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Resumen
El objetivo de la invcstigaci%fue determinar el balance embriogénico de segmentos foliares
de Phaleanopsis amablis L. Se desarrollo en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales
de la Universidad Nacional de San Martin. Utilizando un Disefio Completamente al Azar
con arreglo factorial de 3 x 4, el factor a “region del tejido foliar”, factor b “tiempo de
oscuridad™. La metodologfa se baso en: primero en la separacion y elaboracion de las plantas
madre. Segundo que es la Primera fase: Induccioén de la embriogénesis somatica. Tercero
que es la Segunda fase: Multiplicacién y desarrollo de callos. Cuarto que es la cuantificacion
de Auxinas y Ciﬁininas: Los resultados fueron presentados en una estadistica descriptiva
e inferencial con Andlisis de Varianza (ANVA), prueba de rango miiltiple Duncan (o= 0.01).
En los resultados se hallo la diferencia entre los tratamientos, factores e interaccion entre los
niveles de factores. Logrando obtener en promedios; 48.82% de callogénesis, 8 pro-
enbrioides, 7 embrioides y 6 plantas regeneradas, estos resultados expresendonos
demuestran que a mayor tiempo de oscuridad (05 dias, 10 dias, 15 dias y 20 dias), mayor
callogénesis (%), pro-embrioides, embrioides y plantas regeneradas, generando una
respuesta lineal y una relacion de correlacién muy alta, en la regién foliar basal y apical no

se lograron resultados para la regeneracion de plantas.

Palabras claves: embriogénesis somatica, embrioides
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Abstract

The objective of the research was to determine the embryogenic balance of leaf segments of
Phaleanopsis amablis L. It as developed in the Laboratory of Plant Tissue Cultures of the
National University of San Martin. Using a Completely Random Design with a factorial
arrangement of 3 x Hactor a “region of leaf tissue”, factor b “dark time”. The methodology

s based on: first in the selection and preparation of the mother plants. Second, which is
the First phase: Induction of somatic embryogenesis. Third, which is the second phase:
multiplication and development of calluses. Fourth, which is the quantification of Auxins

d Cytokinins: The results were presented in descriptive and inferential statistics with
Analysis of Variance (ANVA), Duncan's multiple range test (o= 0.01). The results found
the difference between treatments, factors and interaction between factor levels. Achieving
in averages; 48.82% callogenesis, 8 pro-embryoids, 7 embryoids and 6 regenerated plants,
these results expressing us show that the longer the dark time (05 days, 10 days, 15 days and
20 days), the greater callogenesis (%), pro-embryoid, embryoids and regenerated plants,
generating a linear response and a very high correlation relationship, in the basal and apical

foliar region no results were achieved for the regeneration of plants.

Keywords: somatic embryogenesis, embryoids.




Introduccion

Dodson (2015), nos indica en su investigacion que:

Las orquideas pertenecen a una de las familias muy numero en el mundo en lo que
concierne a las plantas con flores teniendo asi mas de 20 generos y 20 000 especies.
Aproximadamente el 7% del total de las especies de plantas con flores son orquideas.
Ademis de ser una de las mds grandes, es conocida por la inmensa variedad en las
formas de sus flores. Pueden crecer en los arboles (epifitas) o en la tierra (terrestres)

y son mds comunes en las regiones tropicales.
Manuel (2007), dentro de su investigacién podemos conocer que:

La orquidea del género Phalaenopsis es una orquidea epifita, originaria del sureste
de Asia, India, Indonesia y parte de Australia (Rittershausen y Rittershausen,
2004/citado por Manuel, 2007), constituyendo la produccién de la flor y la planta el
60% del mercado mundial (ISSN, 2007). Su reproduccién natural es dificil debido a
su lento crecimiento monopodial es necesario por lo tanto establecer nuevos
protocolos de propagacion in vitro para ser mds eficiente en su multiplicacion

(Rodrigo, 2018)
Gil (2022), nos informa en su trabajo de tesis que la variedad:

Phalaenopsis representa uno de los grupos de orquideas mds apreciados por el
colorido y la duracién de sus flores. A diferencia de otras especies de orquideas, la
forma de reproduccién es dificil, ya que su crecimiento monopoidal lento ha
dificultado la multiplicacién vegetativa de materiales selectos y la reproduccién

sexual se ha visto agravada en algunos hibridos selectos.
Harper (2004) para su investigacion:

Referido por Cruz (2009), se refiere a las orquideas del género Phalaenopsis que
estan entre las mas comercializadas a nivel mundial con una estimacién alrededor
del 75% y entre los paises productores de orquideas se destacan Brasil, China, Costa
Rica, Estados Unidos, Filipinas, Indonesia, paises Bajos y Tailandia. Estas orquideas
muestran las siguientes caracteristicas: de un crecimiento monopodial, con raices
largas, hojas suculentas, no tienen un pseudobulbo, sus racimos se agrupan en las

axilas de las hojas y estas suelen tener un color: rosa, lila, blanco, amarillo y pueden




conservarse de en un buen estado durante 10 a 6 semanas convirtiéndolas asi en las

indicadas como decoracion de plantas ornamentales para casas.
Thorpe (2022), nos menciona en su trabajo de investigacion que:

Aislando una cantidad apropiada de segmentos y/o plantas es necesario expresar el

potencial inducido o intrinseco de la celula en la parte quimica y fisica.

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica muy utilizada que consiste en separar
un grupo de plantas y brindales las condiciones bdsicas tanto como quimicas y fisicas
que requieren para su desarrallo, pero de manera artificial en un laboratorio todo esto
con el objetivo que las células de las plantas muestren su potencial inducido y

intrinseco.
Stoller (2015), refiere en su investigacion que:

La presencia de las hormonas vegetales en diferentes niveles de diferentes estados
de desarrollo en el ciclo de la planta, estdn disponibles en suficientes cantidades en
todo el ciclo de la vida de la planta para maximizar la expresion genética. Por eso las
hormonas deben ser sintetizadas constantemente y reguladas para mantener y
prolongar un sano crecimiento de las puntas de las raices es critico para el éptimo

balance hormonal necesario para su maxima expresion genética.

Segiin lo analizado en el contexto nacional, regional y local se definié como
problema principal; ;Cudl sera el periodo de la fase oscura y region del segmento

foliar que permitan regenerar plantas completas de Phaleanopsis amabilis L.?

La hipétesis de investigacion es; Con la determinacion del balance hormonal en la
region espacial del tejido foliar de orquideas, se podrd fomentar estructuralmente
clones idénticos de manera masificada de Phaleanopsis amabilis L. bajo condiciones

de laboratorio.

Se plante6 como objetivo general; Determinar el balance embriogénico de
segmentos foliares en Phaleanopsis amablis L., entre los objetivos especificos se
plantearon; Determinar la regién espacial del tejido foliar mds activo a la generacidn
de embroides somadticos; Determinar los periodos de incubacion en fase oscura y
luminosa de segmentos de tejidos foliar, Determinar la concentracién hormonal

enddgena de auxinas y cito quininas sobre diferentes segmentos de tejidos foliar.




Con esta investigacion se busca determinar determinar periodos de fase oscura para
la generacién de callos embriogénicos y estructuras pro-embriogénicas, capaces de
poder regenerar plantas completas. Paralelamente el estudio permitira determinar la
region (segmento) mds activa del tejido foliar de Phaleanopsis amabilis L. los
resultados esperados serdn inéditos y tendrdn una originalidad para ser publicados
en revistas especializadas. A corto, los nuevos conocimientos obtenidos por el
proyecto podran ser replicados y utilizados en estudios avanzados de fisiologia

vegetal.
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CAPITULO I
REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Generalidades de Phalaenopsis
1.1.1. Origen y distribucién.

Rosas (2018), menciona en su investigacion:

La palabra Phalaenopsis del griego phalaina, “mariposa” y opsis, “parecido”, debido

a las inflorescencias de algunas especies, que recuerdan a mariposas en vuelo
Harper (2004), se refiere en trabajo que:

El género Phalaenopsis abarca unas 70 especies con numerosos hibridos cultivados
de flores de diversos coleres y tamaiios, en la actualidad se encuentran un sinfin de
hibridos de las especies de origen que lo podemos observar en tiendas,
supermercados, en diferentes ﬂolﬁ'fas ya que es una de las orquideas mas conocidas
y cotisadas. Su origen se remota desde el sur de China hasta el Noreste de Australia
abarcando tambirn Sumatra, Indonesia, Filipinas, Borneo. Por lo general su
desarrollo se da en altitudes bajas, de manera epifita es decir crecen sobre otro
vegetal de pocas hojas y con suministro de agua sin embargo también pueden crecer
de manera litofitica es decir se desarrollan sobre rocas que estdn cubiertas de musgos

en los bosques.

