium baueri.

3. HIPOTESIS

Ha: Los antioxidantes y reguladores de crecimiento influyen en el desarrollo

para la propagacion in vitro de Oncidium baueri.

Ho: Los antioxidantes y reguladores de crecimiento no influyen en el desarrollo,

para la propagacion in vitro de Oncidium baueri.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1. Generalidades de la orquidea

4.1.1. Historiade las orquideas

El nombre orquideo fue usado por primera vez por Teofrasto, filosofo de la
antigua Grecia que vivié entre el siglo VI y el V a.C. qué escribio el primer
tratado sistematico de botanica farmacologia "De historia plantarum" dénde
habla de algunas plantas que presentaron dos tubérculos redondeados en la
base de las raices. Del parecido con los testiculos de los hombres, Teofrasto
las llamo6 "Orchis" qué en griego significa precisamente "testiculos” de ahi se

origina el nombre” orquideas." (Tiza; 2010 cita a Sequeira; 1980)

Existen escritos chinos de 1.500 afios de antigiiedad donde se hace referencia
al cultivo de las orquideas. En la antigua Grecia se le atribuian propiedades

curativas y afrodisiacas.(Wikipedia.com cita a Freuler; 2008)

Los aztecas utilizaban una orquidea: la vainilla, para enriguecer una bebida
espesa hecha a base de cacao, destinada a los nobles y a los guerreros,
conocida con el nombre de xocoatl. (Wikipedia.com cita a Ecott, s/f; Bernardino

de Sahagun, s/f)

4.1.2. Historia de las orquideas en Bolivia

En el siglo 18 casi todos los paises de Sud América tenian su flora estudiada,
pero Bolivia recién comenz6 un estudio de nuestra flora
en los siglos XIX y XX. En lo que concierne a orquideas se empieza un estudio
cientifico de esta familia y sus colecciones en la tercera parte del siglo XX con
los aportes de Luer, Dodson, Vasquez e Ibish. Antes s6lo contabamos con un
listado de Foster de 1.958 con alrededor de cien especies de orquideas de
Bolivia, de acuerdo con registros de Haenke, Pflansi, d’'Orbigny y otros. A la

fecha contamos con alrededor de 1.500 especies coleccionadas por los
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estudiosos antes citados, de las cuales 1.200 estan identificadas y publicadas

en los dos volumenes en Bolivia, por Vasquez e lbish. (Moreno; 2005)
4.1.3. Origen y distribucion

Los cientificos consideran que las orquideas se originaron aproximadamente
hace 100 a 120 millones de afios. Se cita el Archipiélago de Borneo como el

posible lugar de origen de estas interesantes plantas (Sequeira, 1980).

En cuanto a la distribucion de la familia Orchidaceae se encuentran en todo el
planeta, desde la Siberia hasta la Tierra del Fuego, con excepcién de los polos
y lugares con alturas superiores a los 4.500 metros sobre el nivel del mar.
Muchas son epifitas (crecen sobre otras plantas) y se las ve creciendo en
bosques tropicales humedos o en bosques secos o semi-desérticos del planeta.
Muchas son litofitas, viven adheridas a las rocas de las laderas de montafas y
una buena parte son terrestres, habiéndose adaptado a vivir tanto en los
desiertos como en las sabanas inundadizas, en campos rupestres o en los

valles montafiosos. (Vasquez; 1995)

Especificamente la especie Oncidium baueri se encuentra distribuida desde las
Islas de Sotavento, Puerto Rico, Costa Rica, Colombia, Venezuela, Guyana,
Surinam, Brasil, Ecuador, Perl y Bolivia en las zonas tropicales, bosques
humedos montanos a partir de 1.300 m.s.n.m. (Wikipedia.com).

4.1.4. Importancia ecoldgica de las orquideas

Oncidium baueri es una especie epifita y como todas las plantas, juegan un
papel importante dentro de los ecosistemas y en particular las plantas epifitas
no se quedan atrds, ya que éstas ofrecen una gran diversidad de nichos y
recursos que son aprovechados por los animales, como hormigas, arafas,

pequeiios mamiferos (ratones), anfibios, aves y reptiles, contribuyendo al
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incremento de la biodiversidad del ecosistema en donde se encuentran.
(Saldafia, Juéarez y Villar 2014)

Las orquideas epifitas son el grupo de plantas que han podido colonizar con
mas éxito las copas de los arboles (Hagsater et al., 2005). Sin embargo, éstas
son altamente depredadas por lo que se considera que se les debe brindar una
proteccion especial.

4.1.5. Importancia econdmicade la orquidea

Las importaciones de mayor volumen se dan en los paises europeos y Japon,
entre las especies comerciales mas importantes cultivadas por su tamafio y
belleza estan en Europa y América; Cattleya y Cymbidium; Dendrobium en
Tailandia; Vanda y Phalaenopsis en Filipinas; Aranda en Malasia y Singapur;
Dendrobium y Vanda en Hawai. El cultivo y desarrollo de nuevas tecnologias,
ha generado la produccion de hibridos, los cuales se exportan a gran escala
(Ammirato, 1990).

Cuadro N° 1 Paises exportadores de orquideas

Pais/origen Unidades Valor (US $)
Tailandia 1.359.938 396.000
Holanda 1.093.548 342.000
Singapur 103.439 138.000
Nueva Zelanda 63.991 124.000
Colombia 29.800 2.000
Indonesia 15.000 41.000
Panama 6.580 5.000
Taiwan 1.950 4.000

Total 2.674.246 1.052.000

Fuente: Dpto. de comercio USA (2000)



4.1.6. Endemismo

Endemismo es un término utilizado en biologia para indicar que la distribucion
de un taxdén estd limitada a un ambito geografico reducido y que no se
encuentra de forma natural en ninguna otra parte del mundo. Por ello, cuando
se indica que una especie es endémica de cierta region, significa que solo es

posible encontrarla de forma natural en ese lugar. Wikipedia.com.

El endemismo puede considerarse dentro de un abanico muy amplio de escalas
geogréficas. Asi, un organismo puede ser endémico de una cima montafiosa o
un lago, de una cordillera o un sistema fluvial, de una isla, de un pais o incluso

de un continente. Wikipedia.com.
4.1.7. Epifitas

La palabra epifita (del griego epi sobre y phyton planta), se refiere a las plantas
que crecen sobre otro organismo vegetal, llamado forofito, que utilizan
solamente como soporte; las raices de la epifita se adhieren al forofito pero no
obtienen ningun tipo de nutrimentos de él. Los nutrimentos son provenientes de
fuentes como el polvo y la lluvia; ademas, aprovechan la descomposicién de

hojas, y otros organismos enteros o fragmentarios muertos; (Parra; 2013).

