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EVALUACION DE MEDIOS DE CULTIVO EN
LA REPRODUCCION in vitro DE Laelia anceps

Mariana Margarita Sanchez Roldan, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2009
RESUMEN
En la presente investigacion se probd la viabilidad del uso de medios liquidos con
ayuda de soporte fisico en la reproduccion in vitro de Laelia anceps, orquidea
endémica de México. Los medios de cultivo liquido fueron: medio MS, solucién de
Steiner, fibra de coco y Promix. Los frascos contenian o 25 mL de medio liquido
(MS o solucioén de Steiner) o 20 g de sustrato (fibra de coco o Promix) y 5 mL de
agua desionizada. Cada frasco contenia un brote vegetativo de L. anceps y se
tuvieron 45 repeticiones por tratamiento en un periodo de evaluacion de 60 dias.
Se midié porcentaje de contaminacioén, calidad y crecimiento de explantes. Veinte
dias después de aplicados los tratamientos MS y soluciéon de Steiner las plantas
de L. anceps fenecieron como consecuencia de una hiperhidratacion. Por el
contario, los tratamientos que incluyeron fibra de coco y Promix permitieron que
las plantas duraran la totalidad del periodo experimental (60 dias); el uUnico
problema en estos dos ultimos medios fue la presencia de hongos que
contaminaron un 35% de los explantes, y ambos medios fueron igualmente
eficientes en la promocién del crecimiento de plantulas. Por otra parte, la
acumulacién nutrimental en el follaje de los explantes fue mayor en el medio

conteniendo Promix.



EVALUATION OF CULTURE MEDIA FOR in vitro
REPRODUCTION OF Laelia anceps

Mariana Margarita Sanchez Roldan, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2009
ABSTRACT

In this research we tested the viability of using liquid media and support material on
the in vitro reproduction of de Laelia anceps, and orchidea endemic for Mexico.
Liquid media tested were: MS medium, Steiner solution, coconut fiber and Promix.
Flasks contained either 25 mL of liquid media (MS or Steiner solution) or 20 g
substrate (coconut fiber or Promix) and 5 mL distillate water. Each flask contained
a vegetative bud of L. anceps with 45 replications per treatment during a period of
treatment of 60 days. Percentage of contamination, quality and explants growth
were measured. Twenty days after application of MS and Steiners solution
treatments L. anceps died due to a hyperhidratation. Conversely, treatments
including support materials such as coconut fiber and Promix allowed plants to last
until the end of the experiment (60 days); the only one problem of these two
support materials was the presence of fungi that contaminated 35% of explants,
and both media were equally efficient and promoting explants growth. On the other
hand, nutrimental accumulation in leaves tissues was higher in Promix containing

media.
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. INTRODUCCION

El uso de la técnica de propagacion in vitro permite la obtencion de mayor
cantidad de germoplasma, sin que ello implique un riesgo para la especie en

cuestion.

En México existen pocas investigaciones sobre reproduccién in vitro de especies
endémicas como lo son las orquideas. Este tipo de herramienta es importante
para la conservacion de especies. Diversos son los factores que intervienen en el
éxito de la reproduccion in vitro, tales como, el fotoperiodo, intensidad de luz,
humedad y la seleccion de un medio nutritivo especifico para cada etapa de
desarrollo del material vegetal. Si bien es cierto cada factor merece ser analizado,

el tema de la presente investigacion se enfoca en los medios de cultivo.

Los medios nutritivos empleados en la reproduccion in vitro han sido tema de
articulos desde inicios del siglo pasado. Las respuestas obtenidas dependeran
en mucho del material vegetal con que se trabaje. En la actualidad existe un
amplio catalogo de medios que fomentan la propagacion in vitroy a pesar de ello,
los costos de produccion resultan ser elevados, probablemente porque, el factor
econdmico no ha resultado ser tema de discusion. El uso de medios liquidos en la
propagacion in vitro de Laelia anceps representa una opcidn, ya que representa
una forma practica de propagar que reduciria de manera importante el costo de

produccion sin mermar la calidad del material vegetal.

Es por eso que la presente investigacion plantea la posibilidad de propagar brotes
vegetativos de la especie Laelia anceps en sustratos liquidos, alternativos al
medio usual gelificado, con el objetivo de obtener plantulas de calidad, a un menor

costo de produccion



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DE Laelia anceps

México cuenta con una gran variedad de orquideas. Las especies de esta familia,
en extremo hermosas, extrafas y fragiles, se caracterizan por una dificil
domesticacion, resultado del fuerte arraigo hacia sus entornos. Las Orquidaceas
son indicadoras del equilibrio entre el desarrollo de la civilizacidn y el respeto a la
naturaleza, pues la alteracion de un nicho ecoldgico suele significar, desde la
pérdida de una gran cantidad de estas plantas, hasta la desaparicion de especies

endémicas (Sarmiento, 2000).

Las orquideas constituyen un punto importante dentro de la realeza en el mundo
de las plantas ornamentales. Se trata de una de las especies mas mimadas y
ocupan las primeras posiciones entre todas las plantas con flores por su valor en
la produccion de flor de corte, alcanzando un precio muy alto en el mercado

internacional (Winkelmann et al., 2006).

Cuando la utilidad de un recurso bidtico es regida por sus caracteristicas
biolégicas y por el entorno cultural, es importante emprender estrategias para su
conservacion; en particular, si son endémicos de nuestro pais, ello requiere
cuidado especial al ser estos organismos sometidos a colectas intensivas de

individuos silvestres y a la perturbacién del habitat (Santos et al., 2006).

Laelia anceps es una orquidea silvestre, epifita, que actualmente se encuentra en
grave peligro de extincién, debido principalmente al fuerte saqueo al que ha sido
expuesta desde hace muchos afos. El género Laelia estda compuesto por 11
especies epifitas, todas ellas sobresalientes por su gran atractivo (Lee et al.,
2007).



2.1.1. Habitat de desarrollo y tipo de crecimiento

De acuerdo al lugar de desarrollo de una orquidea se determina su habitat. Por
tanto, aquellas orquideas que se desarrollan unicamente sobre ramas y troncos de
los arboles sin penetrarlos (s6lo cumpliendo la funcidén de soporte) y cuyo alimento
lo obtienen del aire, agua de lluvia y desechos de la corteza del arbol, se llaman
epifitas (SCO, 1965).

Por otro lado, aquellas orquideas que se desarrollan a nivel de suelo, en este caso
el pseudobulbo se ha modificado y las raices cumplen la funcion de
almacenamiento, estas orquideas se llaman terrestres. Existen otras que se

llaman litofitas las cuales crecen sobre rocas (SCO, 1965).

A partir del tipo de crecimiento que presente una orquidea se clasifican en
monopodial y simpodial; las primeras crecen de manera erguida cuyo tallo no se
ramifica, al cual se insertan las hojas y no presentan pseudobulbos; las segundas
presentan un rizoma que crece de forma horizontal, del cual surgen pseudobulbos
con crecimiento vertical y a medida que crece el rizoma surgen nuevos
pseudobulbos que dan origen a otra planta y por ultimo, las orquideas que crecen
a lo largo y hacia arriba sosteniéndose de un tutor, tal crecimiento es trepador,
probablemente se puede considerar un cuarto caso y es el rastrero tal crecimiento
se da a nivel del suelo (SCO, 1965).

2.1.2. Descripcion morfoldgica de las orquideas

Las orquideas se consideran como la familia mas evolucionada dentro del reino
vegetal, ya que presentan una gran complejidad y especializacion en su
morfologia floral y en sus tipos de polinizacion. Asimismo existen dentro de la
familia muy diversas formas de vida y desde el punto de vista ecolégico muchos
de sus integrantes son componentes importantes en diversos tipos de vegetacion
(Espejo, 2002).



La caracteristica principal de las raices de orquideas es que presentan alrededor
de la raiz auténtica una capa de tejido esponjoso llamado velamen, que se

desarrolla en las especies terrestres, epifitas o litdfilas (Gil, 2007).

Las raices son de color gris a blanco, presentando un apice meristematico que
absorbe la humedad y las pequefas cantidades de nutrimentos que la planta
necesita. Este apice tiene una coloracién verde, lo cual cumple con la funciéon de
realizar parte de la fotosintesis de la planta. Las modificaciones y tipos de raices
que pueden presentarse en las orquideas son: fibrosas, tuberosas, tipo bulbo,

carnosas sin rizoma, carnosas con rizoma, raices aéreas (Gil, 2007).

La orquidea tiene como regla general un aspecto herbaceo, aunque las hay en
una variadisima gama de formas; ello se debe principalmente a su clima y habitos

caracteristicos en su medio natural (SCO, 1965).

Las hojas de las orquideas son las que mas caracter herbaceo presenta de todas
las plantas. Como todas las monocotiledoneas las nervaduras en la hoja se

distribuyen paralelas entre si a lo largo de ella (SCO, 1965).

Varian mucho en tamafo y consistencia, pudiendo ser simples, paralelinerves,
sésiles o pediceladas, alargadas y generalmente persistentes. Por su colocacion
pueden ser alterna helicoidal, opuestas y en algunos casos solo presentan una
hoja verdadera. Las hojas pueden ser terminales, insertadas a lo largo del

pseudobulbo, en forma de roseta y solitarias variando en numero (Gil, 2007).

Las orquideas presentan dos tipos de tallo: monopodial y simpodial. Las orquideas
monopoidales poseen un tallo con un eje que continua ininterrumpidamente su
crecimiento terminal y produce hojas a medida que crece; en las axilas de las

hojas, se desarrollan en forma periddica las flores (Soto, 1993).

En las orquideas simpodiales, se distinguen dos tipos de ejes: un rizoma rastrero u
horizontal que a intervalos tiene callos carnosos, verticales o pseudobulbos, con
hojas y flores terminales. Los tallos verticales de las orquideas simpodiales tienen

crecimiento determinado; es decir, después de la produccion de cierto numero de



hojas, se detiene abruptamente el crecimiento, o termina con la produccion de
inflorescencias. Después de la floracion, una yema vegetativa comienza a crecer
en la base del pseudobulbo formando nuevamente un rizoma postrado, con

pseudobulbo, hojas y flores (Soto, 1993).

Los pseudobulbos pueden tener formas muy variables de acuerdo a su género y/o
especie siendo las mas comunes: globoso, ovoide, oblongo, cilindrico y

segmentado, claviforme y fusiforme (Gil, 2007).

Las flores de las orquideas tienen una alta variabilidad puesto que han
evolucionado en funcion de facilitar la fecundacién. Pese a la gran variedad de
flores en la familia, todas tienen su diagrama floral idéntico consistente en: un
labelo, esto es tres pétalos y dos pétalos laterales, tres sépalos, érganos sexuales

fusionados formando una “columna” y ovario infero (SCO, 1965).

El labelo, éste es un pétalo modificado, el cual presenta modificaciones en color y
forma, de mayor tamafo y vistosidad, ya que es el encargado de atraer a los

agentes polinizadores (Gil, 2007).

La flor de orquidea es un tipo especial de flor irregular que tiene simetria bilateral
(zigomorfa). Se puede cortar solamente en un plano y se dividira en dos mitades
iguales. Cortando la flor en cualquier otro plano resultaria en dos trozos irregulares
(Larson, 2004).

Estas son hermafroditas, en el interior se encuentran las estructuras reproductivas
de la orquidea (antera y pistilo) que se han unido en una estructura cerosa

llamada columna o ginandrio (Gil, 2007).

Dentro de la flor los granos de polen se aglutinan en pequefios paquetes llamados
polinias, el numero de polinias depende de la especie , por tanto el numero de
éstos y su disposicion dentro de la flor pueden ser utilizados para la identificacion
de la misma, por ejemplo, Cattleya tiene cuatro, mientras que Laelia tiene ocho
(Larson, 2004).



Las flores de orquidea producen copiosas cantidades de semillas. Una sola vaina
puede contener entre 500 000 y un millén de semillas diminutas, dichas semillas
carecen de endospermo y con frecuencia se les llama “semillas desnudas”. Como
no contienen endospermo, no pueden germinar en estado silvestre sin ayuda de
algun hongo, mientras que en condiciones de laboratorio tienen que ser
germinadas asépticamente con abastecimiento de todas las sustancias quimicas

para su nutricion contenidas en un medio de germinacion (Larson, 2004).

El fruto de las orquideas es una capsula dehiscente aunque en algunos casos
puede ser una vaina, del mismo tipo de la vainilla (Vanilla spp.). Comunmente las
capsulas son de formas ovoides, elipticas, cilindricas o piriformes, pueden medir
de 0.5 a 5 cm de diametro y de 0.5 hasta casi 15 cm de largo dependiendo del

geénero y la especie (Sheehan, 1994).

2.1.3. Descripciéon morfoldgica de Laelia anceps

La especie Laelia anceps fue descrita por John Lindley en 1835, con base en
ejemplares importados por la firma Loddiges y Sons, y que florecieron en
diciembre de 1834, en Hackney, Inglaterra. Las plantas originales eran la forma
mas comun con sépalos y pétalos rosados y el l6bulo medio del labelo oscuro.
Muy pronto aparecieron otras flores con caracteristicas distintas, que fueron
descritas como variedades; la primera de ellas fue la variedad Barkeriana, de
segmentos angostos y labelo mas oscuro. Posteriormente, numerosas variedades

fueron descritas, especialmente al final del siglo XIX (Soto, 1993).

Se han reconocido tres grupos de variacion morfolégica en las poblaciones del
complejo Laelia anceps. Las diferencias en color entre los tres grupos es la
caracteristica mas notable; por lo que, se ha preferido incluir a todo el complejo
dentro de una sola especie variable, con dos subespecies geograficamente
definidas una, la subespecie tipica, en la vertiente atlantica de México, Guatemala
y Honduras; y otra subespecie en la vertiente pacifica de la Sierra Madre del Sur.

Las diferencias de color tan notables entre las plantas de la Sierra Madre del Sur

6



justifican el establecimiento de formas, que ademas han sido reconocidas

informalmente en horticultura (Soto, 1993).

Laelia anceps posee pétalos angostamente elipticos a elipticos, callo poco alzado,
con 3 lamelas terminales, I16bulo medio del labelo oblongo, poblaciones de flores
rosa y purpura, se localizan en el este y sureste de México, Guatemala y

Honduras.

2.1.4. Clasificacion cientifica de Laelia anceps

La familia de las orquideas es enorme, el mas grande en el reino vegetal con
alrededor de 800 géneros, 17 ,500 especies, distribuidas en todo el mundo (Dole,
2004).

Desde el punto de vista taxonémico, las orquideas son un grupo unico de plantas.
Son bastante diferentes vegetativamente, pero todas las especies pueden ser
agrupadas por sus caracteristicas florales como miembros de esta inmensa familia
(Larson, 2004).

La clasificacion de la familia es bastante técnica y esencialmente basada en los
caracteres de la columna y en niveles superiores en la naturaleza de la polinia.
Para su clasificacién no se utilizan las formas de vida, distribucion o el espectro
ecolégico de las especies. Sin embargo parece estar bastante correlacionada con
los desarrollos evolutivos del grupo mas aceptado por la mayoria de los autores
(Gil, 2007).

Laelia es un género que hasta hace poco tenia unas 60 especies de orquideas
epifitas de la subtribu Laeliinae de la familia Orchidaceae, ahora se han quedado
en sélo 11 especies. (White, 1996). En el Cuadro 1, se muestra la clasificacion

cientifica de Laelia anceps.



Cuadro 1. Clasificacién cientifica de Laelia anceps (White, 1996).

Reino : Plantae
Division:  Magnoliophyta

Clase : Liliopsida
Orden : Aparagales
Familia: Orchidaceae

Subfamilia : Epidendroideae
Tribu : Epidendreae
Subtribu : Laeliinae

Alianza: Catleya

Género : Laelia (Lindl.1831)

2.1.5. Distribucion geografica natural y ecologia de Laelia anceps

Las orquideas son plantas que estan distribuidas en casi todo el mundo, salvo en

las regiones polares y en los grandes desiertos.

El 85% de las especies estan presentes en las zonas tropicales o subtropicales,
donde las plantas epifitas superan a las que crecen en el suelo, ya que por falta de
frio invernal pueden exponer sus raices al aire. El 15% restante se encuentra en

las regiones templadas (Medina, 1985).

