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EVALUACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LA

MICROPROPAGACION DE MONJA BLANCA
(Lycast e skinneri var. alba)

EVALUATION OF CULTIVATION MEANS
FOR THE MICROPROPAGATION
OF THE WHITE NUN
( Lycaste skinneri var. alba)

RESUMEN
La Monja Blanca ( Lycaste Skinneri var. alba), es una orquidea que
posee un valor horticola por la vistosidad de sus f lores, asi mismo es

una especie amenazada por la deforestacion, la cual ha cambiado las

15



condiciones ecologicas donde normalmente se desarro
avance de la frontera agricola y la baja viabilidad

Debido a que se encuentra en vias de extincion, en
firmado en decreto en donde se aprueba el convenio
Internacional de especies amenazadas de fauna y flo
suscrito en afio 1,973 (1, 2, 32). Asimismo fue incl
proteccion de flora en el acuerdo Gubernativo en el
el afio 1978, por ordenanza municipal, se incluyo, p
el acuerdo del Consejo Municipal de la ciudad de Gu
afio 1979 el Congreso de la Republica emitio el decr
indica que esta especie forma parte de la Flora Nac

La investigacion se realizé en el laboratorio de B
Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA).
objetivo general fue: Encontrar un medio de cultivo
micropropagacion de Monja Blanca. Los objetivos esp
Determinar eL medio basal que produce el mayor nime
determinar cual de los tres reguladores del crecimi
namero de brotes y altura; determinar el nivel de ¢
crecimiento que produce el mayor numero de brotes y
si existen interacciones entre medios de cultivo, r
crecimiento y niveles de reguladores del crecimient
el nimero de brotes y altura. Para lo cual se reali
utilizando el disefio de bloques completamente al az
cuatro tratamientos y diez repeticiones haciendo un
experimentales. Las variables de respuesta fueron:
altura de brotes.

Se evaluaron dos medios basales los cuales fueron
y el medio Morel (19652). Asi mismo se evaluaron tr
crecimiento: kinetina, 2,4 D y bencilaminopurina (B
siete niveles los cuales fueron: 0.01 mg/l, 0.1 mg

lla, aunado a ello el
de la semilla.

Washington fue
sobre Comercio
ra y silvestre,
uida en la lista de
afio de 1934 (9); en
ara su proteccion, en
atemala (9). En el
eto No. 63-79 en donde
ional.

iotecnologia del
Para la misma el
adecuado para la
ecificos fueron:
ro de brotes y altura,;
ento produce el mayor
ada regulador del
altura; y determinar
eguladores del
0 que influyan sobre
z6 un experimento
ar, con cuarenta y
total de 440 unidades
namero de brotes y

Murashige y Skoog
es reguladores del
AP), cada uno con

/I, 1. mg/l, 3 mg/l, 5



mg/l, 7 mg/l y 9 mg/l. Estos fueron combinados en ¢
su vez cada medio tenia un testigo absoluto.

A partir de los 20 dias después de la siembra se in
lectura. A cada 15 dias se tomaron lecturas de los
cuales fueron cinco lecturas en total.

Después de analizar los resultados se determin6 qu
MS, es el adecuado para la produccion de brotes de
medio basal Morel presentdé mejor respuesta de la es
de brotes; asimismo se observo que el regulador del
es quien estimula a producir mayor numero de brotes
regulador del crecimiento kinetina que produjo el m
fue 0.1 mg/l (10.4 brotes promedio), y el nivel de
gue estimulo mayor respuesta a la variable respuest
mg/l (30.44 mm).

1. INTRODUCCION

La propagacion por medio de cultivo de tejidos es
adecuada, ampliamente utilizada para propagar plant
sexual o asexual es dificil por las caracteristicas
especies. Esta técnica es una herramienta
micropropagacion a gran escala de plantas con impor
para obtener cultivos libres de patdgenos, mejorami
conservacion de germoplasma.

Las metodologias de cultivo in vitro
estandarizadas, sin embargo, es necesario seguir ex
periddicamente aparecen nuevas especies o variedade

igual manera, esto debido a las particularidades de

versatil

ada medio de basal y a

icio la primera
tratamientos, los

e el medio basal

Monja Blanca y el
timulacion de altura
crecimiento kinetina

El nivel de

ayor numero de brotes
regulador de kinetina
a altura fue de 1

una alternativa

as cuya propagacion

que presentan las
para

tancia econémica o

ento genético y

para algunas especies ya estan

plorando, debido a que
S que no responden de

| cultivo.
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La Monja Blanca ( Lycaste skinneri var.
ornamental, con una gran vistosidad, la cual se enc
leyes que protegen la vida silvestre. También esta
de extincion segun el Centro de Datos de la Conserv
En su extincion influyen algunos factores como: des
natural, ampliacion de la frontera agricola y baja
semilla.

Para desarrollar una metodologia que facilitara la
vitro  de Monja Blanca, se evaluaron medios de cultivo en
diferentes concentraciones de reguladores del creci

esta manera conocimientos que puedan servir como ba se para su
multiplicacion.
Para esta investigacion se utlizaron como medio b asal la

composicion de sales de Murashige y Skoog (1962, MS
cada medio de cultivo se utilizaron siete concentra

del crecimiento, los cuales fueron kinetina (N6 fur
2,4-D (4cido 2,4 dicloro fenoxiacético) y BAP (N6-b
Las concentraciones utilizadas fueron: 0.01, 0.1, 1

un testigo sin ningun regulador del crecimiento par

La investigacion se realizé en el laboratorio de B
Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA),
Nueva. En la investigacion se utilizo el disefio de
arreglo factorial de 44 tratamientos con 10 repetic
cada tubo de cultivo se sembraron 3 explantes.

alba) es wuna planta
uentra incluida en las
declarada en peligro
acion (CDC) (1, 2, 9).
truccion de su habitat
viabilidad de la

propagacion
combinacion con
miento, aportando de

) y Morel (1965%). En
ciones de reguladores
furilaminopurina),
encil aminopurina).
, 3,5, 7y9mgl/ly
a cada medio.

iotecnologia del

en Barcena, Villa
blogues al azar con
jones cada uno y en
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

La Monja Blanca es una planta ornamental de la fa milia Orchidaceae,
gue tiene una gran vistosidad, forma parte de la fl ora nacional y es
considerada como una especie en vias de extincion, segun el decreto No.
63-79 emitida por el Congreso de la Republica de Gu atemala (1, 2). Es una
especie que fue incluida en la lista de proteccion de la flora en el afo

de 1934 segun acuerdo gubernativo (9).
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La especie presenta dificultades en su propagacion
registrandose porcentajes muy bajos de germinacion
medios sexuales no es tan satisfactorio.

No existe ninguna informacion sobre la respuesta d
a la multiplicacion, utilizando técnicas de cultiv
técnicas pueden ser de gran utilidad para completar
multiplicacion y conservacion de la especie en exti
ventajas tales como: 1) disminucion de tiempo en su
facilidad de manipulacion y, 3) multiplicacion masi

3. MARCO TEORICO
3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.1.1 GENERALIDADES DE LAS ORQUIDEAS

Maldonado (20) describe que las orquideas se puede
el nivel del mar hasta los 4,268 msnm. Son comunes
altitudes de 457 a 2,134 msnm, habiendo variedades
tierra, llamadas terrestres y otras que crecen en r
llamadas epifitas o litéficas.

Las orquideas se desarrollan en cualquier parte del
regiones articas hasta los tropicos, sin embargo en
himedas se desarrollan mejor, existiendo a su vez m
orquidea es parasita aunque algunas crecen asociada
dependen de ellos para su alimentaciéon. Las orquide
importante familia de plantas monocotiledéneas que
géneros que a su vez cuentan con unas 35,000 especi
consideradas las mas numerosas del reino vegetal.

en forma natural,
y Su propagacion por

e la Monja Blanca
0 in vitro . Estas
programas de
ncién, obteniendo
reproduccion, 2)
va.

n encontrar desde
de encontrar a
gue crecen en la
ocas Yy arboles

mundo, desde
regiones célidas y
ayor variedad. Ninguna
s con algunos hongos y
as constituyen una
comprenden méas de 800
es, por lo cual son



En general son plantas herbaceas, perennes,
terrestres, epifitas (que viven sobre otras plantas
subterraneas, con rizomas o sin ellos o con tubércu

ser erguidos, trepadores o rastreros, pueden tener
tuberosos, hojas de muy variada forma. La principal
ornamento mas preciado de las orquideas es la flor,

estructura que es absolutamente peculiar (20).

3.1.1.1 LAS ORQUIDEAS Y SU CONSERVACION

que

La familia Orchidaceae es la familia de plantas pr

flores mas grande del Reino Vegetal y se estima que
oscilan entre 17,000 y 35,000 especies agrupadas en
esto se deben agregar mas de 70,000 hibridos artifi
grupo de plantas tiene amplia diversidad y especial
permitido establecerse en todos los sitios aptos pa
vida en nuestro planeta, por lo tanto, sus miembros
al efecto de las actividades humanas en todos los ¢

En los tropicos es donde se concentra el mayor nim
precisamente en estas regiones, donde se ha produci
ecologico provocado por el hombre en los dltimos afi

3.1.1.2 DETERIORO DE LA FAMILIA ORCHIDACEAE

El principal problema, directamente asociado con el
familia Orchidaceae, es la deforestacion acelerada
actividad impacta negativamente la riqueza bioldgic
Una forma mediante la cual se destruyen miles de or
directo de la caida de los arboles, pues las especi
la vegetacion aplastada por el tronco y ramaje, se
las dejan expuestas a una muerte lenta y segura. Ta
se ralea o destruye, la fauna asociada a él también
provoca el desplazamiento o la muerte de muchos pol
produccion de semillas, el numero de plantas y orig

pu eden ser
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decrecimiento de la poblacion al restituirse las or
en forma natural o artificial (24).

Para las orquideas estos desastres son particularm
la mayoria de ellas, dependen directamente de la ex
bosques para sobrevivir. Los incendios no solo dest
sobre el cual crecen, sino que también matan o ahuy
polinizadores, alteran sensiblemente las condicione
las pocas epifitas sobrevivientes en un precario es

3.1.1.2.1 FACTORES QUE AMENAZAN LA EXTINCION DE LA

La destruccion inmoderada de los bosques, por ser
pastizales y zonas agricolas causa indirectamente |
habitat de la Monja Blanca, por deforestacion, ince
trasiego ilegal de plantas, manejo inapropiado de
contaminacion ambiental y erosion genética. Al cort
producen cambios en la temperatura y la humedad, ta
veces, que el ambiente alterado ya no es adecuado p
ésta (22, 24, 26).

Zepeda (32) describe que debido a la tala indiscri
la rosa, han provocado la pérdida de numerosas espe
mundo y la disminucién poblacional de otras, hoy co
endémicas y con peligro de extincién.

3.1.1.3 ECOLOGIA DE LAS ORQUIDEAS
A. DISTRIBUCION

Las plantas pertenecientes a la familia Orchidacea
todos los continentes, excepto la Antartida y ciert
muy aridas. Tienen una distribucion tan extensa y a
adaptativa que le han permitido variar, en forma ex
establecerse en multiples nichos ubicados en region
y tropicales. De acuerdo con la latitud, las orquid
forma creciente de norte a sur. En las regiones ubi
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circulo Polar Artico hay una cantidad infima, compa
total de la familia, pues llega Unicamente a siete

del trépico de Capricornio, hasta desaparecer en el
especies articas y la mayoria de las subtropicales
adaptaciones particulares, para resistir las condic
extremas. Han evolucionado formando tubérculos, cor
rizomas. Otro aspecto interesante de estas plantas
altitudinal. La literatura existente sefiala que pue

el nivel del mar hasta 3,600 msnm, pero se encuentr

intermedias en montafas de regular altura, valles y

B. SITIOS DONDE HABITAN

Las hay terrestres, litofitas, epifitas, semiacuéat
subterraneas. Las terrestres no difieren en mucho d
herbaceas perennes. Sus raices se nutren del suelo
de las especies tropicales son siempre verdes y no
con las especies de climas frios.

Las litéfitas obtienen su nombre de dos raices gri
phyton= planta, con lo cual se describe su habito d
rocas en regiones volcanicas, suelos rocosos (litos
erosionados donde se ha expuesto la roca madre.

Las epifitas constituyen el mayor grupo de orquide
deriva del griego epi= sobre y phyton= planta. Util
como un lugar para vivir y se nutren de la materia
sobre sus raices o arrastrada por la lluvia. Con ay
CQ y el agua sintetizan todos los componentes esencia
tomar nada del hospedero que les da soporte. Este g
del 50% del total de miembros de la familia.

Las semiacuéticas constituyen un grupo reducido de

Orchidaceae, son habitantes de partes muy humedas y

rado con el tamafio
géneros. Hacia el sur
Polo Sur. Las
son terrestres, con
iones ambientales
mos, raices carnosas y
es la distribucion
den encontrarse desde
an mas en las regiones

mesetas (24).
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las capas superficiales del pantano, donde hay buen a aireacion y
aprovechan el manto de humus.

Las orquideas subterraneas estan representadas por dos géneros
australianos Rhizanthella y Cryptanthemis . Por su habito las convierte
en verdadera rarezas, pues su cuerpo vegetativo se desarrolla dentro del
suelo y solamente exponen sobre la superficie sus f lores, frutos y
semillas, para facilitar la polinizacion y dispersi on (24)

3.1.1.4 MORFOLOGIA DE LAS ORQUIDEAS

Las orquideas estan constituidas, al igual que otr as plantas, por:
raiz, tallo, hojas, flores y frutos, sin embargo, e n cada una de esas
partes hay modificaciones evolutivas en cuanto a f orma y funcién. Esa
rigueza de formas adaptativas es el reflejo de la d iversidad de hébitat

colonizados por estas plantas (24).

A. FASES DEL DESARROLLO DE UNA PLANTULA DE ORQUIDEA

La semilla de orquidea es muy pequefia y contiene un embrién desnudo
dentro de un pericarpio (Figura 1).

Al inicio de la germinacion la semilla de una orqu idea, el embrion
se alarga y se hincha formando la estructura conoci da como protocormo.

El protocormo se torna de un color verde y su crec imiento inicia
absorbiendo hidratos de carbono en la cual cuando e s en forma natural
este es apoyado por un hongo que entra en simbiosi S y un porcentaje es
por medio de fotosintesis. Cuando la germinacion y el crecimiento de
orquideas se realiza en forma in vitro en donde los azlcares son
proporcionados por medio de crecimiento del protoco rmo, el crecimiento

puede tener en la oscuridad.
Una semilla da lugar a un sélo protocormo inicialm ente, pero al cabo
de cierto tiempo inicia un proceso de division del cual puede ser
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promovido por tratamientos adecuados y esto puede i nducir a la

multiplicacion de los protocormos.

Con tratamientos de auxina en concentraciones alta
son estimulados, en la cual se puede obtener su mul

En tratamientos altos de auxina, el protocormo tam
la formacion de callo del cual puede diferenciarse
plantula. Estos pueden ser alternativas para la pro
orquideas (14).

Semilla

Embrién hinchado con varios
rizoides.

Etapas del protocormo.

El protocormo tiene brotes 1-
2 mm de longitud.

El protocormo tiene
brotes de 5a 10 mm
de longitud.

Semillas con
raices primitivas.

Cattfeya

s los protocormos
tiplicacion.
bién puede inducir
y crecer como una
pagacion vegetativa de

Orchis

FIGURA 1. Fases del desarrollo de plantulas de orquideas most rando dos

géneros diferentes (14).
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B. RAIZ

La funcion tipica de las raices es absorber agua,
dar anclaje a la planta. En las orquideas terrestre
cumplen a plenitud, pero a la vez, se complementan
para la sobrevivencia de especies adaptadas a vivir
condiciones inhospitas. Por ejemplo en los paises t
semidesérticas es frecuente encontrar orquideas ter
tubérculos, cormos, rizomas y raices carnosas, que
agua para resistir inviernos frios y sequias prolon
hamedo estas modificaciones son poco frecuentes, pr
raices fibrosas y numerosos pelos absorbentes semej
monocotiledoneas.

En las orquideas epifitas aparte del anclaje y abs
se adaptan para resistir las condiciones variables
gruesas y blancas, debido a su desarrollo se consti
esponjosa de células que recubren los tejidos vascu
también protege las células internas de la raiz con
y desecaciéon durante el verano. Otra caracteristica
raices aéreas es su indiferencia al geotropismo, es
crecimiento en todas direcciones, lo que les permit
los arboles y anclarse fuertemente en ellas.

Cuando las raices estan en desarrollo, es frecuente
apices con una coloraciéon verde, dada por la presen
Conforme envejecen ese color desaparece y con él la

fotosintetizar (24).
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En términos generales las modificaciones morfologi
raiz se presentan en la figura 2, donde se ilustra
tuberosa, aérea y el asocio de raices con cormos y

cas asociadas a la
la raiz fibrosa,

rizomas.