Las orquideas, han desarrollado un tejido especializado que cubre sus raices,
recibe el nombre de “velamen”, siendo este un tipo de epidermis formado por
capas de células muertas, engrosando las paredes celulares; asi, el velamen
protege a las raices de dafios y absorbe el agua en la temporada de lluvias,
mientras que en la temporada seca proporciona una barrera que impide la

perdida de agua por transpiracion. (Parra; 2013)
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4.1.8. Tipos de crecimiento
Las orquideas presentan dos tipos de crecimientos, monopodial y simpodial:

Se llama monopodiales a las orquideas que crecen a partir de un sélo punto y
se van desarrollando cada afo, afadiendo hojas y creciendo un tallo en
proporcion. No tienen pseudobulbos ni rizoma y sus raices normalmente son
aéreas (frecuentemente colgantes), por esta razon las especies adaptadas a
periodos de sequia, tienen hojas abultadas que les sirven como reserva.
(Menchaca; 2011)

Las orquideas que crecen en forma simpodial, lo hacen hacia los lados, en los
que uno de los brotes terminales muere y continla el crecimiento con la
aparicion de nuevos brotes. Estas siempre tienen pseudobulbos. (Menchaca;
2011)

4.1.9. Morfologia floral de las orquideas

Las flores en general son hermafroditas (raramente unisexuales), en general
cigomorfas (de simetria bilateral), usualmente resupinadas, es decir, las partes
florales giran 180° durante el desarrollo. Las flores estan formadas por tres
elementos externos llamados sépalos, dos laterales y uno dorsal, y tres
elementos internos llamados pétalos, el inferior modificado en un labio o
"labelo” de tamafio mayor y color mas intenso que los demas. A veces son
interpretados como 6 pétalos en dos verticilos en lugar de 3 sépalos y 3 pétalos
(Simpson; 2005).
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4.2. Descripcion de Oncidium baueri

4.2.1. Clasificacion taxonOmica
Su clasificacion es la siguiente:
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliodsida
Subclase: Liliidae
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Epidendroideae
Tribu: Cymbidieae
Subtribu: Oncidiinae
Género: Oncidium
Seccion: Oblongata
Especie: Oncidium baueri

Segun John Lindley (1833).
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4.2.2. Caracteristicas botanicas

Oncidium baueri es una especie de orquideas epifitas; nativa de América

tropical.

Su nombre se debe del griego onkidion que significa pequefio abultamiento, en
referencia al callo que presenta en el labelo (flor), y baueri: epiteto otorgado en

honor de Ferdinand Bauer (Botanico y pintor austriaco de los afios 1.800).

Aunque vulgarmente se conoce mejor como "Lluvia de Oro", en alusion a su

forma esplendorosa en florecer, de amarillo brillante.

Es una especie herbacea de un gran tamafno, que prefiere el clima caliente, con

un tipo de crecimiento simpodial.

Tiene pseudobulbos envueltos por varias vainas con 2 a 3 hojas apicales,

lineales, acuminadas.

Produce una inflorescencia colgante, de 1,4 a 2,5 metros de largo, con 7 a 20
flores, tiene muchas paniculas ramificadas con bracteas lanceoladas,
acuminadas, papirdceas con 7 flores en cada rama que florecen en la

primavera. Wikipedia.com.
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Foto 3. Frutos de orquidea Foto 4. Semillas de Onciduim baueri
4.2.3. Biologiade lapolinizacién

La belleza de las orquideas también se refleja en su reproduccion considerada
compleja y cruzada. Moreno explica que la misma es realizada por las abejas,
avispas, moscas y el viento. Para ello algunas orquideas incluso tienen la forma

de una abeja a fin de atraer a sus polinizadores. (Los Tiempos.com.2014)
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Las estructuras claves para la polinizacion son aquellas compuestas: el labelo y
la columna. El labelo actia como plataforma de aterrizaje, para que el
polinizador tenga el tiempo necesario para que el polen se pegue a su cuerpo.
La columna en su parte superior, recibe el polen adosado al insecto,
proveniente de otra flor. El polen no se encuentra libre, sino agrupado en dos
polinios, los cuales poseen una sustancia viscosa que se adhiere al insecto
permitiendo el trasporte en el cuerpo del insecto o en su proboscide. (Moreira;
20009).

4.2.4. Biologia de lagerminacion de semillas

Las semillas de orquideas, son minudsculas, conocidas usualmente
como semillas de polvo y ademas contienen pocas reservas de alimento. En su
medio natural germinan en simbiosis con un hongo micorriza, éste les
proporciona durante su evolucién, los azlcares y nutrientes que necesitan hasta
que sean adultas, tiempo que ya fabricaran su propio alimento, a su vez le
facilitan al hongo la fotosintesis que no puede llevar a cabo por si mismo, por lo
que esta unién les beneficia a ambos. La semilla germinada produce a su
alrededor una masa sin forma de células llamada protocormo. (ljardineros.com
2010).

Dependiendo de la especie y manteniendo las condiciones normales, el
protocormo avanzara en su crecimiento por varias semanas, pueden ser meses
o0 incluso afios, hasta que alcance la edad apropiada para producir raices y

hojas.

En el caso delos protocormos de las orquideas epifitas son generalmente

verdes, posibilitdndolos a producir parte de su alimento. (ljardineros.com 2010).
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4.3. Cultivo in vitro

Segretin (2006), menciona que el cultivo in vitro (término que literalmente
significa en vidrio), incluye diferentes técnicas; consiste en tomar una porcién de
una planta (a la que se denominara explanto, como por ej. el apice, una hoja o
segmento de ella, segmento de tallo, meristema, embrién, nudo, semilla, etc.) y
colocarla en un medio nutritivo estéril (usualmente gelificado, semisélido) donde

se regeneraran una o muchas plantas.
4.4. Micropropagacion in vitro

La micropropagacion o propagacion clonal, es una de las aplicaciones mas
generalizadas del cultivo in vitro, a partir de un fragmento (explante) de una
planta madre, se obtiene una descendencia uniforme, con plantas

genéticamente idénticas, denominadas clones. (Tiza; 2010)

Lara; 2001 aporta que la propagacion in vitro comprende cuatro etapas

importantes en la produccion:
* Etapa I: siembra de embriones (semillas).

» Etapa lI: traspaso a la multiplicacion. Cada mes se hace un traspaso a un
frasco con medio de cultivo fresco para su crecimiento y se conocen como

subcultivos. En orquideas es de 6 a 8 dependiendo de la especie.

* Etapa lll: Enraizamiento.

 Etapa IV: Aclimatacion que consiste en el traspaso al invernadero.

4.5, Propagacion in vitro por semilla de la orquidea

Tanto en forma convencional como in vitro, las orquideas se pueden multiplicar

en forma sexual, asi como asexual o vegetativamente. En la propagacion
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vegetativa se obtiene una descendencia igual a la planta madre. Al utilizar
semillas de plantas cultivadas, la descendencia serd heterogénea y rara vez

igual al material inicial. (Pierik; 1990).

4.5.1. Semillas de capsula cerrada de orquidea

Para Valmayor y Sagawa, (1967), citado por Pierik, (1990), las semillas de
orquideas pueden germinar facilmente in vitro cuando se cosecha la cdpsula

cerrada, aunque no esté madura, teniendo las siguientes ventajas:

* La esterilizacion es mas facil en una capsula cerrada y con menor riesgo que

se darie.

» El aborto embrionario es menor.

* Las semillas inmaduras se pueden sembrar 2 6 3 meses antes de que las

capsulas maduren.
45.2. Germinacion asimbidtica in vitro de la semilla

La germinacién asimbidtica es usualmente usada en la propagacién de
orquideas tropicales. Utilizando los medios de cultivo in vitro, que sustituyen los
nutrientes organicos e inorganicos y los azlcares deben estar disponibles para
la orquidea en una forma apropiada puesto que ya no existe la intermediacion

del hongo argumenta (McKendrick; 2000).

