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EVALUACION DE CUATRO MEDIOS DE CULTIVO PARA LA GERMINACION DE
SEMILLAS Y DOS MEDIOS DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO INICIAL DE
PLANTAS DE Lycaste lasioglossa Rchb.f.

EVALUATION OF FOUR CULTURE MEDIA FOR SEED GERMINATION AND TWO
CULTURE MEDIA FOR INITIAL GROWTH OF PLANTS Lycaste lasioglossa Rchb.f.

RESUMEN

En la amplia diversidad floristica que existe en Guatemala, las orquideas son
consideradas de importancia economia debido a sus hermosos disefios y color de las
flores, sin embargo en su habitat sufren perturbaciones debido a la deforestacion,
variacion climatica, extraccion directa del bosque para uso comercial y de uso ornamental,
por ello especies de la familia Orchidaceae se encuentran en peligro de extincién y al no
buscar soluciones ante tal problematica, se corre el riesgo de la extincién de la especie

Lycaste lasioglossa Rchb.f .

En la actualidad la propagacion de las orquideas con métodos convencionales permite la
germinacion de cinco a seis plantas por cada capsula de L. lasioglossa obteniéndose un
minimo porcentaje de germinacion (0.0001%). Sin embargo la propagaciéon in vitro de
orquideas constituye una herramienta por medio de la cual, al definir los medios de cultivo
y las condiciones de cultivo, se incrementa significativamente la germinacién de semillas

de orquidea y el crecimiento de las plantas.

En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala se evaluaron cuatro medio de cultivo para la germinacion de
semillas y dos medios para el crecimiento inicial de la orquidea L. lasioglossa. Los medios

de cultivo evaluados para la germinacién de semillas fueron: medio de cultivo Murashige y



Skoog, medio de cultivo Kudson “C” Modificado, medio de cultivo Archila y medio Morel
1965.

Los medios de cultivo Archila y Knudosn “C” modificado mostraron los mejores resultados
en porcentaje de germinacién con 61.05 % y 58.9 % respectivamente, estadisticamente no
existio diferencia entre ellos. Los medios de cultivo MS y Morel 1965 mostraron un menor

porcentaje de germinacion siendo 24.7 % y 18.18 % respectivamente.

En el crecimiento inicial de plantas de L. lasioglossa el medio de cultivo en el cual se
observd la mayor altura fue el medio Archila con 5.7 mm, le siguié el medio de cultivo
Knudson “C” modificado, en el cual se observd una altura de 4.2 mm en las plantas. Al
realizar analisis combinado de medios para la germinacion de semillas y medios de cultivo
para el crecimiento inicial, estadisticamente el medio de cultivo Archila fue mas efectivo.
Cuando se germinan semillas en el medio Archila y se trasladan las semillas germinadas
al mismo medio se produce mayor crecimiento, en comparacion con el medio de cultivo
Knudson “C” Modificado. Se recomienda el uso del medio de cultivo Archila, el cual
ademas es simple y existe mayor facilidad de adquirir los componentes para su

elaboracion.

La investigacion realizada es una contribucién para la conservacion de la variabilidad
genética de la biodiversidad de Guatemala, debido a que se han evaluado y obtenido

resultados que incrementan la eficiencia para la propagacion in vitro de L. lasioglossa.
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1 INTRODUCCION

Guatemala es un pais considerado como centro de origen y con alta diversidad floristica,
se han reportado aproximadamente 800 géneros y unas 35 000 especies de orquideas,
pero se encuentran amenazadas debido a factores como extraccion directa de la
naturaleza para venta como ornamento, incendios forestales, pérdida de cobertura

forestal y la variacion climatica que se ha observado.

El Consejo Nacional de Areas Protegidas ha dado a conocer un listado de especies
amenazadas en Guatemala (CONAP, 2009); la especie Lycaste lasioglossa Rchb.f no se
encuentra en ese listado, sin embargo, debido a su utilizacién con fines ornamentales,

puede en el futuro ser parte de este listado en caso no se regule su aprovechamiento.

En la actualidad se obtiene de cinco a seis semillas germinadas por capsula de L.
lasioglossa, cuando se propaga por semilla utilizando métodos convencionales,

obteniéndose un aproximado de 0.0001% de germinacion (Lucas, 2015)

El cultivo de tejidos vegetales es una de las herramientas de la biotecnologia por medio
de la cual se realiza la propagacion in vitro y esta basada en el principio de la totipotencia,
el cual establece que las células vegetales tienen la capacidad de regenerar una planta
completa (Pierik RLM, 1988). En la constante busqueda de informacion y actualizacion de
tecnologias asociadas al cultivo de tejidos vegetales, se han realizado estudios para la

micro propagacion de orquideas (Busso, 2008).

En este documento se presenta el informe de la evaluacion de dos medios de cultivo para
la germinacion de semillas y dos medios de cultivo para el crecimiento inicial de las

plantas de L. lasioglossa

El medio de cultivo Archila mostré los mas altos porcentajes para la germinacion de

semillas de la especie L. lasioglossa (61.05 % de germinacion), seguido del medio de



cultivo Knudson “C” Modificado con 58.92% de germinacion, aunque sin presentar
diferencia significativa, luego el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) con el 24.75%
de germinacion y el medio de cultivo con menos respuesta en el porcentaje de

germinacion fue el medio de cultivo Morel 1965 con 18.18% de germinacion.

El medio de cultivo Archila mostré los mejores resultados en el crecimiento inicial de las
plantas de L. lasioglossa, en este medio la altura de plantas a los 128 dias después del
traslado de la semilla germinada fue de 5.7 mm, mientras que la altura de plantas en el

medio Knudson “C” Modificado fue de 4.2 mm.

Esta investigacion contribuye a la proteccion genética de la biodiversidad en Guatemala,
con fines de conservacion del germoplasma de la especie L. lasioglossa, dando un aporte
a la germinacion de semillas y crecimiento inicial de plantas de orquideas en el laboratorio

de cultivo de tejidos vegetales, con fines de reproduccion.

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, el cual se localiza
en el Edificio T-8 tercer nivel, en el campus central de la Ciudad Universitaria Zona 12 de

la Ciudad de Guatemala, en un periodo de 204 dias, de mayo a diciembre 2015.



2 MARCO TEORICO

2.1 Marco conceptual

2.1.1 Generalidades de las orquideas

La palabra “orquidea” (de Latin orchis, que a su vez deriva del Griego) aparecio por
primera vez mencionada en un manuscrito del filésofo griego Theopharastus (371 a 285
A.C.) El nombre significa “testiculo” y hace alusién a los pseudobulbos de algunas
especies y al uso medicinal que se le asignaba a esta flor como afrodisiaca y
potenciadora de la fertilidad. Con el tiempo, la palabra Orchis derivo en Orchidaceae,
término con el que se designdé a la familia mas numerosa del reino vegetal con

aproximadamente 25 000 a 35 000 especies (Freuler, 2008).

Las orquideas forman parte de las monocotiledéneas (uno de los grandes grupos de
plantas con flor). Su diversidad es evidente, dado que por ser un grupo en evolucion,
presenta gran facilidad para producir hibridos exitosos, no solamente entre especies sino
también entre géneros (se estima que hay aproximadamente 30 000 hibridos registrados)
(Aju, 2009).

Guatemala es un pais privilegiado por la gran variedad de climas, las regiones frias de
gran altura y areas calurosas favorecen que la flora nacional sea muy rica y variada. Esta
diversidad climética del pais favorece la existencia de un alto nimero de regiones con
determinadas concentraciones de especies de orquideas, las cuales se pueden encontrar
principalmente en los departamentos siguientes: Alta Verapaz, lzabal, Chimaltenango,
Chiquimula, Zacapa, Guatemala, Huehuetenango, Petén, Quetzaltenango, San Marcos,

Santa Rosa, Solola, Suchitepéquez (Aju, 2009).



2.1.2 Caracteristicas generales del género Lycaste

El género Lycaste deriva del griego Ninfa, dedicado a la hija de Priamo dltimo rey de
Troya, estas orquideas crecen en ambiente natural de climas y condiciones muy
diferentes, se les encuentra en las costas con temperaturas tropicales y climas frios en

regiones montafiosas (Generalidades de las Orquideas, 2014).

Su floracién es en invierno, mayo y junio. Las inflorescencias se originan de la base de los
pseudobulbos, son erguidas y de larga duracién. Cada una de ellas lleva una flor con olor,
de aspecto ceroso que puede durar varias semanas. A la vez que florece, comienzan a

formarse los nuevos brotes (Generalidades de las Orquideas, 2014).

La especie Lycaste skinneri, la forma blanca, se encuentra muy raramente,
aproximadamente una entre dos mil plantas. Las especies, dentro del género Lycaste,
presentan una gran variacion en las combinaciones de colores rosados y morados de sus
sépalos y pétalos. Se produce principalmente de los bosques lluviosos de las montafias

de las Verapaces (Generalidades de las Orquideas, 2014).

Las especies dentro del género Lycaste se dividen en dos grandes grupos: las plantas
gue pierden sus hojas, es decir, dehiscentes y las que no lo son. En el primer grupo estan
las especies que tienen espinas en los pseudobulbos en la parte donde han estado las
hojas y son en su mayoria las de color amarillo; Lycaste aromatica (Graham) Lindl. y
Lycaste cruenta Lindl. El segundo grupo estan: Lycaste virginales Scheidw. Lindl. vy

Lycaste lasioglossa Rchb.f. (Aja, 2009).

