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RESUMEN

Nuestra investigacion determin6 cual es el medio de cultivo convencional (MS) con
mezcla de productos naturales (agua de coco y platano verde) que produce mayor
germinacién y crecimiento en Epidendrum secundum y Oncidium excavatum a partir
de semilla de invernadero. Los factores en estudio fueron las dos especies en siete
medios de cultivo. Como conclusiones tuvimos que en Epidendrum los productos
naturales son beneficiosos en la germinacion pero no en el crecimiento. En el nimero
de hojas también influyeron positivamente los aditivos organicos asi como en el
enraizamiento. Oncidium en la germinacion y el crecimiento, no requiere de
productos naturales pues el mejor medio fue el testigo (MS). El medio natural junto
al medio mineral es positivo en el nimero de hojas y enraizamiento.
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ABSTRACT

The present work determined the best mixture of culture media (MS) with natural
products (coconut water and green banana) that increase the germination and growth
in Epidendrum secundum and Oncidium excavatum starting from green house seed.
The factors studied were the two species in seven culture media. Our results showed
that the natural products enhances the germination but not the growth of
Epidendrum. Other characters such as: number of leaves and root growth were
influenced by organic preservations. The germination and growth of Oncidium does
not require the natural products because the best culture media was MS. The natural
and mineral culture media increase the number of leaves and root growth.
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ANALISIS DE LA VARIACION DE LA TASA DE GERMINACION Y
CRECIMIENTO DE LAS ORQUIDEAS Epidendrum secundum Y Oncidium
excavatum A TRAVES DE MEDIOS DE CULTIVO CONVENCIONALES
COMBINADOS CON NATURALES

INTRODUCCION

El filésofo griego Theophrastus (300 afios a. C.) es conocido por muchos como el
primer botanico por su manuscrito “Indagaciones sobre las Plantas”, en el que
describe algunas orquideas del Mediterraneo y les da el nombre genérico de Orchis
(en griego) que significa testiculo. En el siglo primero, el cirujano de Neron,
Dioscorides, en su libro Materia médica atribuye a las orquideas propiedades que
influyen en la sexualidad del hombre. Por dieciséis siglos se aceptaron estas teorias
médicas y se creia que la orquidea era un afrodisiaco que incrementaba la sexualidad
masculina e inclusive que podia influenciar para que un nifio por nacer sea varon. La
Iglesia Catolica consideraba a las orquideas como el alimento de Satanas y que las
orquideas impulsaban al hombre a los excesos. En 1737, las orquideas son rescatadas

de la supersticion por Carolus Linnaeus en su obra Genera Plantarum (Hirtz 2004).

El interés por las orquideas en Europa inicio en 1733 cuando se empezaron a llevar
del Pacifico a Inglaterra, especies espectaculares de orquideas, 1o que contribuy6 con
una especialidad para botanicos y se convirtié en la orquideomania de los nobles.
Todos los ricos tenian que construir un orquideario acorde con su estatus. A
principios del siglo veinte, la era de la orquideomania termind, debido a que el costo
de mantenimiento de los invernaderos era muy alto. Con la depresion de 1929, el

cultivo de las orquideas pasé a manos de empresarios comerciales (Hirtz 2004).

La primera referencia sobre orquideas americanas se encuentra en “El Badiano”, un

manuscrito azteca de plantas medicinales, escrito en 1551 (Bustos 2006). En este
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libro se describe a la vainilla, originaria de nuestro pais; con el fruto de esta orquidea
se preparaba el tlilxochitl, una pocién usada como perfume, especeria 0 medicina de
remedio al cansancio y las preocupaciones. La primera recoleccion documentada de
orquideas ecuatorianas la hizo Thaddaus Haenke en 1790, y desde alli se
recolectaron muchas mas (Dodson . y Escobar, s.a.). Hasta el 2002, segun Dodoson
fueron catalogadas 3784 especies de orquideas que ocurren naturalmente en el
Ecuador, lo cual es insélito si se toma en cuenta la superficie del pais, mas del 20%

de las plantas vasculares son orquideas.

En la actualidad, la deforestacion de nuestra selva y la extraccion indiscriminada de
estas plantas de tan majestuosas flores, debido al buen precio que se obtiene por su
comercializacion tanto en el mercado nacional como en el extranjero, viene
ocasionando que una gran cantidad de orquideas nativas se encuentren hoy en peligro
de extincion (Quifiones y Manrique 2004). ElI mercado internacional de estas plantas
que se hibridizan naturalmente, ha hecho que mucha gente se especialice en la

obtencidn de especimenes en grandes cantidades (Bustos 2006).

Como las poblaciones naturales de muchas especies de orquideas requieren, para su
buena reproduccion, unos trechos bastante grandes de bosque sin alterar, parece que
a las orquideas ecuatorianas les espera un mal porvenir. La proteccion forestal ha
resultado poco eficaz aun en los bosques relativamente amplios declarados como
reservas por el gobierno y administrados por el departamento forestal del ministerio
de agricultura (Dodson . y Escobar, s.a.), pese a que las orquideas nativas estan
protegidas por leyes forestales y de vida silvestre y el comercio y tréfico
internacional de especies de orquideas esta regulado por CITES (Hirtz 2004).

Unicamente en centros de investigacion botanica, un nimero muy reducido de
orquidedlogos y colecciones personales se interesan todavia por el cultivo de
especies silvestres. Esto es una pena, porque el cultivo es el Unico método que
asegura la supervivencia de las especies en peligro de extincion, ya que su habitat se
encuentra seriamente amenazado por la agricultura extensiva (Hirtz 2004) y por la
apertura de una extensa red vial que ha provocado destruccion forestal y acceso a
todas las regiones de recoleccion y estudio de flora orquidacea (Dodson . y Escobar,

s.a.). Las especies de orquideas silvestres de los géneros Oncidium y Epidendrum
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requieren ser colectadas en los bosques tropicales recién talados, pues con ello se
asegura la total destruccion de los ecosistemas de las areas no declaradas como

naturales, y la extincion de las especies endémicas en los sectores bajo colonizacion.

La dificultad en la germinacién de orquideas segun sefiala Arditti (1967), recién se
dio a conocer por Reissek en 1847, quien descubrié la presencia de un hongo
micorrizico basidiomicete (sp. de Rhizoctonia) en sus raices; Bernard en 1899
establecié que las semillas de orquideas s6lo germinaban cuando se encontraba
infectadas por un hongo (germinacién simbidtica); pero Knudson, en 1921 descubre
la germinacion asimbidtica sobre un medio simple que tuvo en su contenido azucar.
Este medio simple es el agar — agar que es una alga marina usada en la composicion
de medios de cultivo asimbi6ticos y es lo que le da consistencia al medio (Da Silva
Ramos, 1969). Esta técnica mejorada se sigue aplicando hasta la actualidad y
permitio el inicio de la comercializacion de flores cortadas de orquideas. Morel
(1960) indica que mas tarde se logra propagar orquideas por medio del método de
cultivo de apice de vastago in Vitro. Esta metodologia fue aplicada por numerosos
cultivadores con fines comerciales, pues con ella la propagacion es rapida, masiva y

mantiene las caracteristicas de la planta madre.

La biotecnologia por medio de las técnicas de micropropagacion in Vitro provee por
tanto, de una valiosa herramienta para la conservacién de orquideas, permitiendo de
esta manera tener una produccion planificada y hacer un uso sostenible del mismo
para disminuir la probabilidad de extincion de estas plantas (Quifiones y Manrique
2004). Se ha comprobado que dentro de un género se tiene un similar patrén de
comportamiento en el medio de cultivo, con algunas variaciones entre especies. Para
el género Oncidium, Sanchez et al (1994) reporta un buen porcentaje de
germinacién en el medio con agua de coco, en dos de las tres especies estudiadas.
Otros estudios realizados por Banderas y Rodas (2007) reportan que, al utilizar
banano, se dio un mejor desarrollo en el tallo y las raices en las Gltimas fases de
crecimiento de plantulas de Oncidium. Para el género Epidendrum no se han

registrado estudios de micropropagacion.

Las semillas de orquidea pueden crecer sobre medios nutritivos diferentes,

dependiendo de las especies. Sanchez et al (1994) recopila estudios de varios
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investigadores que usan mezclas de compuestos inorganicos con extractos vegetales
de banana, pifia, patata, agua de coco, etc. Esto coincide con las recomendaciones de
Ansaloni (2006)(Comunicacién personal) que sugiere que este tipo de extractos
naturales aceleran la germinacion y el crecimiento, con la combinacién de Murashige
y Skoog (MS) que es un medio de cultivo nutritivo utilizado para orquideas. Ademas
esta el estudio de Banderas y Rodas (2007), que utiliza medios naturales con banano
y leche de maiz. En cuanto a germinacion y crecimiento, se han hecho estudios de

este tipo, pero no han sido publicados.

Por ello, la presente tesis propone el uso de medios de cultivo con combinacion de
agua de coco y platano verde para observar su efecto en la germinacion y

crecimiento hasta el primer replante de los géneros Epidendrum y Oncidium.

Objetivo general

Determinar cual es el medio de cultivo que produce una mayor germinacion y

crecimiento de Epidendrum secundum Jacq. y Oncidium excavatum Lind.

Obijetivos especificos

- Probar medios de cultivo convencionales combinados con productos

naturales.

- Definir cual es el medio de cultivo mas eficiente en el crecimiento de las

plantulas, el enraizamiento y el nimero de hojas.

- Determinar cual es la composicidn de nutrientes del platano verde y el agua

de coco, para poder definir su influencia en las variables en estudio.

Para lograr estos objetivos se aplicd un disefio experimental tipo completamente al
azar, con dos factores en estudio, los géneros y los siete medios de cultivo. Tuvimos
un total de seis tratamientos y el testigo (MS), cada tratamiento tubo 25 repeticiones
es decir 175 unidades experimentales para cada especie. El replante solo se realiz6 en

Epidendrum (cuatro y cinco meses).
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Las variables que se evaluaron fueron: germinacion, crecimiento, nimero de hojas y
enraizamiento, para la toma de estos datos se extrajeron 10 plantulas al azar y se
calculé un promedio de los resultados. Finalmente los datos de las variables fueron
analizados con estadistica descriptiva y se realiz6 la comparacion de los medios a
través de un Anova a un criterio con el test a posteriori de Scheffé, para determinar

diferencias significativas entre las variables.
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CAPITULO |

REVISION BIBLIOGRAFICA

En este capitulo se analizan trabajos relacionados con el area de estudio del presente
trabajo. Se abordan generalidades sobre las orquideas y especificaciones dentro de
las dos especies estudiadas. Posteriormente se desarrolla una revision de los aspectos
de la micropropagacioén in Vitro y por ultimo los datos de interés para la tesis del
analisis bromatoldgico del platano verde.

SUBCAPITULO 1. Las orquideas

1.1 Generalidades de las orquideas

Las orquideas han sido una de las plantas mas admiradas y apreciadas desde hace
muchos siglos por diferentes civilizaciones, debido a la gran belleza y vistosidad de
sus flores (Quifiones y Manrique 2004). Para el ser humano a llegado a significar una
flor de culto, mitologica, medicinal, hechiceria y de coleccién. El uso de esta planta
esta mas cerca de la magia y brujeria aunque en la medicina se le ha atribuido
durante siglos la capacidad de tratamiento médico (junto con otros ingredientes como
miel, jengibre y ginseng) y de panacea de epilepsia, disenteria, colicos, colera, etc
(Ochoa 2003).

Esta familia vegetal acoge a la séptima parte de todas las especies vegetales con
flores que pueblan la tierra (Bustos 2006). Comprende méas de 30.000 especies, 800
géneros terrestres o epifitas y miles de hibridos; existe una variedad casi infinita de
colores, formas y tamafios y se encuentran en todos los rincones del planeta (Ochoa
2003). Es la familia mas grande de las monocotiledoneas (Cronquist 1971). Un
estudio actualizado sobre la flora ecuatoriana clasificada determina la existencia de
17000 especies. De estas, la familia de plantas con el mayor nimero de especies
corresponde a las orquideas, cantidad equivalente al 24% de la flora nativa descrita
(Hirtz 2004).
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Se estima que en el Ecuador existen 214 de los 377 géneros del territorio americano,
es decir mas de la mitad de lo existe en el continente; segun los estudios realizados se
tienen catalogadas 3035 especies (93%) de las 3259 citadas para el Ecuador (Dodson
¢ y Escobar, s.a.). La zona selvética del oriente guarda una de las variedades mas
ricas de orquideas. La region interandina y sierra ecuatoriana, son regiones altamente
erosionadas por el proceso de deforestacion, que albergan en su region sur mas del
60% de los géneros del pais. La region costa también posee muchas especies pero
también presenta mucha erosion por la agricultura. Las orquideas estan en todos los
sitios donde la naturaleza no ha sido talada o quemada. Las encontramos desde el
nivel del mar hasta los pajonales a 4000 m de altura. Su modo de vida es muy
variado (Bustos 2006). Crecen sobre los arboles, en los flujos rocosos de lava
volcanica, en los despefaderos, quebradas, en los taludes de los carreteros y, mas de
400 especies, en el piso de los bosques y pajonales nativos (Hirtz 2004).

Los dos géneros que se van a estudiar en su mayoria son plantas epifitas, las cuales
se las puede encontrar en diversos ecosistemas y habitats dandose una mayor
concentracion de especies en las zonas tropicales y dentro de estas en los bosques
subtropicales, nublado y andino, con altas precipitaciones; siendo hospederos de
muchos reptiles, anfibios, macroinvertebrados e invertebrados (insectos). Tienen
mecanismos de atraccion a polinizadores como la coloracion y el desarrollo de
nectarios (Tapia 2000). Para su germinacion en la naturaleza, las semillas de
orquideas, requieren de una relacién simbidtica con algunos hongos, debido a que
dentro de su semilla tienen muy poca o ninguna reserva alimenticia (Cuya 1997).
Esto implica que el indice de germinacion y crecimiento sea bajo y muy largo, lo

cual representa una dificultad para su proliferacion y limita su comercializacién

1.2 Primeras fases de crecimiento de las orquideas desde semilla

La semilla de orquidea es de dimensiones microscdpicas y cada capsula puede tener
hasta 3000000 de semillas (Bustos 2006). Esta formada por dos segmentos
claramente distinguibles, el primero una red fusiforme que es una membrana exterior
sencilla y seca, a veces cerrada por sus extremos y en otras abierta en uno de ellos. El
segundo estd formado por una pequefia masa de células indiferenciadas que forman

el "proembrién”, cuerpo de mayor consistencia y facil observacién. (Villena y Lala
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2002). Se caracterizan por no contener en su interior material de reserva y alimento
para el embrion (carentes de endosperma), durante sus primeros estados de vida
(Sénchez et al 1994).

El embrion es pequefio, esférico o globular diferenciado solo en una masa de células
comprimidas que esta contenido dentro de una cubierta frecuentemente transparente
0 a veces pigmentada (Villena y Lala 2002). Al observar en el microscopio con
aumentos de 100 a 200 veces, se puede apreciar que la semilla fértil esta formada por
los dos segmentos claramente distinguibles. Las semillas infértiles se presentan como
cuerpos constituidos Unicamente por una membrana exterior (Sanchez et al 1994).
Una semilla, cuando tiene una buena fertilidad, comienza a germinar después de 20
dias de ser sembrado. A veces germinan antes 0 mucho después. Algunas germinan
incluso 2 meses después de la siembra. Si no germinan en este periodo, no germinan
mas. Hay otras razones por las que no germinan: medio de cultivo inapropiado, lugar

desfavorable de germinacion, etc. (Da Silva Ramos 1969).

El reposo debido a los embriones inmaduros es frecuente en las Orquidéceas y solo
se elimina permitiendo que el embrion llegue a su desarrollo completo dejando las
semilla en un medio favorable para la germinacion (Devlin 1976). En las fotografias
tomadas a través del estereomicroscopio, se observan las semillas viables de

Epidendrum y Oncidium utilizadas.

Foto 1. Vista al microscopio de semilla Foto 2. Vista al microscopio de semilla

viable de Epidendrum secundum viable de Oncidium excavatum
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1.2.1 Crecimiento en la naturaleza

En la naturaleza la semilla (que no tiene endosperma), requiere de una asociacion
con un hongo para que pueda crecer. Estas asociaciones, conocidas como micorrizas
se dan entre hongos y raices implicando relaciones simbioticas entre ellos. EI hongo
beneficia a la planta al descomponer la materia organica presente en el suelo con lo
que facilite la disponibilidad de ciertos minerales. Las raices por su parte dan al
hongo azlcares, aminoacidos y algunas otras sustancias Utiles. Las orquideas no
pueden germinar y crecer si no estan colonizadas por un hongo (Villee et al 1992).
Se pueden diferenciar dos tipos de micorrizas: las ectotroficas y las endotréficas.
Estas Gltimas se encuentran en las orquidaceas y son una asociacion en la que el
hongo vive en el interior de las células de la raiz huésped y las hifas no tienen
contacto directo con el suelo (Fahn 1978). En las raices de muchas de estas plantas se
observa que las hifas arrolladas en ovillo, se comportan como paréasitos en las capas
exteriores de las corteza, mientras en las internas el hospedante domina sobre el

intruso y digiere las hifas o las destruye (Strausburger et al 1974).