Segun (Pierik; 1990) las razones para propagar orquideas in vitro son:

v’ La germinacién in vitro de las semillas de orquideas tiene mas
probabilidades de éxito por ser muy pequefias y por sus escasas
reservas alimenticias.

v' La germinacién y el desarrollo de los protocormos y eventualmente de

las plantulas in vitro se desarrollan rapidamente.
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v' En la naturaleza, la semilla para poder germinar depende de una relacion
simbidtica con un hongo. Sin embargo, in vitro es posible sustituir la
accion del hongo por un medio nutritivo (asimbidtico).

v' Con un medio nutritivo se puede conseguir un 100% de germinacion in
vitro, lo cual no sucede en la naturaleza

v' La siembra de embriones inmaduros es posible mediante la propagacion
in vitro, acortandose el ciclo de mejora.

v' En el laboratorio se obtiene un ambiente controlado y sin competencia
por hongos y bacterias.

4.6. Reguladores de Crecimiento Vegetal

Los reguladores de crecimiento vegetal, son un grupo de sustancias quimicas
que inhiben, estimulan o retardan el desarrollo y crecimiento de las plantas. La
literatura maneja términos como hormonas vegetales, fitohormonas,
fitorreguladores y biorreguladores; este ultimo término no es muy usado entre
los investigadores. Algunos autores clasifican como reguladores de crecimiento
a todas aquellas sustancias de sintesis artificial, mientras que la clasificacion de
hormonas vegetales o fitohormonas se da a los compuestos de sintesis
endogena (Pessarakli, 2001; Segura, 2003 citado por Neyoy 2012).

Arditti y Ernst (1993), manifiestan que la mayoria de los tejidos de orquideas

requieren auxinas y citoquininas para su crecimiento.
4.6.1. Auxinas

El principal efecto de las auxinas es la elongacién de las células, debido
principalmente a que la pared celular se hace mas plastica. Son sintetizadas en
los 4pices meristematicos y en menor cantidad en las raices. La auxina principal
sintetizada de forma natural por las plantas es el acido indol acético (AlA),
aungue se han encontrado otras como el &cido fenilacético, los cloroindoles y
mas recientemente, el acido indolbutirico (AIB). El movimiento de estas
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fitohormonas por la planta es desde los apices hasta las raices (translocacion
basipétala) y viceversa (acropétala). Sin embargo, el movimiento basipétalo es

mucho mas rapido que el acropétalo. (CANNA Research).
4.6.2. Citoquininas

Las citoquininas estimulan la division y diferenciacion celular que afecta a una
amplia gama de procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, entre lo
que cabe citar la iniciacion del desarrollo del cloroplasto, fotosintesis, la
expansion de los cotiledones, asi como la induccion de la formacion de brotes
en cultivo vegetales (Condemarin et al 2007 cita a Salisbury & Ross 2000,
AsconBieto & Talon 2001, Martinez; 2002).

Las citoquininas se dividen en naturales: como la zeatina N6 (N6-4 Hidroxi, 3
metil, 2 buteril) y las sintéticas como la quinetina (KIN), y la mas utilizada N6
Benzylaminopurina (BAP), también N6 Benciladenina (BA).

4.6.3. Extractos organicos

El empleo de sustancias organicas es de gran importancia para favorecer
procesos germinativos o para el desarrollo y aclimatizacion de orquideas debido
a que estimula el crecimiento y la formacion de raices y pseudobulbos. Ademas,
posee la ventaja de su bajo costo comparado con el de reguladores de
crecimiento como las auxinas y citoquininas. (Pérez et al 2016 cita a Minea et
al., 2004; Moreno et al 2007; Flores et al., 2008; Salazar et al, 2012).

4.6.3.1. Agua de coco

El agua de coco, contiene altas concentraciones de azucares, aminoacidos,
antioxidantes, minerales, acidos organicos y agentes promotores del
crecimiento vegetal (Arditti; 1993); ademas de ser rica en magnesio y fosfato

contiene alrededor de 2,5% de azucar. Las hormonas que tiene el agua de coco
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son auxinas, giberelinas, 1, 3 diferilurea, zeatina, glucosido de zeatina, ribosido

de zeatina (Roca y Mroginski; 1991).
4.6.3.2. Manzana

La manzana es una de las frutas mas completas y enriquecedoras. Un 85% de
Su composicidn es agua, por lo que resulta muy refrescante e hidratante. Los
azucares, la mayor parte fructosa (azucar de la fruta) y en menor proporcion,
glucosa y sacarosa de rapida asimilacion en el organismo, son los nutrientes
mas abundantes después del agua. Es fuente discreta de vitamina E o tocoferol
y aporta una escasa cantidad de vitamina C. Es rica en fibra, en cuanto al
contenido mineral sobresale el potasio. La vitamina E posee accion

antioxidante. (Flores et al 2014)
4.6.3.3. Pifia

También (Kitsaki et al., 2004;) coinciden en que el agua de coco y el jugo de

pifia, son ricos en energia, vitaminas, aminoacidos y fitohormonas.

Salazar y Cancino (2012), indican que el mejor porcentaje de germinacion se
desarroll6 en el medio de cultivo suplementado con jugo de pifia para las
especies de Prosthe cheavespa y Sobralia klotzscheana.

4.6.3.4. Platano

Blasco y Gémez (2014) aportan que la pulpa de platano contiene diversas
propiedades, es una excelente fuente de potasio. El potasio se puede encontrar
en una variedad de frutas, verduras o incluso carnes, sin embargo, un solo
platano puede proporcionar hasta el 23% de potasio que se necesita al dia. El
platano es rico en vitaminas A, B6 , C y D. Ya que uno solo de estos frutos

contiene el 41% del requerimiento necesario de vitamina B6 al dia.
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4.6.3.5. Tomate

Los tomates tienen un gran contenido de agua (95%). El otro 5% consiste

principalmente de carbohidratos y fibra. (Ferreiro; 2018).
4.7. Antioxidantes

(Pedroza et al 2010) menciona que la oxidacion fendlica es un factor importante
gue puede ocasionar serios problemas en el establecimiento y la supervivencia
de los explantes de la mayoria de las especies. Cuando los tejidos son dafiados
se liberan compuestos fendélicos que se manifiestan con un ennegrecimiento del
medio de cultivo alrededor del explante, que se puede extender a todo el medio,

provocar dafios al crecimiento y hasta su muerte.

Una de las practicas mas comunes para contrarrestar el efecto de la oxidacion
fendlica es agregar antioxidantes al medio de cultivo, los que son inhibidores de
la polifenoloxidasa o adsorbentes. Entre los mas empleados se pueden citar los

acidos ascorbico, citrico y mélico y carbon activado (Pedroza y Mican, 2006).
4.7.1. Carbo6n activo

Arditti y Ernst (1993), plantearon que entre las posibles explicaciones al efecto
positivo que ejerce el carbén activado en el cultivo de tejidos de orquideas se
encuentra el aumento de la aireacién del medio de cultivo. Una segunda razon
es que absorbe el etileno, el cual puede inhibir el crecimiento y la diferenciacion,
y basado en el estudio de las caracteristicas de absorciéon y cambios que se
producen en el medio de cultivo durante el autoclavado. El carbon activo
también puede absorber las hormonas vegetales y las vitaminas lo que explica

por qué en ocasiones puede ser inhibidor del crecimiento.
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4.7.2. Acido citrico

El &cido citrico es un antioxidante muy utilizado en el cultivo in vitro para evitar
la oxidacion de tejidos, son solubles en agua que ayudan a la reduccion de

fenoles en el medio de cultivo Thorpe et al. (1991).