Estos dos grupos requieren condiciones diferentes de cultivo y para tener éxito con estas
plantas hay que seguir esta division. Las especies del género Lycaste tienen un sistema
de raices que indica que estan mas adaptadas a un ambiente semiterrestre, ya que a
pesar que hay veces que se encuentran en los arboles siempre estan donde se alojan

hojas y otros materiales, asi mismo se les encuentra en cavidades en las rocas, por esta



razon el medio de cultivo debe ser una mezcla que asegure un buen drenaje y que

retenga cierta humedad aunque no por mucho tiempo (Aju, 2009).

2.1.3 Lycaste lasioglossa Rchb.f.

Etimologicamente lasioglossa deriva de lasio que se refiere a peludo y glossa que es
lengua, debido a su pubescencia extrema del labelo en la flor. Es una planta epifita,
aproximadamente de 30 a 45 cm de alto, sus raices son terrestres de 1.5 a 2 mm de
grosor, tiene pseudobulbos ovoides sin espinas de 5 a 8.4 cm de alto, sus flores son
vistosas con poca fragancia, sépalos café cobrizo claro hasta café chocolate con bordes

amarillentos y brillantes, pétalos amarillos, labelo amarillo (Archila, 2011).

A. Taxonomia

La especie Lycaste lasioglossa Rchb.f., pertenece a la clase Liliopsida, Subfamilia de las
Epidendroideae y familia Orchidaceae y su género es Lycaste. Plantas epifitas, raramente
terrestres, auto o heterétrofas, principalmente tropicales y subtropicales. La flor presenta
hermosos disefios, la cual es color café marron, con un centro color amarillo con
presencia de pubescencia como se muestra en la figura 1 (Especies de orquideas, 2008).

En el cuadro 1 muestra la taxonomia de la especie L. lasioglossa.



Cuadro 1. Taxonomia de Lycaste lasioglossa Rchb.f.

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliidae
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: |Epidendroideae
Tribu: Cymbidieae
Subtribu: Maxillariinae
Género: Lycaste
Seccién: Deciduosae
Especie: L. lasioglossa

Fuente: (Ames, Corel, 1985)

Fuente (Especies de orquideas, 2008)
Figura 1 Flor de Lycaste lasioglossa Rchb.f.



2.1.4 Amenaza de extincion de las orquideas

Los factores que son causa de extincion de las orquideas son principalmente: la
extraccion de su héabitat con fines comerciales, la destruccion inmoderada de los bosques
para ser utilizadas como pastizales o cultivos agricolas, deforestacion, incendios
forestales, trasiego ilegal de plantas, contaminacion ambiental y erosién genética. Al
cortar los arboles se producen cambios en la temperatura y la humedad, que algunas
veces, el ambiente alterado ya no es adecuado para la existencia de éstas (Gonzalez,
2002).

2.1.5 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales se define como el aislamiento y crecimiento de tejidos en un
medio sintético y aséptico, bajo condiciones controladas para preservar y lograr la
proliferacion de diversas porciones de la planta, en un medio nutritivo complementado con
vitaminas, reguladores de crecimiento y fuentes de carbono, todo esto manejado

mediante condiciones controladas y con asepsia.

Algunas de las investigaciones efectuadas desde los inicios de cultivo de tejidos fueron
los primeros cultivos exitosos de drganos y el descubrimiento de la importancia de las
vitaminas y de las auxinas para el crecimiento de raices; los reportes sobre crecimiento
indefinido de callos en medios artificiales; los trabajos de organogénesis de Skoog; la
descripcion del fendbmeno de embriogénesis en cultivos de zanahoria; la obtencion de los
primeros protoplastos; el cultivo de anteras para regenerar plantas haploides a partir de
granos de polen y otros, han sido el pilar fundamental para el cultivo de tejidos vegetales
(Agvik, 2011).

En la naturaleza las plantas poseen la capacidad de reproducirse vegetativamente, estos
mismos factores que dan inicio al crecimiento y a la multiplicacion naturalmente estan

involucrados en el cultivo de tejidos vegetales, aunque de manera mas eficiente, debido a



gue se proporciona un ambiente artificial favorable para el desarrollo de la planta
(Ordoriez, 2003).

2.1.6 Medios de cultivos para orquideas

Los medios de cultivo son vitales para la propagacion in vitro, debido a que brinda los
elementos necesarios para que a partir de explantes se pueda formar un nuevo individuo,
considerando las condiciones adecuadas como luz, temperatura y humedad relativa. Las
orquideas necesitan un pH en el medio de cultivo de 4.5 a 5.5, esto varia segun la
especie a utilizar (Mckendrick, 2000).

En 1922 Lewis Knudson logré6 demostrar que las semillas de las orquideas pueden
germinar in vitro sin la presencia de micorrizas. Esto lo logré incorporando al medio
nutritivo artificial una fuente de carbono, en este caso se empled sucrosa. Esta
técnica actualmente se conoce como germinacién asimbidticay en la actualidad es
la base para la propagacién masiva de la industria de orquideas a nivel mundial (Archila,
2000).

Para la germinaciéon de semillas de orquideas se reportan en la literatura algunos medios
de uso generalizado como Knudson C y MS. Sin embargo, los requerimientos pueden ser
muy diversos, incluso en especies del mismo género. Se ha obtenido resultados
aceptables en diferentes especies de orquideas con promedios de germinacion de
semillas de un 70 a 90% empleando los medios Vacint y Went (V y W), Murashige y
Skoog (MS), y el medio de cultivo MS a la mitad de su concentracion, todos ellos

adicionados con 0.1% de carb6n activado (Mayo, 2008).

Molina 2012 evaluo el efecto de cinco medios de cultivo (Phytamax, Murashige Skoog,
Knudson, Lindemann y extracto de banano y tomate) en la germinacion de semillas de
orquidea, utilizo la especie Comparettia speciosa. A los 53 dias de la siembra observo

hinchamiento de las semillas, el cual se observd en mayor cantidad de semillas



incubadas en los medios Murashige y Skoog y Knudson, le siguidé, en el niamero de
semillas que mostraron incremento de tamafo, las que se incubaron en el medio
elaborado a base de agua de coco, banano y tomate. Los medios Phytamax y Lindemann

Nno mostraron resultados satisfactorios.

Los investigadores Supliguicha y Vera (2015) evaluaron compuestos organicos en la
propagacion sexual de orquideas, los medios utilizados fueron Murashige y Skoog (MS)
modificado con sacarosa, Murashige y Skoog modificado sin sacarosa, banano con
sacarosa, banano sin sacarosa, harina de platano verde con sacarosa, harina de platano
verde sin sacarosa, puré de papa con sacarosa y puré de papa sin sacarosa. Al tercer
mes el medio con mayor incremento de crecimiento de plantulas fue el de harina de
platano verde con sacarosa, seguido de los medios MS sin sacarosa y puré de
papa con sacarosa, los medios con menor crecimiento fueron el de banano con sacarosa

y el de harina de platano sin sacarosa.

En Hawai y Singapur, existen laboratorios de cultivo de tejidos vegetales que usan medios
de cultivo para la propagacion de orquideas, en éstos se han realizado la adicion de
nutrientes para la germinacion de semillas de orquideas, aunque en los paises europeos y
en el Continente Americano es mas frecuente el uso de medio de cultivo de Knudson C.
Sin embargo, en 1978 se realizaron estudios evaluando los medios de cultivo
Hildebrandt, Riker, y Duggar (HRD), Murashige y Skoog (MS) y Knudson C. se
compararon el crecimiento y desarrollo de los protocormos en los diferentes medios de
cultivo a los 50 dias después de la siembra, se observo respuesta en la germinacion de
semilla y crecimiento de protocormos en el medio de cultivo Knudson C (Ammirato,
1990).
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2.1.7 Germinacion de semillas orquideas in vitro

A. Germinacion simbioticay asimbiotica de semillas

Mediante la germinacion in vitro, se reproducen semillas en frascos de vidrio o plastico
sobre un medio de agar nutritivo que contenga azUcares y minerales necesarios para que
las semillas germinen y crezcan. Hay dos tipos basicos de germinacion in vitro: simbiotica
y no simbiética. En la germinacion simbiética, las semillas se siembran con una pequefa

porcién del hongo (micorriza) apropiado (McKendrick, 2000).

La germinacién asimbidtica es usualmente usada en la propagacion de orquideas
tropicales, las mismas tienden a crecer facilmente en comparacion con las especies de
zonas templadas. El medio usado para la germinacién asimbidtica es mas complejo que
para la germinacién simbidtica, debido a todos los nutrientes organicos e inorganicos y los
azucares deben estar disponibles para la orquidea en una forma apropiada, debido que

no existe la intermediacion de micorrizas (McKendrick, 2000).

2.1.8 Fundamentos para mantener condiciones de esterilizacion

Tanto para la germinacion simbidtica y asimbidtica es de vital importancia que el medio,
los frascos, los aparatos y las semillas se mantengan desinfectados desde el principio del
proceso de germinacion. Cualquier bacteria u hongo que se introduzca en los frascos

crecera mas rapido que las semillas y pronto ocupara su espacio hasta eliminarlas.

Las condiciones de esterilizacion en la preparacion del medio se alcanzan al esterilizar el
medio y los frascos de vidrio o plastico alrededor de 15 minutos a 15 psi y temperatura de
120 °C. Esta temperatura y presion son suficientes para eliminar todas las esporas de
bacterias y hongos presentes en el medio. Las semillas deben ser desinfectadas y
transferidas a los frascos evitando la contaminacién con hongos o bacterias externos.
Ademas de asegurarse que todos los instrumentos utilizados en la transferencia estén
desinfectados (McKendrick, 2000).
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2.2 Marco referencial

2.2.1 Descripcion de Lycaste lasioglossa Rchb.f.

La especie Lycaste lasioglossa Rchb.f. se encuentra en su habitat natural en los bosques
de Alta Verapaz, Guatemala; es una planta epifita, aproximadamente de 30 a 45 cm de
alto, sus raices son terrestres de 1.5 a 2 mm de grosor, tiene pseudobulbos ovoides sin
espinas de 5 a 8.4 cm de alto, sus flores son vistosas con poca fragancia, sépalos café
cobrizo claro hasta café chocolate con bordes amarillentos vy brillantes, pétalos amarillos,
labelo amarillo (Archila, 2011).