F
A. Raiz fibrosa ( Pogonia sp. ) D. Rizoma con raices carnosas ( Goodyerasp .)
B. Cormos ( Aplectrumsp ) E. Raices carnosas sin rizoma ( Dendrobiumsp )
C. Tubérculos ( Orphys sp. ) F. Raices aéreas ( Renanthera sp.)
FIGURA 2. Algunas modificaciones de raices presentes en las o rquideas (24)
C. TALLO
Es la estructura basica por donde circulan los com puestos

elaborados, hacia diferentes partes de la planta, a

a las hojas flores o frutos y en forma secundaria p
fotosintesis. En las orquideas no existen los tallo

la existencia de especies gigantescas como

planta que puede alcanzar hasta 900 kg de peso y va

demas, brinda soporte
articipa en la
s lefilosos a pesar de
Grammataphyllum speciosum
rios metros de alto.
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Los tallos en las orquideas pueden ser trepadores,
colgantes. Una modificacion frecuente en los miembr
la formacién de rizomas (Figura 3), los cuales son
horizontal que se ramifican para originar los seudo
pueden ser esféricos, globosos, aplanados, cénicos
varios entrenudos provistos de yemas vegetativas o

A. Calanthe sp. B. Mormodes sp.
D. Laelia sp. E. Acineta sp.
G Neomoorea sp. H.  Bulbophyllum sp.

FIGURA 3. Algunos tipos de seudobulbos presentes en las orqu

D. HOJA

Son por excelencia las estructuras fotosintéticas
mayoria de las epifitas producen hojas con epidermi
la deshidratacion excesiva en épocas calidas.

Algunos mantienen los estomas cerrados durante el d
al final de la tarde y reducir de ésta forma, la pé

rastreros o
os de esta familia es
tallos de crecimiento

bulbos los cuales

o alargados, con uno o
florales (24).

C. Catasetum sp.
F.  Sophronitis sp.

ideas (24).

de la planta. La
S gruesa para impedir

ia para abrirlos
rdida de agua.
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La riqueza en cuanto a formas de la lamina foliar,
las orquideas. Todas las especies tienen hojas simp
libres de espinas o formas aserradas (Figura 4). En
es frecuente encontrar hojas membranosas y delgadas
epifitas es comun la presencia de hojas carnosas (2

Ay B.

C. Hojas carnosas de

Hojas cilindricas y carnosas de

Cattleya  sp.
D. Hojas carnosas de Phalaenopsis  sp.
E. Hojas membranosas de Orchis  sp.

FIGURA 4. Algunos tipos de hojas comunes presentes en las or

E. FLOR

La flor de las orquideas es la mas interesante no s
funcion reproductiva, sino por la exquisita diversi
y aromas que presentan. La morfologia basica de la
es la misma de cualquier planta: sépalos, pétalos,

Vanda tares

es reducida en
les, con bordes lisos
especies terrestres
mientras que en las
4).

y Brassavola.

quideas (24).

Olo por su
dad de formas, colores
flor de una orquidea
y verticilos sexuales



(Figura 5). Sin embargo, cada una de esas partes pr esenta rasgos
distintivos, muy particulares, propios de esta fami lia.

Se dice que poseen simetria bilateral, esta es una caracteristica
predominante en la mayoria de las orquideas, solame nte escapan a esta
generalizacion las mas primitivas que tienen simetr ia radial (24).

: D

A. Cattleya sp. B. Lycaste sp.

C. Miltoniopsis sp. D. Dactylorhiza sp.
FIGURA 5. Simetria bilateral presente en casi todas las orqui deas (24).

En la parte interna de la flor se encuentra los tr es pétalos, dos de

ellos son idénticos entre si y el tercero se ha mod ificado, a éste pétalo
se le denomina labium o labelo. El labium presenta formas muy variadas y
es el pétalo méas llamativo de la flor, a su vez fun ciona basicamente como
atrayentes para el polinizador, la cual facilita la fecundacion y a su

vez protege a sus 6rganos sexuales (24).
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F. FRUTOS Y SEMILLAS

Una vez polinizada la flor, esta se marchita y el
hincharse hasta formar el fruto. Este es una capsul
internos y suturas longitudinales que se ensanchan
estructura alcanza la madurez (Figura 6). En el int
forman cientos de miles a millones de mindsculas se
fecundacion individual de cada Ovulo. Estas semill
pequefias del reino vegetal, sus medidas oscilan ent
largo por 0.09 — 0.27 mm de ancho.

Las semillas son estructuras que no tienen mayor
complejidad, estan constituidas por un embrion ind
testa o envoltura muy delgada (Figura 7). No hay re
el endospermo de otras monocotiledoneas y solamente
ha observado la presencia de pequefias cantidades de
contenido energético (aceite, almidones), por lo ta
sobrevivir en forma natural requieren de la formaci

A. Phaius sp. B. Encyclia sp. C.
FIGURA 6. Frutos de algunas orquideas (24).
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ambridn

FIGURA 7.
componentes basicos: testa y embrién. (24)
3.1.1.5 IMPORTANCIA ECONOMICA DE LAS ORQUIDEAS

Las orquideas, ademas de su belleza incomparable,
posible encontrar los mas extrafios mimetismos, tien
valor comercial, especialmente en otras latitudes d
es necesario la creacion de centros de micropropag
reproduzcan las especies, con lo cual se asegure su
impidiendo la depredacion de los habitat naturales

Las orquideas son comercializadas como flores de c
ultimos afos se ha incrementado su demanda y su val
valor de la exportacion anual en el afio de 1975 fue
incrementdndose este valor en 1980 a US$ 7.8 millon
pequefio declive en el afio de 1983 de US$ 6.1 millon
nuevamente en el siguiente afio a US$ 6.7 millones.
considerada como uno de los principales cultivos de
orquideas tienen un valor de exportacién en paises
Suiza, ltalia, Francia, Bélgica y Japon. Actualment
cultivo paises en vias de desarrollo como Malasia,

e Indonesia. Las orquideas en los Estados Unidos ti
mismas son adquiridas en los invernaderos. Sagawua,
1987, en Estados Unidos se dio una venta de US$ 28

Los géneros de mayor importancia comercial son

los cuales crecen principalmente en areas de Europa

noidmsa

Diferentes tipos de semillas de orquideas, mostrand o}

los

en donde es
en un determinado
el mundo, por lo cual
acion, en donde se
supervivencia,
(20).
orte. En los
or. En Singapur el
de US$ 3.5 millones,
es, luego sufre un
es, incrementandose
En Tailandia es
exportacion. Las
como Alemania, Suecia,
e han iniciado su
Philipinas, Sri Lanka
enen demanda, las
1988, estima que en
millones (4).
Cattleya y Cymbidium
y Ameérica. Existen
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otros géneros que también tienen importancia comerc ial las cuales

incluyen: Ascocentrum , Renanthera, Vanda, Aerides, Doritis, Phalaenopsis
y Thynchostylis . También existen hibridos creados artificialmente que han
adquirido importancia econémica tales como: Aranda (Arachnis x Vanda )s

Aranthera (Arachnis x Renanthera), Aeridachnis (Ara
Ascocenda (Ascocentrum x Vanda), Holttumara (Arachn
Renanthera), Kagawara (Ascocentrum x Vanda x Vanda
(Arachnis x Ascocentrum x Vanda) 4).

Las orquideas para corte,
productoras de flores, han probado su cualidad de n
otras especies es frecuente observar cambios en la
mercados, posiblemente por el menor margen de diver
la poca plasticidad genética presente en esas famil
la flor en planta, también las orquideas mantienen
tiempo, pues estas no se desechan después de cierto
por lo general en una mascota (24).

3.1.1.6 PERSPECTIVAS PARA EL FUTURO

El cultivo de las orquideas se ha realizado por mi
de todos los continentes, manteniendo su popularida
Ademas, conforme se han desarrollado técnicas nueva
actividad, se ha dado un proceso de adopcion rapido
MAas y mejores opciones para el cultivo exitoso de é
los paises del mundo. Considerando el estado actual
(como ciencia consolidada), la incorporacion de las
actividad econdmica y recreativa del hombre, es pos
campos donde es muy probable que hayan aportes futu
pueden citar: obtencion de plantas mejoradas (mejor
sea por técnicas tradicionales de cruzamiento y sel
variedades, especies 0 géneros asi como mediante el
genética, promete interesantes resultados (24).

La técnica de cultivo de tejidos se ha aplicado por

la germinacion y propagacion de varios géneros de o

a diferencia de numerosas
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importancia economica. Es un procedimiento eficaz p ara la propagacion de
semillas in vitro . Se pueden obtener avances a través de la investig acion
para que se definan las bases y requisitos para obt ener mejores
respuestas de germinacién de semillas y multiplicac i6n de orquideas. Por

la destruccién rapida de habitat naturales de espec ies de orquideas, asi
como su alto costo de mantenimiento, se hace necesa rio desarrollar
meétodos viables que permitan almacenar germoplasma, gue sean simples y

gue requieran un minimo equipo (4).

3.1.1.7 ASPECTOS HISTORICOS SOBRE LA MONJA BLANCA

Se estima que las orquideas aparecieron sobre la fa z de la Tierra
hace unos 100 6 200 millones de afios en el Archipié lago de Borneo y desde
ahi se extendieron a todos los continentes. Las pri meras evidencias
documentales del interés humano por las orquideas a parece en la China,
aproximadamente 3,000 afios atras, reflejadas en obj etos de arte, como
pinturas y bordados. El primer libro publicado sobr e estas plantas se
hizo también en China, durante el afio 1,233 de nues tra era y se llamé
Chin-Chang Lan-Pu (24).

El nombre de orquidea, viene del griego Orchis que significa
testiculo, descrito por Teoflasto: (374 - 287 a. C. ) "Planta particular,
en la base donde nacen las hojas se encuentran dos pequeias pelotas
arrugadas semejantes a los testiculos de los perros " (20, 24, 28).

Las orquideas son las plantas mas evolucionadas de | reino vegetal y
para poder sobrevivir en los distintos ambientes en gue se encuentran
diseminadas, tuvieron que adaptar su forma vegetati va a las
circunstancias y presentan por lo consiguiente las formas mas diversas
(3, 20).

El nombre especifico de la Monja Blanca se debe al eminente

orquidedlogo inglés George Ure Skinner (28).

En 1843 se le dio el nombre de Lycaste , simbolizando en su original
belleza lo mitologico de la bellisima hija de Priam o, famoso rey de
Troya, loado por Homero y por Virgilio. Luce tambié n la Monja Blanca el



nombre del botanico M. Jonh Lindley (padre de la or quideologia), el que
le agrego después la palabra Alba que significa pur eza. Los g’eqchies del
area de Alta Verapaz la llaman en su lengua simbdli camente "Sak ljish".
Otros pueblos que también conservan preciosas leyen das de su original
encanto, la consideran como la mas alta representac ibn de una princesa
india quien por su rara belleza fue convertida en f lor (20, 24).

Su nombre cientifico anteriormente era Maxilaria virginalis

Monja Blanca ( L. skinneri var. alba) se vio florecer en Inglaterra,

Bélgica, Bruselas en el afio 1814, paises que han ex tendido su cultivo
obteniendo los mas bellos y maravillosos cruces, qu e han hecho llamar la
atencion de otros pueblos dedicados al cultivo de | as orquideas, logrando
establecer relaciones comerciales con los mejores | ardines europeos (10,
20).

A. TAXONOMIA

Superreino . w .« . Eucarionta

Reino w < . .. Plantae

Division . w . . Magnoliophyta

Clase .« . Liliopsida

Sub Clase e« .. Lilidae

Orden . « .« .. Orchidales

Familia .. +« . . Orchidaceae

Subfamilia .« . .. Ochidoideae

Genero e « w . Lycaste

Especie e w w . skinneri

Variedad e e v .. aba(7)

Nombres comunes : Monja blanca, Espiritu Santo y los nombres
vernaculos: Sak ijish (Blanca orquidea en Q'eqchi), Saknite (Blanca Flor
en Maya lItza) y Sak Sochitl Tziquinaja (Blanca Flor pajaro en Cakchiquel

y Nahualtl) (23).

B. DESCRIPCION BOTANICA
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Es una planta que alcanza hasta un metro o mas de
pseudobulbos son largos, ovalados y algo comprimido
simples paralelinervadas, séciles, alargadas y nume
desde el apice al pseudobulbo, llegando a alcanzar
flor es el ornamento mas preciado, la cual posee un
peculiar que la distinguen de las demas plantas. P
violeta y blanco. El labelo esta unido al pie de la
a veces un color solido en la cara inferior o manch
grueso Yy algo piloso (con pelos), con una callosida
gue se proyecta entre los I6bulos laterales. El fru
tiene numerosas semillas, que al llegar a la madure
esparcen por la accion del viento. Las semillas viv
hongos micorrizicos que le proporcionan el alimento
son Organos importantes que tienen la funcion de fi
obtener los elementos nutricionales (23, 28, 31).
3.1.1.8 GENERALIDADES DEL GENERO LYCASTE

Debido a que el género Lycaste
continente, estas orquideas cuentan con un ambiente
condiciones muy diferentes, se les encuentra en las
temperaturas tropicales y en climas frios en regio

Las especies del género Lycaste
indica que estan mas adaptadas a un ambiente semite
se encuentran en arboles donde se acumulan hojas y
asimismo se les encuentra en las cavidades de las r

Existen dos grupos de especies del género Lycaste,
sus hojas, es decir, son dehiscentes y las que no |
grupo se encuentran las especies que tienen espinas
en la parte donde han estado las hojas y son en su
amarillo; Lycaste aromética y Lycaste cruenca
Lycaste virginales

(23).

(actualmente Lycaste skinneri

altura. Los
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rosas extendiéndose
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necesario. Las raices
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natural de climas y
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tienen un sistema de raices que nos

rrestre debido a que
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unas que botan
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en los pseudobulbos
mayoria de color

. En el segundo grupo estan:

Lycaste lasiogiossa

36



37

A. LYCASTE Y GENEROS ALIADOS

En el género Lycaste se hace una clasificacion por su afinidad
taxonémica. Segun Maldonado (20), incluye: Lycaste, Maxillaria, Gongora ,
Trigonidium, Mormodes, Chondrorhyncha, Mormolyca

El género Lycaste incluye la reina de las orquideas guatemaltecas,
la flor nacional de Guatemala la Monja Blanca (Lycaste skinneri var.
alba ). Dentro de la especie L. skinneri var. alba, la forma blanca se
encuentra muy raramente (aproximadamente una entre 2,000 plantas). La
especie presenta una gran variacion en las combina ciones de colores
rosados y morados de sus sépalos y pétalos. Se encu entran principalmente
en bosques lluviosos de las montafias de las Verapac es, y son utilizados

para la hibridacion.

En Guatemala hay otras especies de Lycaste , entre ellas las
amarillas como L. cruenta y L. cochleata ; una especie café, L
lasioglossa y L. deppei de color blanco con amarillo y café. L. lucianni
es un hibrido entre L. skinneri y L. lasioglossa . L. imschootiana es un
hibrido entre L virginalis y L. cruenta. Maxillaria es un género con
flores muy parecidas a Lycaste pero se distinguen muy facilmente por la
textura de sus hojas. Se llama asi por la variabili dad en los colores de
sus flores, desde casi negro hasta crema ; Maxillaria tenuifolia es una
especie que presenta olor a coco, y Maxillaria elarior con flores grandes
y carnosas  (20).

B. HABITAT DE LYCASTE

La Monja Blanca, se encuentra en los bosques hume dos a 1800 msnm,
es epifita, crece sobre la materia organica deposit ada en los arboles;
esto no significa que sea parasita, ya que sus raic es crecen unicamente
sobre la superficie del arbol sin utilizar los elem entos nutritivos de

éste (23).



Se encuentra en los bosques humedos de México, Guat
En Guatemala se le encuentra en los departamentos d
Quiché (23, 28)

3.1.2 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

3.1.2.1 DEFINICION

Consiste en cultivar un fragmento de tejido o indcu
tejidos y organos), el cual, bajo un conjunto de té
condiciones asépticas y fisicas controladas y en pr
balance de nutrientes y hormonas, puede expresar su
diferenciacion (8, 15).

La técnica de cultivo de tejidos vegetales también
autores como: el cultivo de células, tejidos y/u o6r
plantas, que se mantiene bajo condiciones artificia
reproducir plantas que poseen todas las caracterist
madre, 0 sea que esta es una técnica de propagacion

condiciones artificiales (27).

3.1.2.2 FINES DEL CULTIVO DE TEJIDOS

Los principales fines del cultivo de tejidos veget
primero es la micropropagacion masiva, el segundo e
genético y el tercero es la produccion de metabolit

3.1.2.3 CULTIVO I N VI TRODE LAS ORQUIDEAS

Las orquideas constituyen el primer grupo de especi
interés econdmico en las que se aplico técnicas de

ellas se usan varias modalidades de cultivo como: ¢
meristemos y protoplastos (24).
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3.1.2.4 CULTIVO DE SEMILLAS DE ORQUIDEAS

Las semillas de las orquideas son extremadamente pe guefias y estan
constituidas basicamente por un embrién indiferenci ado y esfeérico rodeado
por un grupo de células (isodiamétricas y escasamen te diferenciadas)
cubiertas por una testa que las protege.