En las orquidaceas en estado adulto, que son autétrofas respecto al carbono, es
probable que el hongo suministre a las plantulas jovenes, ademas del alimento
ordinario determinadas vitaminas, hasta que dichas plantulas se hayan desarrollado al
grado de que pueden sintetizarlas por si mismas. Al vivir como epifitas presentan
adaptaciones diversas; a menudo por ejemplo, acumulan en gruesas hojas coriaceas o
en tubérculos caulinares el agua de lluvia que reciben de manera muy irregular,
muchas también forman raices aéreas que a veces actlan incluso como érganos

asimiladores (Strausburger et al 1974).

Con frecuencia los hongos méas importantes que tienen relaciones simbioticas con las
orquideas, pertenecen al género Rhizoctonia. La micropropagacion permite la
propagacion in Vitro de las orquideas sin la simbiosis con hongos. Knudson
demostro que las semillas eran capaces de germinar asimbidticamente in Vitro, en el
medio de cultivo que reemplaza la micorrizacion con todos los elementos nutritivos y
energizantes como el azlcar. Usando esta técnica hoy en dia la coleccion de
orquideas va aumentando cada afio (Cuya 1997).
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Por lo general, las especies florecen una sola vez al afio, siempre por la misma fecha,
esto es determinado por factores ambientales tales como: disminucion o elevacién de
la temperatura, aumento en las horas de luz, cambios estacionales, variaciones en la
humedad ambiental, etc. Su tiempo de desarrollo en la naturaleza es muy lento
dependiendo de la especie puede tomar entre 2 a 3 afios 0 en algunos casos mas

tiempo (Merchan, s.a.).

1.2.2 Crecimiento en cultivo in Vitro

La primera floracion de las orquideas depende de las especies y las condiciones de
cultivo. En algunos casos, ocurre a los siete afios de ser sembrada. Muchos
aficionados prefieren hacerlas crecer desde semilla, pero otros lo hacen desde
pequefas plantas para poder tener mas variedad (Obsarrac, 2002).

Dos orquideas son cuidadosamente seleccionadas como padres, eligiendo las
especificas cualidades de las flores. La polinizaciéon manual resulta ser mejor en
flores recién abiertas y se comprueba si se forma la vaina de la semilla. Hay que
polinizar varias flores de la misma planta y de diferentes edades, para asegurarse
(Seaton y Ramsay 2005). Cuando la vaina esta madura o mientras aun esta verde, las
pequefias semillas son plantadas en soluciones de nutrientes dentro de frascos
estériles bajo condiciones asepticas. Las semillas de orquidea no tienen su propio
suministro de alimento; se nutren de los brotes de partes carnosas hasta que las raices
y hojas puedan funcionar. Las semillas de orquideas son plantadas en mezclas
especiales (las cuales pueden contener leche de coco, azlcar y otros ingredientes) y
son selladas dentro de los frascos. Si todo va bien, luego pueden distinguirse plantas

individuales en el agar (Noble 1971).

Cuando las pequefias plantas son suficientemente grandes pueden sacarse de su
incubacion, ser plantadas en comunidad, colocando entre una docena 0 mas en una
maceta. El medio es de fina textura, la siembra se guarda de la humedad y oscuridad.
Las pequefias plantas crecen hasta alcanzar varios tamafios de madurez y las plantas
muy pequefias son desechadas. Creciendo las plantas bajo luz de dias largos y con el
cuidado de condiciones controladas se podrian obtener flores mas répidamente.

Algunos géneros maduran mas rapido que otros (Obsarrac, 2002).
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1.3 Caracteristicas Botanicas del Género Epidendrum

1.3.1 Clasificacion botanica segun el sistema de A. Cronquist
Reino: PLANTAE
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: LILIOPSIDA
Orden: ORCHIDALES
Familia: ORQUIDACEAS
Subfamilia: EPIDENDROIDEAE
Tribu: EPIDENDREAE

Género: Epidendrum Foto 3. Epidendrum secundum

Especie: secundum
Nombre cientifico o latino: Epidendrum secundum (Jacquin, 1760)

Nombre comun o vulgar: Flor de Cristo

1.3.2 Etimologia e historia

Desde la Grecia epi (en) y dendrom (arbol), en referencia al habito de epifita de la
mayoria de las especies. El género fue propuesto por Linnaeus en 1763; incluia todas
las orquideas que se conocian de la region tropical y fueron reportadas como epifitas,
hasta que fueron separadas por filogenia. EI género es pobremente conocido en los

paises andinos como Colombia, Ecuador y Bolivia (Dodson 4 2002).

1.3.3 Caracteristicas

Caracterizadas por plantas con tallos tipo cafia o seudobulbos, no superiores, las
hojas anchas, la inflorescencia terminal (raramente lateral), las flores sin articulacion
entre el ovario y el pedicelo (Dodson 4 2002). Sus principales polinizadores son
mariposas y polillas diurnas y nocturnas aunque hay especies que son polinizadas
también por colibries (Club Peruano de las Orquideas, 2005). Tiene crecimiento
monopodial o planta que tiene un solo tallo (Obsarrac, 2002). EI Epidendrum
secundum (flor de Cristo) posee un tallo en forma de cafa que alcanza hasta 3m de
altura (Bustos 2006). Inflorescencia apical, alargada con numerosas flores en el &pice

en una bola capitada, color rojo, rosado, blanco o amarillo; labio erecto callo grande
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a menudo de color diferente al de las otras partes florales; 16bulos de labio finbriados

(Dodson p y Marmol, s.a.) (ver Anexo ).

1.3.4 Ecologia

Es pariente del género Cattleya, y los tipos con seudo bulbos podrian crecer con
Cattleyas. Este género requiere de sol para crecer en la altura pero también crecen
en invernadero si la luz es brillante. Es muy variada en su apariencia y tiene varios
hibridos (Noble 1971). Las especies son encontradas cercanas a todos los hébitats,
pero en su mayoria son epifitas en bosques humedos lluviosos en las pendientes de
los Andes (Dodson , 2002). Tienden a crecer en areas abiertas, expuestas en
vertientes rocosas y empinadas. En los taludes de la carreteras existen verdaderas
poblaciones de Epidendrum que, muchisimas veces, producen hibridos naturales de
variados colores y gran belleza (Bustos 2006). Epidendrum secundum puede ser
epifita o terrestre y establecerse sobre cuestas empinadas de bosque himedo tropical

0 bosque lluvioso montano (Dodson , y Marmol, s.a.).

1.3.5 Distribucién

Es un género amplio con més de 1000 especies, distribuidas alrededor de América
tropical desde el nivel del mar hasta los 3700 m de altura. Algunos autores tienen
estudiado material de 442 especies de Ecuador de las cuales 324 fueron identificadas
mientras que 116 todavia no lo han sido. Algunas de estas especies no identificadas
probablemente son representadas por una cantidad de 45 especies reportadas por
otros autores, pero las cuales no fueron colectadas por si mismos sino por sus
colaboradores o podria ocurrir su rango de extension sea en los paises vecinos
(Dodson 42002). En el Ecuador su distribucion natural estd en la region oriental, en
la provincia de Napo y en el canton Sucua (Dodson 4, s.a.). Epidendrum secundum
se encuentra en el canton de Loja, Epindola, Puyando, Chaguarpamba y Zapotillo.
La altura a la que se ubican va desde 200 a 3500 m s.n.m. y el clima en el que se
encuentran es de 8 a 26 °C (Bustos 2006). También se encuentra en Azuay: Cuenca
(2400 m), Bolivar (1300 m), Cafiar (1700 a 1900 m), Carchi (1200 m), Manabi (300
m), Pastaza: Puyo (1000 m), Pichincha: Quito — Santo Domingo (1600 m) y

Tungurahua: Bafios (2000 m) (Dodson , y Marmol, s.a.) (ver Anexo ).
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1.4 Caracteristicas Botanicas del Género Oncidium

1.4.1 Clasificacion Botanica segun el sistema de A. Cronquist
Reino: PLANTAE
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: LILIOPSIDA
Orden: ORCHIDALES
Familia: ORQUIDACEAS
Subfamilia: EPIDENDROIDEAE
Tribu: EPIDENDREAE

Género: Oncidium Foto 4. Oncidium excavatum

Especie: excavatum
Nombre cientifico o latino: Oncidium excavatum (Lindley ,1838)

Nombre comun o vulgar: Oncidium, Dama danzante

Este es un género dificil y complejo en el que muchas especies estan reclasificadas.
Esto a la larga seguramente conducira a dividir este género en otros (Dodson . y
Escobar, s.a.). Son llamadas dama danzante por su labelo que se asemeja a una
bailarina (Noble 1971).

1.4.2 Etimologia e Historia

Desde la Grecia onkos (tumor), en referencia al callo verrugoso de el labio. El
género fue propuesto por Olaf Swartz en 1800 y es muy amplio y polimérfico. Garay
y Stacy (1974), realizaron una sinopsis del género en la cual dividieron el género en

secciones Yy dieron claves para realizar secciones (Dodson ; 2003).

1.4.3 Caracteristicas

Se caracterizan por la presencia de seudobulbos unifoliares o bifoliares de un solo
internudo, la inflorescencia muy variable, solitaria o algunas veces paniculada. Las
flores sin espuela, la parte de el labio extendido paralelo a la columna, algunas veces
unido de una pequefia distancia a la base, el labio usualmente con callo en el disco, la

columna sin un pie, usualmente con alas elaboradas en cada sitio del estigma
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(Dodson ¢ 2003). Las Oncidium se pueden hibridar con géneros cercanos dando lugar
a especies inter genéricas tales como Miltonidium, Brassidium, Odontocidium (Noble

1971). Tiene crecimiento simpodial, es decir tiene varios tallos (Obsarrac 2002).

Oncidium excavatum posee una inflorescencia erecta, el pedunculo largo y el callo
formando un oblongo (Koniger 2004). Flores amarillas manchadas con café — rojo,
con pétalos méas anchos que los sépalos, labio trilobado; rizoma corto (Dodson , et al
1989) (ver Anexo II).

1.4.4 Ecologia

El género Oncidium crece durante los meses templados y requiere buena parte de luz,
agua y fertilizantes. Se puede dar menos luz a los tipos con hojas duras en el follaje.
Durante el otofio y el invierno las Oncidium toman reposo y necesitan menor
cantidad de agua. Cuando florecen en invierno y primavera, tienen flores en
abundancia. Estas crecen mezcladas con otras plantas; algunas tienden a crecer bien
en arboles de helecho. Algunas pocas especies de este género de grandes altitudes de
clima frio crecen bien con Cattleyas. Existen hibridos del género. Hay pocas

colecciones de estas orquideas (Noble 1971).

Oncidium excavatum es comun en sus habitats conocidos, cuando el crecimiento es
terrestre es menos efectivo por los cambios de periodo de sequia y humedad y no
tiene floracion constante. Las plantas en floracion pueden encontrarse alrededor del

afio y observarse a grandes distancias por su color amarillo brillante (Koniger 2004).

1.4. 5 Distribucién

Las Oncidium son un género de orquideas originario de la América tropical (desde
Argentina hasta la Florida) de dimensiones muy variables segln la especie, con mas
de 435 especies, de las cuales 127 han sido reportadas en el Ecuador. (Dodson ¢
2003). Se desarrollan desde el nivel del mar hasta las zonas montafiosas 4000 m y en
todos los niveles intermedios. El género es uno de los mas importantes entre las
orquideas. La temperatura en la que se encuentran varia entre 8 y 26 ° C (Bustos

2006). Se ha registrado distribuido en todos los Andes (en el norte). En el pais en las
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provincias de Cafar, Carchi, Chimborazo, Napo, Pichincha y el cantén Sucua

(Dodson ¢4 s.a.).

Oncidium excavatum en el Ecuador se encuentra distribuida en la provincia del
Azuay: Cuenca - Loja a (2600 m); en la provincia del Oro: Loja — Zaruma (Chinches,
2600 m); en la provincia de Loja: Loja — La Toma (2800 m), Loja — San Lucas
(2300 m); Loja — Cariamanga (2000 m), Catacocha — Macara (2250 m), Celica -
Pindal (1900 m) (Koniger 2004) (ver Anexo I1).

SUBCAPITULO 2. Cultivo in Vitro

1.5 Generalidades del cultivo in Vitro

Desde hace mas de140 afios (1860), en las investigaciones de fisiologia vegetal se ha
utilizado la técnica del cultivo de tejidos, 6rganos y células vegetales, que consiste en
cultivar en medios nutritivos adecuados y en forma aséptica, apices de raiz y de tallo,
primordios de hoja, primordios o partes inmaduras de flores, frutos inmaduros,
organos aislados, embriones maduros e inmaduros, segmentos de 6rganos de tallo y

hoja y algunas veces ovarios, anteras y polen (Hurtado y Merino 1988).

En la actualidad, se siguen investigando nuevos recursos para mejorar la
micropropagacion in Vitro que constituye, dentro de las biotecnologias, la técnica
que mayor aporte practico a brindado; sus aplicaciones van desde los estudios
tedricos sobre fisiologia y bioquimica vegetal hasta la obtencion de plantas libres de
patégenos, la propagacion masiva, la conservaciéon de germoplasma y el
mejoramiento genético mediante la induccidon de mutaciones y la seleccién in Vitro

(Moran s.a.).

A nivel mundial se ha desarrollado toda una industria de micropropagacion que se
inicié en paises desarrollados como Estados Unidos y Europa extendiéndose a paises
de América Latina, Asia y Africa. Hoy en dia, la micropropagacion se practica con
éxito en especies horticolas, ornamentales y en especies lefiosas. Segiin Moréan (s.a.)
en algunas especies, esta metodologia ha mostrado importantes ventajas en

comparacion con los sistemas convencionales de propagacion.



Sardi Barzallo y Guzman Cérdenas 16

En el caso de las orquideas, que poseen caracteristicas especiales de semilla y de
condiciones de crecimiento, hoy en dia la practica in Vitro es fundamental para

poder conservarlas, tomando en cuenta que:

e Las semillas de orquideas son muy pequefias y contienen poca o nada de
reserva alimenticia. Por lo tanto, la germinacion tiene mas probabilidades de

éxito en condiciones in Vitro (Cuya 1997).

e En la Naturaleza la germinacion depende de una relacion simbiotica con un
hongo. Sin embargo, in Vitro es posible sustituir la accion del hongo, por un
medio de cultivo nutritivo (Cuya 1997).

e Al realizar un cruce se obtienen un nimero limitado de semillas. Eligiendo un
medio nutritivo apropiado, se puede conseguir que la mayoria de semillas

germinen in Vitro (Cuya 1997).

e La siembra in Vitro permite germinar embriones inmaduros de orquideas,

como consecuencia se acorta el ciclo de mejora (Cuya 1997).

e La germinacion y el desarrollo tiene lugar mucho méas rapidamente in Vitro,
ya que se realiza en un ambiente acondicionado, y sin competencia con
hongos y bacterias (Cuya 1997). Estas epifitas tienen un desarrollo que dura

minimo tres afios hasta su floracion.

e Existe una mayor posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la
cual solo existen pocos individuos (Moran, s.a.).

e A consecuencia de estas ventajas, es posible multiplicar grandes cantidades

de plantas en una especie reducida a bajos costos (Moran, s.a.).
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1.6 Fundamento del cultivo in Vitro

En un laboratorio de cultivo in Vitro deben tomarse en cuenta principalmente las
condiciones de asepsia, que se requieren para el establecimiento de cultivos. Se
entiende por asepsia al conjunto de métodos destinados a preservar de gérmenes
infecciosos al organismo en nuestro caso el cultivo in Vitro. Se controlan los
fotoperiodos, temperatura, intensidad luminica, etc., de acuerdo a las diferentes fases
de crecimiento de los indculos (Hurtado y Merino 1988).

La temperatura a la que esta expuesto el explante cultivado in Vitro afecta a la
mayoria de procesos fisiologicos y por consiguiente es un factor fundamental a
controlar. En general, cada especie tiene un intervalo de temperaturas en el que se
produce el crecimiento 6ptimo, el cual puede interactuar con la temperatura optima
de crecimiento, la luz y la composicion del medio (Merchan, s.a.). Un rango de

temperatura entre 22 — 25°C es el adecuado para las orquideas (Cuya 1997).

La luz tiene una parte de la energia radiante (algunas de las radiaciones infrarrojas y
ultravioletas préximas) que tiene influencia conocida sobre el desarrollo de las
plantas. Es un factor principal que determinan el desarrollo de los organismos
autotrofos (Merchan, s.a.).