Las concentraciones optimas del acido citrico oscilan de (50 a 100 mg. /l).
(Dublin s/ f, citado por Roca & Mrogniski, 1991).

5. MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1. Ubicacion geografica

El trabajo de investigacion se realizé en el Departamento de Pando; Municipio
Cobija; Cantén Santa Cruz; en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
perteneciente al Area de Ciencias Biol6gicas y Naturales de la Universidad

Amazodnica de Pando.

Foto 5. Ubicacion geografica del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

Ubicada a 11° 01" 59,20""de Latitud Sury 62° 45" 31,13 de Longitud Oeste.
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5.2. Materiales

5.2.1. Material vegetal

El material vegetal que se utilizd, fueron capsulas verdes de Oncidium baueri
(frutos falsos de las orquideas); que contienen millones de semillas, aunque una
pequefia parte no son viables para la germinacion, las mismas que fueron
adquirida del vecino pais Epitaciolandia - Acre-Brasil.

Foto 6. C4psula en la planta Foto 7. Cépsula (fruto) abierta

Foto 8. Semillas con vista microscopica.
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5.3. Materiales y equipos

Cuadro N°2 Materiales, equipos e insumos utilizados en la presente

investigacion.

Materiales e Insumos de
Equipos e Materiales de
Desinfeccion y
Instrumentos de Campo y de
Reguladores de
Laboratorio Gabinete o o
Crecimiento Organicos
v EQUIPOS e MATERIAL DE e MATERIALES DE
e Agitador magnético. CAMPO DESINFECCION
e Autoclave. e Frasco e Agua comun
e Balanza analitica. esterilizado e Agua de botelldn
e Balanza de precision e Lupa e Agua destilada
e Camara de flujo de o Tijera esterilizada
aire horizontal e Cuchillo pequeiio e Alcohol etilico al 70% y
e Estereoscopio e Licuadora 96%
¢ Microondas e Bisturi
¢ Microscopio e Detergente Ola
e pH metro. e Escobilla pequefia
e Hipoclorito de sodio al
2%, 5% y 10%.
e Mechero de alcohol
e Papel de aluminio
v INSTRUMENTOS v' MATERIAL DE v" REGULADORES DE
e Cajaspetri GABINETE CRECIMIENTO
e Frascos vidrio de e Camara ORGANICOS
250ml y 500ml para fotogréafica e Coco
almacenar e Computadora e Manzana
soluciones e Cuadernillo e Pifia
e Frascos ambar com e Impresora e Platano
rosca de 500ml y ¢ Internet e Tomate
1000ml e Lapicero
e Jeringas e Lapiz

23




dosificadoras e Regla

e Magentas e USB

e Pinzas

e Probetas de 10, 50,
100, 200,500 y
1000ml.

e Tubos de ensayo

e Vasos precipitados
de 25, 50, 100, 500 y
1000ml.

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro N° 3 Macronutrientes y micronutrientes usados en la preparacion stock

general. Darias (1993)

Cantidad
Soluciones stock Medio de cultivo (ml)
(mg/g/L)

a. Macronutrientes 10 x (g/l)

KNO3 nitrato de potasio 190¢g
NH4NO3 nitrato de amonio 1659
100 mi
CACI2. 2H20 cloruro de calcio 449
MgSO0a. 7H20 sulfato de manganeso 3749

b. Micronutrientes 100 x (g/l)
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H3BO3 acido borico 0.62g

MnSOa4. H20 sulfato de manganeso 1.69¢g 10 ml

ZnS0a. 7H20 sulfato de zinc 0.86¢g

c. Vitaminas 1000 x (mg/100ml)

Tiamina — HCL 0.01 mg
10 ml

Myo- inositol 1g

Fuente: Rodolfo Darias Rodriguez

5.4. Procedimiento experimental

5.4.1. Recoleccién del material vegetal

Se recolectaron 6 capsulas verdes de una planta de orquidea Oncidium baueri,

en el orquidario de la sefiora Dovildes Maffi.

Foto 9. Recoleccion de las capsulas verdes
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5.4.2. Desinfeccién de las capsulas

Las capsulas fueron llevadas al laboratorio y se procedié a su lavado, en una
mezcla esponjosa de detergente y dos gotas de ola en agua; luego con ayuda

de un cepillo se lavo el exterior de la capsula cuidando de no maltratarla.

Después de enjuagarlas con agua de botellon estéril, se coloco todas las
capsulas en hipoclorito de sodio al 1% (NaCIlO) por 10 minutos, posteriormente
se enjuago 4 veces con agua de botellon estéril.

En la camara de flujo laminar se pusieron todas las capsulas en una solucién de
hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos (NaClO), luego se enjuagaron 3

veces con agua destilada estéril para luego sembrarlas al medio de cultivo.

Foto 10. Desinfeccion de las capsulas con hipoclorito de sodio y agua.

5.4.3. Preparaciéon de medios de cultivo

Como soluciones stock general o solucion madre se prepard la solucion del
medio nutritivo desarrollado de Murashige y Skoog (1962) que se describe en la
tabla N° 3 y 4; utilizado con éxito en casi todas las especies de orquideas
Hurtado y Merino (1987).
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Foto 11. Peso de soluciones

Foto 12. Medicion del pH

Cuadro N°4. Medios de cultivo para los tratamientos

En el siguiente cuadro se describird cada medio de cultivo utilizados como

tratamientos:

Medio de cultivo

Descripcion

M1

M2

Murashige y Skoog; adicionado con
30g/L de sacarosa; 2g/L de phytagel,
2ml/L de L-cisteyna; 80g/L de platano,
manzana y tomate; 200ml/L de agua

de coco; y 2g/L de carbodn activo.

| Murashige y Skoog; adicionado con

30g/L de sacarosa; 2g/L de phytagel,
2ml/L de L-cisteyna; 200ml/L de jugo
de pifia; 200ml/L de agua de coco; y

2g/L de carbodn activo.
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M3

M4

M5

M6

Murashige y Skoog; adicionado con
30g/L de sacarosa; 2g/L de phytagel,
2ml/L de L-cisteyna; 10ml/L de AlA;
2ml/L de BAP; y 2g/L de carbdn

activo.

Murashige y Skoog; adicionado con
30g/L de sacarosa; 2g/L de phytagel,
2ml/L de L-cisteyna; 80g/L de platano,
manzana y tomate; 200ml/L de agua

|| de coco; y 70mg/L de &cido citrico.

Murashige y Skoog; adicionado con
30g/L de sacarosa; 2g/L de phytagel,
2ml/L de L-cisteyna; 200ml/L de jugo
de pifia; 200ml/L de agua de coco; y

70mg/L de acido citrico.