Las orquideas tropicales, estan repartidas en tres continentes:

a. Africa tropical e islas del este.
b. Asia tropical y sus islas.
c. América tropical que comprende México, América Central y Sudamérica.

Los primeros cultivares conocidos de L. anceps son probablemente originarios del
centro de Veracruz y es a partir de 1985 que empezaron a importarlas a Europa, y
el primero de estos especimenes fue el cv. Dawsonii que fue colectado en el

mismo afio, en los alrededores de Juquila, Oaxaca (Soto, 1993).



Esta especie se encuentra localizada principalmente en las vertientes del Golfo y

Pacifico mexicanos (Halbinger, 1993).

En Chiapas y en el norte de Oaxaca, Laelia anceps crece en bosques secos, bajo
de pinos y encinos, aproximadamente a 1 500 m de altitud, su presencia se
restringe a las laderas de sotavento o a los cafiones donde la sombra orografica
es marcada, ya que la sierra de estos estados tienen precipitacién copiosa (Soto,
1993).

Siguiendo hacia el norte, L. anceps llega a ser abundante en el centro de
Veracruz, desde la region de Zongolica hasta la de Naolinco. El habitat donde es
mas abundante es el bosque calido de encinos que se establece de manera
intermedia entre el bosque de neblina y el bosque tropical deciduo entre 700 y
1200 m de altitud; sin embargo, puede aparecer en muchos otros ambientes (Soto,
1993).

En la Sierra Madre Oriental, se encuentran poblaciones relativamente pequenas
de L. anceps desde Puebla hasta la region de Gémez Farias, Tamaulipas y hay
reportes de su existencia en las montafias cercanas a Monterrey, Nuevo Ledn; el
habitat de L. anceps en la Sierra Madre Oriental es seco durante la primavera; en
Hidalgo, incluso es semiarido; en San Luis Potosi y Tamaulipas se encuentra en
bosques relativamente mas humedos. Cerca de Gomez Farias, crece a tan solo

550 m de altitud, en la transicién entre la selva subdecidua y el bosque de neblina.

2.1.6. Requerimientos climaticos y de fertilizacion

El cultivo de las orquideas se desarrolla en gran variedad de climas y condiciones
ambientales. Las diferentes especies de orquideas tienen requerimientos
climaticos distintos y lo mejor para lograr éxito en su cultivo es el estudio

perseverante de las necesidades en particular (FUNPROVER, 2004).

El cultivo de las orquideas en invernadero, se debe regular adecuadamente

humedad, luminosidad y temperatura.



La humedad relativa debe ser de 70%; cuando ésta sube demasiado, se favorece
el desarrollo de enfermedades fungosas en las flores, por lo que es muy
importante el constante movimiento del aire dentro del invernadero, que se logra

mediante ventiladores

Por regla general, la humedad ambiental para el cultivo de orquideas debe
aumentarse en la estacion estival y disminuirse en la invernal, ya que estas

variaciones se presentan en la naturaleza (Gil, 2007).

Cuando la transpiracién es intensa, como consecuencia de la falta de humedad en
el ambiente o por las altas temperaturas, puede ocurrir mayor concentracion de
sales en las partes donde se realiza la fotosintesis y quedar disminuida esta

funcién (Salisbury y Ross, 1994).

Las orquideas requieren temperaturas diurnas de 13 a 32 °C y temperaturas
nocturnas de 10 a 21 °C, dependiendo, como antes se dijo, de necesidades
particulares de cultivo. Las orquideas, en términos generales, se pueden dividir en
tres categorias: de clima frio, intermedio y calido, segun donde crecen en su
estado natural (Murguia, 2004). En el Cuadro 2 se presentan las temperaturas

optimas para algunos tipos de orquideas.

Cuadro 2. Temperaturas Optimas para algunas orquideas (Gil, 2007).

Clima Orquidea Temperatura diurna Temperatura
aproximada nocturna
aproximada
Frio Cymbidium, Odontoglossum »10 °C 10 °C
Intermedio  Cattleya, algunas Oncidium 18a24°C 13a16 °C
Calido Vanday Phalaenopsis 21a30°C 18a21°C

Una orquidea requiere la maxima cantidad de luz, sin lesionar la planta, la cual es
necesaria para que ésta crezca y se desarrolle bien. La cantidad de luz que los
diferentes géneros de orquideas pueden tolerar, sin lesionarse, varia
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grandemente, siendo importante considerar la etapa de crecimiento de la planta
(Murguia, 2004).

De acuerdo con los conocedores, una manera de saber cuanta luz darle a
nuestras plantas, es observando sus caracteristicas, si tiene hojas duras y
carnosas necesita mas luz y si sus hojas son blandas, anchas y finas necesita
mas sombra. Demasiada luz decolora el verde de las hojas tornandolas
amarillentas y dificultando su crecimiento, por lo contrario la poca luz da a las
hojas un tono verde obscuro, impidiendo el desarrollo y anulando la floracion. En
ambos casos se retrasa el crecimiento y se reduce o evita la floracion. La cantidad
correcta de luz produce una coloracion “verde lechuga” generando una superficie
brillosa, en los brotes nuevos y la planta florece regularmente (Gil, 2007). En el
Cuadro 3 se dan algunos ejemplos por géneros de intervalos de intensidad

luminosa.

Cuadro 3. Intervalos ideales de intensidad luminosa para algunas orquideas
(Neville, 2001).

Género Brassalova Brasia Catleya  Cymbidium Dendrobium Epidendrum Laelia  Oncidium
Intensidad

luminosa,

Lux

10764

16146 X X

21528 X X X X X X X X
26910 X X X X X X X X
32292 X X X X X X X X
37674 X X X X X X X X
43057 X X X X X X

Intervalos: Bajo (10764-16146 Lux); Medio (21528 a 32292); Alto (32292 a 43057).

Diversos son los factores a considerar en la conservacion de las orquideas y sin
duda la determinacion de parametros de intensidad luminosa es un elemento a
considerar dependiendo el género.
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Las orquideas son de lento crecimiento y con periodos largos de descanso,
ademas las orquideas tienen la dificultad para captar agua y nutrientes , sobre
todo aquellas que viven sobre los arboles, por ello, estas plantas tienen bajos

requerimientos nutrimentales y su fertilizacion es relativamente sencilla (Gil, 2007).

Un programa de fertilizacion debe considerar factores como la especie, etapa de
crecimiento de la planta, el método de cultivo, el sustrato, las condiciones de luz,
temperatura y humedad para tener un adecuado desarrollo de las plantas (Kuan y
Gonzalez, 1993).

El proceso de fertilizacidn esta constituido por tres apartados con fines especificos

para el desarrollo del cultivo.

a) Fertilizaciéon de propdsito multiple

El objeto de realizar una fertilizacion de este tipo consiste en promover la

formacion de brotes, hojas, flores y frutos.

Tomando en cuenta que Laelia anceps es una orquidea epifita, su fertilizacion no
debe ser excesiva ya que en condiciones naturales estan habituadas a una
escasez de nutrimentos. La propuesta de diferentes niveles de fertilizacion con la
especificacion de la dosis y dias entre fertilizacion queda expuesto en el Cuadro
4.

Cuadro 4. Fertilizacion de proposito multiple (Gil, 2007).

Fertilizante Dosis (g L) Dias entre cada
fertilizacion
Triple 15-15-15 1-2 8
Triple 17-17-17 1-2 8
Triple 18-18-18 1-2 8
Triple 20-20-20 1-2 8
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b) Fertilizacion para enraizamiento

La removilizacion o translocacion de los nutrimentos desde tejidos de acumulacion
hacia 6érganos demanda es una estrategia clave de los vegetales para compensar
los desequilibrios oferta-demanda estacionales, ya que les permite, parcial y
provisionalmente, ser independientes de la disponibilidad externa (Oliet et al.,
2008).

La frecuencia de fertilizacion es regularmente cada 8 dias; la solucion nutritiva se
aplica en forma de aspersién con una bomba de mochila mojando perfectamente
las hojas, pseudobulbos y raices. Si se maneja solucion hidroponica, la aplicacion
se realiza mediante riego por goteo (Gil, 2007). De acuerdo a Oliet et al. (2008), el
proceso de fertilizacion en el arbol encina aumenté significativamente el potencial
de enraizamiento y se encontré una correlacion significativa y positiva entre el

potencial de enraizamiento y la concentracion de P en raiz.

c) Fertilizacién para diferentes etapas de desarrollo

Productos que contienen macro y micronutrimentos repercuten en un mejor
desarrollo para las plantas. La diversidad de fertilizantes que se pueden emplear
en las diferentes etapas de desarrollo de las orquideas se observan en el Cuadro
5.

Cuadro 5. Funcién de dosis de fertilizacion (Gil, 2007).

Fertilizante Funcién Dosis (g L)
22-10-25 + micronutrimentos Floracion y desarrollo de capsulas 1
13-36-13 + MgO + micronutrimentos Floracién y enraizamiento 1
15-30-15 + micronutrimentos Floracién y enraizamiento 1
18-18-18 + micronutrimentos Multiproposito 1
19-19-19 + micronutrimentos Multiproposito 1
26-12-12 + 2 MgO + Para desarrollo vegetativo (hojas y 1
micronutrimentos tallos)
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Antes de decidir sobre qué sustrato colocar las orquideas, se debera tener
presente lo siguiente: exigencias de la planta, si es epifita o terrestre, si se trata de
un hibrido, la procedencia de sus progenitores, la humedad relativa, la luz,
cantidad de agua y el tipo de recipiente (FUNPROVER, 2004). Siendo el indicador

por excelencia en la seleccion del sustrato el grosor de la raiz (Cuadro 6).

Cuadro 6. Tipo de sustrato de acuerdo al grosor de la raiz (Gil, 2007).

Grosor de la raiz Tamano de particula del sustrato
Gruesa Grande

Delgada Ya " (grado de plantula o grado fino)
Mediano Y2 " (grado medio)

Grande % " (grado grueso o grande)

En cuanto a la procedencia del material, éste se clasifica en organico e inorganico
y son diversos los materiales que se han utilizado para el establecimiento de las

orquideas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Tipos de sustratos usados en orquideas (Gil, 2007).

Sustrato organico Sustrato inorganico

Corteza de arbol Oasis

Raiz de helecho Piedra volcanica negra o roja (tezontle)
Musgo Lana mineral

Fibra de coco Vermiculita

Corcho Perlita

Cana de azucar Trozos de ladrillo

Carbon

Musgo blanco
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2.2. REPRODUCCION in vitro

2.2.1. Antecedentes de la reproduccion in vitro de orquideas

La micropropagacion de orquideas, de forma moderna comienza en 1949, con un
nuevo (cultivo de tejidos o in vitro) simple y practico método de propagacion
vegetativa (clonal) de Phalaenopsis (orquidea) que fue desarrollado en la
Universidad de Cornell, cinco anos antes el primer reporte publicado a partir de
tallo de orquideas (Arditti, 1996).

El medio nutritivo utilizado para este cultivo fue el Knudson C (KC), formulado para
la germinacion asimbidtica de semillas de orquideas por Lewis Knudson, Profesor
de Fisiologia de Plantas de la Universidad de Cornell (Arditti, 1996).

Desde que Knudson desarrolld un método de cultivo in vitro asimbiotico para la
germinacion de semillas de orquideas, el cultivo de tejido (in vitro) tuvo un papel
importante y significativo en el cultivo, propagacion, crecimiento y conservacion de

especies de orquideas y de hibridos (Yoneo, 1991).

La solucion Knudson C todavia se utiliza para la germinacion de semillas de

orquideas y en la micropropagaciéon de algunas orquideas.

Gavino Rotor Jr.(1949), concibié la idea de propagaciéon de orquideas, atendiendo
la funcion del azucar en el desarrollo de las plantas. El cultivo con cortes de
inflorescencias de Phalaenopsis y secciones nodales, cada uno con un brote en
medio KC, con la idea de que se produjeran plantas. Los brotes mostraron hojas
después de 14 a 60 dias, la produccion de raices se dio después del desarrollo de

2 a 3 hojas, soélo 7 de 65 brotes fallaron en el proceso de desarrollo (Arditti, 1996).

Rotor Jr. inventd la micropropagacion de orquideas y fue el primero en publicar un
reporte cientifico en multiplicaciéon clonal de una planta superior in vitro; sentando
las bases del uso de un medio de cultivo nutritivo, técnicas asépticas y el uso de

explantes en orquideas (Arditti, 1996).
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Desde que Morel y Wimber demostraron la aplicabilidad del cultivo de tejidos
como una propagacion clonal rapida de orquideas, esta tecnologia ha sido
exitosamente aplicada para la producciéon comercial de orquideas seleccionadas.
Grandes cantidades de plantas de calidad, el establecimiento de nuevos hibridos y
la multiplicacién y conservacion de germoplasma son algunos beneficios que son

derivados de la aplicacion de esta tecnologia (Yoneo, 1991).

Las técnicas de cultivo in vitro tienen que ser exitosamente adaptada para la
propagacion masiva de plantas de orquideas. Los resultados han sido logrados
con una gran variedad de orquideas, la mayoria focalizado en una nutricién
inorganica y con el uso de reguladores de crecimiento, entonces cada especie y
geénero requiere una diferente composicién de medio y condiciones de cultivo para

su crecimiento (Hahn y Paek, 2001).

En cuanto a requerimientos comerciales y conservacion de especies en peligro de
extincion, esto es deseable para el establecimiento de métodos in vitro para la

rapida y larga escala de propagaciéon (Pedroza y Mican, 2006).

2.2.2. Reproduccién in vitro

El cultivo de tejidos, micropropagacion o cultivo in vitro es una técnica de cultivo
artificial que permite producir organismos similares a partir de un explante , es
decir una porcién de planta (tejido, 6rgano,células o parte de una masa callosa)
tomada para el cultivo in vitro, bajo condiciones controladas. Esta técnica nacio
hace cerca de 150 anos cuando Saks y Knop (en 1860 y 1861) observaron que los
principales nutrientes de las plantas superiores eran sustancias inorganicas y no
organicas como se creia desde la época de los griegos, dando origen al desarrollo

del primer caldo o medio nutritivo (Gonzalez, 2008).

Los pioneros en el trabajo de micropropagacion fueron F. Skoog y T. Murashige,
este ultimo es considerado actualmente una autoridad en procedimientos y

componentes del medio estéril para un gran numero de cultivos horticolas.
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En los siguientes anos, estudios sobre polaridad de las plantas (Vochting, 1898) y
la primera obtencion de callo (tejido vegetal que se divide activamente en el cultivo
de tejidos) en segmentos de dientes de ledn (Rechinger, 1893) propiciaron que
muchos fisiblogos vegetales iniciaran estudios de lo que se llamaria
posteriormente “totipotencialidad”. Mas tarde, en 1902 el fisidlogo y botanico
aleman Haberland propone por primera vez el cultivo de células vegetales in vitro
desarrollando mas adelante la teoria de “totipotencialidad” razon por la cual se le

considera el padre del cultivo de tejidos (Gonzalez, 2008).

Toda célula vegetal viva, cualquiera que sea su “especializacién”, posee un nucleo
que es capaz de reproducir las caracteristicas de la planta de la cual proviene. A
esta notable capacidad de la célula vegetal, el cultivo in vitro debe toda su

extension.

En el afo de 1960 en Francia, el investigador Morel realizé un interesante
descubrimiento al percatarse que de la extremidad de pie de la orquidea

Cymbidium podian proliferar una multitud de plantas (Macdonald, 2006).

La introduccion de un método de germinacion de semillas por Knudson (1946) y el
cultivo de un fragmento de vastago por Morel (1960) ha ayudado en el desarrollo

de métodos para la propagacién de orquideas (Sheelavantmath, 2000).

El establecimiento de un medio de cultivo y la seleccidon del explante, esta definido
por el resultado que se desea obtener; es decir, las técnicas que se utilizan para
cultivar protoplastos, no son exactamente las mismas que se utilizan para cultivar

meristemos (Roca, 1993).

El objetivo de emplear el cultivo in vitro es, controlar lo mejor posible el ambiente
(temperatura, luz, composicion del medio, pH) en el crecera el explante que se va

a cultivar con un fin de investigacion o bien con el fin de multiplicacién vegetativa.