Debido a las caracteristicas presentes en la famil ia Orchidaceae,
las semillas constituyen un explante ideal, pues ca recen de endosperma,
por lo cual el cultivo de semillas de orquideas deb e considerarse como un
cultivo de embriones.

En condiciones naturales para germinar y crecer és tas semillas
necesitan de la presencia de micorrizas no obstante con los métodos
modernos de germinacion in vitro se reemplaza la accion de éstas a traves
de las sales minerales, azUcares y vitaminas que la semilla puede
absorber directamente lo que les permite desarrolla rse.

El cultivo in vitro de semillas se emplea universalmente para la
propagacion masiva de orquideas, obtenidas a partir de céapsulas
producidas por medio de polinizaciéon natural o arti ficial. Con éste
procedimiento se persigue obtener plantas a partir de semillas; por lo
tanto no se obtienen clones, sino poblaciones de pl antas hermanas entre

si, con una gran cantidad de genes en comun.

La obtencion de plantas por medio de semillas, se inicia con la
seleccion de la capsula o fruto que proveera las se millas. Esta debe
encontrarse en un estado Optimo de madurez, para as egurarse que los
embriones estén bien desarrollados. El periodo de m aduracion de la
capsula varia desde unas semanas hasta un afio, depe ndiendo del género y

la especie (24).

3.1.2.5 MICROPROPAGACION

La aplicacion de las técnicas de cultivo de tejidos a la
regeneracion y propagacion de plantas enteras es un desarrollo mas
reciente que se ha convertido en una alternativa im portante ante los

métodos convencionales de propagacion (15).
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Basicamente todas las células vegetales poseen la

la totipotencia, es decir, la capacidad de desarrol

completa mediante el proceso de regeneracion. Exist

convencionales de propagacion que utilizan esta car

de las plantas, tal como la injertacion con todas s

también

caracteristica, aunque mas eficientemente que las t

la técnica de cultivo de tejidos vegetales

debido a que proporciona un ambiente artificial fav

desarrollo de las plantas (27).

El objetivo de la micropropagacién es obtener un g

plantas en un periodo corto de tiempo (18).

A. VENTAJAS DE LA MICROPROPAGACION

Las ventajas de la micropropagacion masiva son:

a.

Una alta tasa de propagacion en un periodo breve
conservacion de germoplasma bajo condiciones contr
espacios pequefos y con poca mano de obra.

Normalmente se eliminan diversas enfermedades en el
consiguiente, facilita la produccion y la calidad
plantas.

Se puede propagar en cualquier época del afio y/o am

Permite planificar la produccién de acuerdo con la

En poco espacio, se puede conservar mayor numero de
vegetales (18, 27).

B. DESVENTAJAS DE LA MICROPROPAGACION

La practica de la micropropagacion presenta alguno

los cuales se pueden considerar: las instalaciones

costosas y en muchas especies de plantas las consid
es posible que no justifiquen su empleo. Para efect

necesita de adiestramiento especifico. Los errores

introduccion de organismos patégenos desconocidos o
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mutante desapercibido pueden multiplicarse a una es
un tiempo muy corto. Por ello es necesario programa
de estos problemas potenciales y efectuar una evalu
en la produccién de ciertos cultivares (15).

3.1.3 MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo han jugado un papel clave pa
masiva, el mejoramiento de plantas asi como también
le proporciona los elementos para el desarrollo de
contienen sustancias organicas que regulan el creci
diferenciacion del explante. Los ingredientes del m
segun el tipo de planta y de la etapa de propagacio

Es necesario elegir un medio apropiado de cultivo,
poseer los componentes nutritivos basicos y su sopo
minerales, vitaminas, car

generalmente, nutrimentos

gelificantes y reguladores del crecimiento (5).

3.1.3.1 COMPONENTES DE UN MEDIO DE CULTIVO
A. SALES INORGANICAS

Las sales inorganicas proporcionan los macroelemen
fosforo, potasio, calcio y magnesio) y microelement
cobre, manganeso, yodo, hierro y zinc). De estas sa
soluciones concentradas (15).

B. COMPUESTOS ORGANICOS
a. CARBOHIDRATOS
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Las plantas pueden producir azicar como fuente de energia a traves
de la fotosintesis. Sin embargo, las plantas cultiv adas in vitro casino
realizan fotosintesis debido a la baja intensidad e n lo que se

desarrollan y aunque lo hagan producen muy poco azu car, por ello es

necesario adicionar cierta cantidad de aztcar como

En la mayoria de los cultivos se emplea sacarosa d
algunos casos se pueden usar concentraciones tan el
(15, 5).

b. VITAMINAS

La tiamina (de 0.1 a 0.5 mg/l), el &cido nicotinic
piridoxina (0.5 mg/l), son requeridos para los teji
mejor desarrollo. En muchos cultivos resulta benefi
inositol, a razén de 100 mg/l. En otros casos se pu
acido pantoténico (0.1 mg/l) y biotina (0.1 mg/l).
soluciones concentradas cien veces (15).

c. REGULADORES DEL CRECIMIENTO

El crecimiento de las plantas esta controlado por
fisiologicos y compuestos organicos conocidos como

crecimiento, reguladores del crecimiento o como ho
gue se producen en el interior del vegetal en bajas

fuente de energia (5).
el 2 al 4% pero en
evadas como el 12%

0 (0.5mg/l)yla

dos vegetales, para un
cioso el uso de
ede también aplicar
Estos son guardados en

p rocesos
substancias del
rmonas de la planta
concentraciones.

En las dUltimas décadas, se han preparado compuestos organicos

sintéticos con efectos reguladores en los distintos

fisiolégicos. A estos compuestos se les ha llamado
Crecimiento”, que han sido utilizados en propagacio
en medios de cultivo de tejidos (17, 13).

Algunos reguladores del crecimiento reconocidos son

cytoquininas, giberelinas, etileno, acido abscisico

Las auxinas y citoquininas son las mas importantes

del crecimiento y el estimulo de la formacién de mo

procesos
"Reguladores del
n de plantas asi como

auxinas,

como reguladores
rphogénesis en tejido



de cultivos. Se han descubierto algunos reguladores
actividad biolégica que se iguala a las substancias

Los sistemas embriogénicos requieren, para la induc
embriones, concentraciones altas de auxinas, siendo
2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) o bien AlA (
(17, 13).

La funcion biolégica de las auxinas se orienta a |
células de tallo y coleoptilos, también cumplen fun
celular y fomentan el desarrollo de callos, de los
posteriormente crecimientos radicales. También se h
iniciacién de raices de varias especies vegetales.
la accion de las auxinas indica que éstas aumentan
paredes celulares, al aumentar la flexibilidad de |
la presién de ésta alrededor de la célula, y la pre
causada por las fuerzas osmoticas en la savia vacuo
entre a las células, provocando su expansiéon (30).

Las funciones fundamentales de las citocininas son
division celular y la regulacion de la diferenciaci

Estas dos hormonas interacttan y dan como resultado

diferentes de crecimiento (30).

sintéticos con una
naturales.
cion de sus
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provocar la
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En propagacion in vitro , se utilizan ampliamente los reguladores de

crecimiento. Las auxinas son utilizadas para provoc
alargamiento celular y para promover la division ce

mas utilizados son: 2, 4-D (acido 2,4 dicloro fenox
naftalenacético) y el AIB (acido indolbutirico). En

utiliza en concentraciones que varian entre 0.00l y

optimo entre 0.1 y 10 mg/l; 2,4-D, por su parte, se
concentraciones que oscilan entre 0.1y 10 mg/l, s

entre 1 y 5 mg/l; ana generalmente se ha utilizado

varian entre 1y 10 mg/l (27).

En relacion a las citocininas, la mas utilizada es
cinetina (N6-furfuril-aminopurina), pero se ha demo
otras sustancias sintéticas que cumplen la misma ac
lo son: zeatina [(N6(4-hidroxi-3-metil butenil)] y

ar agrandamiento y
lular. Los compuestos
iacético), ana (acido

general el AIB se
10 mg/l, con un punto

utiliza en
iendo su punto 6ptimo
en concentraciones que

la kinetina O
strado que existen
tividad biolégica como
BAP 6 BA (N6-bencil
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aminopurina), las cuales se consideran mas potentes

es la mas utilizada por su disposicion en el mercad

Zeatina se considera 10 veces mas potente que kinet
obtencion en el mercado. BAP tiene su punto oOptimo,
concentracion mas utilizada, de 0.1 a 2 mg/l (27).

i. AUXINAS

Las auxinas desempefian una funcion importante en la

células de tallo y coledptilos. El descubrimiento d

del estudio de las curvaturas tropisticas de cole6p
bioanalisis de la auxina, la prueba de curvatura de
utilizaron coledptilos decapitados de avena (30).

Son ampliamente usados en micropropagacion la cual
en los nutrientes para promover el crecimiento de c
organos vegetales; los requerimientos de las concen
de: el tipo de crecimiento o desarrollo que se requ
naturales de auxinas dentro del explante cuando se

El desarrollo de las técnicas de cultivo de tejido
la accion de las auxinas sobre la division celular.
forma directa en el crecimiento celular (6).

Las auxinas estimulan también la division celular;
frecuentemente fomentan el desarrollo de callos, de
crecimientos similares a raices. Las auxinas son mu
la formacion de raices de varias especies vegetales
base de la primera aplicacién préactica en agricult
crecimiento (30).

Las auxinas pueden iniciar la floracién (por ejemp
inducir el amarre de frutos y su desarrollo en algu
auxinas hacen aumentar con frecuencia el amarre de
especies con frutos de muchas semillas, como son lo
cucurbitaceas. La aplicacion de auxinas a frutos jo

desarrolla su tamafio. Se adelanta también la madura

frutos, como los higos (30).
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i.1 MECANISMOS DE ACCION DE LAS AUXINAS

En el transcurso de los afios se han elaborado nume
fin de explicar los mecanismos primarios de accion
las primeras teorias fue la de que la auxina increm
las paredes celulares (Heyn, 1931) (30).

La plasticidad es una deformacion irreversible de
provocadas probablemente por la ruptura de enlaces
microfibrillas de celulosa de las paredes celulares
tamanfno de las células se produce en dos tamafos; pr
aflojamiento de las paredes celulares (proceso que
oxigeno), seguido de una absorcion de agua y una ex
(30, 13).

Una segunda teoria, explica que las auxinas foment
proteinica que es producida en las células. Segun e
activan a un tipo mensajero de ARN, que provoca la
especificas. Dichas enzimas generan la insercion de
las paredes celulares, lo cual da por resultado su

. GIBERELINAS

Se considera que el efecto méas sorprendente por pa

giberelinas es la estimulacion del crecimiento. Las
estimulan la floracion en muchas especies; al ser
producen un incremento pronunciado de la division c
también pueden terminar con el reposo de las semill
provocan la expansion celular mediante la induccién
debilitan las paredes celulares. Otro mecanismo que

es que estimulan la expansion celular mediante la h
Como resultado de ello se produce dentro de la célu
cual se incrementa la concentracion de azucares, el
osmoética en la savia celular. También se cree que p
nivel genético, estimulando la sintesis enzimatica

rosas teorias a
de las auxinas. Una de
enta la plasticidad de

las paredes
cruzados entre las
El aumento del
imeramente ocurre un
requiere de auxina y
pansion de las paredes

an la sintesis
sta teoria las auxinas
sintesis de enzimas
nuevos materiales en
expansion (6, 30, 13).

rte de las
giberelinas también
aplicado en los tallos
elular. Se dice que
as. Las giberelinas
de enzimas que
las auxinas provocan
idrélisis del almidon.
la alfa-amilasa en la
evando asi la presion
rovocan cambios a

en las células (6).
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iii. CITOCININAS

Las citocininas fueron descubiertas en la década d
Son sustancias que interfieren en los procesos de d
retardo de la senescencia en las partes maduras de
considera que estimulan el alargamiento celular. Ad
division celular, las citocininas influyen en la di
cultivos (6, 30).

Se dice que existen sustancias naturales con activ
citocininas, tal es el caso de la leche de coco, és
para mantener el crecimiento de muchos cultivos de
han encontrado actividad citocinina en jugos de tom
flores, en raices, tubérculos y nédulos radiculares
citocininas la constituyen los frutos y las semilla
observandose un aumento durante la germinacion (6).

3.1.4 EXPLANTE

El explante es una parte de un tejido o de un orga
del resto de la planta con fines de cultivo. La sel
puede hacerse teniendo en cuenta el sistema de prop
(29).

La eleccién de un explante apropiado constituye el
el establecimiento de los cultivos; en primera inst
estd determinada por el objetivo perseguido y la es
utilizada. En este caso de especies propagadas vege
brotes jovenes y los apices meristematicos han sido
fuente de los explantes (21, 29).

3.1.5 ASEPSIA
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La asociacion explante medio y las condiciones fisi
normalmente se incuban los cultivos conforman un am
la proliferacion de microorganismos (bacterias, hon
pueden destruir tales cultivos, competir con el exp
cultivo o modificarlo. Evitar las contaminaciones ¢
un aspecto basico que se debe tener en cuenta para
en el establecimiento de los cultivos sino en la in
manipulacién. Por ello para establecer cultivos asé
a) trabajar en ambientes adecuados; b) esterilizar
c) desinfectar superficialmente los explantes, libe
y hongos exdgenos y d) realizar los cultivos respet

asepsia (21).

3.2. MARCO REFERENCIAL

3.2.1. INVESTIGACION EN CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALE
Bernard, en 1,909, realiz0 exitosos trabajos en cu
aislando hongos que benefician en la raiz-hongo par
semillas de orquideas. Demostr6 que cuando se culti
esterilizadas e inoculadas con hongos el porcentaje
incrementaba considerablemente (19).
Knudson (1922, 1924, 1925)

relacionados con la germinacion de las semillas y |

realiz6 investigaciones
Demostré que los hongos eran los responsables del r

en azucares simples, los cuales favorecian la germi

de orquideas. El trabajo de Knudson demostré por pr
germinacion de semillas de orquideas era posible
necesidad de la asociacién con hongos (19).
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Burgeff (1936) obtuvo considerables datos relacion
germinacion de semillas de 25 géneros de orquideas
hibridas.

En 1949, Vacin y Went desarrollaron un medio ampli
la germinacion de semillas de hibridos, incluso el
Singapur en las Ultimas cuatro décadas solamente ha
Vacin y Went en su programa de hibridacion de orqui

Garita y Gonzélez (11) exponen que para el caso es
semillas de orquideas el medio de mayor aplicacié
(1946). También establecen que la adicién de suplem
aminoacidos), aun cuando no son imprescindibles, re
para estimular el crecimiento de las plantulas.

En 1951, Knudson, sugiri6 un medio de cultivo que
nutricional organico e inorganico para el desarroll
vitro, el cual es ampliamente utilizado para la germinacio
géneros, especies e hibridos. A la fecha existen po
de cultivo para la germinacion de semillas de orqui
Murashige y Skoog (19).

El cultivo de meristémos in vitro
en 1960, en INRA, Versalles, Francia. Ademas de la
cultivo de meristemas para la obtencion de clones |
técnica abrid las puertas a otra importante forma d
plantas y la obtencion de un considerable niumero de
valor comercial en un tiempo relativamente corto (1

En Israel, en 1963, se realizaron algunos ensayos
vitro  de flores de orquideas, en un tiempo de una a seis
de la incubacion con diferentes concentraciones de
resultados. Se han utilizado semillas de frutos inm
subcultivos, como resultado se ha obtenido una ampl
brotes (4).

En 1965 Morel envi6 un protocolo a la sociedad de
describen con detalles varios aspectos sobre la pro
Cymbidium sp. (18).

in vitro del género
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Murashige, en 1974 (4) enumerd 22 géneros de orqui deas y Arditti, en
1979, list6 35, incluso unos hibridos. Pensaron que seria dificil
propagar las orquideas en cultivo de tejidos por la s exigencias en los
nutrientes que requiere, sin embargo, experimentos realizados mas tarde
mostraron que las orquideas se pueden cultivar en m edios de cultivo més
simples. Para dicho estudio, se evaluaron orquideas del género Cattleya

Kim y Kako, en 1984 (4) realizaron investigaciones en orquideas,
utilizaron partes florales en los cultivos de Cymbidium saranani , en el
medio basal de Murashige y Skoog, complementado con ANA y BA. En esta
investigacion se utilizaron como explantes ovarios y tallos de la flor,
las cuales respondieron mejor que utilizando sépalo s y pétalos. También
se inocularon explantes de orquideas del género Spathoglottis en cultivo

in vitro adicionandole kinetina 'y AlA.