Murashige y Skoog; adicionado con
30g/L de sacarosa; 2g/L de phytagel;

2ml/L de L-cisteyna; 10ml/L de AlA;

2mli/L de BAP; y 70mg/L de
acidocitrico.

Fuente: Elaboracion propia
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5.4.4. Siembra del material vegetal del cultivo in vitro

La introduccién del material vegetal se realiz6 en condiciones asépticas, en la
camara de flujo laminar horizontal, con el uso de alcohol al 70 y 96% para la

esterilizacion de los instrumentos con los que se hizo la siembra.

Con la ayuda de una pinza se extrajo una porcion de semillas para sembrarlas
en cajas petri; que contienen los medios de cultivo, luego de sellar con film;
inmediatamente se trasladé al area de crecimiento. Se procedio a la incubacion
a 25 °C con una humedad relativa de 90% y un fotoperiodo de 16 horas luz.

Foto 13 Siembra in vitro de la orquidea Oncidium baueri

5.4.5. Cambio de medios (Sub cultivos)

Los cambios de medios de cultivo se realizaron al observar que los protocormos
tenian un tamafo considerable y el espacio se fue reduciendo en la caja petri o

frasco.
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Foto 14.

5.5. Métodos empleados en la recoleccion de datos

Se realiz6 la evaluacion haciendo uso de los siguientes pardmetros en las siete

variables:
a. Germinacioén

En la variable de germinacion se realizé la evaluacion cada semana durante un
mes y medio, observando el brote del embrién rompiendo la testa de las

semillas sembradas en las cajas petri; de acuerdo a los valores de:
1 = plantas germinadas
2 = plantas no germinadas

Segun la escala de Mamani, (1993).
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Foto 15. Semillas germinadas
b. Contaminacion

La variable de contaminacion se evalug, con un seguimiento semanal durante
un mes observando el porcentaje de la contaminacion (presencia de bacterias u
hongos presentes en el medio de cultivo o en la semilla de orquidea) de acuerdo

a la escala de Mamani, (1993).
1 = plantas contaminadas

2 = plantas no contaminadas

Foto 16 presencia de bacterias Foto 17 presencia de hongos
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Foto 18. Sin presencia de agentes contaminantes
C. Oxidacion

Se realizé seguimiento a los tratamientos observando si las plantas presentaron
oxidacion (adquiriendo color marrén), de acuerdo a la escala de Mamani,
(1993).

1 = plantas sin oxidacion

2 = plantas con oxidacion

Foto 19.
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d. Estadios de crecimiento

Para la variable de estadios de crecimiento se registraron los datos cada
semana, durante 9 meses, el tiempo en que la semilla viable de orquidea se

desarrollo hasta la formacion de la plantula.

Foto 20. Tratamientos y repeticiones en la ultima semana de evaluacion
e. Altura de plantulas

En la variable altura de plantulas se realizé la medicion al final del desarrollo de
los explantes (formaciéon de plantulas) de orquidea Oncidium baueri en
condiciones in vitro, se extrajeron 10 plantulas al azar en las doce repeticiones
por los seis tratamiento, con ayuda de una regla metalica y se midié desde las

hoja hasta la raiz.

Foto 21. Medicion de altura de plantula
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f. Numero de hojas

Finalizando la etapa 8 del desarrollo, se sacaron al azar 10 plantulas de cada
tratamiento en las doce repeticiones; para conocer el nimero de hojas se

procedi6 al conteo de todas las hojas por plantula.

Foto 22. Conteo de numeros de hojas
g. Numero de raices

El nUmero de raiz se conocié al extraer 10 individuos al azar y se contaron
todas las raices que presentaban cada plantula de cada repeticién en los 6

tratamientos.

Foto 23 Conteo de numero de raices
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5.6. Disefio experimental

El disefio experimental utilizado en la presente investigacion fue distribucién

completamente al azar bifactorial.

Cuadro N° 5 Factores y tratamientos.

Factor (a) Factor (b)

Antioxidantes Reguladores de crecimiento

B 1= coco, platano, manzana y tomate.

B 2= coco y pifia
A 1= Carbon activo
B 3= AIA y BAP (Acido indolacético)

B 1= coco, platano, manzana y tomate.

B 2= coco y pifia
A 2= Acido citrico
B 3= AIAy BAP

El nimero de repeticiones fueron doce; por lo tanto, el nimero de las unidades

experimentales son 2 x 3 x 12 =72

El nUmero de tratamientos fueron seis:

Al B1 A2 B1
Al B2 A2 B2
Al B3 A2 B3
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5.6.1. Modelo estadistico

Los datos de cada una de las variables de respuesta fueron sometidos al disefio

experimental y se analizaron segun el siguiente modelo estadistico:
Y= u+ Bi + Aj + Rk + AjRk + ¢
Donde:

Y= Valor de una variable de respuesta observado en una unidad experimental
M= media general
Bj = Efecto del j-ésimo blogue o repeticién
Aj = Efecto del j-ésimo tipo de antioxidante
Rk = Efecto del k-ésimo regulador de crecimiento

AjRk = Efecto de la interaccion entre el tipo de antioxidante y regulador
de crecimiento

&jx= Error experimental

5.6.2. Analisis y evaluacién de datos

Para el analisis y evaluacion de los resultados, los datos obtenidos fueron
transcritos en una hoja electronica del Microsoft Excel, posteriormente se
importaron a una base de datos del paquete estadistico Asistat version 7.7; se
sometieron al analisis de varianza considerando un 5% de probabilidad de error
o significancia. En caso de observarse diferencias significativas entre los
tratamientos, sub-tratamientos o interaccion, los promedios de los tratamientos
fueron sometidos a la prueba mudultiple de Duncan, considerando la misma

probabilidad de error.
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6. RESULTADOS

6.1. Germinacion de semillas de la orquidea Oncidium baueri

Cuadro N° 6: Andlisis de varianza para la germinacion de la orquidea Onciduim

baueri mediante cultivo in vitro.

FV GL CM F
Antioxidantes 1 0.11111 0.53 ns
Reguladores 2 1.02778 487 *
Interaccion 2 0.02778 0.13 ns
Error 30 0.21111
CV.% 28.52

C.V.= Coeficiente de Variacion **=Significativo al 95%  ns= No Significativo

Fuente: Elaboracion propia

El analisis de varianza para la germinaciéon por efecto de los tratamientos
(Cuadro N° 6) muestra que no existe diferencia significativa para la interaccion
entre antioxidante y regulador de crecimiento; sin embargo, existe diferencia
significativa entre reguladores de crecimiento (p <0.05). El coeficiente de
variacion (C. V.) fue de 28.52%, esto demuestra que el disefio experimental es

optimo.
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Gréfico N° 1. Germinacion in vitro de la semilla de orquidea Oncidium baueri
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Observamos que los reguladores de crecimiento convencionales (AlA) Acido
Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina: son Optimos porque tuvieron mayor
germinacion de la orquidea Oncidium baueri en la fase de establecimiento
estadisticamente superiores con (100% y 83% de germinacion); ademas el T1y
T4 que tienen como reguladores de crecimiento coco, platano, manzana y
tomate, obtuvieron (67% y 50%) respectivamente. A comparaciéon de los T2 y
T5 compuestos de coco y pifia con un 33% de germinacidon en ambos casos;

siendo los que menos germinaron.
6.2. Contaminacién de la orquidea Oncidium baueri

El grafico N° 2 permite observar que la mayor contaminacion tuvo lugar en
presencia del antioxidante Acido citrico y el regulador de crecimiento compuesto
por coco y pifia (67%), seguido por el antioxidante Carbén activado y el
regulador de crecimiento compuesto también por coco y pifia (50%), ademas
gue, en los dos antioxidantes, con el regulador de crecimiento compuesto por
coco, platano, manzana y tomate se observé una tercera parte de

contaminacion con (33%) en ambos; mientras que la menor contaminacion tuvo
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lugar en el antioxidante Carbon activado y el regulador de crecimiento AlA
Acido Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina, en que se redujo al (0%),
seguido del antioxidante &cido citrico combinado con el mismo regulador de
crecimiento (17%).