Por lo tanto una efectiva estrategia llega a ser esencial para salvar y multiplicar
estas especies para su conservacion asi como para una explotacion horticola. La

propagacion convencional a través de semillas es menos deseable especialmente
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para la explotacién horticola debido al largo periodo juvenil previo a la floracion
(William et al., 2003).

Se considera que es de vital importancia tomar acciones que conlleven a un
manejo sustentable de las orquideas mexicanas, entre las que se tiene el
establecer sistemas de micropropagacion, para conseguir la reproduccion de
orquideas en forma masiva a partir de semillas o tejidos vegetativos y

desarrollarlas en grandes invernaderos (Avila y Salgado, 2006).

2.2.3. Reproduccién a partir de semillas

Debido a que las semillas de orquideas son muy pequefias y contienen poca o
nula reserva alimenticia, la germinacion y el subsiguiente desarrollo de la planta,
dependen en la naturaleza, de la relacion simbidtica con un hongo, sin embargo,
es posible sustituir la accion del hongo por un medio nutritivo, a esta germinacion

se denomina asimbidtica (Gil, 2007).

En el caso de orquideas raras o las que estan en peligro de extincion,
metodologias in vitro de propagacion pueden ser necesarios, donde el cultivo de
semillas es una razonable estrategia de propagacion masiva de un muestreo no

destructivo de explante (Krikorian, 1991; Zettler et al., 2001).

De acuerdo a Wagner et al. (2006) la propagaciéon de orquideas se puede realizar
por la germinaciéon de semillas de forma asimbiotica o bien por la multiplicacion

convencional vegetativa.

También las micorrizas proveen a las plantas jovenes de azucares y nutrimentos

que necesitan en su desarrollo hasta ser autosuficientes (McKendrick, 2000).

Las semillas requieren establecer relaciones simbidticas con microorganismos,
como es el caso de un hongo especifico, conocido como Rhizoctonia, ya que la
capa de la capsula es gruesa, la accién del hongo consiste en la degradacion de

dicha capa, sin que altere las células interiores y permite la germinacion.
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Cuando el mecanismo es asimbidtico, el proceso de germinacién es distinto al
anteriormente planteado. Sustituyendo la accion de los microorganismos, se
necesita el uso de procesos quimicos o fisicos para liberar las semillas y
posteriormente esterilizarlas, reconociendo que las semillas estan desprovistas de
nutrimentos, el paso a seguir es colocar las semillas en un medio nutritivo y estéril
para proporcionarle las condiciones idoneas para el proceso de germinacion
(McKendric, 2000).

La germinacion de la semilla en el medio de cultivo, produce una masa
indiferenciada, llamada protocormo; bajo condiciones 6ptimas, el protocormo
continuara su crecimiento por semanas, meses 0 incluso anos, hasta alcanzar el

desarrollo de raices y hojas.

Son diversos los medios nutritivos usados para la germinacion de semillas y
desarrollo de varios géneros y especies de orquideas. Las orquideas terrestres
requieren un medio pobre en sales, mientras las epifitas necesitan un medio mas
rico en sales (Gil, 2007).

Son diversos los trabajos realizados alrededor del mundo que evaluan

procedimientos para optimizar la germinacion de distintas orquideas

La germinacion in vitro de semillas permite un gran numero de plantulas para ser
producidas en un pequenfo lapso de tiempo. De hecho, diversos métodos han sido

reportados para la micropropagacion de orquideas (Pedroza y Mican, 2006).

2.2.4. Reproduccién asexual

Se pueden reproducir las orquideas por via vegetativa, o sea, por particion,
esquejes o meristemos (que es como se producen la mayoria de las plantas que
estan en el mercado). En todos estos casos estamos obteniendo clones idénticos
a la planta madre.

La reproduccion asexual o vegetativa se efectua sin transferencia de material

genético, se realiza tomando una parte de la planta a reproducir mediante un
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instrumento de cortar y sembrando en un medio adecuado, dependiendo de la
especie (Gil, 2007).

Desde Morel y Wimber, demostraron la aplicacion del cultivo de tejidos como una
rapida propagacion clonal de orquideas, esta tecnologia fue exitosamente aplicada
a la produccién comercial de plantas de orquideas seleccionadas. Grandes
cantidades de plantas, establecimiento de nuevos hibridos y la multiplicacion y
preservacion del germoplasma son algunos beneficios que derivan de la aplicaciéon

de esta tecnologia (Yoneo, 1991).

Los explantes son exitosos a partir de fragmentos vegetativos, inflorescencias
jévenes, hojas y raices. Sobre la preferencia del origen del explante es terminal o
axilar de las yemas de la accion vegetativa de los brotes de las plantas superiores.
El explante de yemas apicales incluye el meristemo apical con 3 a 4 nudos con la
presencia de hojas jovenes. Brotes axilares como explantes, consiste del cubo del
brote adherido al nudo. Los explantes por raices consisten de 3 a 5 mm de

extension de raiz (Yoneo, 1991).

En la reproduccion a partir de meristemos se extraen células meristematicas de la
yema de crecimiento de la planta bajo condiciones ambientales estériles, su
posterior multiplicacion y transferencia final de las nuevas plantas. Este método es
utilizado para clonar variedades destacadas por su interés botanico y calidad y
floracion, tal técnica presenta varias ventajas: permite multiplicar a voluntad los
ejemplares de una orquidea, ya que el proceso de division puede repetirse a
medida que crecen los fragmentos. Estos meristemos clonados se desarrollan en
un medio nutritivo y dichos individuos presentan caracteristicas idénticas a la de

sus progenitores (Gil, 2007).
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2.2.5. Medios de cultivo

Los medios nutritivos empleados en los cultivos de tejidos fueron establecidos a
partir de las exigencias internas de las plantas, con modificaciones para atender
las necesidades especificas in vitro. Asi mismo varios compuestos son
adicionados para suprimir las necesidades metabdlicas, energéticas vy
estructurales de la célula ya que las mismas vias bioquimicas basicas que operan

en las plantas son mantenidos en los cultivos in vitro (Stancato, 2008).

El medio de cultivo es el que le confiere al material vegetal los nutrimentos
necesarios para su desarrollo, se define por sus propiedades quimicas y fisicas
(Vidalie, 1976).

Los componentes del medio de cultivo se clasifican en cuatro categorias:
1. Sales minerales

2. Sustancias organicas

3. Reguladores de crecimiento

4. Productos naturales complejos

Los tejidos cultivados tienen necesidades especificas con respecto a los
siguientes iones: K*, NOs,, NH,*, Ca®* y Mg?*; los iones K*, NOs" y NH4* son los
que ejercen influencia importante en el crecimiento de los tejidos (Vidalie,

1976),con frecuencia se anade fésforo en bajas concentraciones (Vidalie, 1976).

En lo que respecta a los micronutrimentos, se sabe que el hierro es esencial para
el crecimiento tisular, que generalmente se agrega en forma de quelato (Fe—
EDTA) a una concentracion de 20 a 40 mg L' En el caso de otros
micronutrimentos, algunos tejidos son sensibles al acido bérico (H3zBO3), al
manganeso y al zinc, estos elementos se introducen al medio de cultivo en

concentraciones del orden de 0.02 2 0.10 mM L™
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Siguiendo en la linea de micronutrimentos, se desconoce o se sabe muy poco
acerca de la influencia del Cu, Mo, Co, | y Na sobre el crecimiento de los tejidos;
sin embargo, se agregan al medio de cultivo como medida de precaucion en

concentraciones bajas, del orden de 0.00003 a 0.03 mM L

El uso de sustancias organicas como azucares, vitaminas y aminoacidos dentro
del cultivo de tejidos es importante; con respecto a los azucares, las necesidades
suelen cubrirse con concentraciones de 2 a 3%; las necesidades de vitaminas se
cubren con el uso de vitaminas del grupo B, es el caso de la vitamina B1, que es
esencial, presente en concentraciones de 0.1 a 10 mg L™"; en el caso del mio-
inositol se encuentra presente en concentraciones de 10 a 100 mg L™, su funcion

es mejorar el crecimiento, pero no parece ser esencial.

Con respecto a los requerimientos de aminoacidos, éstos se agregan en forma de
una mezcla compleja a la que se le conoce como “caseina hidrolizada”, pero se
puede adicionar asparagina, glutamina, arginina, acido aspartico, acido glutamico
y tirosina, solos o mezclados. Se deben usar los isomeros L, los isémeros D son

ineficaces.

Los tejidos muestran necesidades especificas en lo que se refiere a los
reguladores del crecimiento o “fitohormonas”, se ha demostrado que a
concentraciones bajas (0.01 mg L™), influyen de manera sensible en el crecimiento

de los tejidos vegetales.

En los medios de cultivo se utilizan cuatro citocininas: 2- isopenteniladenina (2iP) y
la zeatina, que son naturales; y la N6 — benciladenina (BA o BAP) y la cinetina (6
furfuril- aminopurina), que son sintéticas. El caso de la cinetina resulta ser menos
eficiente si se le compara con las otras tres citocininas. La concentraciones mas

usadas de los reguladores de crecimiento descritos es de 0.01a 10 mg L™.

El uso de giberelinas es recurrente, pero solo el acido giberélico 3 (AG3), se utiliza
en forma frecuente, se adiciona en el medio de cultivo para estimular el
crecimiento de los meristemos, inducir el alargamiento de los tallos o incluso para

activar el crecimiento de los embriones somaticos (Vidalie, 1976).
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El metabolismo de los tejidos se puede modificar por completo, dependiendo de
que se encuentren en un medio sélido o en uno liquido, la decision acerca de qué

tipo de medio elegir, no tiene que ser una decision arbitraria (Vidalie, 1976).

El pH del medio también se considera como un factor critico. En la practica el pH
inicial se ajusta a valores comprendidos entre 5.5 y 5.8 durante la preparacion del
medio, durante el proceso el pH frecuentemente disminuye; sin embargo, se sabe

muy poco sobre los efectos de esta variacion.

Aunque en muchos casos la composicién mineral de Murashige y Skoog (1962) da
resultados satisfactorios, se debe considerar que no siempre es la mejor opcidn, lo
conveniente es seleccionar una composicién en funcion del conocimiento de la
fisiologia de la especie con respecto a la nutricion mineral. El medio MS es muy

rico en sales totales y a menudo se le puede diluir a la mitad.

La formulacion de medios exitosos para el crecimiento de orquideas in vitro es
relativamente simple. Muchos se presentan en un apéndice de un libro escrito por
Arditti. Dos de los medios que mas se usan son Knudson C y Vacin y Went los
cuales son adicionados con reguladores de crecimiento y aditivos organicos
(Yoneo, 1991).

No obstante, los resultados que se puedan obtener para una especie de orquidea
con un medio especifico, generalmente no se aplica a otras especies de

orquideas.

Las técnicas biotecnoldgicas, en la actualidad han tomado mayor auge, sin
embargo hasta el momento para muchas especies vegetales, los sistemas de
propagacion tradicional no satisfacen las diversas demandas de estos cultivos, al
igual que existen especies endémicas y/o en peligro de extincion, que como via
alternativa para su rescate y conservacion no logran satisfacer las demandas de

conservacion y propagacion (Rosales et al., 2003).
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Con el afan de buscar nuevas alternativas a los retos que se presentan en la
conservacion y propagacion de orquideas, el uso de técnicas sistematizadas se

presenta en el escenario cientifico.

En el afio 1997, surgio el denominado Sistema de Inmersion temporal, creado en
el CIRAD de Francia , este sistema, se logré a partir de la aplicacién de un flujo de
aire a uno de sus frascos, el cual hacia subir el medio de cultivo y luego de banar

los explantes, el medio descendia por gravedad (Rosales et al., 2003).

Con este método se logra una mayor tasa de multiplicacion, enraizamiento vy

aclimatacion asi como niveles elevados de supervivencia a nivel de campo.

Stancato (2008) confirma que el uso de pulpas de frutos tales como: manzana,
platano y tomate, reportaron mejores resultados en el desarrollo de orquideas
epifitas de Brasil (Laelia longipes, L. tenebrosa y Miltonia spectabilis) que con el
uso de medios tradicionales en el cultivo de tejidos (MS, Knudson y Vacin y Went).
Sin embargo, el éxito en el desarrollo de una especie vegetal no se define

exclusivamente por el uso adecuado de un medio.

Rodriguez (2005) reporta en su trabajo con orquideas endémicas de Cuba que los
elementos con mayor incidencia en la obtencidon de plantulas fueron: capsulas
maduras, medio de cultivo en estado liquido para la germinacion de las semillas y
carbon activado a razén de 0.15%. No obstante, existen trabajos que reportan el

uso de medios tradicionales con resultados en la propagacién de orquideas.

2.2.6. Medios de cultivo alternativos en la propagacion de Laelia anceps
2.2.6.1. Bonote de coco

Se refiere a la fibra de coco y al polvo de coco extraidos de la cascara de éste,
mediante un proceso de humedecimiento o por medio del descortezado mecanico.
Este sustrato contiene de 0.4 a 0.6% de N, hasta 0.15% de P,0s, 2.0-2.5% de K,0O
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y una densidad aparente que oscila de 0.25a 0.5 g cm™. Es un sustrato potencial
para biofertilizantes (BURES PROFESIONAL, 2009).

El polvo de coco se genera cuando se extrae la fibra del fruto. El polvo de coco no
humedecido contiene 30% de lignina, 22% de celulosa, 11.9% de humedad y 26%
de C organico. De los nutrimentos esenciales para las plantas, éste contiene 0.2%
de N, 0.08% de P, 0.8% de K, 0.2% de S, 0.9% de Cay 0.7% de Mg. El uso
directo del polvo de coco no humedecido no es muy recomendable, puesto que en
algunos casos, este contiene entre un 8 y 12% de fenoles solubles relacionados
con taninos, que pueden actuar como inhibidores de las plantas y los
microorganismos, ademas de inmovilizar el N del suelo. El polvo de coco
degradado o sometido a composta, ha sido en cambio reciclado de manera
efectiva en la agricultura y se han sefalado los efectos benéficos sobre los
rendimientos de los cultivos y las propiedades fisicas del suelo (BURES
PROFESIONAL, 2009).

La fibra de coco es una materia prima para elaborar sustratos alternativos a los
tradicionales que destaca por su elevada estabilidad y su capacidad de retencion
de agua, asi como una buena aireacién. Las propiedades de este sustrato se

muestran en el Cuadro 8.
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Cuadro 8. Principales caracteristicas quimicas de fibra de coco (BURES
PROFESIONAL, 2009).

Parametro Unidad Valor
pH - 5

Conductividad eléctrica dSm™ 3.74
Nitrégeno total % 0.51
Fosforo total, P2Os % 0.20
Potasio total, K,O % 0.60
Calcio total, CaO % 1.40
Magnesio total, MgO % 0.20
Sodio total, NaO % 0.187
Hierro total, Fe % 0.206

El pH de la fibra de coco es de 5. La capacidad de intercambio cationico es
elevada, hecho que le confiere un alto poder tampon en fertirrigacion. Posee una
textura microalveolar y una porosidad proxima al 96%, comparable a la lana de
roca, también utilizada para cultivo hidropoénico. La fibra de coco utilizada como
componente de sustratos a base de turba proporciona una alta capacidad de
retencion de agua, una elevada aireacion del sistema radicular, asi como una gran
estabilidad de los valores de pH y conductividad eléctrica (CE) del medio. Su
capacidad de retencion de agua permite establecer frecuencias y dosis de
fertirrigacion. La fibra de coco retiene las soluciones nutritivas por capilaridad y en
consecuencia son facilmente asimilables por las plantas. Al mismo tiempo, por su
estructura tiene una elevada aireacion, caracteristica que favorece el desarrollo
radicular (BURES PROFESIONAL, 2009).
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La fibra de coco es un material muy rico en carbono C/N =100, lo que le otorga
una gran resistencia a la degradacién, asi como una gran estabilidad. Ademas de
componente de sustratos de cultivo en contenedor y en cultivo hidropdnico, puede
ser empleada para otras muchas funciones. Algunas de ellas son su utilizacién
como enmienda organica del suelo de muy lenta degradacion y como drenaje,
para evitar la colmatacion de suelos problematicos (BURES PROFESIONAL,
2009).

2.2.6.2. Promix

Es un sustrato de cultivo a base de turba de Sphagnum. La textura fibrosa de la
turba utilizada favorece el crecimiento rapido de las raices y permite mantener un
optimo equilibrio aire/agua. Ademas, la adiciéon de un agente humectante favorece

la absorcién y la difusion del agua.