Torres 'y Mogollon (25) realizaron un estudio con Cattleya
lueddemannlana , orquidea endémica de Venezuela, con el propdsito de
desarrollar un protocolo para la micropropagacion m asiva a través de
organogénesis directa. Se utilizaron apices procede ntes de yemas en
reposo y brotes de activo crecimiento, colocados so bre el medio de
crecimiento liquido de Murashige y Skoog (1962), mo dificado por Huang
(1984). La multiplicacion de los brotes se maximizo agregandole 3.0 mg/l
de benciladenina y 13.2 uM/I de tidiazurén, pero si n endospermo de coco y
colocados en bolsas de membrana de polipropileno, a 2800 lux. Ademas, la
formacion de brotes micropropagados se obtuvo usand o la mitad de las
sales del medio de Murashige y Skoog y en ausencia de benciladenina. El
medio fue semisolidificado con 0.7% de agar y el me jor enraizamiento se
produjo a 4900 lux.

Kim (4), también ha cultivado con buen éxito expla ntes de raiz (5-10
mm), utilizando como medio de cultivo el de Vacin m odificado,
complementando con varias concentraciones de 2,4 -D . Después de siete
semanas se produjo la presencia de raices.

Los medios de cultivo mas usados en la propagacion de orquideas son
Vacin y Knudson C. Otros laboratorios no los usan p or su simplicidad o

tradicion (4).



En los laboratorios de Hawai y Singapur, frecuente mente los medios
mas usados para la propagacion son los de Vacin, au nque en los paises
europeos y en el continente americano es mas frecue nte el uso del medio
de cultivo de Knudson C. Sin embargo, en 1978, se r ealizaron estudios con
diferentes medios de -cultivos los cuales fueron a) White (WH), b)
Hildebrandt, Riker, y Duggar (HRD), c) Vacin y Went (VW), d) Murashige y
Skoog (MS), y e) Knudson C (KC). Se compararon el c recimiento y
desarrollo de los cultivos después de 50 dias. Los resultados fueron que
los tejidos inoculados en MS dieron como resultado masas de callo
amarillento teniendo una medida de 1.5 cm en diamet ro siendo muy pobre en
la presencia de protocormos y pobre en la formacion de plantulas. El
medio de cultivo de White presenté mejores resultad 0s en la proliferacion
de plantulas, pero el peso era menor. El medio de ¢ ultivo HRD promovio la
proliferacion de protocormos pero en una minima can tidad y ademas su
desarrollo era muy lento. Los medios VW y KC exhib ieron un buen
crecimiento global pero el Ultimo medio tubo un est imulo mayor sobre la
proliferacion de protocormos, dando como resultado un gran crecimiento

en fresco (4).

Gordillo, en 1990 (11), citado por Garita y Gonzal ez, determin6 que
las semillas de Lycaste skinneri , manifiestan un crecimiento Optimo
sembradas en medio de cultivo Knudson C, modificado utilizando una
concentracion de sacarosa de 40 g/l y agua de coco en concentraciones de
200 a 250 ml/l. Con 0 g/l de sacarosa el crecimient o fue inhibido.

Arditti (11) menciona que una modificacion a la 6 rmula de Knudson
C, es la adicion de extracto de banano, lo cual au menta la tasa de
crecimiento de las plantulas. Se aplican 150 g de f ruta, se licua por un
minuto en medio litro de agua destilada y se deja d ecantar durante 5
minutos, después de lo cual se repite la operacion. Se pasa luego por un
colador al cual se le pone una hoja de papel filtro 0 cuatro capas de
tela fina. Se recoge un tercio del liquido filtrado , Se agrega a medio
litro del medio Knudson C y se lleva hasta el volum en de un litro. Se
puede congelar hasta que llegue el momento de usarl as (10).

Para el cultivo de embriones de orquideas hibridas , Kerbau y Handro

usaron el medio basico de Knudson C modificado por la adicién de 24.5
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mg/l de FeSO ,—Na,EDTA en lugar de FeSO 4-7H20 y adicion de tiamina (0.5

mg/l) o agua de coco (15% v/v) a un pH 5.5; parte d el medio fue
gelificado con agar (0.6%). En el medio donde se ad icioné agua de coco la
proliferacion de protocormos fue mayor y mas verde. Luego se pasaron al
medio bésico de Knudson adicionando pulpa de banano (12).

Garita y Gonzalez (11), segun los estudios hechos, concluyen y
recomiendan el uso de los medios de Knudson C (1964 ) Yy Murashige y Skoog
(1962), como base para la elaboracion de medios de cultivo en la siembra
de orquideas.

En otro estudio realizado, se colectaron frutos de siete especies de
orquideas en la cual se extrajo la semilla y sembra ron en frascos con 20
ml de medio Knudson "C" modificado; las semillas se sembraron a 22 °C con
iluminacion de 2000 lux de intensidad durante 16 ho ras por dia. Al
notarse la formacion de plantulas de tres especies se transfirieron a
medio de enraizamiento bajo condiciones de invernad ero, los resultados

obtenidos se muestran en el cuadro uno.

Cuadro 1. Resultados obtenidos de la investigacion realizada para la
germinacion y formacién de protocormos después de s embradas las semillas
de orquideas.

No. ESPECIE DIAS A DIAS A LA FORMACION DE
GERMINACION PROTOCORMOS
1 Cattleya skinneri 40 50
2 Cattleya aurantiaca 45 70
3 Oncidium bicallosum 50 70
4 Dresderela archilae 30-40 92
5 Chisis sp. 50 70
6 Lycaste lassioglosa 50 80
7 Lycaste cochleata 60 84
Promedio 61.62 74.5
Fuente:  ARCHILA E; Fajardo, E. 1996. Simposio nacional sobre cultivo

de tejidos vegetales ICTA. Guatemala (5).

De este estudio concluyen que Unicamente algunas s emillas de Lycaste
lassioglosa y Dresderela archilae presentaron problemas para germinar y
adquirieron una coloracion marron. Por lo que recom endaron el uso de

otros medios de cultivo para la germinacion de semi lla de orquidea (5).
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Arditti (11) comenta que el uso de jugo de tomate como medio para la
germinacion de semillas de orquideas fue sugerido p or primera vez en 1944
por Meyer. Sin embargo, este medio no es el mas ade cuado para la
germinacion de semillas de orquideas, ya que existe n otros medios que dan

mejores resultados.

En el laboratorio del Instituto Nacional de Aprend izaje, propagan
orquideas en forma masiva por semillas e investigan metodologias
probables para la produccién clonal en los géneros de Dendrobium vy
Phalaenopsis . Para el género Dendrobium es usado el medio basal de Vacin
y Went (1949), el cual es usado para producir brote S vegetativos,
adicionandole al medio 150 mg/l de agua de coco, ma nteniéndolo con una
agitacion constante de 120-160 revoluciones por min uto y realizando el
cambio de medio cada tres semanas. Para el género Dendrobium se utilizan
como explantes tallos florales y jovenes y como med io basal MS al 50%
adicionando hormonas tales como 2,4-D (0.5 mg/l), B AP (3 mg/l), kinetina
(2 mg/l), adenina (5 mg/l) y agua de coco (200 mg/I ) (23).

4. OBJETIVOS
4.1 GENERAL

Encontrar un medio de cultivo adecuado para la micr opropagacion de
Monja Blanca.

4.2 ESPECIFICO

4.2.1. Determinar el medio basal que produce el mayor nUme ro de brotes 'y
altura.



4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

5.1.

Determinar cual de los tres reguladores del crecimi
el mayor nimero de brotes y altura.

Determinar el nivel de cada regulador del crecimien
el mayor nimero de brotes y altura.

Determinar si existen interacciones entre medios de
reguladores del crecimiento y niveles de reguladore
crecimiento que influyan sobre el nimero de brotes

5. HIPOTESIS

Existe un medio basal con un nivel de regulador del
(auxina—citocinina), en donde se obtiene una tasa a
multiplicacion In Vitro de protocormos de Monja Blanca.
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5.2. Existe un regulador del crecimiento que produce el
brotes y altura.

5.3. Existe un nivel de regulador del crecimiento que pr
numero de brotes y altura.

5.4. Existe una interaccion entre medio de cultivo, el r
crecimiento y el nivel del regulador del crecimient
sobre el nimero de brotes y altura.

6. METODOLOGIA

6.1 LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

La investigacion se desarroll6 en el laboratorio d
del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (IC
kilometro 21.5 carretera al Pacifico, Barcena, Vill

6.2 MANEJO DEL EXPERIMENTO
6.2.1 PREPARACION DEL MEDIO BASAL

La preparacion del medio basal se realizé de acuerd
las facilidades disponibles en el laboratorio (ver
investigacion se requirio de 2.2 litros de medio MS
Morel 1965a.
Estos medios de cultivo fueron los usados por ser
y que, ademas, son medios que han sido utilizados e
vitro  del género Lycaste

concentradas de reguladores del crecimiento.
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6.2.2 pH

El pH de los medios de cultivo, oscilé entre 5.2 y 5.7 para que no
tuvieran efecto negativo de sales que permanecen so lubles y para que
hubiera una mejor asimilacion de los nutrientes por los explantes de

Monja Blanca.

6.2.3 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Una vez elaborado el medio basal se prepararon los medios de cultivo
combinandolos con un nivel de regulador del crecimi ento y luego fueron
distribuirlos a los tubos de cultivo. En cada tubo de cultivo se coloco

10 ml de medio de cultivo.

Las soluciones concentradas de los medios de sales minerales fueron
elaboradas con base en las concentraciones descrita s tanto para medios MS
como Morel 1965a (Cuadro 16), al igual que los reguladores del
crecimiento (Cuadro 2). De las soluciones concentra das se extrajo los
volumenes deseados para la elaboracion de las mezcl as, agregandole las
dosis de regulador de crecimiento a evaluar para lo s distintos
tratamientos contemplados. Los reguladores del crec imiento evaluados
fueron: 2,4-D, kinetina y BAP, los cuales fueron di stribuidos en cada
medio siendo estas las concentraciones: 0.0l, 0.1, 1,3,5 7y 9 mgll

Posteriormente se agregé la sacarosa en las concen traciones
descritas y se regulé el pH segun el medio basal de | que se traté (Cuadro
16), seguidamente se le adicion6 Phytagel como soli dificante y luego se
realizo la transferencia a los tubos de cultivo con la cantidad descrita

en la unidad experimental.

6.2.4 ESTERILIZACION DEL UTENSILIO, CRISTALERIA Y M EDIOS DE CULTIVO
La esterilizacion de utensilios, cristaleria y med ios de cultivo

utilizada se realizé con una autoclave, a una presi on de 15 libras por

pulgada cuadrada y a una temperatura de 121 °C, por un tiempo promedio de

20 minutos.
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6.2.5 PROCEDIMIENTO PARA LA SIEMBRA

La siembra se realiz6 en la camara de flujo laminar , la cual fue
desinfectada con alcohol etilico al 70%, media hora antes de cada sesion
de trabajo. La superficie de los recipientes que co ntenian las plantitas
se desinfectd, rociandoles etanol al 70% antes de i ntroducirlos a la
camara. Los instrumentos de diseccion y las cajas p etri fueron
previamente autoclaveadas. Las pinzas fueron flamea das en el mechero cada
vez que se traslado el explante del medio de germin acion a los tubos de
cultivo. También se flamearon la boca de cada tubo de cultivo, antes de
hacer la siembra. Se flamed también la tapa y luego se cubrio el
recipiente.

6.2.5.1 SELECCION DEL MATERIAL

Los explantes de Monja Blanca utilizados fueron se millas o embriones
germinados in vitro , las cuales se conservan en el laboratorio de
Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA).
Estos fueron germinados en medio basal MS y en el m omento de la siembra
llevaban 35 dias de haber iniciado sus germinacion. El medio basal MS fue
utilizado para la germinacion debido a que presenta buenos resultados
para cualquier especie, ademas, es recomendable par a optimizar la

germinacion (19).

6.2.5.2 PROCESO DE SIEMBRA DE EXPLANTES

Este procedimiento estuvo restringido a la camara d e flujo laminar.
Fue alli donde se sembraron los explantes de embrio nes germinados, para
lograr su multiplicacion.

6.2.5.3 CONDICIONES DE INCUBACION

Las condiciones de incubacion después de la siembr a se mantuvieron
en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 1 6 horas luz y 8 horas



de oscuridad. La fuente de luz fueron de lamparas f
blanca con 1000 lux de intensidad luminica, con una
20 °C+2.

Todos los tratamientos y sus repeticiones se trasla
de crecimiento del laboratorio durante 90 dias hast
presencia de brotes.

6.2.6 MEDICION DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA
6.2.6.1 NUMERO DE BROTES

Para la toma de datos de esta variable se procedio
manera: a los 20 dias después de la siembra, se rea
namero de brotes por unidad experimental. Luego se
lecturas mas después de la primera, cada 15 dias. E
determiné estando la planta dentro del tubo de cult
asepsia dentro de la campana de flujo laminar.

6.2.6.2 TAMANO DE BROTES

Para la toma de datos de esta variable se procedi6
manera: a los 90 dias después de la siembra, se rea
la distancia que hay de la base del brote hacia la
explante, en milimetros.

6.2.7 DISENO EXPERIMENTAL

La investigacion se realizé bajo condiciones homog
temperatura y luz dadas por el cuarto de crecimient
razon por la cual se utilizé el disefio estadistico
mas un testigo en cada medio de cultivo (cuadro 2),
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44 tratamientos, con 10 repeticiones cada tratamien to y tres explantes en
cada unidad experimental.

6.2.8 FACTORES Y NIVELES

6.2.8.1 MEDIOS DE CULTIVO

MS = Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962).
b. Mr = Medio de cultivo Morel (19652).

6.2.8.2 REGULADORES DEL CRECIMIENTO

a. BAP (6-bencil aminopurina).
b. 2,4-D (2,4-4cido diclorofenoxiacético).
C. Kinetina.

6.2.8.3 NIVELES DE CADA REGULADOR DEL CRECIMIENTO E N CADA MEDIO

a. 0.0 mgl
b. 0.01 mg/l
c. 0.1 mg/l
d 1 mg/I
e. 3 mg/I
f. 5 mg/I
g 7 mg/I
h. 9 mg/I

6.2.9 ALEATORIZACION

Los tratamientos se aleatorizaron, de la manera si guiente: se sorted
el orden de cada medio de cultivo y cada nivel de r egulador del
crecimiento.



6.2.10 MODELO ESTADISTICO

Yijk =
Eijk

Donde:

Yijk
U
Ai
Bj
Ck
ABij

ACik

BCjk

ABCijk

Eijk

U+Ai + Bj + Ck + ACij + ACik + BCjk +

Variable respuesta.
= Efecto de la media general.
= Efecto del i-ésimo medio de cultivo.
= Efecto del j-ésimo regulador del crecimien

Efecto de la k-ésima concentracion de regulado
crecimiento.
= Efecto de la interaccion del i-ésimo valor
cultivo y el j-ésimo regulador del crecimiento.
Efecto de la interaccion del i-ésimo valor

cultivo y el k-ésimo valor de concentracion de regu
del crecimiento.

Efecto de la interaccion del j-ésimo regula
crecimiento y el k-ésimo valor de concentracion de
regulador del crecimiento.

Efecto de la interaccion del ijk-ésimo va
cultivo, regulador del crecimiento y el valor de
concentracién de regulador del crecimiento.

= Error experimental asociado a la ijk-ésim

experimental.

6.2.11 UNIDAD EXPERIMENTAL

Como unidad experimental se utilizoé un tubo de cult

cual contenia 3 semillas germinadas.

6.2.12 TRATAMIENTOS

ABCijk +

to.
r del

de medio de

del medio de

lador

dor del

lor del medio de

a unidad

ivo de 25 x 150 mm, el
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Los tratamientos evaluados fueron 44 y se hicieron
por tratamiento, los cuales suman 440 unidades expe
tratamientos evaluados en el ensayo fueron el resul
factores, que son: 2 medios basales (MS y Morel); 3
crecimiento (Kinetina, 2,4-D y BAP), cada uno con 7
testigo para cada medio de cultivo. En cada unidad

cultivo), se sembraron 3 explantes (Cuadro 2).