Gréfico N°2. Porcentaje de la contaminacion
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6.3. Oxidacioén de la orquidea Oncidium baueri

Cuadro N° 7. Andlisis de varianza para la variable oxidacion en la orquidea

Oncidium baueri

FV GL CM F
Antioxidantes 1 0.25000 1.67 ns
Reguladores 2 2.11111 14.07 **
Interaccion 2 0.00000 0.00 **
Error 30 0.15000

C.V.% 25.35

C.V.= Coeficiente de Variacion **=Significativo al 95% ns= No Significativo

Fuente: Elaboracion propia
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El andlisis de varianza para la variable de oxidacién por efecto de los factores
(Cuadro N° 7) muestran que existieron diferencia significativa en el factor 2 (p
<0.05) asi también entre los seis tratamientos. El coeficiente de variacion (C. V.)

fue de 25.35 que indica una moderada variacién de los datos.
Grafico N° 3. Oxidacion de la orquidea Oncidium baueri
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Observando el Grafico N° 3 segun el analisis de varianza por factorizacion
destacamos que los reguladores de crecimiento con menos oxidacion fue el
compuestos (AIA) Acido Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina con (0% y
17%); sin embargo R1 y R4 formados por coco, platano, manzana y tomate
tuvieron resultados intermedios con (67% y 5%) a comparacion del R2 y R5
integrados de coco y pifia los cuales oxidaron mas con (100% y 83%), en
ambos casos respectivamente. Podemos notar que los reguladores de
crecimiento inciden en los antioxidantes utilizados no habiendo tanto en el
carbon activo como en el &cido citrico mucha diferencia en oxidacion para la

orquidea Oncidium baueri.
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6.4. Estadios de crecimiento de la orquidea Oncidium baueri

En el cuadro siguiente, se observa los estadios de crecimiento, en funcién de

los antioxidantes y reguladores de crecimiento.

Cuadro N° 8. Andlisis de los tratamientos de Estadios de crecimiento en las

ultimas nueve semanas.

Tratamientos

Fechas de observacion

23-3 064 20-4 044 185 01-06 156 296 13-7
CA CoToMaPI 6,8 7,0 7,1 7,2 7,8 8,0
CA CoPi 6,0 6,0 6,3 6,4 6.4 6,4 6,4 6,7 6,7
CA BAP 7,0 7,5 8,0
AC CoToMaPI 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,1 6,1 6,2 7,0
AC CoPi 6,0 6,0 6,0 6,2 6,3 6,2 6,2 6,7 7,3
AC BAP 6,9 7,0 7,2 7,2 7,2 8,0

Fuente: Elaboracion propia

Los estadios de crecimiento fueron evaluados en una escala de 1-8, en el que

el 8 representa el maximo estado de desarrollo y en los tratamientos que

alcanzaron esta fase las plantulas fueron llevadas para la siguiente fase

(aclimatacion) en cascara de castafa.

Para representarlo en gréfico los resultados fueron expresados en porcentajes,

como se observa a continuacion.
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Gréfico N°4. Estadio de crecimiento de la orquidea Oncidium baueri en los

ultimos dos meses
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Fechas de medicion

En la variable Estadio de crecimiento se observa en el grafico N°4 que el
antioxidante carbén activo y los reguladores de crecimiento (AIA) Acido
Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina, obtuvo el (100%) de desarrollo; es
decir la etapa 8 (plantula apta para la aclimatacion) en 6 meses y medio,
alcanzando el menor tiempo a comparacién de los otros; los tratamientos
formados por el antioxidante carbén activo y reguladores de crecimiento coco,
platano, manzana y tomate; y acido citrico como antioxidante con reguladores
de crecimiento (AIA) Acido Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina, también
obtuvieron resultados relevantes con (100%) de desarrollo en un tiempo de 7
meses; mientras que los tratamientos compuesto del antioxidante acido citrico
con reguladores de crecimiento coco y pifia obtuvieron (92%), el tratamiento
formado por acido citrico y reguladores de crecimiento coco, platano, manzana
y tomate con (88%); y el tratamiento contenido de carbon activo y reguladores
de crecimiento coco y pifia con (83%) no llegaron a alcanzar el 100% en 9
meses, siendo los tres dltimos tratamientos con menos desarrollo fenolégico

ademas de tardios.
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6.5. Altura de plantula de la orquidea Oncidium baueri

Cuadro N° 9. Andlisis de varianza para altura de plantula de la orquidea

Oncidium baueri en cultivo in vitro.

FV GL CM F

Antioxidantes 1 32.95367 36.30 **
Reguladores 2 80.34214 88.49 **
Interaccion 2 12.63058 13.91 **
Error 66 0.90789

C.V.% 40.49

C.V.= Coeficiente de Variacion  **=Significativo al 95%  ns= No Significativo

Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo al analisis de varianza de la variable altura de plantula, indica en el
Cuadro N° 9 que existe diferencia significativa (p <0.05), entre factores y entre

tratamientos. El coeficiente de variacion (C.V.) fue 40.49%.
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Gréfico N° 5. Altura de plantula de la orquidea Oncidium baueri.
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El Grafico N° 4 nos muestra que cuando realizamos la interaccion de altura de
plantula, entre reguladores de crecimiento y el antioxidante carbdén activo
observamos que el regulador de crecimiento (AlA) Acido Indolacetico y (BAP)
Benzilaminopurina obtuvo mayor crecimiento con (4.85); mientras que el
regulador de crecimiento 1 compuesto de coco, platano, manzana y tomate
obtuvo (3.22); y el regulador de crecimiento formado por coco y pifia,
estadisticamente inferior con (1.03). Al interactuar los reguladores de
crecimiento y el antioxidante acido citrico, se pudo evidenciar que el regulador
de crecimiento coco manzana platano y coco fue estadisticamente superior
(3.98) a diferencia del regulador de crecimiento 1 y 2; que obtuvieron menor

altura de plantula con (0.23 y 0.82) respectivamente.
6.6. Numero de hojas de la orquidea Oncidium baueri

Cuadro N° 10. Andlisis de varianza para niamero de hojas de la orquidea

Oncidium baueri.
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FV GL CM F

Antioxidantes 1 37.55556 10.87 **
Reguladores 2 64.76389 18.75 **
Interaccion 2 34.01389 9.85 **
Error 66 3.45455

C.V.% 51.47

C.V.= Coeficiente de Variacion **=Significativo al 95%  ns= No Significativo

Observando la Cuadro N° 10 el analisis de varianza de la variable numero de
hojas, indica que si existe diferencia significativa (p <0.05), entre factores, como
también entre los seis tratamientos; teniendo como coeficiente de variacion
(C.V.) 51.47%.