Sphagnum es el género mas abundante dentro de las bridfitas, teniendo una
importancia considerable para la ecologia y economia mundial (Buxton, 1996).
Probablemente hay cerca de 150 especies reconocibles; sin embargo, han sido
descritas mas de 300 (Schofield, 1985 citado por Tapia, 2008). Sphagnum esta
distribuido a través de todo el mundo y se extiende con mayor abundancia en la
porcion templada fria del Hemisferio Norte, donde es la vegetacion dominante de
los humedales (Schofield, 1985 citado por Tapia, 2008). Un aspecto peculiar de
los musgos del género Sphagnum es la baja tasa de descomposicion del material
muerto; por lo anterior, las plantas muertas se acumulan como turba. Entre las
varias razones del por qué ocurre esto se encuentra la baja concentracion de
nitrégeno en estas plantas, comunmente menos del 1% de la materia seca
(Clymo, 1982 citado por Tapia, 2008). No s6lo hay una correlacidon positiva entre la
tasa de descomposicion y la concentracion de N, sino que el incremento en la
concentracion de nitrégeno de las plantas por fertilizacion incrementa la tasa de
descomposicion cuando las plantas mueren. La segunda razén puede ser las

condiciones acidas del medio, que son producidas por el mismo Sphagnum
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(Clymo, 1982 citado por Tapia, 2008). Las paredes celulares de Sphagnum
presentan una notable capacidad de absorcion, siendo capaces de absorber
selectivamente iones basicos y liberar iones de hidrégeno; asi incrementa la
acidez de su medio acuatico (Schofield, 1985 citado por Tapia, 2008). La tercera
razon, por la cual las tasas de descomposicion son muy bajas esta asociada con
el ambiente permanentemente humedo, condicién que requieren la mayoria de las
especies de Sphagnum. El contenido nutrimental del PROMIX se muestra en el
Cuadro 9.

El pH del PROMIX oscila entre 55 y 6.5 (1:3, viv en Hy0); su valor de
conductividad eléctrica se encuentra entre 1.3y 2 dS m™ (Premier ProMix, 2008).
La porosidad de este sustrato se encuentra en un intervalo entre 17 y 22% (del
volumen); con una capacidad de retencién de agua entre 700 y 900% (del peso
del sustrato seco). La densidad aparente del Promix es de 0.13 a 0.16 g cm™
(Premier ProMix, 2008).

Cuadro 9. Contenidos de nutrimentos en Promix (Premier ProMix, 2008)

Nutrimento mg L™
N-NO3 40-100
P-PO,4 5-15
K 35-75
Ca 25-75
Mg 20 - 40
Fe 0.7-2
Zn <0.2
Cu <0.3
Mn <0.6
B <0.6
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2.2.6.3. Solucion nutritiva de Steiner

En los cultivos sin suelo se puede dar o establecer cualquier relacion de iones y
cualquier concentracion total de sales, siempre que no supere los limites de
precipitacion para ciertas combinaciones de iones. Asi, la seleccion de la
concentracion de una solucidn nutritiva debe ser tal que el agua y los iones totales
sean absorbidos por la planta en la misma proporcion en la cual estan presentes

en la solucion (Steiner, 1968).

Steiner, desarrolld6 un método para calcular una férmula para determinar la
composicién de una solucion nutritiva, la cual satisface ciertos requerimientos.
Coic (1973) y Steiner (1973, 1980) indican que la composicion y concentracion de
una solucién nutritiva depende de la clase de cultivo, de la fase de desarrollo, del
medio ambiente, del tipo de hidroponia (frecuencia de renovacion de soluciones).
Afaden que las plantas poseen una cierta elasticidad con relacion al ambiente
nutritivo; es decir, que la planta absorbe los iones en su propia relacion mutua,
dentro de amplios limites, independientemente de la relacién mutua entre los iones

de la solucion nutritiva (Steiner, 1961).

Steiner (1968, 1984) elabord una solucion nutritiva universal, que se distingue por
sus relaciones mutuas entre aniones y cationes, expresadas en porcentaje del
total de mM-L™". Este autor indica que el uso de su solucién nutritiva universal
demanda unicamente que se determine la presion osmatica requerida para un
cultivo en particular en una cierta época del afno. Las relaciones mutuas entre los
iones en la Solucién Nutritiva Universal de Steiner en porcentaje del total de
mM-L" es de 60:5:35 para NO3:H,PO4:SO4* y 35:45:20 para K':Ca?':Mg?
(Steiner, 1968).
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2.3CONCLUSIONES DE LA REVISION DE LITERATURA

Diversas son las especies de flora y fauna que convergen en México, producto de
la ubicacion geografica de nuestro pais, asi como su compleja orografia e historia
biogeografica y presencia de diversos climas. En el caso de las orquideas, se
calcula que existen 400 especies o0 subespecies endémicas, las cuales

corresponden al 40% del total registrado en nuestro pais.

Relacionar la conservacion de las especies con la accion del ser humano, implica
una actividad de conciencia y actuar; diversas pueden ser las opciones en el acto
de conservar las especies endémicas de nuestro pais; la que presenta este

trabajo, corresponde al acto de la investigacion con fines de reproduccion.

La propagacion in vitro de material vegetal aporta resultados en la conservacion
de especies. No obstante, es evidente a partir de la literatura citada, que diversos
son los factores que intervienen en el éxito en la propagacion de germoplasma vy
es evidente que los resultados obtenidos dependen en gran medida de la especie

con que se trabaja.

Son los medios de cultivo, el tema de investigacion y es a partir de la literatura que
se puede constatar, que son numerosos los investigadores dedicados a la
evaluacion de medios y de éste proceso surgen listas de medios convencionales,
que aportan resultados especificos a una especie. El uso de Solucion Steiner, fibra
de coco y Promix como medio de cultivo en forma liquida, plantea la posibilidad de
obtener mejores resultados en la propagacion de Laelia anceps y a un menor

costo.
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lll. JUSTIFICACION

El género Laelia, con un total de once especies, es endémico de México y se
encuentra en una gran variedad de nichos ecologicos. Las distintas etnias
indigenas mexicanas han cultivado tradicionalmente especies como L. albida, L.
anceps, L. gouldiana, L. autumnalis y L. furfurdcea. En la actualidad, estas
especies tienen alta demanda en el mercado nacional y en consecuencia gran
importancia econdmica; y son obtenidas de sus habitats sin control. En forma
adicional, las semillas de las orquideas son muy pequeias y el embrion, al carecer
de suficientes reservas nutritivas, depende de relaciones simbidticas; al menos
durante las etapas de germinacion y de desarrollo temprano. La sobrevivencia de

las plantas por semilla no siempre es exitosa.

Este proyecto de investigacion evalu6 el sistema de produccion in vitro con el
empleo de sustratos alternativos al medio de cultivo tradicional MS, a partir de

brotes vegetativos de la orquidea Laelia anceps.

El objetivo sera la comparaciéon del medio MS y los medios propuestos, para
determinar que medio favorece el desarrollo del material vegetal, optimiza la
calidad nutrimental requerida por Laelia anceps y reduce los costos de produccion

al comparar con el medio MS.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

* Evaluar medios de cultivo alternativos al medio MS en la especie Laelia

anceps, sobre el crecimiento y la calidad de explantes.

4.2. Objetivos Particulares

e Determinar el efecto de medios de cultivo alternativos, solucion de Steiner,
fibra de coco y Promix al medio MS sobre el crecimiento de explantes de

Laelia anceps.

e Estimar el efecto de medios de cultivo alternativos, soluciéon de Steiner, fibra
de coco y Promix al medio MS sobre la calidad de explantes de Laelia

anceps.

32



V. HIPOTESIS GENERAL

El empleo de medios de cultivo alternativos (fibra de coco, Promix y solucién de
Steiner), tiene un efecto positivo sobre el crecimiento y calidad de plantulas de

Laelia anceps.

5.1. Hipétesis particulares

e Medios de cultivo alternativos al medio MS inducen un mayor crecimiento

en los explantes de Laelia anceps.

e La calidad de plantulas micropropagadas de Laelia anceps se incrementa

con el empleo de medios de cultivo alternativos al medio MS.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Ubicacion del experimento

La presente investigacion se realizo en el laboratorio del area de Nutricion Vegetal
“Salvador Alcalde Blanco” del Postgrado de Edafologia en el Campus Montecillo

del Colegio de Postgraduados.

6.2. Material vegetal

Se trabajo con brotes vegetativos de Laelia anceps proporcionados por la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional, a partir de un
convenio establecido con la M. en C. Lilia Rico Rodriguez, colaboradora del

laboratorio de Cultivo de Tejidos del Departamento de Biofisica de esa Institucion.

6.3. Analisis quimico de medios de cultivo

El primer analisis de nutrimentos solubles en los medios de cultivo se realizé antes
del cultivo de los brotes de Laelia anceps, con el fin de determinar las

concentraciones iniciales de los nutrimentos en los medios de cultivo.

Los analisis posteriores se realizaron a los 20, 40 y 60 dias después del inicio del
cultivo. La concentracion de los nutrimentos P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, By Na
fueron determinados por espectrofotometria de emision atémica de induccion con
plasma acoplado (Equipo ICP-AES VARIAN™ Liberty I1).

El valor de pH de los medios de cultivo se determiné directamente en él antes de
realizarse el establecimiento de los explantes, asi como en las fases intermedias
de 20, 40 y 60 dias. Para tal efecto se utilizaron 5 g de sustrato por 25 mL de agua

desionizada.
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En cuanto a la determinacién de la CE, la metodologia, fue la establecida por la
Norma Oficial Mexicana NOM- 021- SEMARNAT- 2000

6.4. Analisis quimico de plantulas de Laelia anceps

La concentracion de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, B y Na, en las plantulas de un
afo fue determinada mediante digestion humeda del material seco con una
mezcla de acidos perclorico y nitrico (Alcantar y Sandoval, 1999). Posteriormente,
los extractos obtenidos se leyeron en un equipo de espectofotometria de emision
atémica de induccién por plasma acoplado ICP-AES VARIAN ™ Liberty II. Esta
determinacién se hizo a los 20,40 y 60 dias después del establecimiento del

cultivo.

6.5. Diseno experimental y de tratamientos

En esta investigacion se evaluaron cuatro medios de cultivo en la

micropropagacion de Laelia anceps:
T1) Medio MS liquido

T2) Solucién nutritiva de Steiner
T3) Fibra de coco

T4) Promix

La fibra de coco y el Promix fueron secados al aire libre y macerados en un molino

de acero inoxidable y cribados con un tamiz malla 20.

Cada tratamiento consté de 45 repeticiones distribuidas completamente al azar.
Las unidades experimentales consistieron de un frasco de 100 mL con medio de

cultivo, malla metalica y un brote vegetativo.
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6.6. Establecimiento del cultivo

En el caso del medio MS se vertieron 25 mL de medio, al igual que en el
tratamiento con solucion de Steiner; en los tratamientos de fibra de coco y Promix,
el frasco contenia 5 g de sustrato y 20 mL de agua desionizada, con lo que se
obtuvo un volumen de 25 mL, todos los tratamientos se esterilizaron en autoclave
(15 min a 5 atm, 120°C). Una vez estéril, cada frasco fue llevado a una campana

de flujo laminar para depositar un brote vegetativo de Laelia anceps.
6.7. Condiciones de incubacion

Después de la siembra, los frascos con los explantes se incubaron a 24 + 2 °Cy

un fotoperiodo de 16 h luz e intensidad luminosa de 47.3 pmol m?s™.

6.8. Variables evaluadas
6.8.1. Analisis quimico de medios de cultivo

En los medios de cultivo se analizé la concentracion de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn,
Mn, B y Na en solucién; empleando un equipo de emisién atémica, de induccién
con plasma acoplado (Equipo ICP-AES VARIAN™ Liberty I1); leyendo
directamente en el medio después de ser pasado a través de un filtro de poro

medio.

Estas concentraciones fueron determinadas en los tratamientos 1y 2 (MS y
Solucion de Steiner, respectivamente) en dos ocasiones: a) antes del trasplante y
b) a los 20 dias después del trasplante. En los tratamientos 3 y 4 (Fibra de coco y
Promix, respectivamente), esta evaluacion se realiz6 en tres ocasiones: a) antes
del trasplante, b) a los 40 dias después del trasplante, y d) a los 60 dias después
del trasplante. Lo anterior, con la finalidad de determinar variaciones de

concentracion causadas por el metabolismo de los explantes.
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6.8.2. Contaminacion del cultivo
Las siguientes variables se evaluaron a los 20, 40 y 60 dias:
e Porcentaje de contaminacién por hongos
e Porcentaje de contaminacion por bacterias
e Porcentaje de necrosis
e Porcentaje de fenolizacion
6.8.3. Variables de crecimiento

El crecimiento de los explantes fue evaluado a los 20, 40 y 60 dias durante el
experimento; en cada muestreo se tomaron 15 de las 45 repeticiones por cada

tratamiento para determinar las siguientes variables:
e Altura del explante
e Longitud de raices
e Biomasa seca de la parte aérea

e Biomasa seca de raices

6.8.4. Variables de calidad

Se evaluaron las variables de calidad de explantes en intervalos de 40 dias, esta
programacion fue modificada en funcion del desarrollo de los explantes y de los

problemas que se presentaron.

Para los tratamientos T1 (medio MS) y T2 (solucion de Steiner) se realizé sé6lo una
evaluacion a los 20 dias. Los tratamientos T3 (fibra de coco) y T4 (Promix) las

mediciones se hicieron a los 40 y 60 dias.
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e Concentracion nutrimental en parte aérea y raices de (P, K, Ca, Mg, Fe, Cu,
Zn, Mn y B)

e Acumulacion nutrimental en parte aérea y raices (P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn,
Mn y B). Considerando los resultados de concentracion nutrimental y el

peso de biomasa seca se estimé la acumulacién nutrimental.

6.9. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el procedimiento ANOVA del
programa SAS 2009 y se realizé una prueba de comparacién de medias de Tukey
con un nivel de significancia del 95%.

38



VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Concentraciones nutrimentales en los medios de crecimiento

El analisis quimico de los medios de cultivo se realizd en diferentes etapas del
proceso de experimentacion. El primero se realizd al inicio del experimento y los

subsecuentes se realizaron a los 20, 40 y 60 dias después del trasplante (ddt).

Las Figuras 1, 2 y 3 muestran las concentraciones de macronutrimentos,
micronutrimentos y sodio, respectivamente, de los cuatros medios de cultivo al
inicio del experimento. El valor de pH inicial reportado en los tratamientos fueron:
MS (5.5), solucion de Steiner (5.5), fibra de coco (4.7) y Promix (5.7).De acuerdo a
los resultados de concentracion de medios al inicio del experimento se puede
constatar que, las concentraciones de macronutrimentos en los tratamientos MS y
solucion de Steiner (T1 y T2, respectivamente), son menores a los reportados en
los tratamientos fibra de coco y Promix (T3 y T4, respectivamente). En el caso de
P, donde en el tratamiento T1 se registré un valor de 364 mg L™ y en el T2 de
23.50 mg L™, valores muy por debajo de T3 y T4 los cuales contenian 445.30 y
1401.73 mg L™, respectivamente. El mismo comportamiento se observé para K,
donde los valores mas bajos fueron reportados para T1y T2 con respecto a T3 y
T4, estos ultimos con valores de 15155 y §92.25 ppm respectivamente. Con
respecto a Ca, el T1 reportd un valor de 90.63 mg L™ valor menor al encontrado
en T2, el cual fue de 180 mg L'1; no obstante, ambos valores fueron menores al
tratamiento T3 como en el T4, los cuales fueron de 213.47 y 368.25 mg L™
respectivamente. En el caso de Mg la concentracion mas baja la reportd el
tratamiento T1 con un valor de 27.27 mg L™, a diferencia del valor mas alto que

fue el del tratamiento T3 con un valor de 412.77 mg L™ (Figura 1).

En los micronutrimentos se observaron las mismas diferencias entre medios,
siendo el medio de cultivo Promix el que contuvo la concentracion nutrimental de

todos (Figura 2).