Los aspectos relacionados con la luz que son importantes en los cultivos in Vitro son:

- La cantidad de luz: la irradiacién
- La calidad de la luz: el espectro

- La alternancia de los ciclos de luz con los de oscuridad: el fotoperiodo

1.7 Medio de cultivo para orquideas

Las semillas pueden crecer sobre medios diferentes, dependiendo de las especies
(Cuya 1997). Es muy dificil conocer todos los requerimientos que las semillas de una
especie de orquidea tienen con respecto a las sales minerales y nutrientes en general

(Sanchez et al 1994). Arditti (1977) sefiala que existe gran heterogeneidad en cuanto
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al medio de cultivo a usarse, algunos medios utilizados en el cultivo de tejido de
orquideas son productos que contienen gran cantidad de compuestos y sus
concentraciones varian considerablemente entre los medios. Sin embargo el medio
nutritivo utilizado en nuestro estudio para las orquideas es el de Murashige y Skoog
(MS) (1962), desarrollado para lograr un crecimiento rapido de los tejidos de tabaco
(Hurtado y Merino 1988). Esta formula contiene grandes cantidades de macro
nutrientes y una alta concentracion de Nitrégeno (Pérez 1998). En la actualidad, las
sales inorganicas de ese medio de cultivo se usan con bastante éxito en casi todas las

especies (Hurtado y Merino 1988).

Existe una infinidad de medios especificos para especies de orquideas, que varian su
composicion dependiendo de las necesidades y objetivos del estudio (Pérez 1998).
En nuestro estudio se utilizd6 un MS (1962) con sus macroelementos diluidos a la
mitad (ver Anexo Ill: Tabla 3.1). Hay otras propuestas de mezclar compuestos
inorgéanicos con extractos organicos del tipo vegetal como son la banana, pifia, agua
de coco, etc. (Sanchez et al 1994). Hurtado y Merino (1988), manifiestan que el
éxito que se obtenga en cultivos vegetales depende del uso del medio nutritivo
apropiado, asi como también del empleo de tejidos viables, incubacion, calidad de
reactivos, etc.; usando las sustancias quimicas necesarias y las combinaciones

apropiadas de nutrientes.

Se sabe que entre las sustancias nutricionales que son captadas por las semillas de

orquidea tenemos:

- Elementos primarios: Carbono, Oxigeno, Hidrégeno

- Nutrientes primarios: Nitrogeno, Fdsforo, Potasio

- Nutrientes secundarios: Calcio, Magnesio, Azufre)

- Nutrientes terciarios: Boro, Cloro, Cobre, Hierro, Manganeso, Molibdeno, Zinc
(Sanchez et al 1994)

La tendencia actual en la propagacion de plantas es el empleo de medios de cultivo
cada vez mas simples y econdmicos que faciliten y agiliten el proceso de
micropropagacion, lo que ha sido posible gracias al dominio, cada vez mayor de los

factores que influyen el cultivo in Vitro (Pérez 1998).
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1.7.1 Ingredientes

Los ingredientes de un medio de cultivo se pueden clasificar como:

e Sales inorganicas
e Compuestos organicos
e Productos naturales

e Materiales inertes de soporte (Hurtado y Merino 1988).

1.7.2 Sales inorganicas

Con el fin de optimizar las necesidades especificas de las plantas, se ha formulado
varias mezclas salinas, que constituyen los medios nutritivos (Hurtado y Merino
1988). Los medios de cultivo para orquideas estdn basados en las mezclas de
elementos minerales, de sus fertilizantes (pueden ser usados como fertilizantes con
éxito en las orquideas crecidas desde semilla), es decir su adicion mejora y acelera

sus procesos de desarrollo (Seaton y Ramsay, 2005) (ver Anexo I1l: Tabla 3.1).

1.7.3 Compuestos organicos

Podemos clasificarlos en tres grupos: carbohidratos (azlcares), fitohormonas
(auxinas, citoquininas y giberelinas) y vitaminas (tiamina). Frecuentemente se han
obtenido buenos resultados cuando se emplean ciertos aminoacidos, algunas purinas

y pirimidinas, hexitoles y acidos organicos (Hurtado y Merino 1988).

1.7.3.1 Auxinas

Es una sustancia reguladora de crecimiento, que esta presente en las plantas
superiores. De forma natural las concentraciones mas altas de auxinas se encuentran
en los apices de crecimiento (apice del coledptilo, yemas, apices de crecimiento de
las hojas). El transporte de las auxinas en la planta puede ser metabolizado en la
celula. Las auxinas estimulan la division y el alargamiento celular (Hurtado y Merino

1988). Segun Sanchez (s.a.) en yemas existentes como en adventicias, promueven el
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enraizamiento e influyen sobre la floracion y fructificacion, actian en la elongacién
de los tallos por el alargamiento celular, promueven el alargamiento de las raices,
estimulan la formacion de raices en estacas, y el mantenimiento de la dormancia
apical inhibiendo la formacion de brotes laterales; también impiden la formacion de

la capa de celulas de abscision.

1.7.3.2 Citoquininas

Actuan en la division celular. Generalmente inhiben el crecimiento de las raices,
pudiendo estimular en muy bajas concentraciones la iniciacion del crecimiento de
raices laterales. Igualmente inhiben la elongacion del tallo pero, estimulan el
alargamiento de las hojas, promueven el retraso de la senecencia, intervienen en la
dominancia apical y tienen un papel fundamental en la organogénesis ya que pueden
ser inducidas yemas en tejidos in Vitro de callo, hojas, raices, cotiledones o piezas de
tallo (Hurtado y Merino 1988). Se producen en las raices y van a los brotes y hojas,
tiene efecto en la division celular, interactdan con las auxinas para la floracion,
rompen la dormancia apical, estimulando el desarrollo de los tallos laterales. Cuando
la proporcién de citoquinina/auxina es alta favorece la formacion de tallos y si es
baja favorece el enraizamiento, un balance en la proporcion auxina:citoquinina es
necesario para la formacion de la parte aérea y raices en plantas de origen

meristemal (Rojas y Ramirez 1993).

1.7.3.3 Giberelinas

Estas fitohormonas juegan un papel regulatorio principal de crecimiento. Pueden
producir una elongacion extraordinaria del tallo en enanos genéticos, fendmeno que
puede ser atribuible a la estimulacion de la division y alargamiento celular. Ademas
tiene muchos efectos regulatorios en el desarrollo vegetal, debido a que son
responsables de la hidrolisis de las reservas de almidon en el endospermo durante la
germinacion de la semilla. Promueve la floracion y actdan en la maduracion de los
frutos; la senescencia y la dominancia de las yemas pueden ser alteradas por la
aplicacion de giberelinas. La accién exacta de las giberelinas ain es desconocida
pero, se a sugerido que en algunos casos actla promoviendo la sintesis de auxinas

(Hurtado y Merino 1988). Cuando se aportan giberelinas al medio de cultivo, su
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funcién principal es el alargamiento de las regiones subapicales. En la mayoria de
especies en el estado de desarrollo, promueven el cambio de sexo dando flores

masculinas (Rojas y Ramirez 1993).
1.7.4 Productos naturales
Muchas preparaciones de composicion indefinida han sido empleadas para

enriquecer los medios de cultivo; frecuentemente se han empleado como ultima

alternativa, cuando han fallado los ingredientes quimicos.

Ingredientes Concentraciéon
Pulpa de platano 150 g I * (Hurtado y Merino 1988)
Endospermo de coco 10 a 20 % (Hurtado y Merino 1988)
Agua de coco 100 ml 1" (Sanchez et al 1994)

150 ml 1 (Silva 1972)
30 ml I~ (Ansaloni 2006)(C. P.)

La pulpa de platano se usa principalmente en medios de cultivo para orquideas. El
endospermo de coco tiene un uso mas general, su efectividad o accion depende de la
edad del fruto (Hurtado y Merino 1988).

1.7.4.1 Nutrientes del platano verde

Una fuente utilizada como producto natural en los medios de cultivo es la pulpa de
platano verde. Su uso es preferido al del platano maduro debido a que este genera en
el medio, una fuente tdxica de etileno que mata a las plantulas. En su mayoria esta
constituido por agua, vitaminas, carbohidratos, proteinas y componentes inorganicos
(Calcio, Hierro y Fdsforo). Las vitaminas que lo constituyen son: Vitamina A
(actividad: 380 m c g), Tiamina (0.07 mg), Riboflavina (0.04 mg), Niacina (0.5 mg),
Acido ascorbico (28 mg) (Montes 1969). Se puede asumir que la banana, que es
también una Musaceae, tiene similares productos nutritivos que el platano (Sdnchez

2007)(C. P.), en el cual encontramos auxinas, citoquininas, etc.; estos cumplen la
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funcién de acelerar el desarrollo y favorecer el crecimiento (Codigo
Latinoamericano de Alimentos 1980 citado en Banderas y Rodas 2007). Los
productos aditivos como platano y jugo de pifia son beneficiosos para el crecimiento.
Las ventajas son probablemente confinadas a las plantulas antes que a las semillas
germinantes, las cuales podrian ser inhibidas por estos aditivos. El principal
problema de estos productos naturales es su falta de efecto reproductivo (Seaton y
Ramsay 2005).

1.7.4.2 Nutrientes del agua de coco

En 1942, se inicio el cultivo in Vitro utilizando endosperma liquido de coco (Cocos
nucifera), como suplemento de un medio de cultivo estdndar y de alli aparecieron
otros usos. El agua de coco muy raras veces resulta toxico o deficiente a causa de los
microelementos; es un medio complejo, con una amplia gama de componentes
organicos e inorganicos (ver Anexo Ill: Tabla 3.2). Ademas tiene buena capacidad de
amortiguacion (buffer) y no es raro encontrar sales minerales en ella. El agua de coco
es muy rica en Magnesio y Fosfato, y contiene alrededor de 2,5 % de azlcar. Las
hormonas vegetales que posee el agua de coco son: auxinas, giberelinas, 1, 3 -
Difenilurea, Zeatina, Glucésido de zeatina y Ribosido de zeatina. (Roca y Mroginski
1991).

1.7.5 Materiales inertes de soporte

El agar es un alga marina que tratada, es un vehiculo para los constituyentes de cada
férmula en las orquideas (Sanchez et al 1994). Las algas cafés, las algas rojas del
género Chondrus crispus (musgo irlandés), Rhodymenia (alga marina comestible) y
la Gelidium han sido fuente de agentes gelificantes, tales como el agar — agar que se
usa para espesar o elaborar medios de cultivo. El agar tiene las mejores
caracteristicas que el bacteri6logo puede pedir, pues muchas de las bacterias no se

mueven dentro de un gel de agar (Walter et al 1980).

Otros geles son la poliacrilamida y la silicagel. El carbdn ayuda a absorber sustancias
de desecho (Hurtado y Merino 1988).
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1.8 Problemas en la micropropagacion

1.8.1 Contaminacion microbiana en cultivos in Vitro

La contaminacion es uno de los principales y mas severos problemas para quien
trabaja en micropropagacion y es un factor que debe tenerse en cuenta
principalmente dentro de un laboratorio. Factores como el acondicionamiento fisico
del lugar de trabajo, la procedencia y la edad del explante inicial, la higiene
ambiental o las técnicas de siembra de los operarios, entre otros, puede favorecer al

control de la incidencia de contaminantes microbianos (Pérez 1998).

Como contaminantes frecuentes del cultivo in Vitro se puede mencionar a los hongos
filamentosos, las bacterias y las levaduras (Perez 1998). Se puede distinguir
facilmente a los hongos por su micelio algodonoso visible, en cambio las bacterias
tienen aspecto gelatinoso y brillante. La apariencia de limo verde revela
contaminacion por algas y colonias rosadas indican la presencia de levaduras (Seaton
y Ramsay 2005). Los microorganismos pueden provocar grandes pérdidas de
material vegetal en los procesos productivos o de investigacion; son generalmente
introducidos en el laboratorio, los habitantes del suelo que se encuentran en el
ambiente; saprofitos o patdégenos de las plantas; asi como habitantes de la microbiota

normal del cuerpo humano (Pérez 1998).

La contaminacion puede ingresar también del explante inicial utilizado. Los
métodos de desinfeccion utilizados no siempre eliminan las poblaciones de
microorganismos en su totalidad, muchos son capaces de permanecer latentes en el
interior de las células, en los espacios intercelulares, en donde quedan protegidos de
los agentes quimicos. De esta forma se introducen en el cultivo de tejidos, se
propagan con el material vegetal y pueden manifestarse sobre los medios de cultivo
en la fase de establecimiento o permanecer sin expresarse por largos periodos de
tiempo (Pérez 1998).

Los frascos que muestran signos de contaminacion pocos dias después de su siembra

habitualmente fueron inoculados fuera y el proceso de esterilizacion no elimino a los



Sardi Barzallo y Guzman Céardenas 24

contaminantes o la contaminacion ocurrio durante el proceso de siembra de la
semilla. Si las colonias estan esparcidas al azar en la superficie del medio, es
probable que fueran introducidos de la atmosfera durante el proceso de siembra. Si
los frascos llegan a contaminarse luego de pocas semanas esto puede deberse a que
las bacterias y esporas de hongos ingresan al medio a través de las tapas, por la
condensacion de humedad que ocurre alrededor, lo cual puede ser reducido con el

uso de parafina (Seaton y Ramsay 2005).

1.8.2 Plantulas amarillentas

Después del crecimiento satisfactorio de algunos meses, algunos frascos con
plantulas saludables de apariencia cambian a amarillas y mueren. Esto podria ser
debido a la formacidn de gas etileno (una potente hormona vegetal), o a la formacion
de diéxido de carbono dentro de los frascos cuando la azucar en el medio es
metabolizada. Por ello es apropiado remover siempre el material muerto de los
frascos tan pronto como aparezca e incorporar un tubo respirador en las tapas de los
frascos que permita el intercambio de gas con la atmdsfera (Seaton y Ramsay 2005).

Cuando hay exceso de luz (Sanchez 2007) (C. P.), acumulacion de hormonas o
exceso de sales (Ansaloni 2007) (C. P.) se observa también una coloracién

amarillenta sobre las hojas y no un verde intenso que es lo normal.
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SUBCAPITULO 3. Bromatologia del platano verde

1.9 Platano verde

Tabla 1.9.1 Nutrientes del platano verde.

Nutrientes Valores Valores obtenidos
Tedricos * en laboratorio **
Proteinas (g) 1,2 3,56
Lipidos () 0,1 0,28
Carbohidratos utilizables (g) 35,3 63,13
Ceniza () 0,8 0,83
Humedad (%) 62,6 58,05

Fuente: * Montes, 1969 (Banana var. Verde: Musa acuminata)
** Tinoco 2002

Los datos presentados, tienen similitudes en algunos nutrientes entre los valores
tedricos y valores obtenidos en el laboratorio, como es el caso de los lipidos, cenizas
y humedad. Por otro lado, los valores que se diferencian uno del otro son los de

proteinas y carbohidratos utilizables (Tinoco 2002).

Las diferencias entre la cantidad de nutrientes de las muestras y los datos tomados
del libro pueden deberse a diferentes factores como: la variedad de clases de platano,
el tipo de suelo en el que se cultivé que puede tener influencias en la cantidad de
minerales, ademas del tipo de muestreo, lo cual no se tomd en cuenta en este trabajo
(Tinoco 2002).

El capitulo nos permite conocer las caracteristicas de las orquideas y de forma
particular las de nuestras especies estudiadas. Ademas nos presenta la forma de
realizar los métodos de micropropagacion junto con la realizacion de medios de
cultivo y sus problemas. La presencia de hormonas vegetales en el agua de coco y el
platano verde con sus implicaciones dentro de las variables estudiadas. La revision
de los métodos bromatoldgicos de andlisis de platano verde, que fueron tomados de
los datos realizados por la Ing. Monica Tinoco (2002), se redactan en el Anexo V,

debido a que ellos solo aportan respaldo a nuestra investigacion.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describiran los métodos utilizados en el laboratorio para la
realizacion del trabajo experimental de tesis, junto con nuestro disefio experimental

utilizado. También se presenta el analisis bromatoldgico del agua de coco.

2.1 Area de estudio

El estudio se desarrollé en el Laboratorio de Micropropagaciéon de la Facultad de
Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Azuay, Cuenca, Ecuador. Durante el
proyecto se mantuvieron las siguientes condiciones de laboratorio: temperatura de
18-20° C en el dia, humedad relativa 80% propia, luz artificial proporcionada a través
de lamparas de nedn que remplazan la luz solar, durante 16 horas. El analisis
bromatoldgico del agua de coco se realizd en el Laboratorio de Quimica de la

Universidad de Azuay.

2.2 Materiales

Equipos: Materiales de vidrio:

- Cémara de Flujo Laminar. - Cajas petri.

- Balanza analitica: capacidad 100 g - Erlenmeyers (500 ml, 1000 ml).
sensibilidad 0.001 g - Pipetas graduadas (1 ml, 2 ml, 5 ml,

- Balanza técnica: capacidad 500 g 10 ml)
sensibilidad 0.1 g - Probetas (100ml).