Grafico N° 6. Numero de hojas de la orquidea Oncidium baueri.
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El Grafico N° 6 nos indica que al realizar la interaccion de la variable nimero de

hojas con el antioxidante carbdén activo, los reguladores de crecimiento: 1 que
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constan de coco, platano, manzana y tomate, y 3 conformado de (AIA) Acido
Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina fueron los que obtuvieron mayor
namero de hojas con una media de (5.42 y 5.58) respectivamente; obteniendo
el regulador de crecimiento 2 coco y pifia un valor de (2.25). En el caso de la
interaccion del antioxidante acido citrico se observa que los reguladores de
crecimiento 1 y 2 fueron estadisticamente inferiores con (1.25 y 2.25), por otra

parte, el regulador de crecimiento 3 presento una media alta de (5.17).
6.7. NUumero de raiz de la orquidea Oncidium baueri

Cuadro N°11. Andlisis de varianza para numero de raiz de la orquidea

Oncidium baueri.

FV GL CM F

Antioxidantes 1 29.38889 34.22 **
Reguladores 2 27.87500 32.47 **
Interaccion 2 12.09722 14.90 **
Error 66 0.85859

CV.% 20.54

C.V.= Coeficiente de Variacion = **=Significativo al 95%  ns= No Significativo
Fuente: Elaboracion propia

El analisis de varianza de la variable nimero de raiz (Cuadro N°11) nos indica
que si existe diferencia significativa (p <0.05), entre ambos factores asi también

entre tratamientos; teniendo como coeficiente de variacion 50.54%.
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Gréfico N° 7. Numero de raiz de la orquidea Oncidium baueri
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Cuando realizamos la interaccibn de numero de raiz entre el antioxidante
carbon activo podemos observar de acuerdo al Grafico N°7 que los reguladores
de crecimiento formados por: (AIA) Acido Indolacetico y (BAP)
Benzilaminopurina y regulador compuesto de coco, platano, manzana y tomate,
obtuvieron mayor numero de raices con las medias de (3 y 3.58)
respectivamente siendo los valores mas altos de los demas; a diferencia del
regulador de crecimiento 2 estadisticamente inferior con (0.83). Al realizar la
interaccion del antioxidante acido citrico con el regulador de crecimiento 3 tuvo
un valor intermedio de (2.42); mientras que los reguladores de crecimiento 1y 2
presentaron medias estadisticamente inferiores con (0,25 y 0,83)

respectivamente.
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7. DISCUSION

7.1. Germinacion

Segun Lopez y Rangel (2018), afirman que la conservacion de las orquideas y
su aprovechamiento sustentable sigue siendo un reto, ya que cada especie

requiere de condiciones especificas para su germinacion y desarrollo.

Precisamente un ejemplo de esto es que Moreno y Menchaca (2007) reportaron
un 90% de germinacion a los 30 dias de la siembra de Stanhopea tigrina, en
medio Murashige y Skoog enriquecido con aditamentos organicos como el agua

de coco y el extracto de banana.

Porcentaje similar a los alcanzados en este trabajo en que se obtuvieron una
mayor germinacion usando AlA y BAP. En la presente investigacion, la mayor
germinacion se observé en el regulador de crecimiento AIA (Acido indolacético)
y BAP (Bencilaminopurina) con 100% en presencia del antioxidante carbén

activado y 83% en presencia del 4cido citrico.

Flores et al (2008) aporta que en el estudio de la orquidea Oncidium
stramineum Lindl la germinacion alcanzada fue de 47.69% adicionando 2 g/L
de carbon activado, 40 g/L de extractos de manzana, platano y jitomate los
cuales fueron licuados en 100 ml/L de agua de coco en medio MS. En la
presente investigacion la menor germinacion tuvo lugar en el regulador de
crecimiento agua de coco y pifia, con valores similares 33% tanto en presencia

de carb6n activado como en acido citrico.

Los resultados del presente trabajo concuerdan con las referencias
bibliogréaficas citadas en relacion a la germinacién de orquideas en cultivo in

vitro.
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7.2. Contaminacioén

En la investigacion de las orquideas Dendrobium, Laelia anceps, Phalaenopsis
y Sobralia xantholeuca; se incorpor6 1 mg/L de BA como regulador de
crecimiento en la fase de establecimiento, realizado por Tiza (2010) observando
la presencia de microorganismos a los 45 dias después de la siembra, donde se
obtuvo una contaminacién del 5% debido a la accién de un hongo, obteniendo
una asepsia del 95%. En la presente investigacion se registré la contaminacién
mas baja en el medio de cultivo que tenia incorporado el regulador de
crecimiento AIA y BAP en ambos antioxidantes: carbon activo y acido citrico se

observé un 0% y 17 % de contaminacion, respectivamente.

Por otra parte Vargas (2012), menciona que en Cattleya violacea, se presento
un 53% de contaminacion con bacterias especialmente en el medio Murashige y
Skoog, incorporando agua de coco y platano por lo que la asepsia debe ser
mayor en medios con extractos de frutas. Asi mismo en la presente
investigacion, la contaminacion mas alta se dio en los reguladores de
crecimiento compuestos por agua de coco y pifia 57% con carbén activo y 67%

con acido citrico.

En consecuencia, los resultados de la presente investigacion sobre la
contaminacion en cultivo in vitro de orquideas concuerdan con la bibliografia

citada.
7.3. Oxidacion

De acuerdo a Tiza (2010) que utilizo el medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962) (MS) 50% en la fase de establecimiento adicionando BA 1 mg/L y carbén
activado 2 g/L presentando un minimo porcentaje de oxidacién en el caso de
Dendrobium y Phalaenopsis, en el caso de las orquideas Laelia anceps, y
Sobralia xantholeuca no hubo oxidacién. En la presente investigacion se

evidencio que la oxidacion se determiné por los reguladores de crecimiento; la
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menor oxidacion se dio en la presencia de ambos antioxidantes: 700 mg/L de
acido citrico y con una minima diferencia de oxidacion 2 g/L de carbon activo y
el regulador de crecimiento conformado por (AlA) Acido Indolacetico y (BAP)

Benzilaminopurina).

Por otra parte en la composicién: agua de coco, pifia y ambos antioxidantes se

registro la mayor oxidacion.

Las referencias bibliograficas citadas concuerdan con los resultados de la

presente investigacion en relacién a la oxidacién de orquideas en cultivo in vitro.
7.4. Estadios de crecimiento

Van Waes (1987) citado por George (1993), plante6é que la adicion de carbon
activado (1-2 g/L) puede estimular la germinaciéon y el crecimiento de las
orquideas, fundamentalmente en especies que liberan sustancias fendlicas al
medio de cultivo. Asi también Pedroza et al (2010) aporta que el desarrollo in
vitro de la plantula de orquidea Maxillaria nutans se desarrollé favorablemente
en el medio Murashige y Skoog adicionando carbon activado al 0,5% y (AlA)
Acido Indolacetico 0,5 mg/L, en un tiempo de diez meses y medio, favorecieron
la induccion y el desarrollo de las raices de los protocormos. En la presente
investigacion el tratamiento compuesto por carbon activo, (AIA) Acido
Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina) permiti6 completar el desarrollo
fenoldgico en tiempo de siete meses, obteniendo plantulas vigorosas, color
verde, con el nimero de hojas, raices y altura de plantulas mas altas a

comparacion de los otros tratamientos.