En el caso particular del Na (Figura 3) altas concentraciones se observan en el

medio de cultivo preparado con fibra de coco (T3).
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Figura 1. Concentracion de macronutrimentos en los medios de cultivo empleados

para la propagacion in vitro de L. anceps
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para la propagacion in vitro de L. anceps
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Figura 3. Concentracion de sodio inicial en los medios de de cultivo empleados

para la propagacion in vitro de L. anceps.

Los explantes establecidos en los medios T1 y T2 sdlo sobrevivieron 20 dias en
estos; por lo que la segunda determinacion de nutrimentos en los medios de
crecimiento se realiz6 en 20 ddt. (Cuadro 10).Los valores de pH de los

tratamientos T1 y T2 a 20 ddt fueron de 4.7 y 4.9 respectivamente.

Cuadro 10. Concentracion de nutrimentos en los medios de cultivo Murashige y

Skook y solucién de Steiner , iniciales y a los 20 ddt.

. K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B Na
Tratamiento mg L
Murashigey  g00  653.9 1114 481 00 002 324 476 1.01 220
Skoog
Sowoionde 000 2651 1639 712 00 001 205 009 039 162
teiner

En el caso de los resultados obtenidos al dia 20 ddt, no existi6 una tendencia
uniforme tal como ocurrié en los analisis quimicos del inicio. ElI P no fue detectado
en los tratamientos T1 y T2. En el caso de K el tratamiento T1 reporté una
concentracion de 653.89 mg L™, por arriba del tratamiento T2 (265.05 mg L™"). Con
respecto a Ca el tratamiento T2 reporté una mayor concentracion (164 ppm) que el
tratamiento T1 (111.44 mg L™"). Finalmente el Mg en el tratamiento T2 se registro a
una concentracién de 71.22 ppm, el cual fue mayor al encontrado en T1 (48.10 mg
L.
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En relacién a la concentracion de micronutrimentos al dia 20 se observé que para
el Fe, los valores de concentracidn fueron iguales a cero, no asi para el Cu, donde
las concentraciones en los tratamientos T1 y T2 reportaron un valor menor a 0.02
mg L™.Para el caso de Zn, ambos tratamientos reportaron una concentracion
mayor; 32.36 mg L™ en el caso del tratamiento T1 y 20.54 mg L™ en el caso del
tratamiento T2. Para Mn el tratamiento que reporté valores de concentracion
bajos, fue T2 con 0.09 mg L™ , en tanto que T1 tuvo 4.76 mg L. Para B, el
tratamiento T1 reportd el valor mas alto de concentracion con 1.01 mg L™, siendo
el tratamiento T2 el que mostré6 mayor abatimiento de la concentracién de éste
elemento con un valor de concentracion de 0.39 mg L™, finalmente, para Na, los

valores reportados en T1y T2 fueron de 22.02 y 16.21 mg L™, respectivamente.

Los resultados de concentracion de los medios T3 y T4, determinada a los 40 y 60
ddt se muestran en el Cuadro 11.Los valores de pH reportados a 40 ddt fueron de
4.2 en medio de fibra de coco y 5.1 para Promix, posteriormente a 60 ddt los

valores de pH de T3 y T4 fueron de 3.9 y 4.8 respectivamente.

Cuadro 11. Concentracion de nutrimentos en los medios de cultivo fibra de coco y
Promix a los 40 y 60 ddt.

Tratamiento, P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B Na

ddt mg L
Fibra de coco,

40 ddt 399.3 8783.7 1378.4 1071.1 845.7 1.6 13.1 14.4 79.9 1609.0
Fibra de coco,

60 ddt 788.6 14154.0 205.3 270.2 10.9 4.6 263.7 2.5 18.0 1536.4
PROMIX,

40 ddt 7525 4294.0 18362.5 17208.0 5767.3 50.7 108.9 1285 1104 4152
PROMIX,

60 ddt 103.2 1056.0 635.3 399.1 6.7 5.3 91.6 3.5 6.4 4461

En los tratamientos T3 y T4 40 ddt se observaron valores elevados en los
macronutrimentos, como el P, el cual reporté un valor de 399 mg L™y 752 mg L
respectivamente. Para K los valores fueron elevados, siendo el valor mas alto, el
encontrado en T3 con una concentracion de 8783 mg L™ seguido del tratamiento

T4 con un valor de 4293 mg L. Para Ca los valores de los tratamientos T3 y T4
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fueron 1378 y 18362 mg L™, respectivamente. En relacion al Mg, el tratamiento
que reportd la menor concentracién fue T3 (1071 mg L™), a diferencia del T4 con
una concentracion de 17207 mg L™. En el caso de los micronutrimentos al dia 40
ddt, el tratamiento que reportd las concentraciones mas elevadas fue T4 y en el
caso del Na el tratamiento T3 reportd un valor mayor con respecto a T4 con un
valor de 1609 mg L' (Cuadro 11).

Al dia 60, el tratamiento T4 mostré una reduccion de concentracion de nutrimentos
con respecto a los reportados al dia 40. En el caso de P, su concentracion se
redujo en 86 %, el K reporté una reduccidén en su concentracion de 75%, para Ca
la reduccién en la concentraciéon fue de 96.55%, y para Mg, fue de 97.68%
(Cuadro 11).

En el caso del tratamiento T4 en los micronutrimentos , el Fe reportd una
reduccion en concentracion de 99.89%, el Cu de 89.50%, con respecto al Zn la
reduccion fue de 15.94% y para Mn, de 97.25%. El B, se redujo en 94.21%.En

contraste, Na incrementd su concentracion al dia 60 (446.13 ppm) (Cuadro 11).

El T3, los macronutrimentos reportaron reducciones significativas, para Ca, se
encontré una reduccion de 85.11% a los 60 dias. El Mg, se redujo en 74.78%. Con
respecto al P y K, las concentraciones al dia 60 fueron mayores a las reportadas al
dia 40 (Cuadro 11).

Los micronutrimentos reportados en el tratamiento T3 (fibra de coco) se observo
que en el Fe, la reduccion fue de 98.72%, para Mn, de 82.46%, para B, de
77.52%, y para Na de 4.52%. En los casos de Cu y Zn, los datos de concentracién

reportados al dia 60 son mayores a los reportados al dia 40 (Cuadro 11).

Las condiciones que se pueden encontrar en un medio aislado como lo es el
frasco que contiene una vitroplanta, engloba diversos factores tales como luz,

humedad relativa, CO, , movimiento interior del aire en el frasco y la composicion
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de nutrientes del medio. En ese sentido, la influencia que pueda tener cada factor
sobre el desarrollo de una plantula determinara su desarrollo, sobrevivencia y

posible aclimatizacion.

La seleccién de la composicion mineral y organica de los medios nutritivos es
particularmente importante para el éxito del cultivo. Para mejorar la diferenciacion
y optimo crecimiento de explantes, los nutrientes deben estar presentes en el
medio en cantidades suficientes a fin de garantizar su crecimiento (Moncalean,
2003)

Por décadas la forma en que se usaba el medio de cultivo fue sélido con el uso de
agentes gelificantes. Beruto (1999), afirma que las caracteristicas fisicoquimicas
de los medios gelificados pueden jugar un papel importante en el cultivo in vitro;
no obstante, el uso de agentes gelificantes implica la modificacion en la

disponibilidad de los nutrientes asi como impurezas propias de dichos agentes.

El agar es todavia uno de los agentes de solidificacion mas usados en medios
para el cultivo de tejidos de plantas. Una gran desventaja es que el agar no es un
producto estandar. Como una consecuencia, la calidad (dependiendo la marca) y
la cantidad de agar usado para solidificar los medios de cultivo puede afectar el

crecimiento y el desarrollo de los tejidos (Beruto, 1999).

La automatizacion del cultivo in vitro requiere reemplazar los sistemas
tradicionales de agar por medios de cultivo liquido, por lo tanto, requiere una
alternativa fisica de soporte como tapones de celulosa (cultivos vitropdnicos)
(Moncalean, 2003).

Usando la misma composicion del medio en este tipo de cultivos como en los
cultivos solidificados provoca alteraciones morfolégicas (hiperhidrataciéon) vy
fisiologicas (fotosintesis y otros intercambios gaseosos) que pueden obstruir la
adaptacion de las vitroplantas a condiciones ex vitro. Estas anomalias pueden ser
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causadas por diversos factores como la alta concentracion de nutrientes,
particularmente NO3; (Dantas et al., 2001), Cl, (Quorin and Lepoivre, 1977), NH4
(Vieitez et al., 1985), Mg®* (Orlikowska, 1987) y la reduccién de K* (Pasqualetto et
al., 1988).

La humedad relativa en el microambiente usando medios de cultivo liquidos es
muy alto (99%). Por tanto, los nutrientes del medio tradicional usados en medios
liquidos fueron originalmente designados para cultivos gelificados con agar, por lo
que la aplicacion de nutrientes y reguladores de crecimiento pueden ser excesivos

en la ausencia del efecto dispersante del agar (Moncalean, 2003).

Por esta razén, evaluar y ajustar la concentracion de nutrimentos en los medios
liquidos, evitando la concentracion excesiva de sales que impidan el desarrollo de

las vitroplantas.

De acuerdo a este orden de ideas, si se observan los resultados obtenidos 20 ddt
en los tratamientos T1 y T2, se puede considerar que, la humedad de ambos
medios fue mayor a la que se pudo observar en los tratamientos T3 y T4, debido a
que, en el caso de estos dos ultimos tratamientos, el medio nutritivo estuvo
conformado por 20 g de sustrato y 5 mL de agua destilada, a diferencia de los
primeros tratamientos donde 25 mL de medio (MS en el caso del tratamiento T1 y
solucion de Steiner en el caso del segundo tratamiento) constituyeron la fuente de

nutrientes para las plantulas de L. anceps .

En cuanto al uso de medios liquidos, Prasad (2009) afirma que explantes
cultivados en medios liquidos de inmersién total tienen una tendencia inusual de
acumulacién apoplastica de agua resultando en anormalidades fisiolégicas y
anatémicas. La hiperhidratacion, afecta a las plantas haciéndolas no aptas para

ser transferidas al campo.
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El uso de medios liquidos ha resultado ser para diversos investigadores una
opcion viable de propagacion de vitroplantas, utilizando materiales de soportes
que permitan que el material no esté en contacto directo con el medio. Al respecto,
existen diversos ejemplos de dichos materiales, como el uso de vermiculita,
Sorbarod® (tapon de celulosa) y Florialite® (mezcla de vermiculita y fibra de
celulosa) (Kozai, 2005).

En el presente trabajo se optd por el uso de malla metalica, como soporte que, en
el caso de los tratamientos T3 y T4, el uso de dicho material de soporte permitio el
desarrollo de las plantulas de L. anceps en los 60 dias que duro el experimento,
no asi en el caso de las plantulas que se establecieron en los tratamientos T1 y
T2, en los que al dia 20 de iniciado el experimento las plantas presentaron

problemas de adaptacion.

7.2. Contaminacion del cultivo

Si bien la técnica in vitro tiende a asegurar condiciones de asepsia, esta es una
caracteristica dificil de mantener controlada. De acuerdo a Valenzuela (1998) la
frecuencia de ocurrencia de cada fuente de contaminacion varia entre laboratorios
y cambia con las variaciones de estacion, clima, personal, procedimientos y
asepsia, entre otros. En este sentido, dentro de las variables a evaluar, la
contaminaciéon del cultivo resulta importante, en la medida que la presencia de
contaminacion en un medio, conduce a una disminucion en la calidad del material

vegetal asi como su posible muerte.

Es pertinente precisar nuevamente que en los tratamientos con medio MS y con
solucion de Steiner (T1 y T2, respectivamente) s6lo se presentan datos del primer
muestreo realizado (20 ddt) debido a la muerte de las plantas, registrandose
necrosis (N) en la totalidad de las repeticiones de los mismos. No se presentd
contaminacion por bacterias (C. B.), contaminacién por hongos (C. H.) ni

fenolizacion (F) en los tratamientos antes mencionados (Cuadro 12).
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En los tratamientos de fibra de coco (T3) y Promix (T4) no se presentaron
problemas de contaminacion por bacterias (C. B.), necrosis (N) ni fenolizacion (F);
pero si se registro en ambos, contaminacion por hongos (C. H.), siendo mayor en
el tratamiento con fibra de coco (T3) tanto en el primero como en el segundo
muestreo (20 y 40 ddt). En el muestreo realizado a los 60 ddt no se presento

incremento en los porcentajes de contaminacion por hongos (Cuadro 12).

48



6v

‘ugloezijous4 op dfejusdiod 4 %, 'SIsososu ap ofejusdiod N %, -euseq Jod ugeulwejuod ap sfejusdiod gD %, obuoy Jod ugeulweuod ep oleusdiod HO%,

0 0 0 L0b2 0 0 0 10b2 0 0 0 eel Xiwoid
0 0 0 18'pE 0 0 0 18'pE 0 0 0 00z 0909 ap eiqld

. 1ouIRlS

- - _ - - - - = 0 000k 0 0 uoIonjos
- - — — — = — — 0 000l 0 0 SIN 01PN

4%, N%, ©9%, 'HO%, 4%, N%, ‘80% 'HD%, 4%, N% ‘890% HO%
sojuaiwejel|
1PP 09 1Pp OF 1PP 0¢

"0JJIA Ul SepeAlnd sdaoue 7 us

1PP 09 A Ot ‘0Z SO| B ‘sojusiwe)el) a4jus UQIoRUIWEIUOD 8p opejnwnoe alejuasiod ap saiojeA ap ugloeledwo)) "g| oipend



Las plantulas de L. anceps en esta investigacion, no mostraron problemas de
fenolizacion, contrastando con lo reportado por Rodriguez et al. (2005), quienes
afirman que, la exudacion de fenoles fitotoxicos durante el cultivo de tejidos de
orquideas constituye un serio problema para el cultivo in vitro, y que la via mas
efectiva para solucionar este problema es realizar cambios frecuentes al medio de
cultivo y/o afiadir carbon activado. Los resultados aqui obtenidos conducen a
concluir que el uso de medios liquidos reduce o inhibe el proceso de fenolizacion

en el cultivo in vitro de esta especie.

A finales del siglo pasado se propuso el uso de antibiéticos en los medios de
cultivo in vitro como una medida para asegurar las condiciones asépticas que el
medio demanda. De la Rosa (1988) citando a Coriell (1979) afirma que, la
incorporacion de penicilina y otros antibiéticos en el medio de cultivo mejoran la
técnica de cultivo de tejidos. En contraposicion Valenzuela (1998) afirma que, los
antibioticos no destruyen a todos los microorganismos, algunos solo son
suprimidos o retardan su metabolismo. Rodriguez et al. (1996), reportan el uso de
estreptomicina, penicilina, terramicina y tobramicina en dosis de 20 mg a 1 g por
litro, siendo la terramicina la que observd un control de las bacterias, aunque el

crecimiento de los brotes de alcatraz Zantedeschia sp, fue lento.

En la presente investigacion, el uso de antibidticos para mediar las condiciones de
asepsia en plantulas de L. anceps, fue un factor a considerar a partir del uso del
producto comercial Captan, fungicida que actua en la proteccion y en la
eliminacion de microorganismos fungicos. El grupo quimico es Carboxamida y la
férmula quimica del Captan es 1,2,3,6- Tetrahidro- N- (triclorometiltio) fthalimida
32,4,7,72- Tetrahidro- 2 ((triclorometil)tio)-1-H-isoindol-1,3(2H)-diona CgHgCI3NO,S
y la dosis que fue aplicada por frasco que contenia 25 mL de medio, fue de 625 L

de Captan por medio.

De acuerdo a los resultados obtenidos 20 ddt, donde los tratamientos T1y T2 no
sobrevivieron, el uso de Captan no pudo ser analizado, debido a que la muerte, se

debié al medio per se y no a problemas de contaminacion. Sin embargo, en el
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caso de los tratamientos T3 y T4 en la evaluacion tanto del dia 40 como el dia 60
mostraron problemas de contaminacion, pero en un porcentaje menor a 35%,
incluso valores por debajo del 25% en el caso del tratamiento T4, lo que indica
que, el uso de Captan en esta investigacion, mejoré las condiciones de asepsia en

plantulas de L. anceps bajo tratamiento en fibra de coco y Promix.