- Autoclave. - Varillas.

- Potenciometro. - Frascos de vidrio.

- Refrigerador.

- Licuadora.



Otros:

- Mecheros de alcohol.

- Pinzas.

- Bisturi.

- Ollas metalicas.

- Cucharas.
- Aspersores.
- Algodon.

- Mascarillas.

- Cinta masquin.

- Etiquetas.
- Lapices.

- Marcadores permanentes.

- Calibrador.

- Parafina.

2. 3 Disefio Experimental

Tabla 2.3.1 Disefio
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Reactivos:

- Medio de cultivo (MS).

- Agua estéril.

- Reactivos Quimicos:
- Alcohol (75% y 80%).
- Reactivo comercial:

Ajax R. (NaO CI: 5%).

- Formol (0,5%).
- Jabén liquido.

- Detergente.

Productos Naturales:

- Agua de coco (30 ml I
- Pulpa de platano (150 g I')

Tipo de Factores en estudio Variables Tratamientos
disefo
Completa- Dos spp: Epidendrum | Germinacion Murashige (MS) +

mente al azar

secundum, Oncidium
excavatum

agua de coco (30 ml)

Siete.  medios  de | Crecimiento en | MS + platano verde
cultivo altura (150 g)
NUmero de hojas MS + coco (30 ml)
+ platano verde (150
9)
Enraizamiento Platano verde (150
9)
Coco (30 ml)

Platano verde (150
g) + coco (30 ml)

MS (testigo)
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2.3.1 Descripcion del disefio experimental

Las semillas del género Epidendrum y Oncidium fueron sembradas en medio de
cultivo MS el mismo que fue enriquecido con pulpa de platano (150 g 1™)y agua

de coco (30 ml I™"). Para cada tratamiento se sembraron 25 frascos, incluyendo el
testigo (MS), para poder comparar los resultados con el resto de tratamientos. Se
tuvieron un total de siete tratamientos, cada uno con 25 repeticiones. En total, se
realizaron 175 unidades experimentales para cada especie. En el replante de
Epidendrum también se realizd, un nimero igual de unidades. En las dos especies
para cada tratamiento después de su siembra, se observaron en los primeros 60 dias
los indicios de germinacion (protocormos) y se esperaron entre cuatro y cinco meses
para su revision y evaluacion de las medidas crecimiento, numero de hojas y

enraizamiento.

Para la toma de datos, fueron elegidas al azar 10 plantulas por cada uno de los
tratamientos en los cuales se midio: crecimiento en altura (desde la base de la raiz
hasta el apice de las hojas) con la ayuda de un calibrador, enraizamiento y nimero de
hojas; a partir de estos datos se calculé un valor promedio para cada una de las
variables. Las unidades experimentales fueron controladas al menos dos veces por
mes, para prevenir cualquier tipo de contratiempo como contaminacion, muerte, dafio

del medio, etc.

En Epidendrum se realizd el primer replante y se efectuaron las mismas mediciones.
Las medidas del primer replante fueron tomadas a los siete y ocho meses después de
su siembra. En Oncidium no se pudo realizar el replante debido a que las condiciones

del laboratorio no eran las adecuadas.
2. 4 Trabajo de campo
La semilla de Epidendrum secundum se obtuvo del invernadero del Sr. Sergio Puma

ubicado en el sector de Ochoa Ledn. Las coordenadas del sitio son: S 02°49.999’ y

WO 78°59.202’. La altura a la que se encuentra es de 2516 m s.n.m.
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Foto 5. Ubicacion de Epidendrum secundum Foto 6. Invernadero del Sr. Sergio Puma

La semilla de Oncidium excavatum fue donada del invernadero del Sr. Juan Pablo

Jara ubicado en la autopista Cuenca-Azogues.

Foto 7. Ubicacién de Oncidium excavatum Foto 8. Invernadero del Sr. Juan Pablo Jara

2. 5. Trabajo de laboratorio

2.5.1 Preparacion del medio de cultivo MS

2.5.1.1 Preparacion de soluciones madre

Las soluciones madre de sales inorgéanicas se deben preparar combinandolas para

evitar su precipitacion. La solucién salina madre de Murashige y Skoog se diluyd en
100 ml de agua destilada colocando la siguiente cantidad de macroelementos:
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SOLUCIONES g (100 ml) *

Solucion A (Nitratos) 8,25

Nitrato de amonio (NH4; NO3) 9,50

Nitrato de potasio (KNOj3)
Solucién B (Sulfatos)
Sulfato de magnesio (MgSO,. 7H,0) 1,85
Sulfato de manganeso (MnSQO,. 4 H,0) 0,223
Sulfato de Zinc (ZnSQO,. 4 H,0) 0,086
Sulfato cuprico (CuSO,. 5 H,0) 0,00025
Solucién C (Haldgenos)
Cloruro de calcio (CaCl,. 2 H,0) 2,2
Yoduro de potasio (KI) 0,0083
Cloruro de cobalto (CoCl,.6 H,0) 0,005025
Solucion D (PO4, BO3 M0Oy)
Fosfato de potasio (KH, PO,) 0,850
Acido boérico (H3 BOs) 0,062
Molibdato de sodio (Na; MO,. 2 H,0) 0,0025
Solucion E (Na, Fe, EDTA)
Sulfato ferroso (FeSO,. 7 H,0) 0,2781
Acido etildiaminotetracético (sal disodica) (Na, EDTA) 0,3731

2.5.1.2 Procedimiento

1. Colocar 10 ml | *de cada solucion madre de MS.

2. Aforar a 1000 ml |~*con agua destilada.

3. Afadir 6 g de agar — agar.

4. Colocar 20 g de azUcar.

5. Calibrar el pH a 5,6 y hacer hervir por 1 minuto

6. Afiadir 1 ml de Tiamina (10 mg 1), 1 ml de &cido Nicotinico (2 mg ™)y 1 ml
de Mioinositol (100 mg 1 7).

7. Poner en los tubos o frascos y tapar

8. Esterilizar en la autoclave a 15 atm. de presion durante 30 minutos

9. Dejar enfriar y colocar en la cdmara de flujo.

2.5.2 Preparacion de medios de cultivo con combinacion de productos naturales

En los medios de cultivo de combinacion de MS con productos naturales se agregé a

la solucion 150 g | de platano verde licuado o 30 ml 1™ de agua de coco

respectivamente, o ambos productos para los medios mixtos. En el caso de los
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medios de cultivo sin MS, se siguio el mismo proceso, sin agregar las soluciones

madre.

La cantidad de agua de coco que utilizamos fue de 30 ml I'*, debido a que decidimos
probar una nueva concentracion. En la bibliografia de Sanchez et al (1994) utilizaron
100 ml I de solucién y lo recomendado segln Silva (1972) para el cultivo de
orquideas de semilla o cultivo meristematico es de 150 ml | * de agua de coco verde,
por tratarse de una sustancia rica en elementos asimilables para las plantas. Villena 'y
Lala (2002) dicen, que el agua de coco puede ser afiadida al medio como fuente de
citoguininas mejorando el crecimiento de células u organos in Vitro. Morel (1974)
observo en Cattleya que el agua de coco promovia la division de células epidérmicas
originando protocormos, estos eran generados rapidamente y el porcentaje de

explantes que no crecia sufria necrosis y era menor.

2. 5. 3 Desinfeccion de capsulas cerradas

Las capsulas de semilla inicialmente fueron limpiadas con un suave cepillo y lavadas
con agua y jabon, para remover todo vestigio de polvo y material que pueda
contaminar. Después la cdpsula fue sumergida en solucion de NaOCI (Ajax R), con
5% de cloro activo durante 20 minutos, fue lavada con agua esterilizada y colocada

en la caja petri también estéril para proceder al corte y siembra.

2. 5. 4 Desinfeccion de las semillas

Para desinfectar las semillas se utilizé un tubo de ensayo con aproximadamente siete
ml de una solucion de cloro (NaOCI con 5% de cloro activo), diluida al 20%, en la
cual se coloco una punta de espatula de semillas. Luego de agitar rigurosamente el
tubo de ensayo, se procede a lavar las semillas varias veces con agua estéril,
eliminando las aguas de lavado. Por Gltimo se conservan cuatro o cinco ml de agua
con las semillas que seran utilizados para la siembra sobre el medio de cultivo estéril,
el cual se disperse en tubos de ensayo o frascos disefiados para el propdsito, los que
fueron sellados adecuadamente con parafina; esto disminuye o elimina las

posibilidades de contaminacion.
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2.5.4.1 Siembra de semilla

El trabajo se realiz6 en condiciones de esterilidad (utilizando desinfectantes como
cloro, alcohol y formol 0.5% sobre los utensilios y el lugar de trabajo) y bajo camara

de flujo laminar (que filtra el aire eliminando toda particula extrafa).

Se realizaron dos métodos de siembra, uno con siembra directa y otro con
desinfeccion. Cuando la capsula esta cerrada, se la abre en la cdmara de flujo y se
deja caer un poco de semilla sobre el medio de cultivo. Cuando se desinfecta la

semilla, que esta en agua estéril, se coloca entre uno y dos cm® de esta sobre el
medio de cultivo. Posteriormente se sella el frasco y se lleva al cuarto de

crecimiento.

2.5.4.2 Replante

Para el replante de Epidendrum secundum, se seleccionaron varios frascos sembrados
de cada medio que presentaban las plantulas de mejores caracteristicas (crecimiento,
enraizamiento, etc.). Estos frascos fueron llevados a la camara de flujo y en
condiciones de asepsia de destaparon; en ellos se ubicé a las plantas mas fuertes al
azar. Las plantulas se colocaron en una caja petri estéril y de alli fueron colocadas
con una pinza sobre los medios nuevos. Se sembrd aproximadamente 15 plantulas
por frasco, se flamed y selld. Por Gltimo, los frascos fueron trasladados al cuarto de
incubacién en donde, se mantuvieron por el lapso de tiempo establecido para nuestro

estudio.

2. 5.5 Cuidados de las semillas sembradas

Los recipientes en los que se sembraron las semillas fueron mantenidos a una
temperatura de 18 a 20°C, las 24 horas del dia, con iluminacion de 100 pies de luz, lo
gue ayuda a la germinacion, ademas se conservaron expuestos a luz neon con

fotoperiodos de 16 horas al dia.
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Foto 9. Recipientes en el cuarto de cultivo

Cuando se observaron signos visibles de germinacion (dos semanas a cuatro meses)
se evidencio la formacion de protocormos, que mas tarde desarrollaron pequefias
hojas y raicillas. EI primer replante se efectud en Epidendrum luego de cuatro a cinco
meses, colocando las plantulas en otro medio que aportd nutrientes, favoreciendo su

desarrollo.

El clima de Cuenca es sano y favorece la implantacion y desarrollo de un laboratorio
de micropropagacion. Las condiciones extremas de temperatura y humedad, son
condiciones adversas para lograr satisfacciones en este sentido. Cuando las plantulas
estuvieron entre siete y ocho cm, en el caso de Epidendrum entonces estaban listas
para su siembra fuera del medio de cultivo. Se realiz6 un lavado en agua tibia para
eliminar el agar, que permite contaminacion. Luego se las dejo reposar en el mismo
frasco del cual fueron extraidas por alrededor de 24 horas, para lograr la cicatrizacion

de pequefios cortes y dafios producidos por el tratamiento que brindamos.

El sustrato de siembra que se utilizé fue de corteza desintegrada de helecho gigante
(chonta: Cyathea sp.). La siembra fue en comunidad entre 15 y 20 plantulas por
recipiente y se la mantuvo con poca humedad durante una semana en la sombra.
Luego, se las colocd en un sitio donde les diera una hora de luz de la mafiana y se las
rocié diariamente durante un mes hasta que las raicillas se prendan. Se coloc6 abono

foliar una vez al mes. Las plantulas muy pequefias fueron desechadas.
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Foto 10. Siembra de Epidendrum en chonta.

2. 6 Anélisis bromatoldgico del agua de coco

Para el andlisis bromatoldgico del agua de coco, se siguieron los métodos que se

describen a continuacion:

2.6. 1 Métodos de Analisis

2.6.1.1 Proteinas

Meétodo de Kjekdhal

Consiste en una mineralizacion del nitrogeno total por accion de un acido fuerte en

presencia de catalizadores y coloracion del amoniaco formado en tal proceso.

Reactivos:

- Perdxido de hidrégeno al 30%.
- Solucion de selenio
4,2584 g de didxido de selenio al 99% en 20 ml de &cido sulfdrico concentrado y

aforar a un litro.

- Acido sulfarico concentrado.
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- Solucion de acido sulfurico

50 cm® de acido sulfurico concentrado, aforar a un litro con agua destilada.

- Sulfato de sodio.

- Medio de dilucién bésico

32 g de hidroxido de sodio y 56 g de tartrato de sodio y potasio y aforar a un litro.

- Solucidn de hipoclorito de sodio al 30%.

- Agente de salicilato

80 g de salicilato de sodio y 0,7 g de nitro prusiato de sodio, aforar a un litro.

- Solucion madre de Nitrogeno 1000 ppm

4,714 g de sulfato de amonio, aforar a un litro.

a) Mineralizacion de la muestra

Se pes6 0,5 g de muestra desecada, se la coloca en tubos Kjeldhal. Se realizaron
cuatro muestras y un blanco. Se afiadio 2 ml de peroxido de Hidrégeno al 30%, 2 ml
de solucién de selenio y 5 ml de &cido sulfdrico concentrado (se debe tener la
precaucion de colocar los tubos en la base apropiada con un poco de agua para evitar
que el &cido se caliente y se derrame). Y se procedio a la extraccion en presencia de
sulfato de sodio, el cual capta el agua y eleva la temperatura favoreciendo la

mineralizacion.

El ataque en el Micro Kjeldhal debe seguirse hasta que la solucion pierda totalmente

el color:

Destruccion previa: 30 minutos de 37 - 39°C.

Destruccion: 2 horas aproximadamente a 36 a 41°C *.
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* Nota: El tiempo de mineralizacién en nuestro caso fue de cinco dias, para

conseguir una correcta mineralizacion (cantidad minima de N).

Después de esto se deja enfriar completamente y se afora con agua destilada a 100

cm?® (se afora poco a poco y mezclando bien las soluciones).

Las soluciones se pasan a un matraz y estan listas para la lectura en el

espectrofotometro.

Para la curva de calibracién se deben preparar los patrones de Nitrdégeno, asi:

De la solucién madre de nitrégeno (1000 ppm) se toma 1, 3, 5, 7, 9, 12 cm?® y se
afora con solucion de acido sulfarico a 100 cm?® obteniendo concentraciones de 10

ppm, 30 ppm, 50 ppm, 70 ppm, 90 ppm y 120 ppm respectivamente

b) Determinacion

La muestra, el blanco y los patrones se trabajan por igual.

En un matraz se coloca un cm?® de solucion de muestra, seis cm® de medio de

disolucion basico, 4,2 cm® de hipoclorito de sodio y 4,2 cm*® de agente de salicilato.

Se espera hasta que desarrolle el color por 15 minutos y luego se lee la absorbancia

de cada uno de ellos en un espectrofotometro a 654 nm.

Con las lecturas de los patrones se prepara la curva de calibracion, poniendo en
ordenadas la lectura del espectro y en abscisas la concentracion de los patrones.

En esta curva se puede determinar la concentracion de cada muestra a base de la

lectura del espectro, restando el valor correspondiente al blanco (Carrion, 1968).
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2.6.1.2 Lipidos

Meétodo de Soxhlet

Reactivos:

- Eter de petréleo

a) Determinacion

- Se prepard éter de petroleo.

- Se analizaron dos muestras.

- Se peso 5 g de muestra y se transfirid el residuo seco a un cartucho de extraccion.

- Se limpio la capsula de desecacion con pequefios copos de algodon humedecidos
con éter de petroleo y se colocé los copos en el cartucho.

- Se colocé el cartucho en el extractor en dos balones tarados que contenian 100 ml y

250 ml de éter respectivamente. Se conectd el extractor a un condensador Soxhlet.

- Se coloco un tapdn en el condensador para que no se evapore el éter y se calento a

temperatura media — baja.

- Se extrajo la muestra, bajo reflujo, sobre bafio de agua o de vapor durante dos a tres

horas *.

* Nota: En este caso, debido a la poca cantidad de grasa, la muestra estuvo 3,5 horas

durante cinco dias.

- Se evapord el éter del baldén que contenia la muestra de grasa en la estufa de aire a

75°C hasta eliminar las ultimas trazas.
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- Se enfrid la muestra resultante en desecador y luego se la pesd. Este proceso se

repite hasta obtener un peso constante.
Calculo:

Peso de la muestra antes de la desecacion: W1
Peso del balon sin grasa: W2

Peso del balon con grasa: W3

{(W3 - W2)/W1}* 100 = grasa extraible %.

{(W3—W2)

}*100 = 9% grasa extraible
W1

(Montes 1969).