2.2.2 Cultivo de tejidos en L. lasioglossa

La propagacion y cultivo de las orquideas fue revolucionando después del descubrimiento
de Knudson en 1922 en donde las semillas pudieron ser germinadas en un medio simple
con azucar. Este trabajo demostré que la germinacién de semillas de orquideas en

condiciones in vitro es posible sin la asociacion con hongos.

En Guatemala se reporta una investigacion de propagacion de Lycaste lasioglossa
Rchb.f. realizada por el investigador Estuardo Archila en esta se reporta no haber
obtenido germinacién en las semillas, se recomendo realizar otras investigaciones para la

propagacion in vitro de dicha especie (Archila, 1996).

2.2.3 Medios de cultivo

Un medio de cultivo es definido como una formulacién de sales inorganicas y compuestos
organicos requeridos para la nutricion y manipulacién de los cultivos in vitro. Existen
numerosas formulaciones, cada una de las cuales comprende entre seis y 40

compuestos. Se han reportado cerca de dos mil medios de cultivo, de los cuales los mas
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usados son 16, ademas de considerar que algunos de ellos presentan particularidades en

la induccion de una via especifica en la morfogénesis vegetal (Lopez, 1990).

El medio de cultivo es una solucion acuosa que estd formada por compuestos
inorganicos, compuestos organicos, complejos naturales y agentes de soporte y geli-
ficacion. Los medios de cultivo se encuentran constituidos por los siguientes

componentes:

A. Sales inorganicas

Macronutrientes: los tejidos en cultivo requieren de una fuente continua de compuestos
inorganicos; ademas de Carbono, Hidrogeno y Oxigeno. Los elementos mas utilizados

son principalmente Nitrégeno, Fésforo, Potasio, Calcio, Magnesio y Azufre.

El Nitr6geno se adiciona en grandes cantidades y se encuentra en el medio en forma de
nitrato o iones de amonio, o la combinacibn de ambos iones. El Fésforo se puede

adicionar en cualquiera de las formas NaH2PO4.H20 o0 KH2POa.

Las fuentes de macronutrientes son diversas; el Potasio se encuentra en grandes
cantidades en la naturaleza; es un cation que se agrega en forma de KCI, KNOs, o
KH2PO4. Asi como el calcio se adiciona con CaCl2.2H20 o Ca(NOs3)2.4H20 o en la forma
anhidra de cualquier sal. EI Magnesio y Azufre se utiliza como fuente el compuesto
MgS04.7H20. y el Cloro se adiciona en forma de KCl o CaCl..

Las fuentes de micronutrientes permiten una adecuada actividad metabdlica, las células
vegetales requieren de micronutrientes, los mas esenciales son Hierro, Manganeso, Zinc,
Boro, Cobre, Cobalto y Molibdeno. Los ultimos cinco elementos son fundamentales para

la sintesis de clorofila y la funcion de cloroplastos.
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Los micronutrientes constituyen parte del cuerpo vegetal y participan en diversas
reacciones. El Hierro es requerido para la formacion de precursores de la clorofila. El
Manganeso es necesario para el proceso fotosintético. Los elementos Cobre y el Zinc son
requeridos para la oxidacion e hidroxilacion de compuestos fendlicos. EI Molibdeno forma
parte de las enzimas nitrato-reductasa y nitrogenasa. El Boro es necesario para el
mantenimiento de la actividad meristematica, también esta involucrado en la sintesis de

bases nitrogenadas, en particular de uracilo. (Pizzarro, 2012)

Los agentes quelatados son compuestos cuyas moléculas son capaces de detener un ion
de un metal con varias uniones quimicas formando un anillo complejo (quelato-EDTA
acido etilendinitrotetracetato). En bajas concentraciones estimulan el crecimiento
haciendo que el Hierro esté disponible. Las concentraciones tradicionalmente se

expresaban en mg/l, es preferente en mM, meq.I*y umol.I* (Pizzarro, 2012).

B. Vitaminas

Las vitaminas son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones cataliticas del
metabolismo y son requeridas en pequefias cantidades. Las mas empleadas son la
Tiamina 0 Vitamina B1, se afiade como tiamina-HCIl. Es considerada como la Unica,
imprescindible o esencial para el crecimiento de las células vegetales. El acido nicotinico
(Niacina) que permite las reacciones cataliticas del metabolismo del explante. Piridoxina 6
Vitamina B6 ésta se afiada como piridixina-HCIl. Mio-inositol no es considerada
propiamente una vitamina es una azucar-alcohol que tiene un efecto estimulante sobre la
morfogénesis, participando quiza en la via biosintética del acido galacturénico (Pizzarro,
2012).
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C. Hormonas del desarrollo vegetal

Existen tres grupos principales de hormonas del desarrollo vegetal, las Auxinas en el
primer grupo las cuales estan vinculadas al alargamiento celular, induccion de callo,
neoformacion de meristemos radicales, se encuentran el Acido naftalenacético (ANA),
Acido Indolbutirico (IBA), Acido 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D), Acido Naftoxiacético
(NOA) y Acido Indolacético (AIA).

En el segundo grupo se identifican las Citocininas, estas promueven la division celular y
organizacion y diferenciacién de callos, estimulan la proliferacion, las mas utilizadas son

Benciladenina (BA), Kinetina (Kin), Zeatina, Thidiazuron).

En tercer grupo se presentan las Giberelinas, estas promueven el alargamiento celular e
incremento de la plasticidad de la pared y aumentar el contenido de glucosa y fructosa,
provocando la disminucién del potencial agua, lo que lleva al ingreso de agua en la célula
permitiendo su expansion, se utiliza Acido Giberélico (GAs), Acido Abscisico, poliaminas
(Pizarro, 2012).

D. Aminoacidos

Los Aminoacidos son una fuente adicional e inmediata de Nitr6geno, su asimilacion puede
ser mas rapida que el Nitrégeno inorganico aportado el medio, pueden actuar como
agentes quelantes. La L-glutamina y la L-asparagina son transportadores de nitrégen o,

L-arginina que estimula las raices y L-cisteina que es un agente reductor.
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E. Carbohidratos

Los carbohidratos son utilizados como fuente de energia y osmo-reguladores. La
sacarosa es el azucar empleado universalmente, la siguen en importancia la glucosa,
fructosa, maltosa, ranosa, galactosa, manosa, lactosa. La concentracion a la que se

emplea la sacarosa es de 20 a 45 g.I-1 (Pizzarro, 2012).

F. Agua

El agua para preparar medios de cultivo debera ser destilada, bidestilada, tridestilada,
desionizada o desminarizada, el agua potable contiene sales en solucion que

pueden modificar la respuesta de los tejidos en cultivo (Pizzarro, 2012).

G. Agentes solidificantes

Los agentes solidificantes se emplean en el caso de medios semisélidos. Se ha utilizado
el agar como un sistema de “soporte” para la preparacion de medios soélidos o
semisdlidos. Las ventajas que representa el agar es que con el agua forma geles que se
derriten a 100 °C, se solidifican a 45 °C, por lo que es estable a las temperaturas de
incubaciéon, ademas no es alterado por enzimas vegetales, ni reacciona con los
constituyentes del medio y no interfiere con la movilizacion de los componentes del medio
de cultivo. Normalmente se utiliza seis gramos de agente solidificante por litro de medio

de cultivo (Pizzarro, 2012).

H. Otros compuestos

Muchos compuestos o suplementos no definidos de composicion quimica variable como

agua de coco, endospermo de maiz, extracto de levadura, jugos y extractos de frutas
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(platano, tomate, papaya), caseina hidrolizada (como fuente proteinica), antioxidantes
(4cido ascorbico, citrico) y adsorbentes como el carbdn activado se han utilizado en los

medios de cultivo (Pizzarro, 2012).

2.2.4 Lugar en donde se realiz6 la investigacion

A. Ubicacion

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, el cual se localiza
en el Edificio T-8 tercer nivel, en el campus central de la Ciudad Universitaria Zona 12 de

la Cuidad de Guatemala.

B. Infraestructura

El laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales cuenta con area de trasferencias, asi como
area de almacenamiento de materiales y reactivos, area para la preparacién de medios de
cultivo y un area de incubacion con una temperatura promedio de 25 °C con iluminacion
de 1 000 a 3 000 lux y una humedad relativa de 70 % a 80 %. Para el funcionamiento del
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales cuenta con el servicio de energia eléctrica,

agua potable y aire acondicionado.

C. Equipo

El laboratorio de cultivo de tejidos vegetales cuenta con un potenciémetro, autoclave,
camara de flujo laminar, estereoscopios, refrigeradora, microondas, balanzas analiticas,

reactivos, cristaleria e instrumentos de laboratorio basicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar el medio de cultivo apropiado para la germinacion de semillas y para el

crecimiento inicial de plantas de Lycaste lasioglossa Rchb.f.

3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar cuatro medios de cultivo para identificar en el que se obtenga el mayor

porcentaje de germinaciéon de semilla de la orquidea Lycaste lasioglossa Rchb.f.