Cadavid & Salazar (2008) menciona que los protocormos en MS adicionado con
jugo de pifia sufrieron secamiento de hojas y raices; ademas no hubo presencia
de nuevos brotes como estructuras protocormicas, ni de nuevas hojas. Las
raices que aparecieron fueron delgadas, de color café, de escasa longitud;

también se observd pudricion del rizoma lo cual posiblemente se deba a una
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accion inhibitoria del jugo de pifia para la absorcion de los nutrientes del medio
de cultivo. En la presente investigacion el tratamiento conformado por carbén
activo, agua de coco y pifia no logro desarrollarse hasta el ultimo estadio,
presentando plantulas pequefias, con hojas amarillentas, por lo que se optd por
extraer las plantulas del medio de cultivo para su respectiva evaluacion en un

tiempo de 9 meses.

En consecuencia, los resultados del presente trabajo concuerdan con la
bibliografia citada en relacion a los estadios de crecimiento del cultivo in vitro de

orquideas.
7.5. Altura de plantula

Segun Francisco (2008); en el estudio de la orquidea Trichocentrum
carthagenence se obtuvo mayor crecimiento en altura de plantula (2 a 4 cm)
adicionando 2 g/L de carbon activo. En la presente investigacién al combinar el
antioxidante carbén activo y el regulador de crecimiento (AIA) Acido
Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina se obtuvo mayor altura de plantulas con
un promedio de 4,85 cm; asi también la mezcla de acido citrico con (AlA) Acido
Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina) dio un promedio de 3,98 cm

Los resultados de la presente investigacion sobre la altura de plantulas de
cultivo in vitro de orquideas concuerdan con la bibliografia citada.

7.6. Numero de hojas

De acuerdo a Vargas (2012), la orquidea Cattleya violacea presento un
promedio de 5,67 hojas/plantas en el medio Murashige y Skoog agregando 2
ml/L de (ANA) Acido naftalenacético y 3 ml/L de (BAP) Benzilaminopurina sin
presencia de antioxidantes, en la fase de multiplicacion; siendo el mejor medio
para la variable numero de hojas. En la presente investigacion el mayor nimero

de hojas se dio en el antioxidante carbén activo y los reguladores de
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crecimiento (AIA) Acido Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina con una media

de 5,58 hojas/planta.

Por otra parte Sardi y Guzman (2007) mencionan que en la orquidea
Epidendrum secundum se obtuvo un promedio de 5 hojas/planta en el medio
Murashige y Skoog adicionando 150 g/L de platano verde licuado y 30 ml/L de
agua de coco en siete y ocho meses a partir de la siembra; obteniendo el
segundo lugar en la variable nimero de hojas. Asi mismo en la presente
investigacion seguida con minima diferencia la combinacion de carbon activo y
el regulador de crecimiento compuesto por agua de coco, manzana, platano y

tomate obtuvo un promedio de 5,42 hojas/planta.

La bibliografia citada se enmarca con los resultados de la investigacion sobre el

namero de hojas en el cultivo in vitro de orquideas.
7.7. Numero de raices

Pedroza (2009), reporta que el carbon activado con 0,5 y 1,0% estimuld los
procesos de desarrollo morfogénico de raices que potenciaron el efecto del AIA
(Acido Indolacético) con 0,5 mg/L, en la orquidea Epidendrum elongatum. En la
presente investigacion el mayor niumero de raices se obtuvo en la combinacion
de carbon activo con (AIA) Acido Indolacetico y (BAP) Benzilaminopurina,
obteniendo un promedio de 3,58 raices/planta.

En un estudio de la orquidea Brassia verrucosa realizada por Flores et al.
(2011); se obtuvo un promedio de 2,18 raices/planta, utilizando: 1 g/L de carbdn
activado y extractos organicos obtenidos al licuar 40 g/L de manzana, platano,
jitomate y 100 ml/L de agua de coco; siendo un valor mayor. De acuerdo a la
presente investigacion; y en la composicion de carbén activo, agua de coco,

manzana, platano y tomate se dio una media de 3 raices/ planta.
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Los resultados del presente trabajo concuerdan con las citas bibliograficas

mencionadas en relacion al nimero de raices de orquideas en cultivo in vitro.

8.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos, el analisis y contrastacion con la bibliografia, nos

permite obtener las siguientes conclusiones:

— El regulador de crecimiento resultante de la mezcla entre Acido
Indolacetico (AIA) y Benzilaminopurina (BAP) dieron lugar a una mayor
germinacion de las semillas de la orquidea Oncidium baueri con un 100%
en presencia del antioxidante carbon activo y 83% en presencia del
antioxidante acido citrico. Mientras que el regulador de crecimiento
compuesto por Coco + Pifla resultaron obtener la menor tasa de
germinacion (33%) en presencia de ambos antioxidantes.

— En el establecimiento de la orquidea Oncidium baueri, se observé una
menor oxidacion en el antioxidante acido citrico, al ser combinado con el
regulador AIA y BAP no registrO oxidacion y en combinacién con el
regulador Coco + Pifla la oxidacion fue de 83%. Mientras que en el
antioxidante Carbon activo se observaron oxidaciones desde 17% con AlA 'y
BAP hasta 100%, esta ultima en combinacién con el regulador compuesto
por Coco + Pifia.

— EIl mejor desarrollo de la orquidea Oncidium baueri en cultivo in vitro se
observé en la presencia del antioxidante Carbon activo y el regulador
compuesto por AIA y BAP que alcanzo el estadio de crecimiento 6ptimo
para su aclimatacion en 90 dias antes de los que demoraron mas para
alcanzar esta condicion, estos tratamientos también dieron lugar a una
mayor altura de planta, niumero de hojas y raices por planta.

— Se acepta la hipotesis de investigacion, toda vez que los antioxidantes y
reguladores de crecimiento influyeron significativamente en el desarrollo

para la propagacion in vitro de la orquidea Oncidium baueri.
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9. RECOMENDACION

A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion, es posible

efectuar las siguientes recomendaciones:

— Para la germinacién de las semillas de la orquidea Oncidium baueri, usar
como regulador de crecimiento el compuesto por Acido Indolacetico (AIA) y
Benzilaminopurina (BAP) en combinacién con el antioxidante carbon activo.
— Para evitar la oxidacion del material vegetal de la orquidea Oncidium
baueri, usar &cido citrico como antioxidante en presencia del regulador de
crecimiento AIA y BAP.

— Para lograr un mejor crecimiento y desarrollo del material vegetal in vitro
de la orquidea Oncidium baueri se recomienda el uso del regulador AIA y
BAP

— Finalmente, se recomienda efectuar nuevos estudios con el regulador de
crecimiento resultante de la combinacion de
Coco+platano+tomate+manzana, por haber obtenido el segundo mejor
resultados favorable en la presente investigacion; ademas de tener bajos

costos comparados con AlA y BAP.
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