2.6.1.3 Hidratos de carbono totales
Método de Fehling (Determinacion de azUcares totales)
Para la determinacion de almidon se realiza el siguiente analisis.

Reactivos:
- Solucioén al 5% de glucosa.
- Reactivo de Fehling Ay B.

Preparacion de Fehling A
Se pes6 6,9268 g de sulfato cuprico para el analisis y aforamos en 100 ml con agua
destilada.

Preparacion de Fehling B
Se pes6d 34,6 g de tartrato sddico potasico y 10 g de sosa, se mezcld y se aforo a 100

ml con agua destilada.



Sardi Barzallo y Guzman Céardenas 39

Procedimiento para valorar Fehling: se tomo 5 cm® de Fehling A, y 5 cm®de
Fehling B, y se los coloca en un erlenmeyer de 100 cm? de capacidad; se agregé 30

cm?® de agua destilada se sometié a ebullicion y asi se dejo caer desde la bureta la
solucion de glucosa hasta que la solucion del erlenmeyer pase de azul a incoloro
observandose un precipitado pardo rojizo de 6xido de cobre en el fondo del

recipiente.

Calculo del factor de fehling:

100 cm*® sol glucosa 0.5 g de glucosa

10 cm*® sol glucosa 0.05 g de glucosa

10 cm®de solucion de Fehling deberian ser reducidos por 0.05 g de glucosa

contenidos en 10 cm*® de solucidn de glucosa; cuanto se requiere (X) para reducir
10ml de fehling, por tanto:

10 ml 0.05 ml

8.6 ml = 0.043 (X) g de glucosa

Procedimiento para la muestra

Se tomaron 10 ml de la muestra y se calentd directamente en refrigerante de reflujo
con una mezcla de de 50 cm® de agua destilada y 2,8 cm® de acido clorhidrico
concentrado durante 2 horas y media. Se dejé enfriar, y se agreg6é 2 ml de crema de
alimina recién precipitada por accion entre el sulfato de aluminio y sosa al 5%. Se
alcalinizd débilmente con sosa al 20%. Se traslado a un matraz aforado de 100 cm?,
luego fue filtrado. Se tom6 5 cm?® de solucion Ay 5 cm? de solucion B de Fehling.
Se puso en un erlenmeyer y se agrega 30 cm® de agua destilada, se calentd a
ebullicion y se va agregando desde la bureta la solucién de glucosa filtrada (muestra)

hasta que la solucion pase de azul a incoloro y se obtuvo un precipitado pardo rojizo.
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Calculos:

Peso de la muestra = 10 ml aforados a 100 ml
Volumen de filtrado empleado = 13.2 ml (2)

Z X de glucosa
100 ml X = Y deglucosa
10 ml de muestra Y g de glucosa
100 ml X = W gde glucosa

Factor de conversion de glucosa a almidon: 0.9

Hidratos de carbono expresados como almidon = W x 0.9 = % de hidratos de
carbono (p/p) (Osborne y Voogt 1986).

2.6.1.4 Humedad

Se deseco el vaso de precipitacion en la estufa durante 15 minutos, se enfrio en el
desecador. Se colocé 534,5 ml de agua de coco en un vaso de precipitacion. Se secd
la muestra en la estufa en temperatura alta durante 5 horas hasta que se obtuvo un
residuo viscoso. Este residuo se dejo enfriar y se coloco en una capsula previamente

pesada.

La capsula se llevd a la estufa para secar a 75°C durante 8 dias. Con ello se obtuvo
un caramelo color café negruzco y se puso en el desecador durante 8 dias. Se peso la

capsula con muestra.
Célculos:
P inicial (PO)= peso del agua de coco*

P1= cépsula vacia

P 2 = capsula + muestra desecada
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P2 — P1 = Peso de materia seca

PO- Peso de materia seca = Peso del agua evaporada

% Humedad= peso de agua evaporada *100

peso 0

*Como la densidad del agua de coco de acuerdo a la tomada con un densimetro en el
laboratorio, es practicamente igual a 1 g (cm®)™, entonces el volumen en mililitros

es como el peso del liquido en gramos.

2.7 Toma de datos

Para realizar la toma de datos, las plantulas fueron extraidas de los frascos con una

pinza y colocadas sobre una superficie plana. Para medirlas se utilizé el calibrador y

también se tomaron los datos de nimero de hojas y enraizamiento.

R Ms Ih
REP 3/os,
S1eHpRA {si’ﬂ}a

[ - [ vonk

Foto 11. Toma de medidas de plantulas

2.8 Analisis de datos

Para el anélisis del porcentaje de germinacion en las distintas siembras (dos meses de
observacion), para el promedio de crecimiento (base raiz — apice), para el promedio
del numero de hojas y enraizamiento de las dos especies estudiadas (cuatro y cinco
meses de observacion) en los seis tratamientos y el testigo (MS), se utilizo el
programa Microsoft Office Excel 2003 y para el andlisis de las medidas de
crecimiento, se empleo el programa Statistica 6.0 (Anova a un criterio) y el Test a

posteriori Scheffé. En el caso del replante del género Epidendrum secundum (siete y
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ocho meses de observacion), se utilizd la misma metodologia, para el analisis de

datos.

Todo el capitulo nos puede servir para la continuacion de estudios en estas mismas
especies, la replicacion de los métodos con otras especies de Oncidium y Epidendrum

o también con otros géneros de orquideas.
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CAPITULO I
RESULTADOS
En este capitulo se muestran los resultados de las metodologias aplicadas en la

germinacién y crecimiento de las especies de orquideas de Epidendrum secundum y

Oncidium excavatum.

3.1 Analisis de porcentajes de germinacion registradas en el transcurso del

proyecto

Resultados de la germinacion promedio en porcentaje de E. secundum en los

primeros dos meses de observacion

Tabla 3.1.1 Porcentaje de germinacion en las siembras de E. secundum.

MEDIOS Prueba 1 Prueba 3
MS 72,73 75
COCO+MS 90,91 75
PLATANO VERDE+MS 100 50
COCO+PLATANO+MS 81,82 75
COCO 100 100
PLATANO VERDE 72,73 100
COCO+PLATANO 90,91 75

La siembra de Epidendrum secundum se realizd en tres ocasiones; con capsula
cerrada en la prueba uno y dos (3 y 8 de mayo del 2006) y con desinfeccidn sobre
semilla en la prueba tres (9 de mayo del 2006). No se tomé en cuenta la prueba dos
pues ingresd cloro en la semilla a través de la capsula y germind escasamente, ni
tampoco la que se realizdé con semilla conservada en refrigeracion por tres meses
que perdio fertilidad (28 de abril del 2006).
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Los resultados que se obtuvieron en la germinacion de la semilla, en relacién al
tiempo de observacion desde la siembra hasta dos meses, con los siete tratamientos
para Epidendrum secundum, fueron los siguientes: una germinacion mayor al 72%
en la prueba uno, en todos los tratamientos debido a que se realiz6 la desinfeccion

con capsula cerrada.

Cuando se analiza la prueba tres se puede ver que la germinacién va desde el 50%,
cuando se realiza una desinfeccion en la semilla; con lo que se asume que la semilla

es mas sensible al cloro.

Foto 12. Formacion de protocormos de Foto 13. Inhibici6n de crecimiento en

E. secundum el medio de coco de E. secundum

Resultados de la germinacién promedio en porcentaje de O. excavatum en los

primeros dos meses de observacion

Tabla 3.1.2 Porcentaje de germinacion en las siembras de O. excavatum.

MEDIOS Prueba 1 Prueba 2

MS 84,21 83,34

COCO+MS 78,95 83,34

PLATANO VERDE+MS 0 66,67

COCO+PLATANO+MS 36,84 33,34
COCO+AGAR 0 0
PLATANO VERDE 0 0
COCO+PLATANO 0 0
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La siembra del género Oncidium se realizd en dos ocasiones con desinfeccion de
semilla (4 y 7 de julio del 2006). No se tomaron en cuenta otras pruebas por lo
siguiente: semilla en refrigeracion por 1 mes (perdié viabilidad: 28 de abril del
2006), prueba con una cépsula muy verde (dormancia de semilla: 21 de junio del
2006) y por ultimo se realizaron en dos ocasiones (7 y 10 de julio) pruebas con

semilla que estuvo muy madura (capsula abierta de algunos dias).

Los resultados que se obtuvieron de la germinacion en relacién al tiempo en la
semilla de O. excavatum con los siete tratamientos, con observacion desde la
siembra hasta dos meses, fueron los siguientes: una germinacion bastante irregular en
los distintos medios; solo existe germinacion en el testigo (MS) y en los medios de

combinacién de MS con coco y MS con coco y platano.

En la prueba dos, la germinacion permanece similar a la prueba uno, con la variacion

de que en la combinacion de MS con platano verde, si hay germinacion.

En ambos casos la desinfeccidn fue sobre semilla abierta, debido a que no se pudo
conseguir en capsula. En los medios formulados con MS existe la mayor fase de

germinacion.

Foto 14. Formacién de protocormos de

O. excavatum
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3.2 Analisis del crecimiento registrado en el transcurso del proyecto

Resultados del crecimiento promedio en cm. de E. secundum en la siembra

(cuatro y cinco meses) y en el replante (siete y ocho meses)

Tabla 3.2.1 Comparacion del promedio de crecimiento en ¢cm en la siembra (medida 1) y en el

replante (medida 2) de E. secundum.

MEDIOS Medicion 1 (cm) [ Medicion 2 (cm)
MS 1,18 3,57
COCO+MS 1,145 2,47
PLATANO VERDE+MS 0,455 1,56
COCO+PLATANO+MS 1,74 2,92

COCO 0 0

PLATANO VERDE 0,4 1,51
COCO+PLATANO 1,18 1,495

Comparacion del crecimiento encm de Epidendrum secundum
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Figura 3.2.1 Comparacién del crecimiento promedio en cm de E. secundum siembra vs. replante
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Los resultados que se obtuvieron del crecimiento en altura (cm), en la medida 1 de
los siete tratamientos para E. secundum, fueron: varios grupos en forma descendente
de tamafio, un primer grupo de crecimiento mayor en el tratamiento de MS con coco
y platano; un segundo grupo en el testigo (MS), en coco con platano y en MS con
COCO; un tercer grupo de crecimiento en MS con platano y en platano, y un cuarto

grupo sin crecimiento en coco.

EFICENDRAUM
REFLANTE

Ser Joc fhov

Pou MEDIOD

Foto 15. Crecimiento en replante de Epidendrum

Los datos en el replante nos demuestran que hay un crecimiento del triple de altura
en relacién con la medida inicial, en el replante del testigo (MS). MS con coco y
platano le continda en crecimiento con diferencia de mas de un cm en solo dos o tres
meses. MS con coco, MS con platano y platano verde también noté buen
crecimiento. En coco no se observo ningun crecimiento y por tanto no hubo replante.
Los medios de platano verde y coco méas platano en el replante, no dieron las

condiciones adecuadas para el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Foto 16. Plantulas amarillentas de E. secundum en

medios formulados con productos naturales
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Resultados del crecimiento promedio de O. excavatum en los cuatro y cinco

meses de observaciéon

Tabla 3.2.2 Promedio de crecimiento en cm. de O. excavatum.

Crecimiento
MEDIOS promedio (cm)

MS 2,08

COCO+MS 1,17

PLATANO VERDE+MS 0,96

COCO+PLATANO+MS 0,67
COCO 0
PLATANO VERDE 0
COCO+PLATANO 0

Los resultados que se obtuvieron del crecimiento en altura (cm), en las plantulas de
los siete tratamientos para O. excavatum, en relacion al tiempo de observacion de
cuatro a cinco meses fueron los siguientes: existen tres grupos bien definidos en
forma descendente. El primer grupo con el mayor tamafo lo forma el medio testigo
(MS); el segundo grupo lo constituyen los medios de combinacion de MS con
productos naturales y un tercer grupo que no posee ningun crecimiento en proporcion
dos a cero con respecto al testigo (MS) que son: coco, platano verde y coco con

platano verde.

Foto 17. Comparacion de crecimiento entre medios de O. excavatum
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3.3 Andlisis de promedios del nimero de hojas registradas en el transcurso del

proyecto
Resultados del crecimiento del nimero de hojas promedio de E. secundum en la
observacion 1 (cuatro y cinco meses) y en la observacion 2 (replante: siete y

ocho meses)

Tabla 3.3.1 Promedio de nimero de hojas de E. secundum en la observacion 1y 2

Promedio de hojas | Promedio hojas

MEDIOS Observacion 1 Observacion 2
MS 2 7
COCO+MS 4 4
PLATANO VERDE+MS 2 4
COCO+PLATANO+MS 3 5
COCO 0 0
PLATANO VERDE 2 3
COCO+PLATANO 2 3

Comparacion del nimero de hojas de Epidendrum secundum

Hojas
) 3

MS
COCO+MS
PLATANO
VERDE+MS
COCO

O Observacion 1

COCO+PLATANO+MS
PLATANO VERDE
COCO+PLATANO

| Observacion 2

Medios

Figura 3.3.1 Promedio del nimero de hojas en las observaciones de E. secundum.
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En la observacion 1 a los cuatro y cinco meses desde la siembra, el nimero de hojas
en el tratamiento de coco mas MS, es el que da mejores resultados, pues obtiene el
mayor promedio. Le continda el medio de MS con coco y platano; de alli se forma un
grupo de dos hojas entre el testigo (MS), MS con platano, platano verde y coco
platano. En el medio de coco no se registra crecimiento, por lo que no se puede

reportar presencia de hojas.

En la observacion 2, después de los siete y ocho meses de la siembra, el nimero de
hojas en el tratamiento de testigo (MS) es el que da mejores resultados aumentado
considerablemente en el replante. Le continta el medio de coco més platanoy MS
con cinco hojas; en tercer forman un grupo coco mas MS y Platano verde mas MS,
tomando en cuenta que el promedio de hojas en coco y MS, no aumentd. Y por
ultimo el crecimiento de hojas en el replante tanto en platano verde y coco mas
platano solo aumento en una hoja. En el medio de coco no hubo crecimiento y por lo

tanto tampoco hojas.

Resultados del crecimiento promedio de hojas de O. excavatum en los cuatro y

cinco meses de observacion

Tabla 3.3.2 Promedio de nimero de hojas en los siete tratamientos de O. excavatum.

Promedio
MEDIOS hojas

MS 3
COCO+MS 3
PLATANO VERDE+MS 4
COCO+PLATANO+MS 2
COCO+AGAR 0
PLATANO VERDE+ AGAR 0
COCO+PLATANO+AGAR 0

Como se observa en la figura, el medio de MS con platano verde, es el que mejores
resultados obtuvo. De alli le continda el grupo del testigo (MS) y MS con coco; el
tercer resultado es el tratamiento de coco y platano mas MS. No existe ningun

crecimiento en los medios sin combinacion de MS.
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3.4 Andlisis de promedios de enraizamiento registrados en el proyecto

Resultados del enraizamiento promedio de E. secundum en la medida uno y dos

Tabla 3.4.1 Presencia de raices y brotes de raiz, en la medida 1y 2.

MEDIOS Raiz siembra * | Raiz replante*
MS 1 1-2
COCO+MS
PLATANO VERDE+MS
COCO+PLATANO+MS
COCO
PLATANO VERDE
COCO+PLATANO

1-2
1-2
1-2

O OO, |k
OO |

* Equivalencia: Si =1, No =0, Brotes =2

Comparacion del promedio de niUmero de raices en Epidendrum
secundum
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Figura. 3.4.1 Comparacion del promedio del nimero de raices en siembra y replante.

En la figura se puede ver que en la primera medida, hay el mismo ndmero de raices
en los medios de combinacion con MS y en el testigo (MS). En los medios que no

poseen MS, las plantulas no tienen raices. EI coco no posee ningun crecimiento.
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En la segunda medida después del replante, el nimero de raices aumenta en el testigo
(MS) y MS con platano y coco. Las otras mezclas con MS, no presentan cambios.
Coco mas platano presenta crecimiento de raiz en el replante y en coco y en platano
verde no hay raices. Hay que evidenciar que en el replante (medida 2), solo en el MS
y en sus combinaciones con productos naturales, se presentan pequefios brotes de

raiz.

Resultados del enraizamiento promedio de O. excavatum en la medida uno a

partir de la siembra (cuatro y cinco meses)

Tabla 3.4.2 Presencia de raices y brotes de raiz, en la medida uno de O. excavatum.

MEDIOS Raiz siembra *

MS 1
COCO+MS 1

PLATANO VERDE+MS 1-2
COCO+PLATANO+MS 1
COCO 0
PLATANO VERDE 0
COCO+PLATANO 0

* Equivalencia: Si=1, No =0, Brotes = 2

Promedio del nimero de raices en Oncidium excavatum

2,
1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Raices

MS
COCO+MS

PLATANO
VERDE+MS
COCO+PLATANO+MS
Ccoco

PLATANO VERDE
COCO+PLATANO

Medios

Figura. 3.4.2 Promedio del nimero de raices en la medida 1 de O. excavatum.
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En Oncidium excavatum hay mayor crecimiento de raices en coco + MS. Le continla
el testigo (MS) y sus mezclas restantes. Los medios sin MS, no presentan ninguln

crecimiento.