2. Evaluar dos medios de cultivo para identificar en el que se obtenga un mayor

crecimiento en tamafo de plantas de Lycaste lasioglossa Rchb.f.

3. Analizar si existe efecto en el crecimiento de plantas entre los medios de cultivo
para la germinacién de semilla y los medios de cultivo para el crecimiento inicial de

plantas de Lycaste lasioglossa Rchb.f.
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4. HIPOTESIS

1. En el medio de cultivo Knudson “C” Modificado se obtendra el mayor porcentaje de
germinacion de semilla de orquidea Lycaste lasioglossa Rchb.f. debido a que este
medio de cultivo ha sido utilizado con buenos resultados en medios para la

germinacion de semillas de orquidea.

2. En el medio de cultivo Knudson “C” Modificado se tendra el mayor crecimiento
inicial de plantas de Lycaste lasioglossa Rchb.f. debido a que este medio es

utilizado para propagaciéon de especies de orquideas tropicales.



19

5. METODOLOGIA
5.1 Metodologia experimental

5.1.1 Evaluacion de medios de cultivo parala germinacion de semillas de L.
lasioglossa.

A. Descripcién de los tratamientos

En la evaluacion de medios de cultivo para la germinacién de semillas se utilizaron cuatro
medios, Medio Murashige y Skoog con el cogido “M1”, Medio Kudson “C” Modificado con
el cbédigo “M2”, para el medio Archila y Morel 1965 con el codigo “M3” y “M4”
respectivamente. El cuadro 2 muestra el codigo utilizado para cada medio de cultivo

evaluado.

Cuadro 2 Medios de cultivo evaluados para la germinacion se semillas de L. lasioglossa y
el codigo asignado a cada uno.

Codlgq de los Medios de cultivo
tratamientos
M1 Medio de cultivo Murashige y Skoog
M2 Medio de cultivo Knudson “C” Modificado
M3 Medio de cultivo Archila
M4 Medio de cultivo Morel 1965

Fuente: Elaboracion propia, 2016

B. Unidad experimental

La unidad experimental consistié en semillas de la orquidea L. lasioglossa contenidas en
suspension  en un mililitro de agua, colocadas en el tratamiento correspondiente,

contenido en una cada de Petri.
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C. Disefio experimental

Se utilizé el disefio estadistico completamente al azar con cuatro tratamientos para la
germinacion de semillas de L. lasioglossa y ocho repeticiones, en total se tuvieron 32

unidades experimentales.

D. Modelo estadistico-mateméatico

Fue utilizado el modelo estadistico-matematico correspondiente al disefio completamente
al azar.

Yii=ut+rt +g;

Donde:

Y;;:  Germinacion de semilla del ij-ésimo tratamiento

U: Efecto de la media general

T Efecto del i-ésimo tratamiento de medios de cultivo

g;.  Error experimental de la ij-ésima unidad experimental

Fuente: (UJCM, 2009)

E. Arreglo experimental

El arreglo experimental fue distribuido con la ayuda de una calculadora con la funcién
Random, en la figura 2 se muestra la distribucién de los tratamientos y repeticiones para

la evaluacion de medios de cultivo para la germinacion de semillas de L. lasioglossa.
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M1R8| M3R7| M3R5] M3R1
M4R8| M1R4| M4R2 | M4AR3
M2R1| M2R5| M4R6| M4RS5
M1R2| M1R3| M3R2| M2R38
M3R3| M2R2| M3R4 | M2R4
M1R1|M2R6| M1R5| M4RY
M1R6| M4R1| M3R6| M2R7
M2R3| M3R8| M4R4 | M1RY

Fuente: Elaboracion propia, 2016

Figura 2 Distribucion de los tratamientos y repeticiones para la evaluacion de medios de cultivo
para la germinacion de semillas de L. lasioglossa.

Referencia: M1 medio MS. M2 medio Knudson “C”. M3 medio Archila y M4 medio Morel. La R
representa el niumero de repeticion, asi M1R1 significa medio MS repeticion 1.

F. Variable de respuesta

Porcentaje de germinacion

Se utilizo, como criterio para determinar la germinacion de la semilla, el cambio de color
de blanco trasparente a verde y la elongaciéon del embrién. Para ello se observo a través
de un estereoscopio cada caja Petri, en la cual se encontraban las semillas. Se procedi6 a

contar el nimero de semillas germinadas.

Para obtener porcentaje de semillas germinadas se utiliz6 como referente el total de
semillas contenidas en un mililitro de agua con semillas en suspensién. El porcentaje de

semillas germinadas se obtuvo mediante la ecuacion siguiente:

) ) Semillas germinadas
% de semillas germinadas = - — — x 100
Total de semillas en 1 mililitro en suspension

G. Andlisis de la informacion

Para realizar el analisis de los datos de germinacién de semillas de L. lasioglossa se

utilizé el software InfoStat version 2015. Se procedié a obtener el porcentaje de
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germinacion de semilla para luego realizar el analisis de varianza un disefio
completamente al azar, debido a que presentaron diferencias significativas al cinco por
ciento de significancia, se procedio a realizar la prueba mdultiple de medias (post-

ANDEVA), utilizando el criterio de la prueba de Tukey.

5.1.2 Evaluacion de medios de cultivo para el crecimiento inicial de plantas de L.
lasioglossa.

B. Descripcién de los tratamientos

Los tratamientos utilizados para la evaluacion de medios de cultivo para el crecimiento
inicial de plantas fueron el medio de cultivo Archila con el codigo “C1” y el medio Kudson
“C” Modificado con el cédigo “C2”. El cuadro 3 muestra el codigo utilizado para los dos

medios de cultivo evaluados.

Cuadro 3 Medios de cultivo evaluados para el crecimiento inicial de plantas de L.
lasioglossa y el codigo asignado a cada uno.

Caodigo de los
tratamientos
Cl Medio de cultivo Archila
C2 Medio de cultivo Knudson “C” Modificado

Medios de cultivo

Fuente: Elaboracion propia, 2016

C. Unidad experimental

La unidad experimental estuvo constituida por tres semillas germinadas contenidas en

una caja de Petri.



23

D. Disefo experimental

Para la evaluacion de crecimiento inicial de plantas de L. lasioglossa se utiliz6 un disefio
estadistico completamente al azar con arreglo combinatorio 4 x 2 con ocho (8)
repeticiones, cuatro (4) tratamientos y dos (2) factores, se tuvieron 64 unidades

experimentales.

E. Modelo estadistico-mateméatico

El modelo estadistico-matematico utilizado para el crecimiento inicial de protocormos y
primera hoja de L. lasioglossa fue el modelo propuesto correspondiente al disefio
completamente al azar con arreglo combinatorio 4 x 2.

Yik= p+ ai + Bj + (ap)ij + sijk

En donde:

Yik = Variable de respuesta observada en la ijk — ésimo tratamiento.

U = Efecto de la media general

ai = Efecto del i - ésimo medio de cultivo para germinacion de semillas

B = Efecto del j — ésimo medio de cultivo para crecimiento de planta

(ap)ij = Efecto de la interaccidn entre el i — ésimo medio de cultivo para germinacion

de semillas y el j - ésimo medio de cultivo para crecimiento de planta
eijk = Error experimental asociado a la ijk - ésima unidad experimental
(UJCM, 2009)

F. Arreglo experimental

Los tratamientos fueron distribuidos aleatoriamente con la ayuda de una calculadora con
funcién randdm, la distribucion de los tratamientos y las repeticiones se muestran en la

figura 3.
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mi | m2 | m3 | wma mi | m2 | m3 | wma
C1 C2
C1M3R6 [C1M2R5|C1M4R8[C1M4RS5 |C2M2R5 [C2M3R6 |C2M1R3 [C2M4R2
C1M2R8[C1M3R7|C1M3R3[C1M1R8|C2M2R2 [C2M2R8 | C2M4R8 [C2M4RS
C1M1R6|C1M4R6 |C1M3R8|C1M2R6 |C2M1R4|C2M2R4|C2M1R5 | C2M3R3
C1M3R4[C1MiR1|C1M4R3[C1M3R2|C2M1R2[C2M4R6 |C2M3R4 [C2M2R1
Cc1M2R2|C1M4R4|Cc1M2R1|C1M3R1|C2M3R2|C2M3R1 | C2M2R7 | C2M4RT
C1M1R4|C1M1R5|C1M2R3|C1M1R7|C2M1R6 |C2M2R3|C2M4R4 | C2M3R7
C1M4R7 [C1M1R3|C1M2R4[C1M4R2|C2M1R1 [C2M2R6 |C2M3R8[C2M4R3
c1m3R5|c1iMiR2|cimM2r7|Cc1im4r1|c2miR8|Cc2M1R7 | C2M4R1 [ C2M3RE

Fuente: Elaboracion propia, 2016

Figura 3 Distribucién de tratamiento, factores y repeticiones para evaluar el crecimiento
inicial de L. lasioglossa.

Referencia: C1 y C2, medio para el crecimiento inicial de la planta Archila y Knudson “C”,
respectivamente. M1 medio de germinacion MS. M2 medio de germinacién Knudson “C”. M3
medios de germinacion Archilay M4 medio de germinacion Morel. R hace referencia al nimero de
repeticion. Asi C1M4R1 significa medio Archila evaluado para crecimiento inicial de plantas de L.
lasioglossa; semillas germinadas en medio Morel, repeticion 1.

G. Variable de respuesta

La variable de respuesta para el crecimiento inicial de plantas de L. lasioglossa se
determind a los 128 dias después del traslado de la semilla germinada al medio evaluado,
la medicion fue realizada con la ayuda de una regla graduada en milimetros la cual se

coloco en la superficie de la caja.