Por otro lado, el porcentaje de necrosis fue una mas de las variables a evaluar,
siendo en el caso de los tratamientos T1 y T2 el problema de muerte de las
repeticiones. De a cuerdo a los resultados obtenidos por Vidal (2007) la variable
de necrosis, fue la de mayor incidencia dentro de las variables de contaminacién
en el proceso de germinacion in vitro de cuatro especies de heliconias (Heliconia.
bihai, H. collinsiana, H. latispathay H. psittacosum) bajo diferentes tratamientos de

escarificacion.

Solis (2002) en su trabajo in vitro con Brassalova cucullata L. y Oncidium cebolleta
(Jacq.) Sw. evaluando los medios Knudson C (1964), el mismo medio en dos
tratamiento mas, adicionado en un tratamiento con carbon activado y platano y en
otro tratamiento sélo con carbon activado y el ultimo tratamiento con medio Vacin
y Went (1949) aborda el tema de necrosis, sin explicar a que se deba la muerte
de plantulas de orquideas, pero si habla del porcentaje, el cual alcanza un valor
menor al 15%. Al respecto se puede afirmar que dichos medios se presentaron en
forma gelificada, lo cual modifica la disponibilidad de las sales, factor que sin duda
provoco la muerte de las plantulas de L. anceps bajo tratamiento T1y T2 en este
trabajo, problema que no se presentd en los tratamientos T3 y T4 tanto en el
periodo 40 como el periodo 60 de evaluacidn, lo que indica que el problema de

necrosis no se presenta en medios liquidos a base de fibra de coco y Promix.
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7.3. Variables de crecimiento

7.3.1. Altura de explante

Los valores de altura de explantes después de 20 dias de experimento en los
tratamientos 1 y 2 (medio MS y solucion de Steiner, respectivamente) reportaron
diferencias estadisticas significativas (p < 0.05). Para dicha variable, la prueba de
Tukey indicé que el mejor tratamiento fue el de solucion de Steiner con 2.86 cm de
altura promedio en explantes, que superé a la altura de los explantes del
tratamiento T2 (medio MS) en 0.55 cm, lo que representa casi el 24% (Figura 4).
A pesar de que los explantes no sobrevivieron si hubo crecimiento en éstos en los
primeros 20 ddt, dado que al inicio del experimento los explantes median en

promedio 2 cm de altura.

DMS= 0.37

Alturade plantula, cm

Medio MS SolucionSteiner

Tratamientos
Figura 4. Altura de brotes de L. anceps establecidos en medio MS (T1) y Solucién

de Steiner (T2) 20 ddt. Letras distintas sobre las barras indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).
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En la Figura 5 se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion estadistica
de los tratamientos T3 y T4 a los 40 ddt. En la variable de altura de brotes, las
plantulas de L. anceps no presentaron diferencias estadisticas significativas entre
dichos tratamientos (p > 0.05), reportando valores de 2.95 cm de altura promedio
de las plantulas establecidas en el tratamiento con fibra de coco (T3) y de 2.77 cm

en las plantulas bajo el tratamiento de Promix (T4).

DMS=1.01 a

Alturade plantula, cm

Fibrade coco Promix

Tratamientos

Figura 5. Altura de brotes de L. anceps establecidas en medios de cultivo: Fibra
de coco (T3) y Promix (T4) 40 ddt. Letras distintas sobre las barras indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

Los resultados de altura de plantulas de L. anceps a los 60 ddt, no presentaron
diferencias significativas (p > 0.05) entre tratamientos; dado que las plantulas del
tratamiento con fibra de coco (T3) tuvieron una altura ligeramente menor (3.26 cm)

a las del tratamiento con Promix (T4) (3.57 cm), como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Altura de brotes de L. anceps establecidos en medios de cultivo: fibra de
coco (T3) y Promix (T4) 60 ddt. Letras distintas sobre las barras indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

En la Figura 7 se presentan la evolucion presentada en la variable altura de
explantes a lo largo de los 60 ddt en los tratamientos T3 y T4. Se observd en
ambos una tendencia ascendente hasta el ultimo muestreo realizado,
destacandose que hasta los 20 ddt los valores de altura fueron iguales. A partir de
los 40 ddt la tasa de crecimiento fue distinta entre tratamientos y al final de la
evaluacion se registraron los explantes mas altos en el tratamiento con Promix
(T4).

w
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== Fibra de coco

== Promix

r~
U

Altura de plantula, cm
(V%)

dia0 dia20 diad0d dia60
Figura 7. Crecimiento de explantes de L. anceps en tratamientos de fibra de coco

(T3) y Promix (T4) a través del tiempo que duré el experimento.

La comparacion de resultados en la variable de altura de explante, se divide en
dos etapas, la primera corresponde a los resultados obtenidos en los tratamientos

T1y T2 en el dia 20 ddt, resultados que muestran que el tratamiento T2 fue mejor,
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reportando una diferencia de 0.55 cm con respecto al tratamiento T1 y la segunda
etapa abarca los resultados obtenidos en los tratamientos T3 y T4 en los dias 40 y
60 ddt, donde al dia 40, el mejor tratamiento fue T3. Sin embargo al realizar el
analisis estadistico, no muestra diferencias entre los tratamientos T3 y T4. Los
resultados obtenidos en estos tratamientos al dia 60 demuestran que las plantulas
presentaron un aumento de altura de 0.31 cm en el tratamiento T3 y de 0.8 cm en
el tratamiento T4, representando este ultimo el mejor tratamiento para la variable

de altura de explante.

De a cuerdo a Solis (2002) la variable de altura de explante en la especie de
orquidea, Brassavola cucullata L. propagada en cuatro distintos medios solidos
(Vacin & Went, Knudson C, Knudson C + platano + carbén activado y Knudson C
+ carbdn activado) presentd diferencias entre los tratamientos al realizar el analisis
de varianza, donde la prueba de Tukey indicé que, el mejor tratamiento fue el
medio de Knudson C mas platano y carbén activado con 1.62 cm. de altura
promedio por planta, aunque este tratamiento no difiere significativamente del
tratamiento del medio Knudson C mas carbén activado que desarrollé 1.47 cm de
altura promedio por planta. Ambos tratamientos presentaron diferencias
estadisticas con el medio Vacin & Went y con el testigo (Knudson C); entre éstos
ultimos, el testigo generdé un mayor desarrollo de planta con 0.76 cm en promedio,
en comparacion al presentado por el medio de Vacin & Went (0.6567). Estos
resultados indicaron que el uso de materiales organicos en la preparacion del
medio de cultivo tienen efectos positivos en el crecimiento de Brassavola

cucullata.

En otro estudio, do Valle Rego-Oliveira (2005) trabajé con los protocormos de dos
orquideas brasilefias Catasetum fimbriatum'y Cyrtopodium paranaensis, los cuales
se cultivaron en distintos medios: MS (1962),MS modificado con %
macronutrientes, MS modificado con %2 macronutrientes, Vacin & Went (1949),
Knudson C (1946), Férmula comercial N:P:K (10:5:5) 2 mL L™ y férmula comercial
N:P:K (10:30:20) 3 g L. En todos los tratamientos se agregaron: 30 g L™ de

sacarosay 6 g L' de agar. Al cabo de seis meses, lo resultados indicaron que, en
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ambas orquideas, el medio MS con la mitad de sales favoreci6 la altura de las
plantulas de orquideas brasilefias, o que concuerda con los resultados obtenidos
en la presente investigacion, donde los tratamientos con menor disposicion de

sales (T3 y T4) permitieron el desarrollo de las plantulas de L. anceps.

Sin embargo, los resultados de diversos trabajos con orquideas demuestran que
las respuestas observadas dependen de la especie con la cual se trabaje y es a
partir de esta idea como Gomez (2004) evalud el crecimiento de las orquideas
Encyclia citrina, Oncidium cavendishianum, Dendrobium nobile, Laelia anceps y
Epidendrum sp, las cuales se desarrollaron en el medio MS (1962) enriquecido
con sacarosa (30 g L™), carbon activado (0.05%), agar (7 g L) y extractos de
jitomate (40 g L™, platano (40 g L"), manzana (40 g L") y agua de coco (100 mL
L'1).Si bien no se menciona la altura promedio inicial, L. anceps ocupé el ultimo
lugar al lograr un incremento bajo al final del experimento, pero que se comportd
de forma un tanto irregular, ya que durante el primer y segundo muestreo fue
superior a Epidendrum sp. luego disminuyd su velocidad de crecimiento y asi se
mantuvo hasta el final.El trabajo aporta resultados acerca de la linea de tiempo
necesaria para el crecimiento de L. anceps, que sin duda fue menor a las otras
especies evaluadas por Gomez (2004) en un periodo de evaluacién de un ano,
con seis muestreos. Si se considera esta ultima observacion, se podria afirmar
que, el periodo de tiempo contemplada en esta investigacion representd un cuarto
del tiempo dispuesto por Gémez (2004), lo que indica que, en la linea de tiempo
de un afo, en los primeros cuatro meses la altura de L. anceps fue mayor a lo
reportado por la misma especie al final del experimento, lo que representa que el

presente trabajo se realizé durante la etapa de mayor crecimiento.
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7.3.2. Longitud de raices

La longitud de raices obtenidos 20 ddt, demostraron que, en el caso de las raices
de L. anceps bajo tratamiento T1 fue menor al reportado en el promedio de la
longitud de raiz en tratamiento T2, indicando una diferencia de 0.14 cm con
respecto al primero, tal como se muestra en la Figura 8. Estos resultados
correlacionan en forma positiva con los obtenidos en la variable altura de explante

en estos tratamientos.

0.6 DMS= 0.12

Longitud de raiz, cm
= I; i:,; ‘I:J' =

Medio MS SolucionSteiner
Tratamientos

Figura 8. Longitud de raices de plantulas de L. anceps en medios MS y solucién
de Steiner 20 ddt. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas

significativas (Tukey, p < 0.05).

La longitud promedio de raices de L. anceps 40 dias después de iniciado el
experimento no mostré diferencias estadisticas significativas (p > 0.05) entre los
tratamientos de fibra de coco y Promix, 1.74 cm y 1.79 cm respectivamente, tal

como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Longitud de raices de plantulas de L. anceps en medios conteniendo
fibora de coco y Promix a 40 ddt. Letras distintas sobre las barras indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

La longitud de raices de L. anceps obtenidos al dia 60, no fue diferente
estadisticamente entre los tratamientos T3 y. La longitud de raiz promedio de
plantulas tratadas con fibra de coco fue de 2.12 cm, mientras que para las

establecidas en el medio conteniendo Promix fue de 1.83 cm (Figura 10).
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Figura 10. Longitud de raices de plantulas de L. anceps en medios conteniendo
fibora de coco y Promix a 60 ddt. Letras distintas sobre las barras indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).
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Los resultados registrados en la variable longitud de raiz durante el experimento
(Figura 11), permiten observar que ésta no fue afectada por los medios de
crecimiento evaluados. La tendencia de crecimiento en ambos tratamientos marca

una ligera diferencia (del orden de 0.28 cm), sélo en el muestreo realizado 60 ddt.

2.5
E 2
€ 15
QU
T —&@—Fibrade coco
T 1
Eﬂ == Promix
S 05

diad dia20 diad0 dia60

Figura 11. Crecimiento de raices de L. anceps en medios de crecimiento con fibra
de coco (T3) y Promix (T4) durante 60 ddt.

La variable evaluada en esta seccidon resulta de vital importancia, ya que en la
medida en que la raiz se desarrolle en condiciones in vitro, se asegura un mayor

porcentaje de sobrevivencia bajo condiciones de invernadero.

Los resultados obtenidos en raices de L. anceps en los tres periodos de
evaluacion indican que, al dia 20, el tratamiento que reporté un valor mayor fue el
tratamiento T2 con un promedio de 0.58 cm con respecto al tratamiento T1 (0.44

cm).

Al dia 40 En el caso de las plantulas bajo tratamiento T3 y T4 40 ddt, el
tratamiento T4 reportd un valor promedio de 1.79 cm en tanto que en el
tratamiento T3 el promedio fue de 1.74. Sin embargo, no se encontraron

diferencias estadisticas entre ambos tratamientos.

Lo mismo ocurri6 60 ddt, donde se observaron diferencias estadisticas entre el
tratamiento T3 y T4. No obstante, el tratamiento T3 obtuvo un valor promedio de
2.12 a diferencia del tratamiento T4 con un promedio de 1.83 cm.
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A partir de estos resultados se puede establecer que, en la variable longitud de
raices, el tratamiento T3 reportd el promedio de mayor longitud. Sin embargo cabe
destacar que, este resultado se alcanzé solo a los 60 ddt, ya que en los resultados
obtenidos al dia 40 ddt el tratamiento que reportdé un valor mayor fue el tratamiento
T4. Cabe aclarar que la ventaja con respecto al tratamiento T3 fue tan solo de 0.05

cm, diferencia que aumenta a 0.29 cm 60 ddt.

Diversos son los trabajos que han analizado el uso de materiales que puedan
sustituir el uso de un medio gelificado por materiales que permitan de alguna

manera, mejorar el desarrollo de la zona radicular.

Al comparar los resultados obtenidos en esta variable con otros trabajos con
orquideas, Solis (2002) reportd una longitud de raices de 2.38 cm en Brassavola
cucullata L. como el promedio mayor alcanzado en medio Knudson C mas platano
y mas carbdn activado en un periodo de seis meses de evaluacion, lo cual también
fue observado en la especie Oncidium cebolleta (Jacq) en el uso del mismo medio
alcanzando el mayor promedio con un valor reportado de 1.49, a diferencia del uso
del medio Knudson C con un valor promedio de 0.94 cm, todos valores obtenidos
al sexto mes de evaluacion. Si tomamos en cuenta la importancia de las raices en
el proceso de aclimatacion, sera evidente que, en el presente trabajo los
promedios obtenidos a partir del dia 40, son mayores a los reportados por Solis

(2002) al sexto mes, lo que implica mayores posibilidades de sobrevivir.

Por otro lado, Gomez (2004) reporté que Dendrobium nobile fue superior a partir
del cuarto muestreo (2.92 cm), seguido de Oncidium cavendishianum (2.28 cm)
que en el quinto muestreo fue similar a D. nobile (3.18), quedando en segundo
lugar al final del experimento Encyclia citrina y L. anceps (2.23 y 2.34 cm
respectivamente), las cuales fueron estadisticamente iguales a partir del quinto
muestreo y finalmente, Epidendrum sp (1.16 cm) fue la que tuvo la menor longitud
de raiz. Todas las especies se evaluaron en un mismo medio, el MS enriquecido
con sacarosa (30 g L™), carbon activado (0.05%), agar (7 g L) y extractos de
jitomate (40 g L), platano (40 g L™"), manzana (40 g L") y agua de coco (100 mL
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L'1) y todas las especies tenian tres meses de edad y dos hojas verdaderas en un

periodo de un afio de evaluacion y seis muestreos.

Gomez (2004) inform6é que, en el sexto mes en el caso de L. anceps, ésta
presentd un mayor crecimiento de la raiz, lo cual cambié del sexto al décimo mes
en donde permanecio constante y finalmente en los ultimos dos meses tuvo un
incremento significativo del 45.39% al compararse con las otras especies. De
acuerdo a los resultados de Gomez (2004), L. anceps fue de las especies con

menor longitud de raiz en un periodo de 12 meses.

Si se comparan los resultados obtenidos por dicho autor con los obtenidos en esta
investigacién se puede afirmar que, la variable de longitud de raiz en un periodo
de 60 dias bajo el tratamiento T3 alcanz6 un valor de 2.12 cm, valor menor al
reportado en un periodo de 12 meses para la misma especie con un promedio de
2.78 cm, si bien el resultado fue menor, la diferencia es minima en un periodo de

tiempo menor.
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7.3.3. Biomasa seca de la parte aérea

Los resultados obtenidos en la variable biomasa seca parte aérea del dia 20 para
los tratamientos T1 y T2, no mostraron diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos (P « 0.05). Las plantulas de L. anceps que se desarrollaron en el
tratamiento T1 tuvieron una biomasa peso seco total promedio de 4.6 mg, siendo
mayor al valor del tratamiento T2, cuyo promedio fue de 4.2 mg, como se muestra

en la Figura 12.
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Figura 12. Biomasa seca total de plantulas de L. anceps 20 ddt. Letras distintas

sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

De acuerdo al analisis estadistico, los promedios de biomasa seca de la parte
aérea de las plantulas de L. anceps en el dia 40 después de iniciado el
tratamiento, no reporté diferencias estadistica. El promedio de biomasa en peso
seco de la parte aérea de las plantulas establecidas en el tratamiento T3 reportd
un valor de 2.7 mg, menor al reportado por el tratamiento T4 con un valor de 2.9

mg, tal como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Biomasa seca de parte aérea de plantulas de L. anceps 40 ddt. Letras
distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p <
0.05).