Foto 18. Pelos absorbentes en raices de Oncidium

3.5 Analisis de promedios de contaminacion registrados en el proyecto

Resultados de la contaminacién promedio de E. secundum en la siembra

Tabla 3.5.1 Porcentaje de frascos contaminados en las pruebas de E. secundum.

Contaminados

MEDIOS Prueba 1 Prueba 3
MS 27,28 25
COCO+MS 9,09 25
PLATANO VERDE+MS 0 25
COCO+PLATANO+MS 18,18 25
COCO 0 0
PLATANO VERDE 27,27 0
COCO+PLATANO 9,09 25

El nivel de contaminacién en las pruebas es relativamente bajo. La prueba uno con
capsula cerrada demostré obtener menor contaminacion en general. Solo MS y
platano verde fueron superiores al 25 % de contaminacion. Esta contaminacion
puede deberse a incorrectas normas de asepsia en la siembra, a las cuales contribuyo

que el ambiente del cuarto de crecimiento no era el adecuado. La prueba tres con
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desinfeccion sobre semilla obtuvo mayor contaminacion en casi todos los medios, lo

cual nos indica que es mejor realizar la esta limpieza en capsula cerrada.

La contaminacion en el crecimiento no fue registrada, debido a que esta se atribuye
a las condiciones de la sala de incubacién, las cuales permitieron ingresar
contaminacion a los frascos en la primera medida. En el replante siempre se tiene
riesgo de contaminacién en la sala de siembra y en la sala de incubacion por lo que
tampoco se tomo en cuenta. De acuerdo a la observacion de los frascos tanto en la

germinacién como en el crecimiento se puede decir que tuvimos contaminacion por:

hongos, algas y levaduras.

Foto 19. Contaminacion por hongos Foto 20. Contaminacion por algas

Foto 21. Contaminacion por levaduras
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Resultados de la contaminacion promedio de O. excavatum en la siembra

Tabla 3.5.2 Porcentaje de frascos contaminados en la prueba dos de O. excavatum.

MEDIOS Prueba 2
MS 0
COCO+MS 0

PLATANO VERDE+MS | 33,34
COCO+PLATANO+MS 50

COCO 16,67
PLATANO VERDE 0
COCO+PLATANO 66,67

No hubo contaminacion en la prueba uno; todo el porcentaje faltante fue de semilla
no germinada posiblemente debido a que perdio viabilidad en la desinfeccion, le
afect6 la permanencia en refrigeracion o a que las condiciones externas no eran las
adecuadas. En la prueba dos, con excepcion del testigo (MS) y coco mas MS, las
combinaciones de MS con productos naturales, se contaminaron y el crecimiento en
los frascos germinados fue muy escaso. Los medios sin MS, también se
contaminaron pero en este caso no tuvieron ninguna germinacion. La contaminacién

en el crecimiento no fue registrada.
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3.6 Andlisis estadistico de las medidas de crecimiento registradas al cabo de la

observacion en el laboratorio

Andlisis estadistico de las medidas crecimiento en cm. de la variable altura vs.

tratamiento de E. secundum al cabo de cuatro y cinco meses.

Plot of Means
MEDIO Main Effect
F(5,54)=17,16; p<,0000
2,0

18

16

14

12

1,0

Variable: EPIDENDR

0,8

0,6

0,4

0,2
MS MSCOCO MSCOPL MSPLATA PLAT PLATCOCO

MEDIO

Figura 3.6.1 Test estadistico Anova a un criterio en la primera medida.

Al analizar con el test estadistico Anova a un criterio, la variable dependiente (altura)
con la variable independiente (tratamiento) de los datos registrados a los cuatro y
cinco meses (primera medida) de E. secundum, se obtuvo que el mayor crecimiento
en altura es el tratamiento MS con coco y platano (150 g de pulpa de platano y 30 ml
de agua de coco), en segundo lugar se ubico el testigo (MS) y el tratamiento platano
y coco (150 g de pulpa de platano verde y 30 ml de agua de coco), en tercer lugar el
tratamiento MS mas coco ( MS con 30 ml de agua de coco) y en cuarto lugar MS con
platano (150 g de pulpa de platano) y por ultimo el platano (150 g de pulpa de
platano verde) con los valores méas bajos (ver Figura 3.6.1). El tratamiento con agua

de coco no registrd ningun crecimiento.

El test a posteriori de Scheffé mostrdé tres grupos homogeneos diferenciados (ver

Anexo IV: tabla 4.1). En el primer grupo platano y MS mas platano difieren
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significativamente de los otros dos grupos. Platano con coco difiere
significativamente de MS con coco y platano. MS mas coco y MS estan ubicados en

la mitad y no difieren significativamente de MS con coco y platano.

Anélisis estadistico de las medidas de replante en cm de la variable crecimiento
vs. tratamiento de E. secundum al cabo de siete y ocho meses

Plot of Means
MEDIO Main Effect
F(5,54)=16,26; p<,0000
4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

Variable: SEGUNDO

15

1,0

MS MSCOCO MSCOPL MSPLATA PLAT PLATCOCO
MEDIO

Figura 3.6.2 Test estadistico Anova a un criterio en la medida dos.

Al aplicar el test estadistico Anova a un criterio para evaluar la variable crecimiento
en replante en las medidas finales (siete y ocho meses) de E. secundum se observo
que el testigo (MS) dio los mejores resultados, el siguiente tratamiento con mejores
resultados fue MS con coco y platano, en tercer lugar se tuvo el tratamiento de MS
con coco y con valores mas bajos en forma descendente estuvieron MS con platano,

platano y platano méas coco (ver Figura 3.6.2).

El test a posteriori de Scheffé nos dio tres grupos homogéneos (Ver Anexo 1V: tabla
4.2). El primero lo conforma platano con coco, platano, MS maés platano y MS mas
coco; este ultimo esté en la mitad pues también forma parte del grupo dos junto con
MS con coco Yy platano el cual también forma parte del grupo tres, dentro del tercer
grupo asimismo estd MS. MS con coco y platano difiere significativamente del
primer grupo y MS difiere significativamente de los otros dos grupos.
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Analisis estadistico de las medidas crecimiento en cm de la variable altura vs.

tratamiento de O. excavatum al cabo de cuatro y cinco meses

Plot of Means
MEDIO Main Effect
F(5,54)=5,36; p<,0005
2,5

2,0

15

1,0

Variable: ONCID

0,5

0,0

-0,5

MS MSCOCO MSCOPL MSPLATA PLAT PLATCOCO
MEDIO

Figura 3.6.3 Test estadistico Anova a un criterio en O. excavatum.

El mayor crecimiento de altura en O. excavatum al analizar la variable tratamientos
se dio en el testigo (MS) con un promedio de 2,08 cm, el segundo lugar lo ocupd el
tratamiento MS con coco (MS con 30 ml de agua de coco), platano mas MS (MS con
150 g de pulpa de platano verde) se encontro en tercer lugar, en cuarto lugar MS mas
coco con platano y por Gltimo tenemos a los tratamientos sin MS que no registraron

ningun crecimiento (ver Figura 3.6.3).

El test a posteriori de Scheffé nos demuestra que hay dos grupos homogéneos (Ver
Anexo IV: tabla 4.3). El primer grupo lo conforman platano con coco, platano, MS
con coco y platano, MS y platano, y MS con coco. Estos difieren significativamente
de MS. MS con coco y platano, MS y platano, y MS con coco también forman junto
a MS parte del grupo dos. Esto nos dice que el medio de MS es el méas adecuado para
el crecimiento de Oncidium, MS con sus combinaciones si demuestra crecimiento

pero reducido.



Sardi Barzallo y Guzman Cardenas 59

Todos estos resultados nos permiten saber que la influencia de los productos
naturales en los medios de cultivo es positiva de acuerdo a cada variable en estudio.
El comportamiento de las dos especies es distinto frente a los medios. Ademas las
condiciones del laboratorio influyeron en los resultados asi como la manipulacion y

desinfeccion de la semilla que fue diferente en cada caso.

3.7 Analisis bromatoldgico

3.7.1 Agua de coco

Tabla 3.7.1 Nutrientes del agua de coco.

Nutrientes Valores Valores obtenidos **
Tedricos * en laboratorio (%)
Proteinas (g) 0,2 0,085
Lipidos () 0,1 0,056
Carbohidratos utilizables (g) 4,1 2,93
Humedad (%) 95,1 95,29

Fuente: * Montes, 1969 (Leche de coco: Cocos nucifera). Composicién por 100 g de porcion

comestible.

** |_a densidad es practicamente 1g (cm?®) ™" por los resultados que se tomaron en el

laboratorio con un densimetro, es decir el peso es igual al volumen.

De acuerdo a los datos existe uno similar Gnicamente en el porcentaje de humedad de

la muestra (ver calculos en Anexo V).

Los valores obtenidos en el laboratorio de proteinas, carbohidratos y lipidos fueron
bajos en relacion a los teodricos. La diferencia en los resultados, puede deberse al tipo
de agua de coco analizada, que parece haber sido muy madura o tal vez al proceso
de secado demasiado prolongado que altera (carbonizacion de proteinas y de grasas)

la materia organica.
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Foto 22. Muestra de agua de coco secada

Los resultados de proteinas, grasas y carbohidratos son complementarios debido a
que de esta manera se obtiene una dieta balanceada, para las plantulas, en este caso.
Los productos naturales de agua de coco y platano verde son complementarios en el
medio de cultivo, debido a la presencia de hormonas que tienen dentro de sus
componentes. Segun la bibliografia, en el agua de coco y el platano verde existen
hormonas vegetales las cuales influyeron en la germinacion y favorecieron el

crecimiento de tallos, hojas y raices.
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CAPITULO IV

DISCUSION

En esta investigacion se observéd que la germinacion de Epidendrum secundum fue
mejor en todos los medios en la prueba uno con capsula cerrada., debido a que la
semilla tiene menos contacto con el exterior, por lo que hay menos riesgo de
contaminacion y sufre menos al momento de la desinfeccién con el cloro. Esto
coincide con lo reportado por Seaton y Ramsay (2005), quienes observan que al
utilizar la capsula cerrada no son necesarias las técnicas de esterilizacion sobre la
semilla. La tercera prueba, en la que la semilla se desinfectd directamente con el
correcto protocolo de asepsia, los resultados de germinacién fueron algo inferiores
en la mayoria de los medios, en comparacion con la prueba uno. No fue tomada en
cuenta la prueba dos pues tuvo un error en la desinfeccion pues ingresé cloro a la

semillay la prueba en que la semilla perdio fertilidad por la refrigeracion.

Para Oncidium excavatum la desinfeccion se realizo sobre semilla, lo cual si logro
tener buenos resultados. Esta semilla era mas pequefia y debil que Epidendrum,
considerando que tiene un menor material de reserva, tal como dice Sanchez (2007)
(C.P.). Por tanto en el momento de la siembra la manipulacién fue mas dificil. Se
realizaron tambien tres pruebas mas, las cuales no pudieron ser registradas debido a
que no hubo germinacion. En el primer caso la capsula que sembramos estuvo
inmadura, siendo el resultado consecuente con el reportado por Devlin (1976) que
cita que en embriones inmaduros es frecuente el reposo y solo se elimina permitiendo
que el embridn llegue a su desarrollo completo. En el segundo caso la semilla dejo de
ser viable debido a que la capsula no fue recolectada a tiempo y se abrié. En la otra

prueba la semilla permanecié mucho tiempo en refrigeracion y no germino.

En cuanto a la germinacion se pudo obtener que en Epidendrum secundum en la
prueba uno, el medio de coco (100 %) y el de platano con MS (86,37 %) obtuvo la
mejor germinacién pero, el crecimiento en coco se detuvo significativamente a partir
del segundo mes. Los otros medios de MS con productos naturales y el coco méas

platano verde, consiguié una germinacion mayor al 75%. En el testigo (MS) la



Sardi Barzallo y Guzman Cardenas 62

germinacion fue menor (73,87 %). Estos resultados coinciden con el trabajo de
Morel (1974) que observo en Cattleya que el agua de coco promueve la division de
células epidérmicas originando protocormos, pero segun nuestras pruebas no se

puede comparar las respuestas a los medios entre los géneros.

En la prueba tres con desinfeccion de semilla, la germinacion mejord en coco y en
platano verde. Esto puede deberse a que el agua de coco segin Roca y Mroginski
(1991) contiene auxinas y giberelinas, y citoquininas segun Villena y Lala (2002) en
su composicion las cuales actuaron en la germinacion, mejorando el crecimiento de
células. En el platano verde al tener presencia de auxinas y citoquininas (Rodas y
Banderas, 2007) cumplen la funcion de acelerar el desarrollo y el crecimiento en las
plantulas pero en la germinaciéon su efecto es negativo segun Seaton y Ramsay
(2005). Rojas y Ramirez (1993) afirman que en ocasiones, las hormonas determinan
efectos similares, pero hay momentos de desarrollo en los que sobre sus propiedades
comunes, cada hormona suscita respuestas especificas. Las hormonas parecen ser
“reguladoras” en el mantenimiento de ciertas funciones y estructuras, pero varian de
acuerdo a los requerimientos de la especie con la que se este trabajando. Segun
Villena y Lala (2002) la variabilidad en el crecimiento de una plantula a otra esta
determinada por las dosis de los tratamientos, relacionado con el contenido total de
sales, macro y micro nutrientes absorbidos y las necesidades especificas de cada
especie. Por esta razdn se puede asumir que el comportamiento de cada especie
dentro de un mismo género puede ser distinto frente a los tratamientos y en cada fase

de desarrollo.

En Oncidium excavatum la germinacién fue la mejor en el testigo (MS) (83,78%),
seguido por coco mas MS (81,45%) y en los otros medios formulados con productos
naturales y MS, la germinacion fue en menor proporcion. De acuerdo a los
resultados, podemos decir que este género no requiere de adicion de productos
naturales para la germinacion in Vitro; con agua de coco no hay efecto de
germinacion, lo cual es contrario con Sanchez et al (1994) que dice que la
germinacién de especies de Oncidium en medio con agua de coco es positiva para

dos de las tres especies que estudiaron.
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Banderas y Rodas (2007) obtuvieron los mejores resultados, en plantulas trabajadas
con anterioridad en laboratorio, en relacion con el crecimiento y enraizamiento en
Oncidium loxense con Phytamax (ver Anexo Ill: tabla 3.1) combinado con 150 g de
pulpa de banano el cual tiene similar composicion que el platano. Sin embargo
nuestra experimentacion dio resultados contrarios en Oncidium excavatum. Ello
puede deberse a que es probable que el platano o banano, es recomendable para el
ultimo replante como lo confirma Arditti (1979), y no para la germinacion.  Arditti
(1977) ademés sefiala que existe gran heterogeneidad en cuanto al medio a usarse,
algunos medios usados en el cultivo de tejido de orquideas son complejos que
contienen gran  cantidad de compuestos y sus concentraciones Vvarian
considerablemente entre los medios. En nuestro estudio utilizamos el medio de MS
(ver Anexo IlI: tabla 3.1), con los macroelementos diluidos a la mitad, lo cual pudo
influenciar en las variables estudiadas en Oncidium excavatum y Epidendrum

secundum.

No se registrd crecimiento de Epidendrum secundum en el medio con agua de coco.
En la medida uno (cuatro y cinco meses de observacion), se demostrd superiores
resultados en el medio de agua de coco méas platano con MS (1,74 cm) y coco con
platano (1,18 cm). Esto puede deberse a que de acuerdo con Seaton y Ramsay (2005)
el platano es mejor utilizarlo en el crecimiento y no en la germinacion; la
combinacién con agua de coco puede haber sido beneficiosa solo en la germinacién.
Las condiciones del laboratorio no eran favorables debido a que en el mismo no esta
destinado solamente a la investigacién de micropropagacion de orquideas. Sanchez
(2007) (C.P.), dice que el crecimiento en laboratorio de Epidendrum en cinco meses
es de 2,91 cm trabajando en condiciones favorables, lo cual demuestra que el

crecimiento de nuestras plantulas, no fue muy favorable.

Banderas y Rodas (2007) observaron que, al realizar los replantes con frecuencia a
los diez meses los mejores resultados. Los replantes efectuados con mayor
frecuencia (dos y cuatro meses) presentaron un mayor indice de contaminacion y
muerte, es decir, mientras menor fue la manipulacion y exposicion de los explantes
con el ambiente exterior mejores fueron los resultados. La frecuencia con la que se
realicen los replantes es independiente para cada caso segun las exigencias de la

especie con la que se trabaje, aunque algunos estudios reportan que replantar cada
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dos y cada cuatro meses es lo éptimo. En nuestro estudio, el replante se realizé a los
cuatro y cinco meses de germinadas las plantulas, lo cual pudo influir en su tamafio y
en la contaminacién. En la medida dos del replante (siete y ocho meses de
observacion) hubo mayor crecimiento en el testigo (MS: 3,57 cm) por poseer todos
los nutrientes disponibles en el medio; seguido por coco mas platano (2.92 cm).
Sanchez (2007) (C.P.), que trabajo con MS observé un crecimiento éptimo de 4,6 cm
en Epidendrum, es decir que en trabajo de tesis el crecimiento no fue mas o menos

positivo.