H. Anédlisis de informacioén

Para el analisis de los datos de altura de planta se utilizo el software InfoStat version

2015. Se realizo la prueba de varianza a los datos y se comparo el efecto cuando las
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semillas fueron germinadas en un medio de cultivo y trasladadas a dos medios de cultivo
para su crecimiento inicial, donde se obtuvieron diferencia significativa al cinco por ciento
de significancia por lo cual se procedié a realizar la prueba mdultiple de medias (post-

ANDEVA) entre tratamiento, utilizando el criterio de la prueba de Tukey.

5.2 Manejo del experimento

5.2.1 Desinfeccion y esterilizacién de materiales, cristaleriay equipo

Las soluciones para la desinfeccién, como lo fueron el hipoclorito de sodio al 0.5 % y el
alcohol etilico al 70 % se prepararon de la forma siguiente: para preparar 500 mm de
hipoclorito de sodio al 0.5 % se agregaron a un beaker 450 mm de agua en el que se
diluyeron 50 mm de un producto comercial que contenia 5 % de hipoclorito de sodio y
para la elaboracion de alcohol al 70 % se prepar6 1000 mm agregando 736 mm de

alcohol etilico al 95 % y 264 mm de agua.

La cristaleria utilizada para realizar las diluciones y lavados como lo son; pipetas de 1,5y
25 mm, probetas de 50, 500 y 1000 mm, erlenmeyers de 50, 100, 250, 500 y 1000 mm,
micro pipetas de 100 y 1000 mm, beakers de 250, 500, 1000 mm, frascos, agujas de
diseccién, micro espéatulas, bisturi, pinzas, cajas petri de vidrio, fueron esterilizados en

una autoclave a una presion de 15 psi y 121 °C con un tiempo promedio de 15 minutos.

5.2.2 Medios de cultivo y su preparacion

A. Preparacion de soluciones concentradas de los medios de cultivo

a. Medio de cultivo Murashige y Skoog

Para la preparacion del medio MS, cuyos componentes se muestran en el cuadro 4A, se

utilizaron soluciones concentradas, los macronutrientes se dividieron en dos grupos de
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compuestos, para cada uno de los grupos se preparé la solucion concentrada a 10X. La

solucion de Hierro se prepar06 a una concentracion de 50X.

Los micronutrientes se dividieron en tres grupos, dos de estos grupos se prepararon a una
concentrada de 1000X y en forma separada el Kl se prepar6 a una concentracion de
100X. Las vitaminas se prepararon por separado cada una a una concentracion de
1000X. En el cuadro 4A se muestra los grupos de compuestos y la concentracion que

corresponde para las soluciones concentradas preparadas del medio MS.

Para la preparacién de cada una de las soluciones concentradas se colocd en un
Erlenmeyer el 60 % de agua desmineralizada del volumen total que se prepard,
posteriormente se precedi6 a pesar los compuestos y a mezclarlos en el orden, que para
cada grupo aparece en el cuadro 4A. Después de disolver los compuestos que
correspondian a cada solucién concentrada, se procedié a trasladar la solucién a una
probeta graduada en la cual se afor6 a la cantidad que correspondia a cada una de las

soluciones concentradas preparadas.

Para la preparacién de la solucion de Hierro del medio MS se procedié de la forma
siguiente: en dos Erlenmeyer fueron colocados en cada uno, el 30 % del volumen total
gue se preparé. Se precedié a pesar los compuestos, en el primer Erlenmeyer se coloco
el compuesto FeS04.7H20, se procedid, en un plato caliente con agitacion y con la ayuda
de un agitador magnético, a disolver y calentar la solucion. En el segundo Erlenmeyer se
coloc6 el compuesto Na EDTA, el cual se disolvio con la ayuda de un agitador magnético.
Posteriormente se procedio a verter la solucion de Na EDTA a la de FeS0O4.7Hz20, esta
mezcla se realizé en agitacion constante. Una vez mezclados los compuestos se trasladé

la solucion a una probeta graduada y se aforo a la cantidad correspondiente.
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b. Medio de cultivo Knudson “C” Modificado

Para la preparacion de las soluciones concentradas del medio de cultivo Knudson C
Modificado, cuyos componentes se muestran en el cuadro 5A, los macronutrientes se
prepararon a una concentracién de 10X, la solucién de Hierro a una concentracion de 50X

y los micronutrientes se prepararon a una concentracion de 1000X.

Para la preparacion de cada una de las soluciones concentradas, se colocé en un
Erlenmeyer el 60 % de agua desmineralizada del volumen total que se prepard, fueron
pesados en orden descendente de cdmo se listan en el cuadro 5A los compuestos, una
vez disueltos se trasladaron a una probeta graduada en la cual se aforé al volumen
correspondiente a cada una de las soluciones concentradas. La solucion concentrada de
Hierro del medio Knudson se prepar6 de forma similar a la del medio MS, cuya

preparacion se describe arriba.

c. Medio de cultivo Morel

Para la preparaciéon de las soluciones concentradas del medio de cultivo Morel, cuyos
componentes se encuentran en el cuadro 7A, los macronutrientes se prepararon a una
concentracion de 10X, la solucibn de Hierro a una concentracion de 50X, los
micronutrientes a una concentraciéon de 1000X y el loduro de Potasio a una concentracion
de 100X.

Para la preparacion de cada una de las soluciones concentradas, se colocé en un
Erlenmeyer el 60 % de agua desmineralizada del volumen total que se preparo, fueron
pesados en orden descendente de como se listan en el cuadro 7A los compuestos, una
vez disueltos se trasladaron a una probeta graduada en la cual se aforé al volumen

correspondiente a cada una de las soluciones concentradas
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La solucion concentrada de Hierro del medio Morel se preparo de forma similar a la del

medio MS, cuya preparacion fue descrita anteriormente en este documento.

B. Preparacién de medios de cultivo

a. Preparacion del medio de cultivo Murashige y Skoog

Para preparar el medio de cultivo MS fueron utilizadas las soluciones concentradas de
este medio, en el cuadro 4A se muestra la cantidad de cada una de las soluciones

concentradas que fueron agregadas por litro de medio de cultivo preparado.

En un Erlenmeyer se procedié a agregar el 60 % de agua desmineralizada del volumen
total del medio de cultivo que se prepard, posteriormente fueron agregadas las soluciones
concentradas del medio MS en el orden siguiente: macronutrientes “A”, macronutrientes
“B”, solucion de Hierro, micronutrientes “A”, Solucion de KI, micronutrientes “B”, Mio-
nositol, Acido nicotinico, Piridoxina- HCL, Tiamina-HCL y Glicina. Después de agregar
cada una de las soluciones concentradas se procedi6é a agitar la solucién en preparacion.
Posteriormente fue agregada sacarosa, de la cual se agregé en 2 % en relacion al
volumen. La solucién fue vertida en una probeta graduada y se afor6 a la cantidad

preparada.

Luego se procedid a colocar el medio preparado en un beaker y a establecer el pH, para
ello se utilizé un potenciémetro, el pH fue ajustado a 5.5 utilizando para ello NaOH o HCL.
Después se dividié la solucion en partes de 250 ml, los que fueron colocados en un
Erlenmeyer de 500 ml, se procedi6 a agregar al medio agar, del cual se agrego el 0.6 %
en relacion al volumen, luego el Erlenmeyer fue cubierto con papel aluminio en la parte

superior y colocado en la auto clave para ser esterilizado a 120 °C, 15 psi por 15 minutos.

Después de esterilizado el medio de cultivo, el Erlenmeyer contendié el medio de cultivo
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esterilizado, se trasladd a la camara de flujo laminar en donde se procedié a colocar en

cajas de Petri de plastico estériles 20 ml del medio de cultivo.

b. Preparacion del medio de cultivo Knudson “C” Modificado

Para preparar el medio de cultivo Knudson “C” Modificado fueron utilizadas las soluciones
concentradas de este medio, en el cuadro 5A se muestra el volumen de cada una de las

soluciones concentradas que fueron agregadas por litro de medio de cultivo preparado.

En un Erlenmeyer se procedio a agregar el 60 % de agua desmineralizada del volumen
total del medio de cultivo que se preparo, posteriormente fueron agregadas las soluciones
concentradas del medio Knudson en el orden siguiente: macronutrientes “A”,
macronutrientes “B”, micronutrientes “A”, Solucién de Kl, micronutrientes “B” y solucién de
Hierro. Después de agregar cada una de las soluciones concentradas se procedio a agitar
el medio de cultivo en preparacion. Posteriormente fue agregada sacarosa de la cual se
agrego el 2 % en relacion al volumen preparado. La solucion fue vertida en una probeta
graduada y se afor6 a la cantidad preparada. Previamente se extrajo agua de coco, la
cual se filtré utilizando para el papel filtro y un embudo, se agreg6 al medio 100 ml por litro

de medio de cultivo preparado.