Los tratamientos T3 y T4 no presentaron diferencias estadisticas significativas a
los 60 dias. El peso promedio de biomasa seca en el tratamiento de fibra de coco
fue de 5.3 mg, valor mayor al reportado por el tratamiento de Promix cuyo peso
promedio fue de 4.4 mg. Los valores mencionados pueden observarse en la

Figura 14.
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Figura 14. Biomasa seca de parte aérea de plantulas de L. anceps 60 ddt. Letras
distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p <
0.05).
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A partir de los resultados obtenidos en los dias 20, 40 y 60 se observa que en el
caso de los tratamientos T1 y T2 no se tuvieron diferencias estadisticas
significativas, no obstante cabe destacar que el promedio obtenido corresponde a
la biomasa peso seco total de las plantulas de L. anceps, no asi en los
tratamientos T3 y T4 tanto del dia 20 y 40 cuyos valores, en ambos dias de

analisis no mostraron deferencias en promedio de peso seco de la parte aérea.

El tratamiento T3, reporté un valor mayor en relacién al tratamiento T4, con una

diferencia de 0.9 ug, tal como se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Biomasa seca de parte aérea en L. anceps en los periodos 40 y 60 ddt.

Los valores obtenidos en esta investigacion para la biomasa seca, report6é un valor
bajo en los cuatro tratamientos, sin embargo, cabe destacar que, en trabajos como
los reportados por Afreen-Zobayed (1999) y (2000) los sustratos fueron
adicionados con medio MS, lo que convierte a materiales como la vermiculita en el

soporte y no en la fuente de nutrimentos.

Como se observa en los resultados de Afreen-Zabayed (1999),muestra que los
tratamientos que favorecieron el aumento en peso seco de parte aérea en papa
dulce (lpomoea batatas L. (Lam), cv. Beniazuma), fueron una mezcla de
vermiculita y fibra de celulosa (pulpa de papel) adicionado con medio MS carente

de sacarosa y agar, obteniendo un promedio de 110 mg a los 21 dias de iniciado
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el experimento, valor que superd al reportado por el tratamiento con medio MS

carente de vitaminas, sacarosa y gelificado, cuyo valor promedio fue de 49 mg.

Por otro lado, la orquidea brasilena Laelia longipes, Stancato (2008) obtuvo
resultados favorables en esta variable, cuando las plantulas de orquideas se
desarrollaron en medios con pulpa de platano, con un promedio de 39 mg; no
obstante, cabe destacar que los resultados provienen de tres subcultivos en un

periodo de un afo.

De acuerdo con Ramos (1969), el uso de pulpa de tomate en adicion con
vitaminas y sales minerales, estimula la germinacion y crecimiento in vitro de

especies de orquideas epifitas y terrestres.

En la misma linea de uso de pulpas, Arditti (1982) registr6 un incremento de
materia seca en plantulas de orquideas epifitas de los géneros Dendrobium,
Phalaenopsis y Vanda cuando fueron cultivadas en medios nutritivos

suplementados con pulpa de manzana.

Stancato (2008) dentro del género Laelia, la especie L.tenebrosa , cultivada en
medios con pulpa de platano incorporaron mayor cantidad de materia seca,
seguidas por plantulas cultivadas en medios 10:10:10 (N:P:K) que acumularon

38.7% en relacion a las primeras.

7.3.4. Biomasa seca de raices

Para la biomasa seca en raiz, el promedio obtenido de acuerdo a la prueba de
Tukey, reporto al dia 40 para los tratamientos T3 y T4 no presentaron diferencias
estadisticas significativas, donde el promedio de biomasa seca en plantulas de L.
anceps en el tratamiento T3 fue de 2.7 mg a diferencia del tratamiento T4 con un
promedio de 2.1 mg de biomasa seca en raiz, tal como se puede ver en la Figura
16.
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Figura 16. Biomasa seca de raices de L. anceps en los tratamientos T3 y T4 40
ddt. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, p <0.05).

El promedio de biomasa seca reportado en el dia 60 para el tratamiento T3 fue
mayor (3.2 mg) que para el tratamiento T4 (2.4 mg, tal como se muestra en la

Figura 17.
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Figura 17. Biomasa seca de raices de L. anceps en los tratamientos T3 y T4 60
ddt. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, p <0.05).
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar que, aunque no se
presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos T3 y T4 en los dias 40
y 60 del experimento, el tratamiento que generé un promedio mayor de biomasa
seca en raiz de plantulas de L. anceps fue el tratamiento T3 (fibra de coco) con

respecto al tratamiento T4 cuya diferencia se puede observar en la Figura 18.
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Figura 18. Biomasa seca de raices en plantulas de L. anceps a los 40 y 60 ddt.

La importancia del desarrollo radicular estriba en el éxito que posteriormente
presentara la vitroplanta en su etapa de aclimatizacion. Acorde con esta idea
Preece y Sutter (1994) reportan que, bajos porcentajes de produccion de raices de
plantas y una baja fuente de humedad para la raiz son considerados como las

principales causas de pérdidas de plantas durante la etapa de aclimatizacion.

Dentro de los resultados obtenidos por Stancato (2008) mostraron que la orquidea
Laelia longipes reportd mejores resultados bajo el tratamiento 10:10:10 (N:P:K),
con un promedio de 31.6 mg. Sin embargo, en el caso de la orquidea Miltonia
spectabilis el mejor tratamiento en un periodo de un afio de evaluacién fue
10:30:20 (N:P:K) con un promedio de 46.6 mg. En ambas especies de orquideas,
los resultados obtenidos en los tratamientos mencionados, sobrepasaron los

resultados obtenidos por plantulas establecidas en medios con pulpas tanto de
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platano como manzana y tomate, resaltando el uso de tres subcultivos en un

periodo de un afio.

En comparacion con los resultados obtenidos en la propagacion de L. anceps
expuestos en la presente investigacion, se puede observar que en el caso del dia
40 y 60, las plantulas tuvieron valores menores a los obtenidos por Stancato
(2008) a un afo de evaluacioén. Sin embargo los promedios obtenidos en plantulas
de L. anceps fueron mayores a los obtenidos en la orquidea Miltonia spectabilis,
en medio MS, con un promedio de 1.26 mg, en tan solo 60 dias de

experimentacion.

En la comparacion de medios para la propagacion de papa dulce (lpomoea
batatas L. (Lam), cv. Beniazuma), Afreen-Zobayed (1999) comprob6 que el mejor
medio para el peso seco fue aquel que se compuso de una mezcla de vermiculita
y fibra de celulosa (7.3 g peso seco de vermiculita y 9.0 g en fibra de celulosa) con
un promedio de 110 mg biomasa peso seco, valor que superdé al promedio de peso
seco de las plantulas de papa dulce obtenido en medios MS con agar, cuyo valor

alcanzo6 50 mg al dia 21 de iniciado el periodo de experimentacion.

De a cuerdo a Afreen-Zobayed (2000) la naturaleza del material de soporte para
enraizar ejerce una considerable influencia sobre el crecimiento y calidad de las
plantas in vitro. Afirma que el desarrollo de raiz y tallo son interdependientes, y

que el pobre desarrollo de raiz eventualmente afectara el desarrollo de tallo.

7.4. Variables de calidad

7.4.1. Concentracion nutrimental en parte aérea

En el muestreo realizado 20 ddt, las plantulas de L. anceps bajo los tratamientos
T1y T2 (medio MS y solucion de Steiner) fueron evaluadas de forma completa, no
asi en el caso de los resultados obtenidos en el dia 40 y 60, en donde la variable

de concentracion nutrimental se dividié en parte aérea y raiz.
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Los andlisis estadisticos revelaron diferencias significativas entre tratamientos en
la concentracion de los nutrimentos P, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, B y Na (Figura 19).
El Cu, fue el unico nutrimento que no presentd diferencias estadisticas
significativas entre el tratamiento T1 y T2, pero cabe destacar que, en el
tratamiento T1, la concentracion de Cu reporté un valor de 39 g kg'1 a diferencia

del tratamiento T2 cuyo valor promedio se estimé en 52 g kg™ (Cuadro 13).
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Figura 19. Concentracion de los macronutrimentos: (a) fésforo, (b) potasio, (c)
calcio y (d) magnesio en plantulas de L. anceps 20 ddt con los medios de cultivos
MS vy solucién de Steiner. Letras distintas sobre las barras en cada subfigura

indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).
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Figura 20. Concentracion de los micronutrimentos: (a) hierro, (b) zinc, (c)
manganeso, (d) boro y (e) sodio en explantes de L. anceps después de 20 ddt con
los medios de cultivos MS y solucion de Steiner. Letras distintas sobre las barras

en cada subfigura indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

Cuadro 13. Concentracién nutrimental en plantulas de L. anceps a los 20 ddt.

Medio MS Solucion Steiner Diferencia minima
Nutrimento
(T1) (T2) significativa (DMS)
Cu, g kg'1 39.63 + 2.90 52.33 +£8.90 15
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De acuerdo a los resultados obtenidos de la prueba de Tukey al dia 40 de iniciado
el experimento, hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos T3 y T4 en la
concentracion de nutrimentos en la parte aérea de plantulas, sélo en el caso de los
nutrimentos P y Cu. El P reporté un promedio de 3.02 g kg'1 bajo tratamiento T4 y
un promedio de 1.07 g kg'1 para el tratamiento T3. En el caso del Cu el tratamiento
T3 reportd un promedio de 182 mg kg’ y en el caso del tratamiento T4 un
promedio de 626 mg kg, ambos valores, tanto de P como de Cu, se pueden
observar en la Figura 21. Aquellos valores que no presentaron diferencia

estadistica se observan en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Concentracion nutrimental en parte aérea de plantulas de L. anceps
40 ddt.

Diferencia minima

Nutrimentos Fibra de coco(T3) Promix (T4) significativa (DMS)
K, g kg™ 39.77 + 26.55 26.13+ 0.97 43

Ca, g kg 1540 £ 1.42 1740 £ 2.32 4.36

Mg, g kg™ 10.17 £ 0.81 9.83+0.90 1.95

Fe, mg kg’ 8232.57 + 6635.56  3704.87 + 311.70 10648

Zn, mg kg™ 4724.56 £ 3910.03  3020.13 +799.85 6397.5

Mn, mg kg™’ 267.02 £ 142.39 478.9 + 55.51 244 .99

B, mg kg™ 6905 + 5525.28 7695 + 29.75 8857.1

Na, mg kg™ 10786.08 + 2176.96  7689.43 + 328.85 3529.2
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Figura 21. Concentracién de (a) fésforo y (b) cobre en parte aérea de plantulas de
L. anceps 40 ddt con los medios de fibra de coco y Promix. Letras distintas sobre
las barras en cada subfigura, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey,
p < 0.05).

La concentracion nutrimental reportada entre los tratamientos T3 y T4 en la parte
aérea de las plantulas de L. anceps 60 ddt, indicé diferencias estadisticas para los
nutrimentos Ca y Zn. Los nutrimentos sin diferencias estadisticas entre
tratamientos, el Ca bajo tratamiento T4 fue el que reportdé una mayor
concentracién nutrimental en parte aérea con un promedio de 15.8 g kg
respecto al tratamiento T3 con un promedio de 7.68 g kg . Para el Zn el
tratamiento con menor concentracién nutrimental en parte aérea fue el T4 con un
promedio de 3190 mg kg'1 respecto al tratamiento T3 con un promedio reportado
en 18320 mg kg™ (Figura 22). No asi en el caso de los nutrimentos P, K, Mg, Fe,
Mn, B y Na cuyos valores de acuerdo a la prueba de Tukey, no reportaron
diferencias estadisticas entre tratamientos y son datos que se pueden observan en
el Cuadro 15.
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Cuadro 15. Concentraciéon nutrimental en parte aérea en L. anceps 60 ddt.

Diferencia minima

Nutrimentos Fibra de coco(T3) Promix (T4) significativa (DMS)
P, gkg” 2.04 +£0.34 2.04 £ 0.11 1.08

K, gkg” 51.56 +18.66 22.63 £ 4.32 58.25

Mg, g kg 5.14 + 3.43 10.14£0.84 10.76

Fe, mg kg 7057.3£239.35 ~ 6647.8 +478.64 1628.2

Mn, mg kg’ 316.51 + 35.53 225.81 +32.60 146.72

B, mg kg 4903.3£723.16  5751.6 £208.25 2289.6

Na, mg kg 72256 +122.26  7601.8+862.10 2649.1

73



20 a 24000

_ a
5 DMS=3.39 20000 .
— i . L
P . b & 16000 DMS=7757
oD -
:.;f I £ 12000
5 -
c s 8000 b
4000 |i_|
0 L 0 L— |
Fibra de coco Promix Fibrade coco Promix
Tratamientos Tratamientos

Figura 22. Concentracion de (a) calcio y (b) zinc en parte aérea de plantulas de L.
anceps después de 60 ddt con los medios de cultivos fibra de coco (T3) y Promix
(T4). Letras distintas sobre las barras en cada subfigura, indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

La composicién mineral en el medio de cultivo resulta ser un factor determinante
en la morfogénesis de un cultivo in vitro, sin olvidar el papel que tienen las
fitohormonas en dicho proceso. De acuerdo a Ramage (2002) los niveles de
citoquininas y auxinas son determinantes en la induccion de callos, formacion de

organos y multiplicacion.

Con respecto al fosforo, Lee y DeFossard (1977) hablan del impacto del elemento
con respecto al crecimiento del explante asi como en su morfogénesis. Asi
también, Ramage (1999) afirma que el fosforo es rapidamente consumido por
cultivos en suspensidn de tabaco y puede ser considero como un elemento
limitante en diversos cultivos. El autor demostré que, el fosfato es rapidamente
consumido para la formacion de tallos pero no en la formacion de explantes
nodulo-tallo correspondiendo ambos la iniciacion y crecimiento de tallos en
formacion. Alrededor del 50% del pool de fésforo fue consumido en el dia 20 del
experimento, durante la iniciacion meristematica del cultivo, indicando que este
proceso requiere fuentes altas de energia; y el restante 50% del pool de fésforo

fue consumido dentro de los siguientes 15 dias. EI maximo numero de tallos fue
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obtenido con concentraciones de fosforo en los niveles estandares de medio MS
(1.25 mM) , en condiciones solidas. Sin embargo, altas concentraciones de fésforo
en el medio propicio la precipitacién del elemento y una baja produccién en el

numero de hojas de tabaco.

Con respecto a la concentracion de fésforo en el medio, Loneragan y Asher (1982)
afirman que, al aumentar la concentracion de fésforo puede limitar la disponibilidad
de otros iones tales como Fe** y Ca*". Por ejemplo, el crecimiento del cultivo de
células de Ocimum presentd una reduccion debido a la precipitacién de Fe- P del
medio liquido MS (Dalton, 1983). La precipitacion mineral fue atribuida a la falta de
balance en la tasa de Fe en el EDTA que estaba contenido en el medio de cultivo
con un nivel de 3:1. Por tanto altas concentraciones de EDTA fueron toxicas para
las células de Ocimum, por lo que se recomienda reducir los niveles de Fe en el

medio de cultivo.

En el caso del calcio, este elemento se reconoce como mediador de diversos
procesos fisioldgicos en las células de las plantas. Al respecto, Saunders (1992)
habla de la interaccion entre el calcio y la transduccion de sefiales de citocinina.
Incrementos en la concentracién interna de Ca®" de tratamiento citocinina en
células de Funaria condujo a la division celular. De acuerdo a Jansen et al. (1990)
reportd un incremento en el niumero de embriones somaticos de Daucus carota en
cultivos en suspension debido a un incremento en la concentracion de calcio.Sin
embargo la ausencia de dicho elemento en los medios de cultivo, no es una
limitante para que las plantas puedan seguir creciendo por determinado tiempo, lo

cual se debe a fuentes enddgenas de calcio, de acuerdo a Ramage (1999).