En el proceso de crecimiento Oncidium excavatum demostré que el tratamiento con
mejor crecimiento es el testigo (MS) con 2,08 cm (cuatro y cinco meses a partir de
su germinacién), le contina coco mas MS (1,17 cm), lo que demuestra que el
resultado fue muy favorable en comparacion con Sénchez et al (1994) y Sanchez
(2007) (C.P.) que dice que Oncidium crece 1,25 cm en este periodo. Los medios de
productos naturales sin MS no registraron ningun crecimiento. Entonces podemos
decir que el medio natural debe ser afiadido al medio mineral para hacer efecto, pero
que esto difiere entre las especies. Sanchez et al. (1994), dice que el medio de coco y
el medio con banana junto con otros quimicos es recomendado para la germinacion
de las semillas de orquideas de Oncidium y no para el crecimiento, propésito que se
logra al realizar uno o varios transplantes a otros medios formulados para este fin.
Por tanto decimos, que Oncidium excavatum necesita de MS para poder germinar y
crecer y los productos naturales como el platano le ayudan mas en la Gltima fase de

crecimiento de replante como lo confirma Arditi (1979) y Banderas y Rodas (2007).

En cuanto al crecimiento de hojas en Epidendrum secundum, en la medida uno coco
méas MS obtuvo las plantulas con mayor nimero de hojas. Esto puede deberse a la
presencia de auxinas en el agua de coco (Roca y Mroginski 1991), las cuales
estimulan el crecimiento de los apices de las hojas. En la medida dos el testigo (MS)
fue el mejor, debido a la presencia de sustancias favorables para este fin.

En Oncidium excavatum platano con MS, alcanzé méas hojas en las pequefias
plantas. El platano verde, que posee fitohormonas en su composicion, actuaron en el
crecimiento y alargamiento de las hojas. Esto concuerda con Sanchez et al (1994)

dice que al utilizar el banano en Oncidium cucullatum se da el primer brote de hojas.
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El enraizamiento de Epidendrum secundum en la medida uno (cuatro y cinco meses
de observacion), fue constante (una raiz) en los medios del testigo (MS) y en sus
combinaciones con coco y platano, lo cual nos dice que en la aparicion de raices no
influyen los productos naturales para ese tiempo. En el replante medida dos (siete y
ocho meses de observacion) el testigo (MS) y coco mas platano con MS, aument6 en
una raiz y en pequefios brotes. En el medio de coco y platano crecié una raiz lo cual
puede deberse a la presencia de fitohormonas, presentes en los productos naturales,

las cuales permitieron la formacién y crecimiento de raices.

En el enraizamiento de Oncidium excavatum el mejor tratamiento fue el de coco con
MS que presentd dos raices, conjeturando que esto se debe a que estan presenten las
auxinas y giberelinas en el agua de coco (Roca y Mroginski 1991). En el testigo
(MS), en MS con platano y en MS mas coco y platano se obtuvo una raiz. Estos
resultados son contrarios a lo que obtuvo Sanchez et al (1994) el cual probo en tres
especies de Oncidium medios con coco y banano y no obtuvo ningun resultado de
crecimiento radicular debido a que segun estos mismos autores, este proceso

metabolico se alcanza con el transplante de plantulas.

La concentracion de los productos naturales pudo influir en los resultados de
germinacién, crecimiento, enraizamiento y numero de hojas, debido a que la cantidad
de agua de coco utilizada (30ml I™') fue una nueva prueba en el medio para
orquideas, pues Sanchez et al (1994), recomienda utilizar 100 ml I y Silva (1972)
dice que en orquideas se usa 150 ml 1. En el caso del platano verde (150 g17) la

concentracion coincide con Hurtado y Merino (1988) que dice que este medio es el

recomendado para orquideas.

La contaminacion registrada en la investigacion de Epidendrum secundum fue mas
baja en capsula cerrada. Podemos decir coincidiendo con Seaton y Ramsay (2005)
que la infeccion de agentes patdgenos en la germinacion se debi6 a que estos fueron
introducidos en el momento de la siembra o debido a que la desinfeccion no fue
suficiente para erradicar todos los contaminantes los cuales pudieron quedar
encapsulados. En el crecimiento en la medida uno después del segundo mes hubo

influencia del ambiente del cuarto de crecimiento que al condensarse ingresé al
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frasco (Seaton y Ramsay 2005). Este ambiente estuvo contaminado debido a la
presencia de siembras de hongos comestibles. En la medida de replante el riesgo de
contaminacion de la nueva siembra y el cuarto de crecimiento fueron las causas de la

contaminacion.

En Oncidium excavatum la contaminacion se presentd solo en algunos medios de la
prueba dos, debido a que las normas de asepsia en la desinfeccién y siembra no
fueron las adecuadas. Esto lo confirma la prueba uno en la cual se realizd un proceso
de desinfeccién muy fuerte lo cual provocé cero contaminacion pero ademas semilla

infértil por quemado, que no germind en platano verde mas MS.

Los medios de productos naturales produjeron en las plantulas del replante color
amarillento y luego muerte. Esto se puede deber segin Seaton y Ramsay (2005) a la
produccion de gas etileno (potente hormona vegetal) o a la presencia de CO, dentro
del frasco debido a la metabolizacion de la azucar del platano (que madurd). Cuando
hay acumulacion de hormonas o0 exceso de sales, se observa también una coloracion
amarilla sobre las hojas y no un verde intenso que es lo normal (Ansaloni
2007)(C.P.). Con esto podemos expresar que el medio de platano verde y el medio de
coco mas platano verde produjo por cualquiera de estas causas color amarillento y

posterior muerte en los explantes de replante de Epidendrum.

Los productos naturales en Epidendrum secundum tuvieron diferentes aportes. Estos
no se pueden discutir, debido a que nuestro estudio es pionero en este género. En el
medio de agua de coco se obtuvo la mejor germinacién, pues este influyé
positivamente en la formacién de protocormos; pero, la falta de compuestos
minerales, detuvo el crecimiento. Es por ello, que la mezcla de MS con agua de
coco, si obtuvo buen resultado en germinaciéon y crecimiento en fase inicial y
replante. La combinacién de platano y coco con MS fue buena en la germinacion y
en el crecimiento; esta mezcla sin MS obtuvo germinacion pero limitado
crecimiento. Esto confirma que estos dos productos naturales son complementarios y
demuestran resultados mas positivos para las orquideas. El platano verde con
complejos quimicos y sin MS logré buena germinacion pero poco crecimiento, lo
que confirma lo dicho por Arditi (1979) y Banderas y Rodas (2007), el platano es

positivo en el Gltimo replante en crecimiento de tallos y raices.
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La contribucion de los medios organicos es distinta en cada etapa de desarrollo de las
semillas de Oncidium. En nuestro estudio con platano verde no se obtuvo buen
resultado en la germinacion, ni en las primeras fases de crecimiento de Oncidium
excavatum, pero si hubo un desarrollo positivo de raices. Esto es contradictorio con
Sanchez et al (1994) que dice que los productos organicos como el banano son
especificos para la germinacion y no para el crecimiento de algunas especies de
Oncidium. Sin embargo en Banderas y Rodas (2007) la aplicacidn sobre plantulas
madres en ultimo replante de 150 g de pulpa de banano obtuvo los mejores
resultados para el desarrollo del tallo como de raices de Oncidium loxense. Con agua
de coco la germinacion fue positiva pero en el crecimiento fue pobre en relacion al

testigo (MS), lo cual coincide con Sanchez et al (1994).
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CONCLUSION

En nuestra tesis podemos concluir que a nuestro mejor conocimiento, no se han
desarrollado estudios sobre el cultivo de orquideas del género Epidendrum, por lo
cual nuestro trabajo es un aporte en el estudio de este género. En cuanto a Oncidium
nuestros resultados han sido muy positivos comparado con otros estudios y es
complementario con el estudio de Banderas y Rodas (2007), para este género. La
proveniencia de la semilla es determinante para asegurar la fertilidad de la misma, es

mejor si se utiliza semilla recién colectada de invernadero y en capsula cerrada.

Los productos naturales en Epidendrum secundum tuvieron diferentes aportes. En
general el agua de coco, que tiene auxinas, giberelinas y citoquininas dentro de su
composicion, influye positivamente en la formacion de protocormos y en el
crecimiento en fase inicial y replante. El platano verde, que tiene auxinas y
citoquininas, obtuvo resultados positivos en la formacion de hojas y enraizamiento,
pero presentd plantulas amarillentas en la segunda medida. Por ello decimos que el
testigo (MS) es un medio formulado para el crecimiento de hojas en las siguientes
fases de maduracion de las plantulas. En el estudio se comprobd que los productos
naturales son positivos en la germinacion de Epidendrum y en el caso del agua de

coco mas MS en el en el crecimiento.

Por ello concluimos que el medio de cultivo méas eficiente para Epidendrum
secundum es distinto en cada variable. En la germinacion son beneficiosos los
productos naturales (agua de coco y platano verde), pero en el medio de agua de coco
el crecimiento se detuvo a partir del segundo mes debido a la falta de nutrientes. En
el crecimiento de Epidendrum secundum en la medida uno (cuatro y cinco meses de
observacion) el medio de coco con platano mas MS fue el mejor, por lo cual
afirmamos que el medio si influyé significativamente en el crecimiento de E.
secundum en su primera medida. Para la segunda medida (siete y ocho meses de
observacion) el testigo (MS) logro plantulas mas altas y se puede decir que es 6ptimo
para el crecimiento de E. secundum. Por tanto el medio también influyo
significativamente en el crecimiento del replante. En el nimero de hojas el MS con

coco fue mejor en la observacion uno y el testigo (MS) mejord la variable en la
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observacion dos. En el enraizamiento es el testigo (MS) y platano mas coco con MS
el que obtuvo mayor nimero. En general el testigo (MS), fue el mejor medio en las

variables estudiadas, sin contar con la germinacion.

El aporte de los medios organicos es distinto en cada etapa de desarrollo de las
semillas de Oncidium excavatum. En nuestro estudio con platano verde solo se
obtuvo buen nimero de hojas, puesto que los aportes de platano son mas positivos en
el dltimo replante. Con agua de coco el enraizamiento fue mejor, aunque también
obtuvo un buen nivel de germinacion. Podemos decir entonces, que no es necesario
utilizar las combinaciones de MS con productos naturales en esta especie, pues estos
no mejoraron la germinacion y crecimiento en comparacion con el testigo (MS),

pero si se optimiza el nimero de hojas y el enraizamiento.

En Oncidium excavatum podemos concluir que el medio de cultivo mas eficiente es
el testigo (MS) en germinacién y crecimiento. Los medios de productos naturales
mas MS produjeron germinacion y crecimiento en menor proporcion, por tanto el
medio si influy6 significativamente en el crecimiento. Los medios de productos
naturales no obtuvieron germinacién ni crecimiento debido a que las exigencias de la
semilla son méas especializadas que Epidendrum. Para el nimero de hojas es mejor

platano mas MS y en el enraizamiento es coco con MS.

En la composicion de los nutrientes del agua de coco podemos decir que los valores
obtenidos en el laboratorio de proteinas, carbohidratos y lipidos fueron algo
inferiores en relacién a los tedricos. La diferencia en los resultados, se debio6 a que el
agua de coco analizada fue muy madura o a que el proceso de secado demasiado
prolongado alter6 la materia organica. Los resultados de proteinas, grasas y
carbohidratos son complementarios debido a que de esta manera se obtiene una dieta

balanceada, para las plantulas, en este caso.

La adicion de agua de coco y platano verde brinda un aporte complementario en el
medio de cultivo, debido a la presencia de fitohormonas que tienen dentro de sus
componentes. Estas hormonas vegetales influyeron en la germinacion y favorecieron
el crecimiento de tallos, raices y hojas. Los resultados de medios con combinacion de

coco y platano son optimos, pues mejoraron las variables en estudio.
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RECOMENDACIONES

Trabajar en un laboratorio destinado solo a la micropropagacion de orquideas, el cual

guarde las correctas normas de asepsia.

Publicar todos los estudios en micropropagacion de orquideas pues son muy escasos

y se requieren como base informativa para otros estudios.

Realizar analisis especificos de hormonas vegetales en el platano verde y en el agua

de coco para poder validar la presencia de estos productos en estas fuentes naturales.

Probar diferentes concentraciones de los medios formulados con productos naturales
para favorecer su densidad y viabilidad, debido a que los 150 gr 1" de platano verde,
hacen dificil el manejo del medio debido a que es muy denso y que los 30 ml | de
agua de coco parecen haber sido una cantidad muy minima para optimizar las
variables en estudio. Esto es necesario debido a que la cantidad de productos
vegetales puede determinar un cambio en los resultados de las variables que se

estudiaron.

Efectuar nuevos estudios del género Epidendrum, teniendo como base inicial nuestra
tesis. Utilizar las combinaciones con productos naturales en la germinacion y no para

la fase de crecimiento de Epidendrum secundum.

En Oncidium excavatum alguna desinfeccién provocé quemadura de las semillas, por
lo cual recomendamos utilizar la capsula cerrada. Usar el medio de cultivo MS sin
productos naturales que es el mejor, aungue el agua de coco estimula la germinacién

y la formacion de raices y el platano verde el crecimiento de hojas.

La capsula de semilla de orquidea debe ser obtenida de preferencia de invernadero,
pues su formacion puede ser inducida entre plantulas compatibles, con ello se
asegura la fertilidad de la misma y por tanto existe una mayor probabilidad de
crecimiento. Ademas se disminuye la probabilidad de contaminacion.
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ANEXO |

Caracteristicas de Epidendrum secundum

‘%

EPIDENDRUM SECUNDUM Jacq. PLATE 096

Text on reverse side leones Plantarum Tropicarum

Fuente: Dodson ,, et al 1989
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Distribucion en el Ecuador de Epidendrum secundum

-

ECUADOR

Fuente: Dodson ,, et al 1989
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ANEXO I

Caracteristicas de Oncidium excavatum

Text on reverse sids

ONCIDIUM EXCAVATUM Lindl. PI:.TA‘I'E 474
I Pi picarum

Fuente: Dodson , et al 1989
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Distribucion en el Ecuador de Oncidium excavatum

Fuente: Dodson , et al 1989
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ANEXO Il

Tabla 3.1 Mezcla de sales de medios de cultivo (mg I’l) para orquideas

FORMULACION
Murashige y
Murashige y Skoog Skoog Phytamax
(original) * (utilizado) | (recomendado)**
Nomenclatura Sales 1962 P6797
mg |~ mg |~ mg |~
Nitrato de amonio | (NH4)NO; 1650 825 825
Sulfato de amonio | (NH,;).SO, 0 0 0
Acido borico HsBO,4 6.3 6.2 3.1
Cloruro de calcio CaCl, 440 220 0
Nitrato de calcio Ca(NO3), 0 0 0
Nitrato de sodio NaNO; 0 0 0
Cloruro de cobalto |Co Cl, 0.025 0.5025 0.0125
Sulfato ferroso Fe SO, 27.8 27.8 27.85
Sulfato de magnesio | MgSQO, 370 185 90.35
Sulfato de 22.3 8.45
manganeso MnSQO, 16.9
loduro de potasio | KI 0.83 0.83 0.415
Nitrato de potasio | KNOs 1900 950 950
Fosfato de potasio | K, POy 170 85 85
Sal sodica de etilen
dinitril tetracetato |EDTA 37.3 37.3 27.85
Molibdato de sodio | Na, MoO, 0.25 0.25 0.0125
Sulfato de zinc ZnSQO, 8.6 8.6 5.3
MES (buffer) 0 0 1000
*Fuente: Hurtado y Merino 1988.
** Fuente: Sigma Cell Culture Reagents 1991.

Tiamine 10 mg 1™

A..