Luego se procedié a colocar el medio de cultivo preparado en un beaker y a establecer el
pH, para ello se utilizé un potenciémetro, el pH fue ajustado a 5.5 utilizando para ello
NaOH o HCL. Después se dividio la solucién en partes de 250 ml, los que fueron
colocados en un Erlenmeyer de 500 ml, se procedié a agregar al medio agar, del cual se
agrego el 0.6% en relacion al volumen preparado, luego los Erlenmeyers fueron cubiertos
con papel aluminio en la parte superior y colocado en la autoclave para ser esterilizado a
120 °C, 15 psi por 15 minutos.
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Después de esterilizado el medio de cultivo, los Erlenmeyers conteniendo el medio de
cultivo esterilizado, se trasladaron a la camara de flujo laminar en donde se procedio a

colocar en cajas de Petri de plastico estériles 20 ml del medio de cultivo.

c. Preparacion del medio de cultivo Archila

Para la preparacion del medio de cultivo Archila, cuyos componentes se muestran en el
cuadro 6A se procedi6 de la forma siguiente: en un Erlenmeyer se colocé el 60 % de agua
desmineralizada del volumen total a preparar, posteriormente se agregé sacarosa al 3 %
en relacion al volumen preparado, ésta fue disuelta, luego se agregd 2.5 ml por litro del
producto comercial Bayfolan Forte®, después se procedio a triturar una pastilla de tiamina
de 300 mg, cantidad utilizada para un litro de solucion, la cual fue agregada al medio.
Previamente se extrajo agua de coco, la cual se filtré utilizando para ello papel filtro y un
embudo, se agreg6 al medio 150 ml por litro de medio de cultivo preparado. Se agregé
posteriormente 2 g por litro de carbon activado, se procedio a verter el medio de cultivo a

una probeta en la cual se aforo a 1000 ml.

Luego se procedi6 a colocar el medio de cultivo en un beaker y establecer el pH, para ello
se utiliz6 un potenciémetro, el pH fue ajustado a 5.5 utilizando para ello NaOH o HCL.
Después se dividié la solucion en partes de 250 ml, los que fueron colocados en un
Erlenmeyer de 500 ml, se procedid a agregar al medio agar al 0.6 % en relacién al
volumen, luego el Erlenmeyer fue cubierto con papel aluminio en la parte superior y

colocado en la autoclave para ser esterilizado a 120 °C 15 psi por 15 minutos.

Después de esterilizado el medio de cultivo, el Erlenmeyer conteniendo el medio de
cultivo esterilizado, se trasladd a la camara de flujo laminar en donde se procedido a

colocar en cajas de Petri de plastico estériles 20 ml del medio de cultivo.
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d. Preparacion del medio de cultivo Morel

Para preparar el medio de cultivo Morel fueron utilizadas las soluciones concentradas de
este medio, en el cuadro 7A se muestra la cantidad de cada una de las soluciones

concentradas que fueron agregadas por litro de medio de cultivo preparado.

En un Erlenmeyer se procedié a agregar el 60 % de agua desmineralizada del volumen
total del medio de cultivo que se prepar0, posteriormente fueron agregadas las soluciones
concentradas del medio Morel en el orden siguiente: macronutrientes “A”, macronutrientes
“B”, micronutrientes “A”, micronutrientes “B”, Solucion de loduro de Potasio y solucién de
Hierro. Después de agregar cada una de las soluciones concentradas se procedié a agitar
el medio de cultivo en preparacion. Posteriormente fue agregada sacarosa al 2 % en
relacion al volumen total preparado. La solucion fue vertida en una probeta graduada y se

aford a la cantidad preparada.

Luego se procedi6 a colocar el medio de cultivo en un beaker y establecer el pH, para ello
se utilizd un potenciometro, el pH fue ajustado a 5.5 utilizando NaOH o HCI. Después se
dividio la solucién del medio de cultivo en partes de 250 ml, los que fueron colocados en
un Erlenmeyer de 500 ml, se precedi6 a agregar al medio agar, el cual se agreg6 al 0.4 %
en relacion al volumen total preparado, luego los Erlenmeyers fueron cubiertos con papel
aluminio en la parte superior y colocados en la autoclave para ser esterilizado a 120 °C,

15 psi por 15 minutos.

Después de esterilizado el medio de cultivo, los Erlenmeyers conteniendo el medio de
cultivo esterilizado, se trasladaron a la camara de flujo laminar en donde se procedié a

colocar en cajas de Petri de plastico estériles 20 ml del medio de cultivo.
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C. Condiciones de cultivos en area de incubacioén

El area de incubacién mantuvo luz artificial mediante lamparas fluorescentes de luz blanca

de 2000 lux de intensidad, la temperatura fue de 21 — 25 °C con foto periodo de 16 horas.

5.2.3 Esterilizaciéon y trasvasado de los medios de cultivo para la germinaciéon de
semillas

Una vez preparados los medios de cultivo para la germinaciéon de semillas de orquidea, se
procedid a su esterilizacion, para ello se colocaron en una autoclave por 20 minutos a 15
psi y 121 °C. Posteriormente, en la cAmara de flujo laminar, fueron colocados 20 ml de

medio estéril en cada caja de Petri estéril.

Las cajas de Petri con medio de cultivo fueron selladas con Papel Parafilm, después
fueron trasladadas al cuarto de incubacién hasta su utilizacién. La figura 4 muestra las

cajas de Petri antes de la siembra de semillas de orquidea.

Fuente: Elaboracion propia, 2015

Figura 4 Cajas de Petri conteniendo medio para la germinacion de semillas de L.
lasioglossa.
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5.2.4 Desinfeccion de las semillas de orquidea con capsula abierta

Para la desinfeccién de semillas de orquidea se utilizé la metodologia siguiente: Con

papel filtro se elaboraron bolsas en donde se colocaron las semillas de orquidea.

Dentro de la camara de flujo laminar se colocaron 500 ml de etanol al 70 % en un beaker
de 500 ml. Se colocaron por 15 segundos las tres bolsas de papel filtro que contenian las
semillas de orquidea dentro del beaker que contenia alcohol al 70 %, luego las bolsas de

papel filtro con las semillas se lavaron con agua desmineralizada estéril tres veces.

Posteriormente en otro beaker de 500 mm se coloc6 una solucion de hipoclorito de sodio
al 0.5 %, en esta solucion fueron colocadas las bolsas, conteniendo las semillas de
orquidea, por ocho minutos. Luego, las bolsas conteniendo las semillas de orquidea,

fueron lavadas tres veces con agua desmineralizada estéril.

Posteriormente, en la camara de flujo laminar, en un beaker de 500 ml se colocé 100 ml
de agua desmineralizada estéril, las bolsas de papel filtro fueron abiertas y colocadas las

semillas de orquidea en el agua contenida en el beaker, éste fue agitado lentamente.

5.2.5 Cuantificacién de semillas de L. lasioglossa.

La cuantificacion de semillas de L. lasioglossa se realiz6 con la ayuda de un microscopio y

un hematocitometro para ello se realizé el procedimiento siguiente:

Del beaker que contenia semillas de orquidea desinfectadas en suspension se procedioé a
extraer, con una jeringa estéril, 10 ml. Para ello se utilizaron 10 jeringas de 5 ml cada una,

se extrajo un mililitro de agua con semillas en suspension con cada jeringa.

En un hematocitometro se procedié a colocar un mililitro de agua con semillas en

suspension, posteriormente se procedid, con la ayuda de un microscopio a una resolucion
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de 100X, a contar el nimero de semillas de orquidea que se observaban en el

hematocitdmetro.

Se realizaron 10 conteos de un mililitro de agua con semillas de orquidea en suspension,
se obtuvo el promedio de los conteos realizados. En la figura 5 se muestra las semillas

de L. lasioglossa observadas en el hematocitometro a 100X.

Fuente: Elaboracion propia, 2015

Figura 5 Semillas de L. lasioglossa en el hematocitbmetro a 100x.
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5.3 Manejo general de los experimentos

5.3.1 Determinacion de la especie

Se obtuvo la especie Lycaste lasioglossa Rchb.f. de una coleccién privada perteneciente
a un reconocido orquideologo (Fredy Archila), Para confirmarla se determiné la misma

mediante el uso de claves botanicas (Ames, Corel, 1985).

5.3.2 Evaluacion de medios de cultivo para la germinacién de semillas de L.
lasioglossa.

En la primera fase de la investigacion se evalué cuatro medios de cultivo para la
germinacion de semillas de orquidea L. lasioglossa para lo cual se procedié de la forma

siguiente:

En la camara de flujo laminar después de desinfectar y colocar en suspension las semillas
de L. lasioglossa, se utilizé una jeringa estéril de cinco mm, con la cual se extrajo un
mililitro de agua con semillas de orquidea en suspension, ésta fue esparcida en las cajas

Petri que contenian los tratamientos que se evaluaron para la germinaciéon de semillas.

Las cajas de Petri fueron selladas con papel Para Film, identificadas de acuerdo al
tratamiento y repeticion, posteriormente llevadas al cuarto de incubacion en donde se
colocaron de acuerdo a la distribucion previamente establecida para un disefio
experimental completamente al azar. En la figura 6 se muestran las cajas de Petri

distribuias en el cuarto de incubacién.
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Fuente: Elaboracion propia, 2016

Figura 6 Cajas de Petri distribuidas en disefio completamente al azar en la evaluacién de
medios de cultivo para la germinacion de semillas de L. lasioglossa.

5.3.3 Evaluacion de medios de cultivo para el crecimiento inicial de plantade L.
lasioglossa

En la segunda fase de la investigacion se evalud6 el crecimiento inicial de plantas de la
orquidea L. lasioglossa, se evaluaron los medios Archila y Knudson “C”, los cuales

mostraron los mas altos porcentajes de germinacion de semillas.

A. Traslado de semillas germinadas.

Luego de la germinacion de semilla se procedio el traslado de las mismas a las cajas de

Petri que contenian los medios para el crecimiento inicial de plantas, se siguio la

metodologia siguiente:
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En la camara de flujo laminar debidamente desinfectada se colocaron las cajas de Petri
identificadas con los dos medios de cultivo que se evaluaron, para realizar el traslado de

semillas germinadas

Dentro de la camara de flujo laminar se procedié a trasladar tres semillas germinadas a

cada caja de Petri.