Con respecto a otros macronutrimentos el potasio, magnesio y azufre, estos
representan una importancia en la morfogénesis de los cultivos, por tanto un
desbalance nutricional puede tener significativos efectos en la morfogénesis. De
acuerdo a Ramage (1999) el potasio juega un papel predominante dentro del
potencial osmaético en plantas, mencionando también su alta movilidad dentro de

la planta a través de selectivos mecanismos de transporte de potasio.

75



En la presente investigacion, tanto en el dia 40 como el 60, las concentraciones de
los macroelementos asi como de los microelementos en parte aérea de plantulas

de L. anceps superan los valores reportados por Stancato (2008).

7.4.2. Concentracion nutrimental en raices

La concentracion nutrimental en raices de L. anceps a los 40 dias de iniciado el
experimento tuvo diferencias estadisticas entre el tratamiento T3 y T4 en la
mayoria de los nutrimentos evaluados (Figura 23). El Cu, no report6 diferencias

estadisticas entre tratamientos, tal como se puede observar en el Cuadro 16.
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Figura 23. Concentracion de macronutrimentos: (a) fésforo, (b) potasio, (c) calcio
y (d) magnesio en raices de plantulas de L. anceps después 40 ddt con los medios
de cultivos conteniendo fibra de coco y promix. Letras distintas sobre las barras en

cada subfigura, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).
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Figura 24. Concentracion de micronutrimentos: (a) hierro, (b) zinc, (c) manganeso,

(d) boro y (f) sodio en raices de explantes de L. anceps después de 40 ddt con los

medios de cultivo conteniendo fibra de coco y promix. Letras distintas sobre las

barras en cada subfigura, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p <

0.05).
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Cuadro 16. Concentracién nutrimental en raices de L. anceps 40 ddt

Nutrimento Fibra de coco Promix (T4) Diferencia minima
(T3) significativa (DMS)
Cu, mg kg™’ 407.70 £ 78.02 328.18 £ 5 125.29

La concentracion nutrimental en raiz registrada al dia 60 de iniciado el
experimento en plantulas de L. anceps reportd diferencias estadisticas entre los
tratamientos T3 y T4 para K, Ca, Mg, no asi para P, Fe, Zn, Mn, B y Na, cuyos

valores se pueden observar en el Cuadro 17.

Cuadro 17. Concentracién nutrimental en raices en L. anceps 60 ddt.

Nutrimentos Fibra de coco(T3) Promix (T4) Diferencia minima
significativa (DMS)

P, g kg 0.6739 + 0.21 1.3911 + 0.21 0.9115
Fe, g kg™ 12698 + 4840.79 18441 + 635.69 14854
Zn, mg kg™’ 21578 + 19594.35 9279 + 219.20 59618
Mn, mg kg™ 638.8 + 348.14 267.3 = 0.58 1059.2
B, mg kg’ 5020.7 £ 103.02 6506.1 + 587.82 1815.7
Na, mg kg™ 10060 + 1251.37 6662 + 1150.11 5170.9
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Figura 25. Concentracion de (a) potasio, (b) calcio y (c) magnesio en raices de
plantulas de L. anceps después de 60 ddt con los medios de cultivos conteniendo
fibra de coco y Promix. Letras distintas sobre las barras en cada subfigura, indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

En esencia, las raices crecen donde pueden, por lo que también son factores
importantes la impedancia mecanica, temperatura, aireacién y disponibilidad de
agua y sales minerales. La concentracion de nutrimentos en raiz supone un
parametro de absorcion de nutrientes del medio hacia la planta y de acuerdo a
Ingestad y Agren (1992), uno de los modelos para el estudio de la nutricion
mineral in vitro y crecimiento de la planta se basa en la observacién del

crecimiento relativo de la planta y la relacion lineal a la concentracion externa de
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los nutrimentos en el medio, lo cual se relaciona cercanamente a la absorcién de

elementos minerales del medio.

Con base a los resultados obtenidos por Ruzic (2000) la plantula de cereza obtuvo
mejores resultados de crecimiento y desarrollo bajo tratamiento en medio MS con
doble concentracion del medio MS, lo que presume mayor concentracion de sales
minerales. Sin embargo, Arditti (1992) afirma que, en el caso de las orquideas
epifitas son bajos los requerimientos de sales minerales para el desarrollo de esta
especie. Acorde con esta idea, Stancato (2008) comprueba que en el caso de
orquideas epifitas brasilefas, el crecimiento y desarrollo de dichas especies se
debid a bajas concentraciones de nutrimentos minerales contenidos en medios a

basa de pulpa de platano, manzana y tomate.

7.4.3. Acumulacion nutrimental
7.4.3.1. Acumulacién nutrimental en parte aérea

Los resultados obtenidos al dia 20, revelaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos T1 y T2 en cuanto a los nutrimentos P, Ca, Mg, Fe, Zn, cuyos valores

se pueden observar en la Figura 26.

De acuerdo a la prueba de Tukey, los nutrimentos que no presentaron diferencia
estadistica significativas entre tratamientos (p > 0.05) se observan en el Cuadro
18.

Cuadro 18. Acumulacion de nutrimentos en L. anceps 20 ddt

Nutrimentos Medio MS (T1) Solucién Steiner Diferencia minima
ug (T2) significativa (DMS)
Cu 0.17 £ 0.01 0.23+0.04 0.07
Mn 1.12+£0.25 0.71+£0.09 0.43
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Figura 26. Acumulacion de (a) fosforo, (b) potasio, (c) calcio, (d) magnesio, (e)

hierro, (f) zinc, (g) boro y (h) sodio en explantes de L. anceps después 20 ddt con
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los medios de cultivos MS y solucion de Steiner. Letras distintas sobre las barras

en cada subfigura, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

La acumulacion en parte aérea, en plantulas de L. anceps al dia 40 de iniciado el

experimento, reveld que en el caso de Ca, Mg y Na, existieron diferencias

estadisticas significativas entre los tratamientos T3 y T4 tal como se observa en la

Figura 27. Por otro lado, los nutrimentos P, K, Fe, Cu, Zn, Mn y B no presentaron

diferencias estadisticas entre ambos tratamientos. Se presentan en el Cuadro 19.

Cuadro 19. Acumulacion de nutrimentos en parte aérea en L. anceps 40 ddt

Nutrimentos Fibra de coco Promix (T4) Diferencia minima
ng (T3) significativa (DMS)
9+3.70 13.32 + 1.81 6.61
K 210.78 £ 140.74 115 £ 4.30 225.72
Ca 81.61+7.53 76.53 £ 10.22 20.35
Fe 43.63 + 35.16 16.30 + 1.37 56.42
Zn 25.04 £ 20.72 13.30 = 3.51 33.70
Mn 1.41+0.75 210+ 0.24 1.27
B 36.60 + 29.28 33.86+0.13 46.94
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Figura 27. Acumulacion de (a) cobre, (b) magnesio y (c) sodio en plantulas de L.
anceps después de 40 ddt con los medios de cultivo conteniendo fibra de coco y
promix. Letras distintas sobre las barras en cada subfigura, indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

Al dia 60 de evaluacién en la variable de acumulacién en parte aérea, revel6 que
si bien existieron diferencias estadisticas entre los tratamientos T3 y T4, ésta
diferencia no se aplicd en todos los nutrimentos, tal como se muestra en el
Cuadro 20 donde se pueden observar aquellos nutrimentos que, analizados por la
prueba de Tukey, no demostraron tener diferencias estadisticas significativas. De

acuerdo a dicha prueba los nutrimentos Ca, Fe, Cu y Zn presentaron diferencias
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en los promedios de la variable acumulacion de nutrimentos en parte aérea,

valores que se pueden observar en la Figura 28.

Cuadro 20. Acumulacion de nutrimentos en parte aérea en L. anceps 60 ddt

Nutrimentos  Fibra de coco Promix (T4) Diferencia minima
(T3) significativa (DMS)
P, ng 5.52 £ 0.91 92 £ 0.31 2.94
K, ng 139.22 £ 50.36 65.63 £ 12.52 158
Mg, ug 14 £ 9.30 29.41+£2.45 29.17
Fe, ug 19.05 £ 0.64 19.28 £ 1.38 4.66
Mn, ug 0.85+0.09 0.65 + 0.09 0.41
B, ug 13.24 £ 1.95 16.68 £ 0.60 6.21
Na, pg 19.51 £ 0.33 22.04 £ 2.50 7.67
a a0 3
' DMS= 9.27 - =0 T
0 @ 40 DMS= 20.97
0 b g 30
0 + 20 b
0 10 Ii—]

Fibrade coco Promix Fibrade coco Promisx

Tratamientos Tratamientos

Figura 28. Acumulacién de (a) calcio y (b) zinc en la parte aérea de plantulas de L.
anceps después de 60 ddt con los medios de cultivo conteniendo fibra de coco y
promix. Letras distintas sobre las barras en cada subfigura, indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).
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7.4.3.2. Acumulacion nutrimental en raices

A los 40 ddt no se presentaron diferencias estadisticas significativas en la

acumulacioén de Fe en raices entre T3y T4 (Cuadro 21).

Cuadro 21. Acumulacion de nutrimentos en raiz de L. anceps 40 ddt

Nutrimentos Fibra de coco Promix (T4) Diferencia minima
(T3) significativa (DMS)
Fe, ng 103.12 £ 13.79 108.63 £ 3.11 22.66

En el caso de la variable de acumulacion de nutrimentos en raices de L. anceps
40 ddt, existieron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos T3 y
T4 (Figura 29).
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Figura 29. Acumulacién de fosforo (a), potasio (b), calcio (c), magnesio (d), cobre

(e), zinc (f), manganeso (g), boro (h) y sodio (i) en raices de L. anceps después

de 40 ddt con los medios de cultivo conteniendo fibra de coco y promix. Letras

distintas sobre las barras en cada gréfica, indican diferencias estadisticas

significativas (Tukey, p < 0.05).
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Finalmente, en la variable de acumulacion de nutrimentos en raices de L. anceps,

los resultados obtenidos al dia 60 después de iniciado el experimento revela que,

existieron diferencias estadisticas entre el tratamiento T3 y T4, para K, Ca, Cu y

Na, (Figura 30). En el caso de los nutrimentos P, Mg, Fe, Zn, Mn y B, no

presentaron diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Cuadro 22).

Cuadro 22. Acumulacion de nutrimentos en raices de L. anceps 60 ddt

Nutrimentos  Fibra de coco Promix (T4) Diferencia minima
(T3) significativa (DMS)
P, ng 2.15+0.67 3.33+0.51 2.57
Mg, ng 21.22+£2.32 25.96 + 1.87 9.09
Fe, ug 40.63 + 15.49 44.26 +1.52 47.35
Zn, ug 69.05 + 62.70 22.27 £ 0.52 190.77
Mn, png 2.04 +1.11 0.64 + 0.001 3.38
B, ug 16.06 + 0.32 15.61 = 1.41 4.40
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Figura 30. Acumulacién de potasio (a), calcio (b) y sodio (c), en las raices de
explantes de L. anceps 60 ddt con los medios de cultivo conteniendo fibra de coco
y promix. Letras distintas sobre las barras en cada subfigura, indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

La variable de acumulacion de nutrimentos en parte aérea a 20 ddt los resultados
indicaron diferencia estadistica significativa entre los tratamientos T1 y T2 para P,
K, Ca, Mg, Fe, Zn, B y Na, no asi en Cu y Mn, en el caso de Cu el valor mas alto

fue el reportado por T2 (0.23 pg) y en Mn el valor mas alto fue el reportado por T1
(1.12 pg).

En la misma variable pero a 40 ddt, los resultados indicaron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos T3 y T4 para Mg, Cu y Na. El
tratamiento T3 report6 los valores mas altos de acumulaciéon para Mg y Na (53 y
57 ug, respectivamente).Para Cu el valor mas alto de acumulacién fue de 2.75 pg
bajo tratamiento T4. La variable de acumulacion de nutrimentos en raices a 40 ddt

reportd diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos T3 y T4 con
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respecto a P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, Mn, B y Na, siendo en todos estos, el tratamiento
T3 el que reportd los mayores valores de acumulacion con respecto a T4.

Con respecto a los resultados del 60 ddt, existieron diferencias estadisticas
significativas para Ca y Zn entre los tratamientos T3 y T4.En el caso de Ca, el
tratamiento T4 reportd una acumulacién de 46 pg, para Zn, la mayor acumulacion
se presentd en T3 (50 pg).En el caso de la acumulaciéon de nutrimentos en raices
a 60 ddt report6 diferencias estadisticas significativas para K, Cay Na. En Ky Na,
los valores mas altos de acumulacion se presentaron en el tratamiento T3 (324 y
32 ug, respectivamente), en cuanto al Ca, el tratamiento T4 reporté el mayor valor

de acumulacion con 40 pg, con respecto al valor de acumulacion reportado por T3
(26 ng).

Viil. RECOMENDACIONES

Las recomendaciones al finalizar el experimento son, en el caso de los
tratamientos T1 y T2 (medio MS y solucion de Steiner) cuya atmosfera presentd
una elevada humedad, utilizar otros medios de soporte que no sea la malla
metalica que se uso en este trabajo y sustituirlo por material que absorba al medio
MS y solucion de Steiner como Florialite (mezcla de vermiculita y pulpa de papel)
(Afreen- Zobayed et al., 2000), vermiculita y tapones de celulosa (Kirdmanee et al.,
1995) y rockwool (Kozai et al., 1991).

Otro factor a considerar es el uso de fungicidas en el medio in vitro, en la
propagacion de L. anceps el uso de Captan en la dosis senalada reportd
porcentajes menores a 35% en 60 ddt, si se desea trabajar con dicho fungicida en
otras especies vegetales, se tiene que evaluar la dosis correcta para cada

especie.
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IX. CONCLUSIONES

En conclusibn en la variable de contaminacidon de cultivo, las plantulas
establecidas en los tratamientos T1 y T2 (medio Ms y solucion de Steiner)
presentaron problemas de necrosis ocasionado por el alto nivel de humedad del
ambiente. En el caso de los tratamientos T3 y T4 (fibra de coco y Promix) el
problema en dicha variable correspondié a la contaminacién fungica alcanzando
valores menores de 35% en el tratamiento T3 y menor a 25% para el tratamiento

T4 en el periodo de 60 dias que duré la evaluacion.

Con respecto a la variable de crecimiento, los parametros de altura del explante y
longitud de raices no mostraron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos de fibra de coco (T3) y Promix (T4) durante el periodo de evaluacion,
reportando un promedio mayor a 3 cm en altura del explante y 2 cm en longitud de

raices.

En la misma variable de crecimiento, los parametros biomasa seca tanto de parte
aérea como en raices en 60 dias de evaluacion, no reportaron diferencias
estadisticas entre los tratamientos T3 y T4, reportando un promedio mayor a 5 mg

en parte aérea y mayor a 3 mg en raices.

En la variable de calidad los parametros de concentracion de nutrimentos tanto en
parte aérea como en raices, mostraron diferencias estadisticas entre los
tratamientos T3 y T4.La mayor concentracion de macronutrimentos en parte aérea
fue reportado en el tratamiento T4 (Promix); en el caso de los micronutrimentos la
mayor concentracion se reportd en el tratamiento T3 (fibra de coco).Los resultados
obtenidos en el parametro de concentracion de nutrimentos en raices indico que la
mayor concentracion de macronutrimentos se obtuvo en el tratamiento T4 (Promix)
y en el caso de los micronutrimentos no se presentd diferencias estadisticas entre

ambos tratamientos.

El parametro de acumulacion de nutrimentos tanto en parte aérea como en raices
no reportd diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos T3 y T4 a
60 ddt.
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Con respecto al impacto que tuvo el uso de los medios alternativos en la calidad
de los explantes de L. anceps, se concluye que, tanto en el tratamiento T3, como
T4 no reportaron diferencias estadisticas significativas en cuanto la concentracion
y acumulacion de nutrimentos, fomentando el desarrollo de las plantulas de L.

anceps en el periodo de investigacion.

A partir de los resultados obtenidos en las variables de crecimiento y calidad, se
puede concluir que, el uso de medios alternativos al MS tuvo un efecto positivo en

plantulas de L. anceps en un periodo de 60 dias de evaluacion.
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