Nicotinico 5 mg |~

Mioinositol 100 mg |~

Sacarosa 20 gramos

Agua aforar a 1000 cm®

Agar 6 gramos

pH 55 5.6

Platano verde 150 gr|™

Aguadecoco 30 mll™
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Tabla 3.2 Algunos componentes organicos del agua de coco

Aminoacidos

Aspartico, glutamico
Serina, aminobutirico
Asparagina, Glicina
£ - Alanina, Treonina
Histidina, Glutamina
Arginina, Lisina
Valina, Metionina
Tirosina, Prolina
Homoserina
Fenilalanina
Hidroxiprolina

Otros compuestos nitrogenados

Amonio, Etanolamina
Dihidroxifenilalanina

Acidos organicos
Shikimico, quinico
Pirrolidona — carboxilico
Succinico, malico
Citrico y desconocidos

AzUcares

Sacarosa, Glucosa
Fructuosa

Alcoholes de azUcar
Sorbitol

m- Inositol
Siloinositol

Fuente: Roca y Mroginski 1991

Vitaminas

Acido nicotinico
Acido pantoténico
Biotina, Riboflavina
Acido félico
Tiamina

Piridoxina

Acido ascérbico

Sustancias de crecimiento

Auxinas

Giberelinas

1, 3 - Difenilurea
Zeatina

Glucosido de zeatina
Ribosido de zeatina

Otros

ARN - Polimerasa
Uracilo, Adenina
Leucoantocianinas
Fosfatasa acida
Diastasa
Deshidrogenasa
Peroxidasa
Catalasa
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ANEXO IV

TEST A POSTERIORI DE SCHEFFE

Anélisis de Medidas Crecimiento en cm. de la Variable Altura vs. Tratamiento

de Epidendrum secundum al cabo de 4 y 5 meses

Tabla 4.1 Test Scheffé en la primera medida de Epidendrum secundum

e Scheffe test; variable EPIDEMDR (new.sta) x
GENERAL Homogeneous Groups., alpha=. 05

MHAHOWVA MAIN EFFECT: HEDIO

HEDTIO Mean 1 2
FLAT {5% 400000 HEHH

MSPLATA {47} 455000 HEHH

FLATCOCO {6} 1.130000 EEEH

MSCOCD 12% 1.145000 HEFE EENH
M5 11t 1.130000 HEHH EEHH
MSCOEL 1,740000

Analisis de Medidas de Replante en cm. de la Variable Crecimiento vs.

Tratamiento de Epidendrum secundum al cabo de 7 y 8 meses

Tabla 4.2 Test Scheffé en la segunda medida de Epidendrum secundum

i Scheffe test: variable SEGUNDO (new.sta) x

GEHERAL Homogeneou=s Groups, alpha=, 05

HANOVA MAIN EFFECT: HEDIO

HEDIO Mean 1 2

PLATCOCO {6} 1.495000 EEHH

FLAT {51} 1.510000 EEHH

MSPLATA {4} 1.560000 EEHH

HSCOCO {2t 2470000 EENX HEFH

HSCOFL £3% 2.920000 HEFH EEEE
{11 3.570000
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Andlisis de Medidas Crecimiento en cm. de la Variable Altura vs. Tratamiento

de Oncidium excavatum al cabo de 4 y 5 meses

Tabla 4.3 Test Scheffé en la primera medida de Oncidium excavatum

i Scheffe test; variable ONCID (new.sta) - ||

GENERAL alpha=,0&
MANOVA

Homogeneous Groups.
HAIN EFFECT: MEDIO

MEDIO 1 2
PLATCH ] HEEEE

PLAT {5} o,o00000 HHEEE

MSCOPL {31 LBFO000 HEEEE HEEE
MSPLATA {4} LCAE5000 HEEEE HEEE
MSCOC0 {21 1.170000 HEEEE HEEE
MS f1% 2.080000 HEXHE
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ANEXO V
ANALISIS BROMATOLOGICO
PLATANO VERDE
Proteinas (Determinacién de nitrogeno total)
Método del azul del Indofenol

Reactivos:
- Solucioén de Selenio
4,2584 g de didxido de selenio al 99% en 20 ml de acido sulfurico concentrado y

aforar a un litro.

- Medio de solucidn bésico
32 g de hidroxido de sodio y 56 g de tartrato de sodio y potasio y aforar a un litro.

- Hipoclorito de sodio al 30%

-Agente de salicilato

80gr de salicilato de sodio y 0,7 g de nitro prusiato de sodio, aforar a un litro.

- Solucion de acido sulfurico

50 cm? de &cido sulfdrico concentrado, aforar a un litro.

- Solucion madre de nitrégeno 1000 ppm

4,714 g de sulfato de amonio, aforar a 1 litro.

- Peréxido de hidrégeno al 30%
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a) Extraccion de la muestra

Se pesa de 0,1 a 0,2 g de muestra desecada, se la coloca en el tubo Kjeldahi. Se
afiade 2 ml de peroxido de hidrégeno al 30%, 2 ml de solucién de selenio y 5 ml de
acido sulfarico concentrado (se debe tener la precaucion de colocar los tubos en la
base apropiada con un poco de agua para evitar que el acido se caliente y se

derrame). Y se procede a la extraccion.

La destruccion debe seguirse hasta que la solucion pierda totalmente el color:
Destruccion previa: 30 minutos a 90 — 100 °C

Destruccion: 2 horas aproximadamente a 380 — 400 °C

Después de esto se deja enfriar completamente y se afora con agua destilada a 100

cm?® (se afora poco a poco y mezclando bien las soluciones). Las soluciones se pasan

a un matraz.

Para la curva de calibracion se debe preparar los patrones de Nitrégeno:

De la solucién madre de nitrégeno (1000 ppm) se toma 1, 2, 3, 4, 5 cm?® y se afora

con solucion de &cido sulfarico a 100 cm ® obteniendo concentraciones de 10 ppm, 20

ppm, 30 ppm, 40 ppm, 50ppm respectivamente.

b) Determinacion

La muestra, el blanco y los patrones se trabajan por igual.

En un matraz se coloca 1 cm? de solucién de muestra, 6 cm? de medio de disolucién

basico, 4,2 cm*de hipoclorito y 4,2 cm® de salicilato.

Se colocan en bafio maria a 37 °C por 15 minutos hasta que se desarrolle el color
(azul), luego se lee la absorbancia de cada uno de ellos en un espectrofotometro a
654, 4 nm.
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Formula:

ppm(leidos)*6.25
10

% proteinas =

(Tinoco 2002).
Carbohidratos utilizables
Método manual de la Antrona de Glegg
El método de antrona se basa en la capacidad que tienen algunos azucares en
deshidratarse al estar en contacto con el acido sulfdrico y que en presencia de esta
forman compuestos de color azul.
Reactivos:
- Acido perclérico al 52%
- Acido sulfdrico al 69%
- Reactivo de la antrona al 0,1% (9,10 dihidro — 9 — oxoantraceno)
- Solucion patron de glucosa (1000 ppm)
- Solucién patron de glucosa diluida (50, 100, 200 ppm)

a) Extraccion de la muestra

- Pesar 1 g de muestra desecada 0 2.5 g de muestra humeda conteniendo 60 — 300 mg
de carbohidratos utilizable total.

- Transferir cuantitativamente a una probeta graduada de 100 ml provista de tapdn.

- Afadir 10 ml de agua y agitar con una varilla para dispersar completamente la

muestra.
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- Afadir 13 ml de reactivo de acido perclorico al 52%.

- Agitar frecuentemente con la varilla durante 20 minutos como minimo.

- Lavar la varilla con agua y diluir el contenido a 100 ml.

- Mezclar y filtrar hacia un matraz volumétrico de 250 ml.

- Lavar la probeta con agua y transferir los lavados al matraz volumétrico.

- Diluir hasta la sefial de enrase con agua y mezclar perfectamente.

b) Determinacion

- Diluir 10 ml de extracto de muestra extraida a 100 ml con agua destilada.

- Pipetear 1 ml de filtrado diluido a un tubo de ensayo.

- Pipetear como blanco 1 ml de agua y de igual manera con las soluciones patrones

previamente separadas.

- Pipetear rapidamente a todos los tubos 5 ml de reactivo de antrona recientemente

preparado. Tapar los tubos y mezclar perfectamente.

- Colocar los tubos en bafio de agua hirviendo durante 12 a 15 minutos para que

desarrolle color.

- Una vez frias las muestras, transferir las soluciones a cubetas de vidrio de 1cm de
camino oOptico y leer la absorbancia de la muestra y patrones de 626,0 nm frente al

blanco preparado con los reactivos.
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Formula:

ppm(leidos) *10*250
10000( pesomuestra)

=% Hidratos de carbono

Nota: los patrones de glucosa y la antrona se deben preparar para el analisis (Tinoco
2002).

Lipidos

Meétodo de Soxhlet *

Reactivos:

- Eter de petroleo.

a) Determinacion

- Se recomienda trabajar con la muestra desecada.

- Transferir el residuo seco a un cartucho de extraccion.

- Limpiar la capsula de desecacion con pequefios copos de algodén humedecidos con

éter de petroleo y transferir los copos al cartucho.

- Colocar el cartucho en el extractor y conectar un balén tarado conteniendo

aproximadamente 100 ml de éter. Conectar el extractor a un condensador Soxhlet.

- Extraer la muestra, bajo reflujo, sobre bafio de agua o de vapor durante 2-3 horas.

- Desecar el balon conteniendo el residuo de grasa en estufa de aire a 100 °C hasta

eliminar las Ultimas trazas de éter.
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Calculo:
Peso de la muestra antes de la desecaciéon: W1
Peso del baldn sin grasa: W2

Peso del balon con grasa W3

{(W3 - W2)/W1}* 100 = grasa extraible %.

{M

}*100 =% grasa extraible
w1

* (Tinoco 2002: Método adecuado a las condiciones de laboratorio).
Humedad

- Desecar la capsula vacia en la estufa durante 15 minutos, enfriar en el desecador y

pesar.
- Colocar 5 g de muestra en capsula y pesarla.

- Desecar hasta peso constante.

- Enfriar la cpsula y pesar nuevamente una vez que ya este fria.
Calculos:

M 1 cépsula vacia

M 2 capsula + muestra

M 3 cépsula + muestra desecada

{MZ—MB

*100 =% Humedad
M2-M1

(Tinoco 2002).
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Cenizas
Desecar 5 g de muestra.

Esta muestra desecada sera calcinada en una mufla a 400 °C aproximadamente por

dos horas o hasta obtener cenizas de color gris claro.

Nota: si se desea obtener las cenizas completamente blancas se puede adicionar unas
gotas de &cido nitrico.

Célculo:
M 1 cépsula vacia

M 2 capsula + muestra

M 3 cépsula + muestra calcinada

{M3—M1

*100 =% Cenizas
M2-M1

(Tinoco 2002).
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AGUA DE COCO

Proteina

Meétodo de Kjekdhal
A partir de la lectura de los patrones se prepara la curva de calibracion, poniendo en

ordenadas la lectura de absorvancia y en abscisas la concentracion de los patrones,

asi:

Lectura de Absorbancia de acuerdo ala
Tabla. 5.1 Lectura. Concentracion de los Patrones de N
PPM | Absorbancia 0,8

0 0 /'

10 0,032 g 06
30 0,11 S
50 0,23 S

o]

<

0,4 /\,l/
0,2

70 0,347
90 0.363 /
0 \

120 0,718
0 50 100 150

Concentracion ppm

Figura 5.1 Lectura de absorbancia de patrones de N.

A partir de la curva anterior se obtuvo la siguiente gréafica de regresion lineal:

Regresion Lineal

0,8

_»

0,6
.8 /
o
g 04
o /
-
2 02
o)
< /

O ’/ T T
0 50 100 150
-0,2

Concentracion ppm

Figura 5.2 Regresion lineal
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Para obtener la concentracion de las muestras nos basamos en la curva de calibracion
de los patrones de 0 a 30 ppm (debido a que es en esta zona en donde estan los
valores de absorbancia de las muestras) en la cual a base de la lectura del
espectrofotdmetro, se obtiene la concentracion en ppm. Para determinar el valor real
de cada muestra de acuerdo a la lectura del espectro, se resta el valor correspondiente

al blanco, que tiene el color de los reactivos del espectro de las muestras.

Lectura de Absorbanciade 0 a 30 ppm

0,15

0,1 /
0,05 /
O / | |
$/ 10 20 30 40
-0,05

Concentracion ppm

Absorbancia

Figura 5.2 Lectura de espectrofotometro

Tabla5.2 Lectura  corregida

Absor.
Muestra | Absorbancia| real
1 0,07 0,059
2 0,062 0,051
3 0,064 0,053
4 0,045 0,034
Blanco 0,011

A partir de ello se puede determinar la concentracion de las muestras en funciéon a los
patrones de concentracion de N. En la grafica se coloca el valor de absorbancia de la
muestra en las ordenadas hasta la curva de calibracién y de alli con una perpendicular

se obtiene el valor en la concentracion en ppm en las abscisas.
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Concentracion de las Muestras de acuerdo a los
0,14 Patrones de
0,12
0,1
0,08
0,06
o
0,04
0,02 i
0 T T T T
-0,02 5 10 15 20 25 30 35
-0,04
-0,06
Concentracién ppm
Figura 5.3 Concentracién de muestras
Tabla 5.3 Absorbancia Tabla 5.4 Absorvancia 1
ppm | Absorbancia ppm | Absorbancia
0 -0,036886 0 -0,036886
10 0,0187406 10 0,0187406
30 0,129995 12,7 0,034
15,7 0,051
16,05 0,053
17,1 0,059
30 0,129995

Para determinar la cantidad de Nitrogeno en 100 cm*® de aforo se calcula asi:

N en100cm? = ppm*100
1000000
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Con ello se obtiene que la cantidad de Nitrégeno en las muestras es:

Tabla 5.5 Cantidad de N en 100 cm®

PPM | Absorbancia| N en 100cc
17,1 0,059 0,00171
16,05 0,053 0,001605
15,5 0,051 0,00155
12,5 0,034 0,00125

Para obtener el porcentaje de Nitrogeno de la muestra, se multiplica por 100 y se

divide para la cantidad de muestra, asi:

Y finalmente para obtener el porcentaje de proteina se multiplica este Gltimo valor

N *100

%N =

0,5g

por 6,25 que la relacion de N a proteina en vegetales.

Tabla 5.6 Porcentaje de proteina

% de N en %
PPM | N en 100cc muestra Proteina
17,1 0,00171 0,342 2,1375
16,05 | 0,001605 0,321 2,00625
15,7 0,00157 0,314 1,9625
12,7 0,00127 0,254 1,5875
[ Promedio | 15,3875 | 0,00153875 0,30775 1,9234375

La cantidad de proteina en 100 g de materia seca es de 1.923 g.

El porcentaje de proteina en el agua de coco, considerando la humedad de 95,29%

€es:

(Carrion, 1968).

1,923*4,71 = 0,09

100
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Lipidos
Meétodo de Soxhlet
La determinacion se realiza por diferencia de peso de la muestra, luego de extraer la
grasa en un equipo Soxhlet. Para calcular la cantidad de grasa de la muestra de coco,
se realizo lo siguiente:
Muestra

Peso de la muestra antes de la desecacion: 5,0046 g.

Peso del balon de 250 ml sin grasa: 116,1856 g.
Peso del balon de 250 ml con grasa: 116,2452 g.

{(116,24.52 g — 116,1856 g /5,0046 g}* 100 = %grasa extraible

{ M} *100 =1,1909 % grasa extraible

5,0046

El porcentaje obtenido de grasa en la materia seca hay que relacionarle a 100 de agua

de coco, considerando que esta tiene una humedad de 95.29 %:

1,1909 * 4,71 =0,056
100

Este Gltimo valor corresponde al porcentaje de grasa en el agua de coco.

En esta prueba se obtiene un resultado algo inferior a lo que da la literatura y es lo

mas cercano a los datos reales (Montes, 1969).
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Hidratos de carbono

Metodo Fehling con hidrdlisis acida

Calculo del factor de fehling:

100 cm? sol glucosa 0,5 g de glucosa

10 cm?® sol glucosa 0,05 g de glucosa

10 cm?® de solucion de Fehling deberian ser reducidos por 0.05 g de glucosa
contenidos en 10 cm*® de solucion de glucosa; 8.6 ml de glucosa para reducir 10ml

de reactivo de Fehling, por tanto:

10 ml 0,05ml
8,6 mi X = 0,043g de glucosa

Calculos de la muestra:

Peso de la muestra =10 g (10 cm?).

Se aforaron a 100 ml con agua destilada.

Volumen de filtrado empleado (en precipitado rojizo) = 13,2 ml

13,2 ml 0,043 g de glucosa

100 ml X = 0,3257 g de glucosa
10 ml de muestra 0,3257 g de glucosa
100 ml x = 3,257 g de glucosa

Factor de conversién de glucosa a almidon: 0,9
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Hidratos de carbono expresados como almidon =
3,257 g x0,9= 2,93 % (p/p)

Los valores de azUcares totales son ligeramente menores de los teéricos debido al
grado de madurez o al tipo de coco (Osborne y Voogt 1986).

Humedad

Para determinar la cantidad de materia seca se realizo lo siguiente:

Calculos:

PO =534,5 ml.

P 1 capsula vacia = 151,0947 g.

P 2 capsula + muestra desecada = 176,2869 g.
Peso de materia seca: 25,1922 g.

Peso de agua evaporada = 509,31 g.

P2 - P1=25,1922 g.

PO- Peso de materia seca = 509,31 g.

% humedad = 509,31 g *100
534,59

% humedad = 95,29