CUADRO 2. Tratamientos utilizados para el estudio de la respu
micropropagacion de Monja Blanca el medio basal MS

10 repeticiones
rimentales Los
tado del arreglo de 3
reguladores del
niveles mas un
experimental (tubo de

esta a la

y Morel en combinacion

con tres diferentes reguladores del crecimiento en diferentes
concentraciones.
Tratamiento MEDIC REGULADOR DEL NIVEL (mg/l)
CRECIMIENTO

1 MS KINETINA 0.01
2 MS KINETINA 0.1
3 MS KINETINA 1.0
4 MS KINETINA 3.0
5 MS KINETINA 5.0
6 MS KINETINA 7.0
7 MS KINETINA 9.0
8 MS 2,4-D 0.01
9 MS 2,4-D 0.1
10 MS 2,4-D 1.0
11 MS 2,4-D 3.0
12 MS 2,4-D 5.0
13 MS 2,4-D 7.0
14 MS 2,4-D 9.0
15 MS BAP 0.01
16 MS BAP 0.1
17 MS BAP 1.0
18 MS BAP 3.0
19 MS BAP 5.0
20 MS BAP 7.0
21 MS BAP 9.0

22(TESTIGO) Ms | = =
23 Morel 19652 KINETINA 0.01
24 Morel 19652 KINETINA 0.1
25 Morel 19652 KINETINA 1.0
26 Morel 19652 KINETINA 3.0
27 Morel 19652 KINETINA 5.0
28 Morel 19652 KINETINA 7.0
29 Morel 19652 KINETINA 9.0
30 Morel 19652 2,4-D 0.01
31 Morel 19652 2,4-D 0.1
32 Morel 19652 2,4-D 1.0
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33 Morel 19652 2,4-D 3.0

34 Morel 19652 2,4-D 5.0

35 Morel 19652 2,4-D 7.0

36 Morel 19652 2,4-D 9.0

37 Morel 19652 BAP 0.01

38 Morel 19652 BAP 0.1

39 Morel 19652 BAP 1.0

40 Morel 19652 BAP 3.0

41 Morel 19652 BAP 5.0

42 Morel 19652 BAP 7.0

43 Morel 19652 BAP 9.0
44 (TESTIGO) Morel 19652 | o | e

6.3 ANALISIS DE LA INFORMACION

Para facilitar la interpretacion de la variables de | experimento y
procesar los resultados, se utilizd la distribucion completamente al
azar, en la cual en el momento que se debia hacer | as lecturas de los
tratamientos éstas se realizaron en un dia. En los casos en que se obtuvo
diferencias significativas entre tratamientos o fac tores por variable de
respuesta, se efectué un andlisis utilizando la pru eba de medias de

Duncan al 5%.



62

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 NUMERO DE BROTES A LOS 20 DIAS DESPUES DE LA SI EMBRA

A los 20 dias después de haber sido sembrado los ex plantes de

semillas, se observo la induccion de brotes alreded
todos los tratamientos generaron brotes.

Se observd que los tratamientos que tuvieran como
mostraron mayor numero de brotes, mientras que los
medio basal Morel presentaron menor nimero de brote

Los tratamientos que se evaluaron con el regulador
kinetina, mostraron un mayor namero de brotes, los
siguieron en nimero por ultimo los tratados con 2,4

Estos resultados al someterlos a un analisis de va
dias se determiné que para la variable de respuesta
(cuadro 3) mostré diferencias altamente significati
factores: medio de cultivo, regulador del crecimien
medio de cultivo por regulador del crecimiento y re
crecimiento por nivel y significativa para medio de
medio de cultivo por regulador del crecimiento y ni
se muestra el analisis para la variable nimero de b
después de la siembra.

or de las mismas. No

medio basal MS,
que tuvieron como

del crecimiento
tratados con BAP le
-D.
rianza a los 20
namero de brotes
vas (1%) para los
to, la interaccion
gulador del
cultivo por nivel y
vel. En el cuadro tres
rotes a los 20 dias
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CUADRO 3 Anadlisis de varianza de la variable nimero de brote s a los 20
dias .
Fuente de Grados de Suma de Valor de F Pr>F
variacion libertad cuadrados
Bloques 9 45.89935129 1.66 D.0976 NS
Medio de cultivo 1 152.60740139 49.65 0.0001 **
Regulador del 2 145.64767178 23.69 D.0001 **
crecimiento
Nivel 6 34.19301415 1.85 D.0880 NS
M*R 2 66.38914319 10.80 D.0001 **
M*N 6 39.95068210 2.17 D.0458 *
R*N 12 99.28855542 2.69 D.0018 **
M*R*N 12 80.48102827 2.18 0.0122 *
Error 341
C.V.=97.97959
** = Diferencias altamente significativas (1%)
* = Diferencias significativas (5%)
NS = No significativo (5%)
M = Medio de cultivo R = Regulador del Crecimiento N =
Nivel

7.1.1 NUMERO DE BROTES SEGUN INTERACCION MEDIO DE C ULTIVO POR REGULADOR
DEL CRECIMIENTO POR NIVEL, 20 DIAS DESPUES DE LA S| EMBRA

Se determiné que el mayor numero de brotes segun pr ueba de Duncan,

se obtuvo con el tratamiento medio de cultivo MS en combinaciéon con el
regulador del crecimiento kinetina con un nivel de 7 mg/l, dando como

resultado un numero promedio de brotes de 6.4, en o rden descendente le



sigue un tratamiento estadisticamente igual, con la

regulador del crecimiento utilizado es el BAP con 9

brotes de 5.2. En el cuadro cuatro se muestra la pr

comparacion de promedios de niumero de brotes para c

20 dias.

CUADRO 4. Prueba de Duncan al 5% para la comparacién de prom
brotes para cada tratamiento, a los 20 dias.

diferencia de que el
mg/l y un promedio de
ueba de Duncan para la
ada tratamiento a los

edios de numero de

Tratamientos NUmero
No. | Medio de Regg'ej:}dor Nivel de Prueba de Duncan al 5 %

" | cultivo crecimient (mg/l) brotes

FNE KIN 7 64 | A
21|M¢ BAF 9 52 | A|B

3[MS KIN 1 41 B |C
17|M¢ BAF 1 3.8 B|C|D

7IM< KIN 9 3.8 B|C|D|E

4|M¢ KIN 3 3.8 B|C|D|E

2|MS KIN 0.1 3.3 (e DIE|F
19|M¢ BAF 5 3.2 C|ID|E|F]|C
18|M¢< BAF 3 3.1 C|D|E|F|C
16|MS BAP 0.1 2.9 C DIE|F|G
10|M¢ 2,4D 1 2.5 CIDIE|F|C|H

5[MS KIN 5 2.4 DI E|[F|G|H]|I

8|M¢S 2,4D 0.01 2.3 DIE|F|C|H]|I
24Morel KIN 0.1 2.3 DIE|F|C|H]|I
20(M¢S BAF 7 2.2 DIE|F|C|H]|I J
23(Morel KIN 0.01 2.2 DIE|IF|G|H|I {J
15|MS BAP 0.01 2.1 EIF|G|H|I J K
31{Morel 2,4D 0.1 1|8 E|IFIGIH|I PJ K

9IM< 2,4D 0.1 1.7 FIC|H|I J |K|L

1|MS KIN 0.01 1.7 FIGIH|I U K L
29(Morel KIN 9 1.7 FIGIH|I J K L
38|Morel BAP 0.1 1.6 GIH|I J K L
28(Morel KIN 7 1.6 C|H|I J |K|L
26|Morel KIN 3 1.5 C|H|I J |K|L
30(Norel 2,4D 0.01 1.1 Hi I J |K|L
11|M¢s 2,4D 3 1 Hi I J |K|L
36(Morel 2,4D 9 1 H| 1 J K L
14\MS 2,4D 9 1 H| 1 J K L
22|MS TES 0 1 H| 1 J K L
32|Morel 2,4D 1 0.9 H| 1 J K L
44 Mcrel TES 0 0.9 Hi I J |K|L
43|Morel BAF 9 0.9 Hi I J |K|L
25|Morel KIN 1 0.8 Hi I J |K|L
27 Morel KIN 5 0.8 Hi I J |K|L
39|Morel BAF 1 0.8 Hi I J |K|L
37{Morel BAP 0.01 D.8 H| 1 J K L
42|Morel BAF 7 0.8 Hi I J |K|L
12|MS 2,4D 5 0.7 H| 1 J K L
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34|Morel 2,4D 5 0.7 I 0 K |L
41|Morel BAF 5 0.5 J [K]L
35|Morel 2,4D 7 0.4 K|L
33|Morel 2,4D 3 0.4 K|L
40|Morel BAP 3 0.4 K[ [L
3|M¢ 2,4D 7 0 L
Para tener una mejor comprension del comportamiento de los
tratamientos sobre la multiplicacion de brotes obsé rvese los valores
medios que se pueden apreciar en las figuras 8 y 9, las distintas
interacciones de numero de brotes entre los distint os tratamientos.
El mayor numero de brotes en el medio Morel se obt uvo con el
regulador del crecimiento kinetina (2.3 brotes), en el nivel de 0.1 mg/l.
Asi mismo se obtuvo una mejor respuesta con el medi o de cultivo MS (6.4
brotes) con el mismo regulador del crecimiento (kin etina), con el nivel 7
mg/l. Estos resultado fueron obtenidos a los 20 dia s después de la
siembra de los explantes. Por lo tanto en esta prim era observacion los
resultados en cuanto al numero de brotes fueron mas al utilizar el medio
de cultivo MS en combinacién con el regulador del ¢ recimiento kinetina,
en un nivel de 7 mg/l y BAP 9 mg/I.
Los niveles del regulador del crecimiento 2,4-D, pr esentaron
resultados por debajo de los resultados obtenidos a | utilizar kinetina y
BAP. En la figura 8 se muestra el comportamiento de los tratamientos en
el medio Morel, segun el regulador del crecimiento y los niveles
aplicados a los 20 dias después de la siembra.
14 Reg, del
crecimiento
3 12
g 10 ——2.4D
8
S —=—BAP
o
) ——KIN
4
£
D} 2
0 T T T T
0 0.01 0.1 1 3 5 7 9
Nivel de regulador del crecimiento (mg/l)
Figura 8. Numero de brotes obtenidos con el medio MOREL, seg un regulador

de crecimiento y niveles aplicados, a los 20 dias d espués de la siembra.
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14 Reg, del
crecimiento
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Figura 9. Numero de brotes obtenidos con el medio MS, segun regulador de

crecimiento y niveles aplicados, a los 20 dias desp

7.2 NUMERO DE BROTES A LOS 35 DIAS DESPUES DE LA SI

En la segunda lectura se volvieron a evaluar los 44
la cual la presencia de brotes fue mayor. En esta |
todos los tratamientos generaron brotes. Asimismo e
medio de cultivo MS predomind con relacion a la res
brotes y nuevamente los tratamientos con el medio b
los valores menores a nivel general.

En esta segunda lectura el regulador del crecimien
mostré un mayor numero de brotes seguido por BAP y
Nuevamente se compar6 el testigo absoluto con los t
medios de cultivo (MS y Morel), observandose mayor
los tratamientos que contenian reguladores del crec

Al someter al andlisis de varianza para la variable
namero de brotes 35 dias después de la siembra de |
mostraron diferencias altamente significativas (1%)
repeticion, medio de cultivo, regulador del crecimi
cultivo por regulador del crecimiento, regulador de
nivel y medio de cultivo por regulador del crecimie
cuadro 5 se muestra el andlisis de varianza para la
brotes a los 35 dias después de la siembra.

ués de la siembra.

EMBRA

tratamientos, en
ectura nuevamente no
n los tratamientos, el
puesta de namero de
asal Morel presentaron

to kinetina,
por el 2,4-D.
ratamientos de ambos
namero de brotes en
imiento.
de respuesta
0s explantes,
para los factores:
ento, nivel, medio de
| crecimiento por
nto por nivel. En el
variable numero de
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CUADRO 5. Andlisis de varianza de la variable nUmero de brote s alos 35
dias.
Fuente de Grados de Suma de cuadrados Valor de F Pr>F
variacion liber tad
Bloques 9 107.75594716 2.87 D.0028 **
Medio de 1 610.04960036 146.17 D.0001 **
cultivo
Regulador del 2 438.45789414 52.53 D.0001 **
crecimiento
Nivel 6 94.07978134 3.76 D.0012 **
M*R 2 146.96822758 17.61 D.0001 **
M*N 6 15.67892356 0.63 D.7094 NS
R*N 12 243.45671780 4.86 D.0001 **
M*R*N 12 117.19789639 2.34 D.0068 **
Error 338
C.V.=9452953
** = Diferencias altamente significativas (1%)
* = Diferencias significativas (5%)
NS = No significativo (5%)
M = Medio de cultivo R= regulador del crecimiento N = Nivel

7.2.1 NUMERO DE BROTES SEGUN INTERACCION MEDIO DE C ULTIVO POR REGULADOR
DEL CRECIMIENTO POR NIVEL A LOS 35 DIAS DESPUES DE LA SIEMBRA.

El mayor nidmero de brotes se obtuvo con el tratamie nto medio de
imiento kinetina con
io de 10.4 brotes. Se

smo medio de cultivo y

cultivo MS en combinacion con el regulador del crec
un nivel de 0.1 mg/l dando como resultado un promed
puede notar que transcurrido mayor tiempo con el mi
con menor concentracion de regulador del crecimient 0, se puede obtener
mayor numero de brotes como se muestra en el cuadro 6. Al respecto
Hurtado y Merino (16), refieren que la actividad fi siolégica de las

plantas esta mediada por los reguladores del crecim iento.



CUADRO 6. Prueba de Duncan al 5% para la comparacién de prome
brotes para cada tratamiento, a los 35 dias.

dios de nimero de

Tratamientos NUmero
No. |Medio de [ Regulador del Nivel de  |Prueba de Duncan al 5 %
cultivo crecimiento (mgll) brotes

2|MS KIN 0.1 10.4 A

6|MS KIN 7 8.0 B

7IMS KIN 9 6.1 C

3|MS KIN 1 5.1 C|D

15|M¢< BAF 0.01 5.0 C|D

4|M< KIN 3 4.8 C|D|E

21 MS BAF 9 4.5 C|DIE|F

18|MS BAP 3 4.4 C|DIE|F|G

1MS KIN 0.01 4.1 DIE|F|G

5|M¢< KIN 5 4.0 D|E[F[C

17|MS BAP 1 3.8 DIE|F|G|H

20[Ms BAF 7 35 DIE|F|C|H]|I

24 Morel KIN 0.1 34 DIE|F|G|H|I |J

8|MS 2,4D 0.01 3.2 DIE|F|G|H]|I |J

10MS 2,4D 1 3.0 E|F|G|H|I |J

19(M< BAF 5 2.6 FICIH|[I |[J|K

9[M< 2,4D 0.1 2.3 C|H|[I |J|K|L
16|MS BAP 0.1 2.1 G|H|I |J|K|L|M
11|M¢< 2,4D 3 2.0 H{l |[J|K|L|V|N
23Morel KIN 0.01 1.9 Hil |J|K|L|V|IN
29|Morel KIN 9 1.7 I |J|K|L|MIN
12|M¢< 2,4D 5 1.6 I |J|K|L|NM|N
37 Morel BAF 0.01 1.6 I |J|K|L|[NM|N
14|M¢< 2,4D 9 1.6 I |J|K|L|NM|N
22|MS TES 0 1.4 J|IK|L|NM|N
28|Morel KIN 7 0.9 KIL|{NM|N
38(Morel BAF 0.1 0.9 KIL|{M|N
25|Mcrel KIN 1 0.8 KIL|NM|N
30(Morel 2,4D 0.01 0.7 KIL|{M|[N
26|Morel KIN 3 0.7 KIL|{NM|N
39 Morel BAF 1 0.6 KIL|{M|[N
27|Morel KIN 5 0.5 L{NM|N
31 Morel 2,4D 0.1 5 L{M[N
44 |Morel TES 0 0.5 L{M[N
43Morel BAP 9 0.4 L{M[N
32|Morel 2,4D 1 0.4 L{M[N
13|MS 2,4D 7 0.3 L{M[N
34|Morel 2,4D 5 0.3 L{M[N
41 Morel BAP 5 0.2 L{M[N
36|Morel 2,4D 9 0.2 M| N
33|Morel 2,4D 3 0.2 M| N
35[Morel 2,4D 7 0.1 M| N
42 Morel BAF 7 0.1 V|N
40|Morel BAP 3 0.0 N

El comportamiento de los valores medios del numero

observamos en las figuras 10 y 11. Se puede aprecia

de brotes lo
r en la figura 10 que
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el mayor resultado de brotes en el medio Morel se o

del crecimiento kinetina dando como resultado 3.4 b

mg/l. Al igual que en la figura 11 en la cual se pr

graficamente del comportamiento del medio de cultiv

mejor resultado se obtuvo en combinacion con el reg

kinetina en el nivel 0.1 mg/l dando como resultado

promedio. Se puede notar que en ambos medios de cul

regulador del crecimiento kinetina en 0.1 mg/l. En

el nimero de brotes va incrementando en comparacion

lectura en la cual se tuvieron 6.4 brotes, predomin

cultivo y el mismo regulador del crecimiento con la

tuvo efecto en menor concentracion (MS y Kinetina).

Los resultados de los reguladores del crecimiento

por debajo de los resultados obtenidos cuando se ut

crecimiento kinetina, en ambos medios de cultivo.
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btuvo con el regulador
rotes con el nivel 0.1
esentan los resultados
o MS, en donde el
ulador del crecimiento
10.4 brotes en
tivo fue funcional el
esta segunda lectura
con la primera
ando el mismo medio de
diferencia que esta

2,4-D y BAP estan
iliz6 el regulador del

14 Reg, del
crecimiento
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Figura 10 . Numero de brotes obtenidos con el medio Morel, se gun regulador

de crecimiento y niveles aplicados, a los 35 dias d

espueés de la siembra.
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Figura 11 . Numero de brotes obtenidos con el medio MS, segun regulador de

crecimiento y niveles aplicados, a los 35 dias desp

7.3 NUMERO DE BROTES A LOS 50 DIAS DESPUES DE LA SI

En la respuesta de los tratamientos para la inducci
los 50 dias después de sembrados, nuevamente se obs
en la induccion de brotes por parte del medio de cu
por parte del regulador del crecimiento kinetina. A
inicia un proceso de degradacion, la cual es notori
cultivo Morel con la hormona 2,4-D. Esto puede ocur
medio de cultivo Morel contiene pocas sales mineral
regulador del crecimiento 2,4-D en altas concentrac
herbicida.