Luego en las cajas de Petri se anot6 el medio de procedencia de las semillas germinadas
transferidas a ellas y la fecha de transferencia, posteriormente se trasladaron al cuarto de
incubaciéon en donde se ubicaron de acuerdo a la distribucién previamente establecida, en

funcién del disefio completamente al azar.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Namero de semillas en suspension por mililitro de agua

El ndmero de semillas de Lycaste. Lasioglossa Rchb.f. en suspension en un mililitro de
agua fue de 665 semillas. Dato utilizado para determinar el porcentaje de germinacion de
semillas de L. lasioglossa.

6.2 Efecto de medios de cultivo en la germinacion de semilla de L. lasioglossa

En la evaluacién de los cuatro medios de cultivo para la germinacion de semilla de L.
lasioglossa el medio de cultivo que mostré el porcentaje mas alto de germinacion fue el
medio desarrollado por Archila, con el cual se obtuvo el 61.05 % de germinacion, seguido
del Medio de cultivo Knudson “C” Modificado con 58.92 % de germinacion, luego el medio
de cultivo Murashige y Skoog (MS) con el 24.75 % de germinacién y el medio de cultivo
con menos respuesta en el porcentaje de germinacion fue el medio de cultivo Morel 1965
con 18.18 % de germinacion. Los datos muestran diferencia significativa al 0.05 (cuadro
9A). En la figura 7 se muestran los resultados del porcentaje de la germinaciéon de

semillas de la orquidea L. lasioglossa.

70.00% 61.05%

58.92%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

24.75%

' '1818%

Medio de cultivo  Medio de cultivo Medio de cultivo Medio de cultivo
Archila Knudson “C” Murashige y Morel 1965
Modificado Skoog (MS)

Porcentaje de semillas germinadas

Medios de cultivo

Figura 7 Efecto de medios de cultivo en la germinacién de semillas de la orquidea Lycaste
lasioglossa Rchb.f.
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Al realizar el andlisis de comparacion de medias utilizando el criterio de la prueba de
Tukey, se observa que el medio de cultivo Archila y medio de cultivo Knudson “C”
Modificado se encuentran en el grupo “A” donde muestra que estadisticamente son
iguales y el medio de cultivo MS y medio de cultivo Morel se encuentran en el grupo “B”
mostrando que no hay diferencia significativa entre los dos medios de cultivo. En el
cuadro 10A muestra el cuadro de Tukey con las medias germinacion de semillas de L.

lasioglossa.

Los medios de cultivo utilizados para la germinaciéon de semilla, fueron seleccionados
debido a investigaciones realizadas para propagacién de orquideas (Rodriguez, 2007;
Feria, 2007), sin embargo se observo un alto porcentaje de germinacién con el medio de
cultivo Archila donde los macronutrientes y micronutrientes son proveidos por el producto
comercial de Bayfolan Forte®, a diferencia del medio de cultivo Knudson “C” Modificado
gue son agregados mediante soluciones concentradas. Segun Azofeita, Guevara y
Jiménez (2008) se pueden obtener resultados aceptables en la utilizacion de productos
foliares en los medios de cultivo, utilizando otras alternativas y permitiendo disminuir

costos en la produccion.

6.3 Efecto de medios de cultivo en el crecimiento de planta de L. lasioglossa

Las plantas de L. lasioglossa mostraron mayor crecimiento inicial, expresado en tamafio
de protocormo con la primera hoja, en el medio de cultivo Archila, el cual fue de 5.7 mm.
En el medio de cultivo Knudson “C” Modificado se observé un menor crecimiento de las
plantas de L. lasioglossa, en este medio el tamafio de planta, considerado el tamafio del

protocormo y la primera hoja, fue de 4.2 mm.

Existe diferencia estadistica significativa al 0.05 (cuadro 11A para el efecto de los medios
de cultivo en el crecimiento inicial de L. lasioglossa). En la figura 8 se muestra el efecto de
los medios de cultivo Archila y Knudson “C” Modificado en el crecimiento inicial de L.

lasiolgossa.



40

5.7mm

4.2mm

%]

=

Altura de planta en mm
[a=] w

[y

Medio de cultivo Archila Medio de cultivo Knudson “C"
Modificado
Medios de cultivo

Figura 8 Efecto de los medios Archila y Knudson “C” Modificado en el crecimiento inicial de
L. lasioglossa.

6.4 Efecto de medios de cultivo en la germinacion de semilla y crecimiento inicial
de L. lasioglossa

El medio de cultivo Archila mostr6 mayor efecto en la altura de planta (protocormo con
primera hoja) cuando las semillas fueron germinadas en este medio y trasladadas a este

mismo medio para su crecimiento inicial; su altura fue de 8.21 mm.

El segundo tamafo en altura de planta (6.94 mm) se observo cuando las semillas de L.
lasioglossa fueron germinadas en el medio de cultivo Archila y trasladas para su
crecimiento al medio Knudson “C” Modificado. Por otra parte el tercer tamafo de altura de
planta (6.52 mm) se observé cuando las semillas fueron germinadas en el medio de
cultivo Knudson “C” Modificado y trasladadas para su crecimiento al medio de cultivo
Archila.
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Cuando se utilizé6 el medio de cultivo MS como medio de germinacion y el medio de
cultivo Archila como medio de crecimiento el tamafio de las plantas de L. lasioglossa fue
de 4.63 mm. Las plantas germinadas en el medio Knudson y trasladas al mismo medio

mostraron un tamano de 4.02 mm.

Las plantas de L. lasioglossa que se originaron de la germinacion de sus semillas en el
medio de cultivo Morel trasladadas para su crecimiento inicial al medio de Archila

mostraron un tamafo de 3.73 mm

El menor tamafio de plantas de L. lasioglossa (3.83 mm) se observé cuando las semillas
fueron germinadas en el medio MS vy trasladas para su crecimiento inicial al medio
Knduson “C” Modificado y cuando las semillas fueron germinadas en el medio Morel y
trasladas para su crecimiento al medio de cultivo Knduson “C” Modificado, en este ultimo
caso el tamafno de planta fue de 2 mm. En la figura 9 puede apreciarse la altura de
plantas en mm de los efectos entre los medios de cultivo de germinacién de semilla y
medios de cultivo de crecimiento de L. lasioglossa. Se realiz6 una comparacion de medias

utilizando el criterio de Tukey que se encuentra en el cuadro 12A.
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Archila Knudson "C" Modificado

Medios de crecimiento inicial y su relacion con medios de germinacion

Figura 9 Altura de plantas en centimetros de los efectos entre los medios de cultivo de
germinacion de semilla y medios de cultivo de crecimiento de L. lasioglossa.

Cabe mencionar que el medio de cultivo Knudson “C” Modificado ha sido utilizado en
otras investigaciones para la propagacion de orquideas (Archila, 1996; Mayo 2008; Molina
2012; Rodriguez 2007), sin embargo el medio de cultivo Archila es méas efectivo para la

propagacion de L. lasioglossa.

El medio de cultivo Archila se diferencia del medio de cultivo Knudson “C” Modificado en
los aspectos siguientes: el medio Archila a diferencia del medio Knudson tiene en sus
componentes carbon activado al 0.2 %, contiene 300 mg/l de Tiamina, los
macronutrientes y micronutrientes son proveidos por el fertilizante comercial Bayfolan

Forte®. En el cuadro 8A se presentan las diferencias entre los medios antes referidos.

El medio de cultivo Archila con los resultados que se obtuvieron en L. lasioglossa es una

alternativa al uso de fertilizantes foliares como fuente de macronutrientes vy
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micronutrientes en los medios de cultivo de orquideas. Azofeita, Guevara y Jiménez
(2008) evaluaron en cultivo in vitro de papa fertilizantes foliares para sustituir, en la misma
concentracion, los macronurientes y micronutrientes del medio MS. Habiendo obteniendo
resultados satisfactorios en dos de los fertilizantes foliares evaluados, ademas reportan
una disminucion significativa del costo de los medios de cultivo al utilizar fertilizantes

foliares como fuente de nutrientes.

El medio de cultivo Archila y medio de cultivo Knudson “C” Modificado estadisticamente
son iguales no mostrando diferencia significativa en la respuesta de germinacion de
semillas de L. lasioglossa, pero los componentes el medio de cultivo Archila son féaciles de
obtener en el mercado local y de bajo costo, con lo cual se reduce el costo de preparacion

del medio de cultivo.

Esta forma de germinacion asimbiotica de semillas de orquideas puede ser una
alternativa en la reproduccion de especie en peligro de extincion, debido a que contribuye

en la conservacion de la variabilidad genética de la flora en Guatemala.
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7. CONCLUSIONES

7.1

7.2

7.3

En la germinacion de semillas de Lycaste. lasioglossa Rchb.f. los medios de
cultivo MS y Morel 1965 son menos efectivos, los medios de cultivo Archila
y Knudson “C” modificado son mas efectivos en el porcentaje de
germinacion de semilla de la orquidea L. lasioglossa Rchb.f., sin embargo
los componentes del medio de cultivo Archila son mas accesibles y de bajo

costo.

El medio de cultivo Archila es méas efectivo en el crecimiento inicial de la

orquidea Lycaste. lasioglossa Rchb.f en comparacion con el medio de cultivo

Knudson “C” Modificado.

El medio de cultivo Archila es efectivo en la germinacion de semillas y el

crecimiento inicial de plantas de Lycaste. lasioglossa Rchb.f.
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8. RECOMENDACIONES

8.1

8.2

Utilizar el medio de cultivo Archila para la germinacion de semillas y el

crecimiento inicial de la orquidea Lycaste lasioglossa Rchb.f.