Al observar el comportamiento de los brotes a part
lectura (20 dias después de la siembra), hasta los
incremento rapido en numero en la emision de brotes

El analisis de varianza para la variable de respue
brotes mostré diferencias altamente significativas
factores: medio de cultivo, regulador del crecimie
medio de cultivo por regulador del crecimiento, reg
por nivel y medio de cultivo por regulador del crec
significativa para nivel de regulador del crecimien
muestra el andlisis de varianza para la variable na
50 dias después de la siembra.

ués de la siembra.
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on de brotes a
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nivel general se
a en el medio de
rir es debido a que el
es y ademas el
iones funciona como un

ir de la primera
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(1%), para los
nto, la interaccion
ulador del crecimiento
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CUADRO 7. Andlisis de varianza de la variable nUmero de brote s a los 50
dias.
Fuente de variacion Graglos de Suma de cuadrados Valor de F Pr>F

libertad

Bloques 9 36.23374942 0.41 D.9298 NS

Medio de cultivo 1 642.97873782 65.42 (0.0001 **

Regulador del 2 1123.00334550 57.13 (0.0001 **

Crecimiento

Nivel 6 133.11568580 2.26 0.0377 *

M *R 2 623.94932009 31.74 (0.0001 **

M * N 6 85.09255262 1.44 D.1975 NS

R*N 12 332.27301881 2.82 D.0011 **

M*R*N 12 313.44886708 2.66 D.0020 **

Error 332

C.V.= 132.9308

** = Diferencias altamente significativas (1 % )

Diferencias significativas (5 %)
No significativo ( 5%)

M = Medio de cultivo R = regulador del crecimiento

N = Nivel

7.3.1 NUMERO DE BROTES SEGUN INTERACCION MEDIO DE C ULTIVO POR REGULADOR

DEL CRECIMIENTO POR NIVEL, 50 DIAS DESPUES DE LA S|

Se determind que el mayor numero de brotes se obtu

tratamiento medio de cultivo MS en combinacion con
crecimiento kinetina con nivel de 0.1 mg/l. Dando c
namero promedio de brotes de 12.4. Para estos resul
gue mostrd el mayor niumero de brotes a los 50 dias

es el MS, el regulador del crecimiento kinetina y |
regulador fueron 0.1, 9 y 7 mg/l, los cuales presen

12.4, 12.4 y 10.2 brotes. Se puede observar que el
combinacion con el regulador del crecimiento kineti
efectiva para la estimulacion en la emision de brot
muestra el comportamiento de los tratamientos.

CUADRO 8. Prueba de Duncan al 5% para la comparacién de prome
brotes para cada tratamiento, a los 50 dias.

EMBRA.

vo con el
el regulador del
omo resultado un
tados, el medio basal
después de la siembra
0s niveles para este
taron un promedio de
medio basal MS en
na sigue siendo
es. En el cuadro 8 se

dios de nimero de



utilizé el medio basal Morel el mayor resultado en

brotes se obtuvo con el regulador del crecimiento B

Tratamientos ; .
No. l\gﬁgiu\?ode R(?r%léliﬁg;?oel Nivel (mg/l) Namero de brotes Prueba de Duncan al 5%

2|MS KIN 0.1 12.4 A

7IMS KIN 9 12.4

6|MS KIN 7 10.2 A

3Ms KIN 1 6.75 B
18|MS BAP 3 6.4 B

1|M< KIN 0.01 5.0 B|C
21|M¢S BAF 9 4.8 B|C|D

4|M< KIN 3 4.3 B|C|D|E

5|M< KIN 5 4.3 B|C|D|E
15|M¢< BAF 0.01 4.0 B|C|D|E|F
20(MS BAP 7 3.2 C|IDIE F 6
19|M< BAF 5 3.2 C|ID|E|F|C|H
17|MS BAF 1 3.2 C|DIE|F|C|H
16|M< BAF 0.1 2.6 C|ID|E|F|C|H
37|Morel BAF 0.01 2.1 C|DIE|F|C|H
24 |Morel KIN 0.1 2.0 C|ID|E|F|C|H
23|Morel KIN 0.01 2.0 C|DIE|F|C|H
38|Morel BAP 0.1 1.8 D E R G H
29|Morel KIN 9 1.6 E|F|C|H
10|M< 2,4D 1 15 E|F|C|H
28|Morel KIN 7 1.2 F|C|H
22|MS TES 0 1.1 F|G H

9|MS 2,4D 0.1 1.1 F |G |H
26 |Morel KIN 3 1.1 F|G H
43|Morel BAP 9 1.0 F |G |H

8|MS 2,4D 0.01 1.0 F|IG H
27|Morel KIN 5 0.9 F |G |H
30|Morel 2,4D 0.01 0.9 F|IG H
25|Morel KIN 1 0.8 G H
39|Morel BAP 1 0.7 G H
44 |Morel TES 0 0.6 G H
42|Morel BAF 7 0.6 C|H
11|MS 2,4D 3 0.5 C|H
31|Morel 2,4D 0.1 0.5 C|H
12|MS 2,4D 5 0.4 G H
41|Morel BAP 5 0.4 G H
40|Morel BAP 3 0.3 G H
35|Morel 2,4D 7 0.2 G H
14|MS 2,4D 9 0.1 G H
32|Morel 2,4D 1 0.1 G H
34|Morel 2,4D 5 0.1 G H
13|MS 2,4D 7 0.0 H
33|Morel 2,4D 3 0.0 H
36|Morel 2,4D 9 0.0 H

Después de 50 dias colocados en el medio de cultivo , cuando se

promedio de numero de

AP en el nivel 0.01
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mg/l (2.1 brotes), KIN en el nivel 0.1 mg/l (2 brot
0.01 mg/l (2 Dbrotes), resultado que segun prueba
estadisticamente son valores iguales.

En el medio basal MS, el mejor resultado, en promed
brotes, se da con la combinacién del medio MS con e
crecimiento kinetina, en el nivel 0.1 mg/l dando un
brotes, le sigue el tratamiento MS combinado con el
crecimiento KIN en el nivel 9 mg/l (12.4 brotes), y
nivel 7 mg/l (10.2 brotes), en la que estadisticame
estadisticamente iguales segun Prueba de Duncan. En
muestra el numero de brotes con el medio Morel segu
crecimiento y niveles aplicados a los 50 dias despu

de
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Figura12 . Numero de brotes obtenidos con el medio MOREL, se
de crecimiento y niveles aplicados, a los 50 dias d

En la figura 13 se muestra el nimero de brotes con
regulador del crecimiento y niveles aplicados a los
siembra.

gun regulador

espueés de la siembra.

el medio MS segun

50 dias después de la
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Figura 13 . Numero de brotes obtenidos con el medio MS, segun regulador de
crecimiento y niveles aplicados, a los 50 dias desp ués de la siembra.

7.4 NUMERO DE BROTES A LOS 65 DIAS DESPUES DE LA SI EMBRA

Como resultado de los 44 tratamientos evaluados en la cuarta
lectura, realizada 65 dias después de la siembra nu evamente el medio de
cultivo MS presenta el mayor numero de brotes en co mparacion al medio de
cultivo Morel. Asi mismo sobresale nuevamente el re gulador kinetina con
la diferencia que en esta lectura predominan los ni veles altos. En esta
lectura se estabiliza la multiplicacion de brotes p or lo que se puede
decir que en esta fase entran en una fase estaciona ria, producida por el
agotamiento de algun nutriente el medio de cultivo o la acumulaciéon de
un desecho celular que en cantidades altas se vuelv e toxica o la
ocurrencia de las dos causas.

En esta lectura al ser sometidos a un analisis de v arianza para esta
variable de respuesta, se muestran diferencias alta mente significativas
(1%), para los factores: medio de cultivo, regulado r del crecimiento, la
interaccion medio de cultivo por regulador del crec imiento, regulador del
crecimiento por nivel y significativa para el medio de cultivo por
regulador del crecimiento por nivel. En el cuadro 9 se muestra el

andlisis de varianza de la variable niumero de brote s a los 65 dias.
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CUADRO 9. Analisis de varianza de la variable nUmero de brote s a los 65
dias.

Fuente de Grados de Suma de Valor de F Pr>F

variacion libertad cuadrados
Bloques 9 93.41526321 0.94 D.4931 NS
Medio de 1 897.30494111 80.98 (0.0001 **
cultivo
Regulador del 2 1143.3560423 51.60 0.0001 **
crecimiento 6
Nivel 6 106.1553 6672 1.60 0.1473 NS
M*R 2 501.99550900 22.65 (0.0001 **
M*N 6 35.18163110 0.53 D.7860 NS
R*N 12 412.50613825 3.10 D.0003 **
M*R*N 12 280.07394168 2.11 D.0162 *
Error 328
C.V.= 1329372
** = Diferencias altamente significativas (1 %)
* = Diferencias significativas (5 %)
NS = No significativo (> 5%)
M = Medio de cultivo R = Regulador del crecimiento N = Nivel

7.4.1 NUMERO DE BROTES SEGUN INTERACCION MEDIO DE C ULTIVO POR REGULADOR

DEL CRECIMIENTO POR NIVEL A LOS 65 DIAS DESPUES DE

El mayor nimero de brotes se obtuvo con el tratami
cultivo MS en combinacion con el regulador del crec
nivel 9 mg/l, dando como resultado un promedio de 1
en forma ascendente el tratamiento MS, combinado co
crecimiento kinetina en el nivel 7 mg/l presentando
brotes. En el cuadro 10 se muestra la prueba de Dun
comparacion de promedios de numero de brotes a los
siembra.

LA SIEMBRA.

ento medio de
imiento kinetina en el
2.9 brotes, Le sigue
n el regulador del
un promedio de 10.1
can para la
65 dias después de la



CUADRO 10. Prueba de Duncan al 5% para la comparacion de prom
de brotes para cada tratamiento, a los 65 dias.

edios de nimero

Tratamientos Ndmero
No. | Medio de Reggg’}dor Nivel de  |Pruebade Duncanal 5%
cultivo crecimiento (mg/l) brotes

7IMS KIN 9 12.9 A

6|MS KIN 7 10.1 B

2|M¢g KIN 0.1 10.0 B

1{M¢ KIN 0.01 9.9 B
18|M¢< BAF 3 7.0 C
15(MS BAP 0.01 6.0 C D
17|MS BAP 1 5.8 C D

3|Ms KIN 1 5.8 C|D

5|MS KIN 5 4.7 C D |E
21|M¢< BAF 9 4.3 C/ D|E|F

4|M¢ KIN 3 4.0 C|D|E| F|C
19(M¢S BAF 5 3.6 DIE|F|C|H
10|M¢ 2,4D 1 3.4 DIE|F|C|H]|I
16|M¢S BAF 0.1 3.0 DIE|F |CG|H]|I
20|M¢s BAF 7 2.9 DIE|F|C|H]|I
24|Morel KIN 0.1 2.5 E|F|C|H]|I
29|Morel KIN 9 2.5 = FIG|H|I

8|MS 2,4D 0.01 1.9 = F |G |H|I
23|Morel KIN 0.01 1.8 = FIG|H|I
12|M¢S 2,4D 5 1.3 FIC|H]|I
37 Morel BAF 0.01 1.2 F|ICG|IH|I
28|Morel KIN 7 1.2 FIC|H]|I
27 [Morel KIN 5 1.1 F|ICG|IH|I
22|MS TES 0 1.0 FIG|H|I
43Morel BAP 9 1.0 F |G |H|I
38|Morel BAF 0.1 0.9 C|IH|I
25Morel KIN 1 0.9 C|H|I

9MS 2,4D 0.1 0.8 G |[H|I
26|Morel KIN 3 D.8 5 |H|I
39|Morel BAP 1 0.8 G |[H|I
42 Morel BAP 7 0.7 G | H|I
11{MS 2,4D 3 0.6 HIl
30|Morel 2,4D D.01 0|6 Hil
41|Morel BAF 5 0.4 H
40|Morel BAP 3 0.3 HIl
31|Morel 2,4D 0.1 0|2 Hil
44|Morel TES 0 0.1 |
14 |M¢S 2,4D 9 0.0 |
13|M¢ 2,4D 7 0.0 |
32|Morel 2,4D 1 0.0 |
33|Morel 2,4D 3 0.0 |
34|Morel 2,4D 5 0.0 |
35|Morel 2,4D 7 0.0 |
36|Morel 2,4D 9 0.0 |

numero de brotes, se obtuvo con

Al utilizar como medio basal More, el mejor result

la combinacién del

ado en cuanto al

regulador del
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crecimiento KIN en el nivel 0.1 mg/l, con 2.5 brote

kinetina en el nivel 9 mg/l con igual nimero de bro

resultado cuando se utilizé el medio basal MS se ob

77

s al igual que
tes (2.5). El mejor
tuvo con el regulador

dio de 12.9 brotes. En
| tiempo los

del crecimiento KIN en el nivel 9 mg/l con un prome
esta lectura se puede notar que mientras mayor es e
requerimientos de los reguladores del crecimiento t ambién son mayores,
con relacion a los niveles.

En las figuras 14 y 15 se puede observar el comport amiento de los

valores medios de los nUmeros de brotes de los trat amientos a los 65 dias

después de la siembra de los explantes en los medio s basales.
Reg, del
a 14 - crecimiento
5 12
S 13 ] ——2,4D
S & —=— BAP
S 4 ——KIN
E 2 n —/ﬁ\ R /A
Z 0 | p——————y ————————% %
0 0.01 0.1 1 3 5 7 9
Nivel de regulador del crecimiento (mg/l)
Figura 14 . NUumero de brotes obtenidos con el medio MOREL, se gun regulador

de crecimiento y niveles aplicados, a los 65 dias d espueés de la siembra.

14 + Reg, del
, 12 //A crecimiento
Q 10 A —_—A
% B // T~ P —e—24D
S & /I\ —l—BAP
5 VS /L\\a%ﬁ/\./zl —A—KIN

v \/
0 V.

0 0.01 0.1 1 3 5 7 9

Nivel de regulador del crecimiento (mg/l)

regulador de
ués de la siembra.

Figura 15. Numero de brotes obtenidos con el medio MS, segun
crecimiento y niveles aplicados, a los 65 dias desp

7.5 NUMERO DE BROTES A LOS 80 DIAS DESPUES DE LA SI EMBRA
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En la quinta lectura realizada a los 80 dias despu és de la siembra
el medio basal MS en combinacion con kinetina mostr 0 el mayor numero de
brotes. El medio basal MS combinado con kinetina en el nivel 9 mg/l fue
el que mejor resultado mostro.

El analisis de varianza para la variable de respue sta numero de
brotes mostré diferencias altamente significativas (1%), para los
factores: medio de cultivo, regulador del crecimien to, la interaccion
medio de cultivo por regulador del crecimiento, reg ulador del crecimiento
por nivel y significativa para el medio de cultivo por regulador del
crecimiento por nivel. En cuadro 11 se muestra el a nalisis de varianza
para la variable niumero de brotes a los 80 dias, de spués de la siembra.
CUADRO 11. Andlisis de varianza de la variable numero de brot es a los 80
dias.

Fuente de Grados de Suma de cuadrados \Valor de F Pr>F
variacion libertad
Bloques 9 68.59080259 0.70 D.7107 NS
Medio de 1 895.41049389 82.00 D.0001 **
cultivo
Regulador del 2 1096.15519469 59.19 D.0001 **
crecimiento
Nivel 6 125.91387392 1.92 D.0769 NS
M*R 2 562.53727772 25.76 D.0001 **
M*N 6 40.52035038 0.62 D.7155 NS
R*N 12 362.05327478 2.76 D.0014 **
M*R*N 12 241.34541209 1.84 0.0411 *
Error 312
C.V.= 131.9617
** = Diferencias altamente significativas (1 % )

Diferencias significativas (5 %)
NS = No significativo (> 5%)
= Medio de cultivo R = Regulador del crecimiento N = Nivel

7.5.1 NUMERO DE BROTES SEGUN INTERACCION MEDIO DE C ULTIVO POR REGULADOR
DEL CRECIMIENTO POR NIVEL, 80 DIAS DESPUES DE LA SI EMBRA.