Para completar el protocolo para la propagacion de la orquidea Lycaste.
lasioglossa Rchb.f. se recomienda evaluar medios y sustratos para el

enraizamiento, asi como condiciones de aclimatacion.
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10. ANEXOS

Anexo 1

Cuadro 4A Componentes, concentracion de soluciones y cantidad de solucion
concentrada utilizada para preparar un litro de medio de cultivo Murashige y Skoog.

Murashige y Skoog Modificado Agua de coco
) y Cantidad de solucion
Componentes Cantidad/l | Concentracion concentrada/litro de
medio de cultivo
. (NH4) NO3 1650 mg
Macronutrientes
up KNO3 1900 mg 10X 100 ml
CaClI2 2 H20 440 mg
i MgS04 7h2 370
Macror:utrlentes o] (o] mg 10X 100 ml
B Kkh2po4 170 mg
. . feso47h20 27.8 mg
H X 20 ml
ierro y Sodio Na2 EDTA 33.6 mg 50 Om
. . MnSO4 4H20 22.3mg
Micronutrientes
wpn ZnS04 7H20 8.6 mg 1000X 1ml
H3 BO3 6.2mg
loduro de Potasio |KI 0.83mg 100X 10 ml
. . Na2 MoO4 2H20 0.25 mg
Micronutrientes
wg CuS04 5H20 0.025 mg 1000X 1mi
CoCL2 6H20 0.025 mg
Mio_inositol 100 mg 100X 10 mi
Hormonas Acido nicotinico 0.5mg
) . y Piridoxina- Hcl 0.5mg
Vitaminas — 1000X 1ml
Tiamina- HCI 0.1 mg
Glicina 2mg
Agua de coco 200 ml

Fuente: (Hurtad, Merino,1991)




Anexo 2

Cuadro 5A Componentes,

Knodson "C" Modificado

Cantidad de solucién

Componentes | Cantidad/l | Concentracion .
concentradallitro de
medio de cultivo
Macroelementos |Ca (NO)3 4 H20 | 1000 mg
o 10X 100 ml
A (NH4)2 SO4 500 mg
M I t
acro? elrln entos |MgSo4 7H20 250 mg 10X 100 ml
B KH2PO4 250 mg
Hierro FeS0O4 7H20 27.8
| © Mg 50X 20 m
Sodio Na EDTA 37.3mg
M trient MnSO4 4H20 22.3mg
'Cror,],if'en S |Znsoa 7H20 8.6 mg 1000X 1 ml
H3 BO3 6.2 mg
_ _ Na2 MoO4 0.25 mg
Micronutrientes | 2H20 1000X 1ml
"B CuS04 5H20 0.025 mg m
CoCL2 6H20 0.025 mg
Regulador de 100 m
Crecimiento Agua de coco
Sacarosa Azucar 20000 mg
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concentracién de soluciones y cantidad de solucién
concentrada utilizada para preparar un litro de medio de cultivo Knudson “C” Modificado.

Fuente: Arditti, Joseph, 1977
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Cuadro 6A Componentes y cantidad utilizada por litro de medio de cultivo Archila

Medio de Cultivo Archila

Cantidad
Componentes por Litro
Carbon Activado 29
Agua de Coco 100 ml
Azlcar 3049
Bayfolan Forte® 2.5 ml
Tiamina Pastilla 300 mg

Fuente: Archila, 2015
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Anexo 4

Cuadro 7A Componentes, concentracion de soluciones y cantidad de solucion
concentrada utilizada para preparar un litro de medio de cultivo Morel 1965.

Morel 1965
Cantidad de solucion
concentrada/litro de
Componentes | Cantidad/l | Concentracion medio de cultivo
Macror:u'flrlentes (NH4) 2 SO4 | 1000 mg 10x 100 ml
A MgSO4 7H20 | 125mg
KNO3 125 mg
Macronutrientes KCL >00 mg
g Ca (NO3)2 4 10X 100 ml
H20 500 mg
KH2PO4 125 mg
Micronutrientes MnSO4 4H20 1 mg
" p ZnS04 7H20 0.1 mg 1000X 1ml
CuS04 5H20 0.03 mg
Kl 0.01 mg 100X 10 ml
Micronutrientes H3BO3 1mg
g ALCL3 0.03mg 1000X 1ml
NiCL2 6H20 0.03 mg
Hierro FeCL3 6H20 1mg 50X 5mil
Sacarosa Azucar 20000 mg

Fuente: Arditti, Joseph, 1977
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Cuadro 8A Comparacion de los componentes de los Medios de Cultivo Archila y Knudson

"C" Modificado.
Medio de Cultivo Archila Medio de Cultivo Knudson "C" Modificado
Componentes cantidad Componentes Cantidad/I
Ca 0.625m . Ca(NO)z.4H,0 1000 m
N 275 mgg MacroT:‘['rlentes (NIEI4)2.)SO4 500 mgg
S 3.75mg
K20 124.47 mg Macronutrientes MgSo,.7H.0 250 mg
Mg 1.375mg g KH2.PO4 250 mg
PzOs 87.33 mg
Fe 1.25mg Hierro FeS0O,.7H,O 27.8 mg
Sodio Na EDTA 37.3mg
Bayfolan | Mn 1mg . . MnSQO,4.4H,0 22.3mg
Forte® |zn 2 mg Micronutrientes = e 71,0 8.6 mg
B 1mg A H3.BOs 6.2 mg
Mo 0.125 mg Micronutrientes Na, M004.2H,O | 0.25 mg
Co 0.05mg g CuS0.4.5H,0 0.025 mg
Cu 1 mg CoCl,.6H,0 0.025 mg
Acido
indolacético 0.075 mg
Clorhidrato de
tiamina 0.1 mg
Comp’on.ente 100 ml
Agua de Coco 100 ml organico Agua de coco
Azucar 3049 Azucar Sacarosa 209
Tiamina Pastilla 300 mg
Carb6n Activado 29

Fuente: Elaboracion Propia, 2016
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Cuadro 9A Resumen del analisis de varianza para la variable porcentaje de germinacién

de semillas de L. lasioglossa.

Andlisis de la varianza

Variable N R? Rz Aj CVv
Porcentaje de Semillas Ger 24 0.84 0.82 22.77
Cuadro de Andlisis de la Varianza
F.V. sC gl CM F p-valor
Medios de Cultivo 9044.22 3 3014.74 35.05 | <0.0001
Error 1720.33 20 86.02
Total 10764.55 23
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Anexo 7

Cuadro 10A Resumen de la prueba de comparacion multiple de medias de acuerdo con el
criterio de Tukey para la germinacion de semillas de L. lasioglossa.

Medios de Germinacion . . . Grupo
Porcentaje de germinacién | Tukey
Archila E. 61.05 A
Knudson “C” Modificado 58.92 A
Murashige y Skoog (MS) 24.75 B
Morel 1965 18.18 B
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Anexo 8

Cuadro 11A Resumen de andlisis de varianza para la variable altura de planta en los
medios de cultivo de germinacion de semilla y crecimiento inicial de planta de L.
lasioglossa.

Andlisis de la varianza

Variable N R? Rz Aj Ccv
Altura de planta 64 0.87 0.85 16.1

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. sC gl Cm F p-valor
Medios de crec. inicial 38.91 1 38.91 60.55 <0.0001
Medios de ger 189.23 3 63.08 98.16 <0.0001
Interaccion 6.18 3 2.06 3.21 0.0299
Error 35.98 56 0.64

Total 270.3 63
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Cuadro 12A Resumen de la prueba de comparacion multiple de medias de acuerdo con el
criterio de Tukey para la altura de planta en los medios de cultivo para la germinacion de
semillas a medios de cultivo para crecimiento de plantas de L. lasioglossa.

Medios de germinacion | Medios de crecimiento Altura de Grupo
planta en mm Tukey
Archila E. Archila E. 8.2 A
Archila E. Knudson “C” Modificado 6.9 B
Knudson “C” Modificado | Archila E. 6.5 B
Murashige y Skoog (MS) | Archila E. 4.7 C
Knudson “C” Modificado | Knudson “C” Modificado 4 c
Murashige y Skoog (MS) | Knudson “C” Modificado 3.8 C
Morel 1965 Archila E. 3.7 c
Morel 1965 Knudson “C” Modificado 2
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Cuadro 13A Datos del porcentaje de semillas germinadas de orquidea L. lasioglossa.

Medios de cultivo Porcentaje de semillas germinadas
M1 27.5
M2 64.8
M3 42.9
M4 11.7
M1 29.5
M2 63.3
M3 58.5
M4 8.6
M1 25.2
M2 39
M3 70
M4 12.9
M1 19.4
M2 57.3
M3 58
M4 14.4
M1 19.1
M2 68.9
M3 64.4
M4 29
M1 27.8
M2 60.2
M3 72.5
M4 32.5
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Cuadro 14A Datos de la altura de planta de L. lasioglossa en milimetros.
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Repeticiones

4 5

MS 4 4 3.2 45 5.7 5.7 45 5.5

_ [|kdunson 7.2 5.7 6.5 6.7 6.8 7 6 6
Archila -

Archila 8.7 7.8 9.5 8.3 8 7.8 8.2 73

Morel 3.8 3.8 53 3.2 33 4.2 2.8 33

coudson VS 4 5 3.7 4.7 4.5 27 3.5 27

":'cf°" Kdunson 5 4.8 43 4.5 4 3 3.7 2.8

Modificado Archila 7.8 6.8 7.5 5 5.7 7.2 7 8.5

Morel 2.5 2.5 2.3 1 15 2.2 17 2.3