Al analizar el ensayo a los 80 dias después de la s
quinta lectura se determind que los mejores resulta
Duncan, fueron los tratamientos medio de cultivo MS
crecimiento KIN en el nivel 9 mg/l (12.1 brotes), M
crecimiento KIN en el nivel 0.1 mg/l (10.3 brotes),
del crecimiento KIN en el nivel 7 mg/l (10.1 brotes
regulador del crecimiento KIN en el nivel 0.01 mg/I
cuales estadisticamente fueron iguales.

En esta quinta lectura, es evidente que los protoco
la concentracion de regulador del crecimiento, en e
mas alta, quizas por el nimero de brotes presentes.
en esta quinta lectura el nimero de brotes declina,
estos resultados con la cuarta lectura estos son si
12 se muestra los resultados de la prueba de Duncan
de medios de numero de brotes para cada tratamiento
de la siembra.

CUADRO 12. Prueba de Duncan al 5% para la comparacion de prom

de brotes para cada tratamiento, a los 80 dias.

iembra en la
dos segun prueba de
por el regulador del
S por el regulador del
MS por el regulador
) y MS por el
(9.9 brotes), los

rmos exigen que
ste caso kinetina, sea
Asi mismo se nota que
pues al comparar
milares. En el cuadro
para la comparacion
a los 80 dias después

edios de nimero

| Tratamientos | Numero |

Prueba de Dun canal5 % |
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. Regulador ; de
No: '\gﬁl(tjil\?Ode crecinﬂ%nto (mlg;/el)l brotes

7|IMS KIN 9 12.1 A

2|M¢< KIN 0.1 10.3 A

6|M¢S KIN 7 10.1 A

1|MS KIN 0.01 9.9 A| B
18|MS BAP 3 7.2 B
17|MS BAP 1 6.7 C

3|M¢< KIN 1 6.5 C|C|E
15|M¢< BAF 0.01 5.3 C|C|E|F
21|M¢S BAF 9 5.0 C|C|E|F|C

5|M¢< KIN 5 4.7 C|C|E|F|C|H

4IMS KIN 3 4.0 C|E|F|C|HI|I
19|NS BAF 5 3.8 C|E|F|C|H|I |J
16|M¢< BAF 0.1 3.3 E|F|C|H|I |[J|K
20(MS BAP 7 2.9 G|H|I |J|K
10|M¢< 2,4D 1 2.7 FIC|H|I |J|K
24 Morel KIN 0.1 2.4 FICGIH[I |J|K

9|M¢< 2,4D 0.1 2.2 FIC|H|I |J|K
29 (Morel KIN 9 2.1 FICGIH[I |J|K
23|Morel KIN 0.01 1.8 C|H|I |J]|K

8|M¢< 2,4D 5 1.4 ClH|I |J]|K
38|Morel BAF 0.1 1.2 I [J|K
28|Morel KIN 7 1.1 I {J|K
37 |Morel BAF 0.01 1.0 I [J|K
27 Morel KIN 5 D.9 I [{J|K
25|Morel KIN 1 D.8 I {J|K
39 (Morel BAP 1 0.8 I [{J|K
43|Morel BAP 9 0.7 I {J|K
22|MS TES 0 0.7 I [{J|K
26 |Morel KIN 3 D.4 J|K
30|Morel 2,4D D.01 0/4 J | K
41 |Morel BAF 5 0.4 J|K
42 |Morel BAF 7 0.3 J|K
40|Morel BAF 3 0.3 K
11|M¢< 2,4D 3 0.2 K
12|M¢< 2,4D 5 0.1 K
44|\Morel TES 0 0.1 K
31|Morel 2,4D 0.1 0j1 K
14 |M¢< 2,4D 9 0.0 K
13|MS 2,4D 7 0.0 K
32(Morel 2,4D 1 0.0 K
33|Morel 2,4D 3 0.0 K
34|Morel 2,4D 5 0.0 K
35|Morel 2,4D 7 0.0 K
36|Morel 2,4D 9 0.0 K

Cuando se utilizd el medio Morel, el mejor resultad

la combinacion del regulador del crecimiento KIN en

dando un resultado de 2.4 brotes. Cuando se utilizd

0 se obtuvo con
el nivel 0.1 mg/l,
como medio basal MS,

80
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el mayor numero de brotes se obtuvo combinado con e | regulador del
crecimiento KIN en el nivel 9 mg/l con un promedio de 12.1 brotes.

En las figuras 16 y 17 se puede observar el comport amiento de los
valores medios de los numeros de brotes de los trat amientos a los 80 dias
después de la siembra de los explantes en los medio S.

Reg, del

149 crecimiento

12
[%]
€ 10
a 8 —e—2,4D
3 5 —l—BAP
S —A—KIN
e 4
S
z 2 Al

0 p——— % ————§ %

0 0.01 0.1 1 3 5 7 9
Nivel de regulador del crecimiento (mg/l)

Figura 16. Numero de brotes obtenidos con el medio MOREL, seg an regulador
de crecimiento y niveles aplicados, a los 80 dias d espueés de la siembra.
14 Reg, del
12 crecimiento
£ — N /ﬁ
5, Vel pa ——2,4D
g / S o
5 S \)ﬁ ___n —A—KIN
\g 4 / \./ Ay
z 2 _k”.\
0 s — : \‘ ‘ * * *
0 0.01 0.1 1 3 5 7 9
Nivel de regulador del crecimiento (mg/l)

Figura 17. Numero de brotes obtenidos con el medio MS, segun regulador de
crecimiento y niveles aplicados, a los 80 dias desp ués de la siembra.

En el cuadro 13 se muestra el resumen de los prome dios
sobresalientes de las cinco lecturas realizadas par a determinar el nimero
de brotes.
CUADRO 13 Resumen de los promedios de las cinco lecturas sobr e el

numero de brotes.
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LECTURA| No. De dias Medio de | Regulador del nivel Numero de

después de cultivo crecimiento brotes
la siembra Por tratamiento

1 20 MS kinetina 7 mg/l 6.4

2 35 MS kinetina 0.1 img/l 10.4

3 50 MS kinetina 0.1 img/l 12.4

4 65 MS kinetina 9 mg/l 12\9

5 80 MS kinetina 9 mg/l 12(1

Al analizar el promedio del numero de brotes de la S cinco lecturas
determinadas en diferentes tiempos y en diferentes niveles del regulador
del crecimiento, y con los medios basales evaluados , Se considera que, en
general, el mejor tratamiento fue el medio MS con O .1 mg/l de kinetina.

Con el medio basal MS y 0.1 mg/l de kinetina se pu ede producir en 35
dias 10 brotes, lo cual supera la produccion de bro tes en funcion del
tiempo y supera ampliamente los tratamientos con O. 1y 9 mg/l, alos 50,

65 y 80 dias con el mismo regulador del crecimiento y el mismo medio
basal. Ademas existe la tendencia de que a mayor co ncentracion de los
reguladores de crecimiento existe una mayor probabi lidad de causar
variaciones somaclonales y finalmente, el costo de utilizar a 9 mg/l de
kinetina es aproximadamente 90 veces mas caro que u tilizar 0.1 mg/l lo
cual I6gicamente, incrementarian los costos de prod uccion.

7.6 ALTURA DE BROTES A LOS 80 DIAS DESPUES DE LA SI EMBRA

A los 80 dias después de haber sido sembrada las s emillas en los
medios basales inicidé el crecimiento de los brotes. El medio basal que
mejor indujo a la altura de los brotes fue Morel en combinacién con
kinetina a una concentracién de 1 mg/l dando como r esultado de 30 mm,
siguiéndole en resultado el medio MS en combinacién con kinetina en el

nivel 1 mg/l dando como resultado de 27 mm,

Los tratamientos que se trataron con el regulador del crecimiento
kinetina mostraron mayor altura en ambos medios bas ales seguido por BAP y
por ultimo 2, 4-D.

Estos resultados al someterlos a un andlisis de var lanza se
determindé que para la variable de respuesta numero de brotes, mostro
diferencias altamente significativas (1%) para el f actor regulador del

crecimiento, y significativa para medio de cultivo y nivel. En el cuadro
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14 se muestra el analisis para la variable altura d e brotes a los 80 dias
después de la siembra.

CUADRO 14. Analisis de varianza de la variable altura de brot es a los 80
dias.
Fuente de Grados de Suma de Valor de F Pr>F
variacion libertad cuadrados
Bloques 9 2465.620222 2.41 D.0140 NS
Medio de 1 580.484640 511 D.0253 *
cultivo
Regulador del 2 1770.743571 7.80 D.0006 **
crecimiento
Nivel 6 1692.951319 2.48 D.0257 *
M*R 2 505.027911 2.22 D.1119 NS
M*N 6 325.624208 0.48 D.8240 NS
R*N 11 1770.376404 1.42 0.1711 NS
M*R*N 6 351.572284 0.52 D.7955 NS
Error 144
C.V. 67.42607

**

Diferencias altamente significativas (1 % )

* Diferencias significativas (5 %)

NS = No significativo (> 5%)

M = Medio de cultivo R = Regulador del crecimiento N = Nivel

7.6.1 ALTURA DE BROTES SEGUN INTERACCION MEDIO DE C ULTIVO POR REGULADOR
DEL CRECIMIENTO POR NIVEL, 80 DIAS DESPUES DE LA S| EMBRA

De acuerdo a los resultados de la variable altura d e brotes se
establece que la que presentd el mejor resultado se obtiene con el medio
de cultivo Morel en combinacion con el regulador de | crecimiento kinetina
en el nivel 1 mg/l a los 80 dias después de la siem bra, le sigue en orden
descendente el medio basal MS y kinetina en el nive | de 1 mg/l y el medio
basal Morel con kinetina en el nivel de 1 mg/l. En el cuadro 15 se
muestran los resultados del crecimiento en altura d e los brotes a los 80

dias después de la siembra.

CUADRO 15. Prueba de Duncan al 5% para la comparacion de prom edios de altura
de brotes para cada tratamiento, a los 80 dias.
| Tratamientos | Altura | Prueba de Duncan |




No. |Mediode | Regulador e bro‘:gs al’> %
cultivo crecimiento (ma/h (mm)
25 |Morel KIN 1 30 A
3[MsS KIN 1 27 A B
23 |Morel KIN Q.01 7 A |B
1|MS KIN 0.01 24 Al B| C
6|M< KIN 7 21 Al B|C| D
17 |M¢ BAF 1 21 A|B|C| D
24 |Morel KIN 0.1 21 A|B|C| D
21|Ms BAF 9 20 A|B|C| D
2|Ms KIN 0.1 20 A|B|C| D
15[M¢ BAF 0.01 19 Al B[ C| D
19|MS BAP 5 17 A B ¢ D
8[Ms 2,4D 0.01 16 Al B[ C]| D
26|Morel KIN 3 16 A[B|[C]|D
38|Morel BAP 0.1 6 A|B|C|D
41 |Morel BAP 5 15 Al B| C| D
16[M¢ BAF 0.1 15 Al B[ C]| D
9|Ms 2,4D 0.1 14 A|B|C| D
22|Ms TES 0 13 Al B[ C]| D
E KIN 9 12 Al B[ C]| D
4|MS KIN 3 12 A B (C D
5|MS KIN 5 12 A B C| D
39 |Morel BAP 1 11 B| C
27 |Morel KIN 5 10 B |[C |D
20|MS BAP 7 10 B C| D
43|Morel BAP 9 10 B| C
44 |Morel TES 0 10 B|C|D
32 |Morel 2,4D 1 9 B |C D
30|Morel 2,4D 01 7 ¢ D
11|MS 2,4D 3 7 cC | D
12|M¢ 2,4D 5 7 cC| D
28|Morel KIN 7 7 C D
29 |Morel KIN 9 6 cC| D
14|MS 2,4D 9 5 D
37 |Morel BAP D.01 4 D
34 |Morel 2,4D 5 3 D
40 |Morel BAP 3 3 D
31 |Morel 2,4D 0.1 3 D
13|MS 2,4D 7 0 D
18[M¢ BAF 3 0 D
10[M¢ 2,4D 1 0 D
42|Morel BAF 7 0 D
36|Morel 2,4D 9 0 D
35|Morel 2,4D 7 0 D
33|Morel 2,4D 3 0 D
El comportamiento de los brotes en relacion a la al tura, fue mejor

en el medio basal Morel, el que presentd mejores re

tratamiento con kinetina en el nivel de 1 mg/l pres

promedio de 30 mm de altura, superando éste al rest

sultados fue el
entando un resultado
o de los tratamientos.
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En el medio basal MS, el mejor resultado se obtuvo

regulador del crecimiento kinetina en el

nivel 1 mg

resultado 27 mm de altura. El 2,4-D es un regulador

tiene tendencia a tener una menor respuesta esto pu

efecto inhibidor, principalmente en altas concentra

18 y 19 puede apreciarse el comportamiento de los v

variable altura de brotes notandose en ella las dis

entre los niveles de regulador del crecimiento para
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con la combinacion del
/Il dando como
del crecimiento que
ede deberse a su
ciones. En las figuras
alores medios de la
tintas interacciones
los medios de cultivo

Morel y MS.
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Figura 18 . Altura de brotes obtenidos con el medio MOREL, se gun regulador

de crecimiento y niveles aplicados, a los 80 dias d

espueés de la siembra.
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Figura 19.

NuUumero de brotes obtenidos con el medio MS, segun

crecimiento y niveles aplicados, a los 80 dias desp

De los dos medios basales evaluados, MS y Morel, co

respuesta de todos los tratamientos a la altura de

existe una diferencia siendo en este caso mas efect

regulador de
ués de la siembra.

n relacion a la
brotes, se observa que
iva la respuesta del



medio MS debido a que a nivel general presentd un p
altura en comparacién con el medio Morel que tubo u
de altura. Esta diferencia quizas se deba a que el
mayor cantidad de nutrientes en su composicibn como
con el medio de Morel. En la figura 20 se muestra |
segun el medio de cultivo.
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romedio de 13.3 mm de
na respuesta de 9.5 mm
medio MS posee una
medio, en comparacion
a altura de brotes

[
N b
|

Altura de brotes (mm)

Medio de cultivo

MOREL

Figura 20.  Altura de brotes segin medio de cultivo.

El regulador del crecimiento que mejor respuesta p
global es kinetina con un promedio de altura 18 mm
descendente BAP con 12 mm, el testigo con 12 mm en
2,4D con 5 mm en altura. Con estos resultados se de
efectivo el regulador del crecimiento kinetina. BAP
de 2,4D y present6 similar resultado que el testigo
muestra graficamente la altura de brotes segun el r
crecimiento.

resentd a nivel
le siguen en orden
altura en altura y
termina que fue mas
super6 el resultado
. En la figura 21 se
egulador del

N
o

[E=Y
al

o

o

Atura de brotes (mm)
'_\
o

KIN BAP TESTIGO
Regulador del crecimiento

2,4D

Figura2l.  Altura de brotes segun regulador del crecimiento.




Al analizar los resultados sobre la altura promedio
nivel global segun el nivel de regulador del crecim
observa que fue efectivo el nivel 1 mg/l, el cual p
29 mm de altura en ambos medios de cultivo, siguien
mg/l con 26 mm de altura, el nivel 0.1 mg/l con 21
7y 3 mg/l con 14 mm de altura, nivel 5 mg/l de alt
nivel 9 mg/l, con 9 mm de altura y el testigo no pr
los brotes.

Con estos resultados se visualiza que el nivel con
para la estimulacion a la altura de brotes es 1 mg/
muestra el comportamiento de la altura de brotes se
crecimiento de kinetina.

de brotes a
iento aplicado, se
resentd un promedio de
do el nivel de 0.01
mm de altura, el nivel
ura, 11 mm de alturay
esento crecimiento en

mayor efectividad
l. En la figura 22 se
gun el regulador del
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Figura 22 . Altura de brotes aplicando regulador del crecimie nto kinetina
y su respuesta en diferentes niveles
8. CONCLUSIONES
1. De los medios basales evaluados, el que present 0 el mayor

numero de brotes fue el de Murashige y Skoog (MS).

2. De los reguladores del crecimiento que se evalu

mayor numero de brotes indujo fue kinetina.

aron, el que



3. De los niveles de regulador evaluados el que me jor resultado
presento en cuanto al numero de brotes fue con la ¢ oncentracion de
0.1 mg/l de kinetina.

4, El medio basal MS en combinacibn con el regulad or del
crecimiento kinetina en el nivel 0.1 mg/l, es un me dio adecuado para
la micropropagacion de Monja Blanca.

5. A partir de los 80 dias después de sembrado los protocormos, en
el medio de cultivo Morel en combinaciébn con el reg ulador del
crecimiento kinetina en el nivel 1 mg/l, se obtiene una mejor altura
en los brotes (30 mm), sin embargo considerando tod os los
tratamientos, en el medio basal MS se obtiene mayor altura, en
promedio.

9. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda que a partir de los 35 dias después d e la siembra de los
protocormos iniciar los subcultivos en el medio MS utilizando 0.1
mg/I del regulador del crecimiento kinetina.

2. Se sugiere realizar investigaciones para inducir el enraizamiento de
los brotes, utilizando AIB, ANA y AlA, en diferente S concentraciones.



3. Se sugiere realizar investigaciones con otros medio

1.

el rapido crecimiento de los brotes.
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11. APENDICE

CUADRO 16 Composicion quimica del medio de cultivo Murashi
(1962) y el medio Morel (1965a)

MEDIOS DE CULTIVO

Murashige
\o.| COMPOSICION ySkoogg 1%8;'_
QUIMICA 1962 (MS)
(mg/l (mgl/l)
1. (NH2) 250, 1000
2. MgSQ.7H ,0 370 125
3.CaCl,.2H,0 440
4. KNQ 1900 125
5. [KCl 500
6. NHNG 1650
7.Ca(NOs) 5.4H ,0 500

ge y Skoog

94



8. KHPQ 170 125
9. [FeS(Q,.7H ,0O 27.8 ok
10. |[Na,.EDTA 2H 7,0 37.3 ok
11. IMnSQ.4H ,O 22.3 0.1
12. ZnSQ,.7H ,0O 8.6 1
13. |CuSQ.5H ,0 0.025 0.03
14. |CoCl,.6H ,0 0.025 ok
15. KI 0.83 0.01
16. lkBG 6.2 1
17. |AICI 3 ok 0.03
18. |NICl ,.6H ,0 ok 0.03
19. |FeCl 3.6H ,0 rxk 1
20. INaMoQ.2H ,0 0.25 kk
21. Ca(PO4) 2 *kk *kk
22. Fe(CaH ;%) 3-2H 2,0 ok ok
23. |myo-inositol 100 it

24. |Acido Nicotinico 0.5 ok
25. |Pyridoxina.HCI 0.5 *rx
26({Thiamina.HCI 0.1 ok
27. pH 5.7 5.2
28. |Sacarosa 30000 20000
29. |Phytagel 3500 3500

95

Cuadro 17 .

dias después de la siembra.

Datos de la primera lectura, numero de brotes a

los 20
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Fuente: Datos de laboratorio

hongos y bacterias.

X: Representa los tubos de cultivo contaminados por
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Cuadro 18 Datos de la segunda lectura, numero de brotes a | os 35
dias después de la siembra.
edio de 0 edio de 0 el 1965a
Repeticiones Repeticiones

Reguidor | v e Requiado | el
crecimien del ol fme v v v v v x| x crecimie del T T T W \VAR W VA R V/ IRVZ TR IR V/TTR D' P4

to crecimien nto crecimien

to (mg/l) to (mg/l)
KIN 0.01 6(7|5(2|3|4] 5|1 |35 KIN 0.01 1/3(1|5|1(0| 0| 4 |2]|2
KIN 0.1 X|625|7|4|5| 5 |12 |16 i KIN 0.1 1/1(5|5(4(2| 0| 2 |5]|9
KIN X[x|5(/6|6]7]| 3|5 (6|3 KIN 0/1|{4(0|2|0| 0| 0 (1]1
KIN Xx|3]|5|5(|3|2| 2 |10|7 |6 KIN 1/1/0|0|2(2| 0| 2 |0]|O
KIN Xx|3/8|3(|2|3| 3|3 6 KIN 0[{0(2|0]|2|0| O 1 (0|0
KIN 7 x|71]3]15 é 313 |8]2 % KIN 7 1(1(3|0(1|0]| O 1 (1|1
KIN 9 6/6|/6|5|6|4| 7 | 3 |13|5 KIN 9 3[/1(2|0|3|1|0 | 3 |2]|2
2,4D 0.01 Xx|2]4|5|5/0| 2 |2 ]|4|5 2,4D 0.01 x|6|0(x|0|0] O] O [0|0
2,4D 0.1 3/2|3(3|4(0| 1|2 ]|0|5 2,4D 0.1 2|1|/0|0|0|1| 0| 0 |1|0
2,4D 1 3/1|5[3|3|2| x | x |2]|5 2,4D 1 1/0|0|0|0|1] 0| 2 |0]|O
2,4D 3 O[x|x|2(8(0] 0|5 ]|0]1 2,4D 3 0[{1{0|0|0O|0O| O | O |1]0
2,4D 5 X|{x[2|1|0]1| 1|2 ]|3]|3 2,4D 5 2(1/0|0|0|0| 0| O |O]|O
2,4D 7 0|0|2|0|1({0| 0 |0 |0O|O 2,4D 7 x|1/0|0(0|0| 0| O |O]|O
2,4D 9 0[2|3|0|0|4] 2 |0 |3|x 2,4D 9 0/1/0|0|0|0| 0| 0 |01
BAF 0.01 X|X|[X|X|X|X| X |6 |54 BAF 0.01 2(1(2|12|0{0| 0| 0 |0]9
BAF 0.1 0({1(2|3(0|4] 1 | x |6]|x BAF 0.1 1/1(0|2|0(2| 0 | 0 |2]|x
BAPF 1 X|x|4[3|3|x| 1 |x |2 é BAF 1 0|2|0|1|0|0| 0| O |03
BAF 3 X|3|6|x|8|5|1|4]|4|4 BAF 3 0/{0|0|0|O|O| O | O |O]|O
BAF 5 X|3[x|x|x|x|1]|4]3]|2 BAF 5 O|O0(x|x|0|0O| O | O |2]|0
BAPF 7 x|4|x|2]|4|3]|5 |6 |3]|1 BAF 7 1/0|0|0|0|0O] O | O |O]|O
BAP 9 X|x|x|3|x|6]3]1]9]|5 BAP 9 0[{2(0|2]0|0| O | x [x]|x
Testigo 2[0|0|5|1|3| 1|2 ]0|0 Testigo o(0f1(3(0(0| 0| O |O]|O

Fuente: Datos de laboratorio

X: Representa los tubos de cultivo contaminados por

hongos y bacterias.




Cuadro 19

dias después de la siembra.

Datos de la tercera lectura, niUmero de brotes a |

98

os 50

ealo ae O edlio de O ore
Repeticiones Repeticiones
Regglea}dor L\ggg:gdeo Regglea}dor rzgiﬁgggr
CreCimien CreCimie | 1 [ IV [V |[VI| VI Vil IX X CreCimien de| | 1 [ vV |V [V Vil Vil IX | X
to nto to g?ﬁ;’g;ﬁ”
(mg/l)

KIN 0.01 11/6|7|x|3|4]3 |2 ]|4]|5 KIN 0.01 1(4]1|5(1]|1|1 | 4 |1]|1
KIN 0.1 X|6(31|3|4|4| 6 211324 KIN 0.1 1(0{1|3(4|3|0 | 3 |5]|0
KIN 1 X|x|4|6|8/12| 5|9 |73 KIN 1 1(0(4|0f1]|2|0 | 0 |1]0
KIN 3 x|3|5|5|3|2|2|9|4]|6 KIN 3 2/1|0(0|2|2] 1| 2 |0]|1
KIN 5 x|3|7]2|2|3|8|2|6]|6 KIN 5 0/0]2(0]2|2] 1|1 |0]|x
KIN 7 x|8[3|6|32|15| 3 | 6 |2 |17 KIN 7 1(1(3|2(1]|2| 0| 1 |01
KIN 9 30/6|5(30/3|7|15| 3 |18]|7 KIN 9 211]11(0(3|2]2 | 3 |2]0
2,4D 0.01 x|2]2|x|1|0|1|0]|0]2 2,4D 0.01 x|4|0|x|1|0| 1|0 |01
2,4D 0.1 2|2|0]j0|0f0| 2|1 |1]|3 2,4D 0.1 0/3|0j(0|0|0O] 1] 0 |1]0
2,4D 1 410(3|0|1|3|0|0|0|4 2,4D 1 x|0[(0]|0]|2]/0| 0| O |00
2,4D 3 O|x|x|0|0O[0| 0| 0O |O0|4 2,4D 3 x|0[0|0|0|0| O | O |Of|O
2,4D 5 x|x|0]|0|0|0|1|0]|0]|2 2,4D 5 0/0|0j0|0|0O]| 1|0 |O]O
2,4D 7 o|{0ofj0|O0|Of0O|O|0O|O0O]|O 2,4D 7 x|1/0{0|0|0| 0| 0 |O1
2,4D 9 x|0[1]|0|0|0| 0|0 |0]|x 2,4D 9 0/0|0|0|0|O| O ]| O |O]O
BAP 0.01 X|X[X|X|[x|x|x|5]|3]|4 BAP 0.01 21012|4|11|2| 0| 8 |0|x
BAF 0.1 111]3|2|x|4]2 | x |5]|x BAP 0.1 1/0(0|2|2]|7|0 | 2 |1|3
BAP 1 X|x|4]1|2|x|3|x|2]7 BAP 1 0(2|1(0|1|2] 0| 0 |2]0
BAF 3 Xx|11/6|x|8|4|8 |8 |2 |4 BAF 3 0/0|0f0|2|2]0]| 0 (1]0
BAP 5 X|4[X|X|[x|x|6]4]|3]|2 BAP 5 0|0|x|x|0l1| 0| 2 |0|O
BAF 7 x|5[x|1|3]2|6|5|3]|1 BAP 7 0/1]|0f1|0|1]0 | x |2]0
BAF 9 X|x|[x|3|x|6]|6|1|9]|4 BAF 9 1(0{12|0f2|x| 3]0 |1]|x

Testigo 1/0|0f2|1|3|1|2]|1]|0 Testigo x|0[1]{2|12/0| 0| 0 |01

Fuente: Datos de laboratorio

X: Representa los tubos de cultivo contaminados por

hongos y bacterias.

Cuadro 20

después de la siembra.

Datos de la cuarta lectura nimero de brotes a los 6

5 dias
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Fuente: Datos de laboratorio

edlio de O edio de O ore 06
Repeticiones Repeticiones
Reggﬁdor rglé\ijelgggr R?gdlél?do reNgll\J/IZIdcciﬁ
crecimien deI Eof fm v v e v v | x| x crecimie deI ofn v v v v fvine x| ox
o crecimien nto crecimien
to (mg/l) to (mg/l)
KIN 0.01 11{7|10/133|/3|5| 8 | x |57 KIN 0.01 1/0(1(6|1|1]1 |5 |1|1
KIN 0.1 0[7|x|(10{3|3| 5 |21(1724 KIN 0.1 1/0(3|5|5/3] 0| 4 |4]|0
KIN 1 x|0|41(13/8/12| 2 | 5|6 |2 KIN 1 1/0/4(12|1{1] 0| 0 (4|0
KIN 3 x|3|5(3|2|2| 2 |10 KIN 3 o|1(0|1|1f(2| 1| 2 |0|x
KIN 5 X|3|7]3]|2 8| x |66 KIN 5 0j0|2|2(1|2]| 1 1 (x|1
KIN 7 Xx|8]|3[|5|32|15| 3 | 6 | 2 |17 KIN 7 1]1(2(1]|2|2] 1 1101
KIN 9 30/8|81|30(4|6|15| 3 |18|7 KIN 9 41110(2|2|3]2 | 3 |3|5
2,4D 0.01 X|x|2]|1|4|0|5|0|3]|0 2,4D 0.01 x|2|0(1|1|/0| 1| 0 (0|0
2,4D 0.1 0|0|0|1]|0|0| 4|1 |02 2,4D 0.1 0|1|0/0|0|1] 0| 0 |0|O
2,4D 1 4113|744 x | x |x |1 2,4D 1 0|0(0|0O|O|0O| O] O |O]O
2,4D 3 O|{x|[x|0|3|0|0|x |0]1 2,4D 3 0|{0({0|0O|O0O|0O| O | O |O]|O
2,4D 5 X|x|2|x|0|0|] 0|2 |4]1 2,4D 5 0|0|0|0|0|0O| O ]| O |O|O
2,4D 7 0/|0|0]|0|0O|0| 0| x |0]|O 2,4D 7 x|0|/0|0|0|0] O] O |O|O
2,4D 9 x|0]0(0|0|{0] 0|0 |0 |x 2,4D 9 0|0(0|0O|O|0O| O] O |O]O
BAF 0.01 X|X|X[X|X|X| X |6 ]|7]|5 BAF 0.01 210(2|3|1j2|, 0| 0 |x]|3
BAP 0.1 211|132 |x|4] x| x |6]|x BAP 0.1 0|0|0|2|1|3|] 0| 2 |1|0
BAF 1 X|x|8|4]|4|x| 3| x|3]13 BAF 1 0(2{1|0(1|1| x| O |2]|0
BAF 3 x113|/6 |x|10{4| 8 | 8 |2 |5 BAF 3 o0|0jo|j0|1j2, 0| 0 |1]|0
BAP 5 X[4|[x|x|x|x|4]|5]|3]|2 BAP 5 0|0|x|x|0|1| 0| 2 |0]|O
BAF 7 X|4|x]1|3|2]5|4|3]|1 BAF 7 0(2|0|1(0|1| 0| x |2]|0
BAP 9 Xx|0|x|[4|x|6|6|1]9]|4 BAP 9 1/0]1]|0|2|x| 3] 0 [1(x
Testigo 1/0/0|2|1|4|0 |2 (0|0 Testigo 0/0/1|/0|0|0| 0| O |O]|O
X: Representa los tubos de cultivo contaminados por hongos y bacterias.
Cuadro 21 . Datos de la quinta lectura numero de brotes a los 80 dias

después de la siembra.

Medio de Cultivo MS Medio de Cultivo Morel 1965a
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hongos y bacterias.

X: Representa los tubos de cultivo contaminados por

Datos de la lectura altura de brotes a los 80 dia

Cuadro 22

después de la siembra.
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Repeticiones Repeticiones

Requiacor | Se1SE Requiacor | Se1%E
crecimien del ol v v v v x| x crecimien del Woqm v v fvi v v x| x

to crecimien to crecimien

to (mg/l) to (mg/l)
KIN 0.01 15|33|10/20|45/0|0| O |0 |0 KIN 0.01 15|25(35|/6 |130(52| 0 | O [0|O
KIN 0.1 15|50| 7 | 4 |45|15|15| 6 |22|0 KIN 0.1 141527 |3144/18| 8 |22 |0 |0
KIN 1 45/50| 7 |5 |50| 6 |40| 40 (20|10 KIN 1 55|45|9 20|48| 6 | 39 | 45 |25|12
KIN 3 8 |12|12(20|15|5|0| 0 |0 |0 KIN 3 12]18(15[22|122|5| 0 | 0 (0|0
KIN 5 6 (12|10{0 |5(12]25| 0 |0 |0 KIN 5 8|8|5|15(17) 0 | 0 |0 |O
KIN 7 23|30|12|15|30|37{3| 0 |0 |0 KIN 7 7/0/{0/0|/0|0| O |0 |0O]|O
KIN 9 12|17 |12|13|15| 8 (12|22 |15|1 KIN 9 10/0(8|4|0|0| 4 |5 |0]|6
2,4D 0.01 23|15| 4 |17|25|22|15| 8 |0 |0 2,4D 0.01 0|2|0|3|2|0| 2 |14 |15/15
2,4D 0.1 15|25/ 6 | 5|10/11|35| 8 |20|0 2,4D 0.1 3|/0(2|2|0|0| 4|3 |0]|0
2,4D 1 0/0|0|0|0|0|O0| 0 |O]O 2,4D 1 0/0|9|/0|/0|0| 0|0 |0]|O
2,4D 3 0/0|0|0|0|0O|0O| 7 |0]O 2,4D 3 0|0|0|0|0O|0O| O |0 |0O]|O
2,4D 5 0/0|0|7|0|0|0| 0 |0O]O 2,4D 5 0|3|0(0|0|0O| 0|0 |0]|O
2,4D 7 0/0|0|0|0|0|O0| 0 |O]O 2,4D 7 0|0|0|0|0O|0O| O | 0O |O]|O
2,4D 9 0/0|0(0|5|0|0| 0 |0]O0 2,4D 9 0|0|0f(0|0O|0O| O |0 |0O]|O
BAF 0.01 13|25(29/7|0|0|0| 0 |0 |0 BAF 0.01 0|2|7(4|/0|{0| 0|0 (0|0
BAP 0.1 12]16(12|25|17|7|0| 0 |0 |0 BAP 0.1 8125/9(6/20{0| 0 | O (0|0
BAF 1 14|30{29|12|22|/0|0| 0 |0 |0 BAF 1 4/0|0(24/4]|0| 0| 0 |0]|O
BAP 3 0/0|0(0|0|0O|0O| 0 |0O]O BAP 3 3|/3|0(0|0|0| 0|0 (0|0
BAF 5 20|5 |35|15|15|15|0| 0 |0 |O BAF 5 0|0|015/0|0| 0 | O |0O]|O
BAP 7 15|14 |7 25|01 0 |00 BAP 7 0|0|0f(0O|0O|O| O | O |O]|O
BAF 9 10|23/17/0|0|0|0| O |0 |O BAF 9 10/0|0|0|0|O| O | O |O]|O
Testigo 10(12| 4 |11|25/20| 9 | 10 (15|12 Testigo 4 110/{12{4|0|0| O | O |0 |18

Fuente: Datos de laboratorio

X: Representa los tubos de cultivo contaminados por

hongos y bacterias.