1.1.2. Clasificacién botanica.

Blume (2018), menciona en su cstudioE siguiente clasificacion taxondémica:

Reino : Vegetal

Divisién : Spermatophytes

Sub — Division : Angiospermas
Clase : Monocotiledoneas
Orden : Microspermales
Familia : Orchidaceae

Sub familia : Vandoideae
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Tribu : Vandeae
Sub tribu : Sarcanthinae
Género : Phalaenopsis

Especie : amabilis

Gracias a que esta orquidea es muy conocida se dieron paso a la creacion de rHchos
hidridos artificialmente como, por ejemplo: el Phalaenopsis que fue el primer hibrido creado
en 1875 por John Seden en Inglaterra y fue en el mismo pais, pero en el afio 1886 que
cruzaron dos especies una fue la Phalaenopsis amabilis L. la otro es la equestris
Phalaenopsis Rchb donde al final se sembro la planta y de alli solo florecio una de las
semillas y para que esto suceda tuvo que pasar una década. Otros 13 hibridos de primaria
fueron hechos en 1900 por flores y John Seden el fin de las creaciones de hibridos en ese

entonces era basicamente para ser exibidas en salones como plantas exéticas.

1.1.3. Morfologia general.

Harper (2004) indicadentro de su investigacion que:

Es una planta bdsicamente epifita porque crecen y viven sobre ramas de arboles y
troncos porque son usadas como anclaje donde las raices largas que poseen se aferran
y se pegan fuerteéc las cortesas de los arboles para asi resistir a los vientes fuertes
de la naturaleza, no son parasitas, pues no se alimentan del drbol, que solamente les
sirve de soporte. Los tallos cortos provistos de 2-6 hojas grandes, coridceas, carnosas
y con grandes raices con las que se adhieren a ramas, troncos, etc. La planta sélo
produce unas pocas hojas que son grandes y carnosas, pero no muy largas, Tiene
raices aéreas muy fuertes. Las flores aparecen en tallos largos y arqueados y en un
niimero de hasta 30. Oscilan entre 2.5 y 13 cm y pueden aparecer en cualquier época
del afio, con una duracién de hasta tres semanas. Los colores son variables, rosa, rojo

violdceo, efc., las bracteas son de 5 mm, triangulares.

Las hojas: Son de color verde oscuro con manchas azules grisiceos donde los

basales se desprenden al mismo tiempo quedando 4 a 5 hojas en la planta.

El rizoma: Se forma de manera erecta y los extremos formar 2 hojas alternas,

suculentas y elipticas todos los afios.




19

Las raices: Tienen contexturas gruesas y cubiertas de un tejido esponjoso (velamen)
que cumple la funcién de absorber nutrientes y agua ya que por dentro se encuentra la raiz

principal que contiene clorofila que es de color verde.

Las flores: Esta formada de tres sépalos o también llamado pétalos que cada uno de
ellos tienen un inferior distinto que da origen al llamado labelo y en medio del petalo lo
divide una columna llamada fusion de los estambres y pistilos. Los sepalos florecen de 2 a

3 veces al afo durante 6 a 10 semanas ya dependiendo de su manejo.

1.14. Importancia econémica.

Jia-Hua y Jen-Tsung (2008), en su trabajo de investigacion referente a:

La orquidea Phaleanopsis en los tltimos afios ha ido creciendo su popularidad, por
sus bellas flores y la factibilidad de produccion del cultivo en condiciones artificiales

y su largo periodo de vida como planta ornamental.
Griesbach (2002) cit por Rosas (2018), recalca que en su estudio:

Por su alto valor econémico en paises como Alemania, China Pafses Bajos, Estados
Unidos entre otra muestra una produccion de grandes proporciones de Phaleanopsis
en maceta. En el 2016 la conocida identidad de control de fauna y forestal silvestre
llamado el Pedregal que se encuentra ubicado en la regién Junin incauto material que
estuvo valorado en 30, 000 que es un aproximado de 9000 dolares americano hasta

24 000 dolares. Multiplicacién de Phaleanopsis.
Tirado (2005) y Rosas (2018), coinciden en sus trbajo de investigacion que:

La Phaleanopsis por su lento desarrollo en condiciones naturales, siendo dependiente
de su relacién simbidtica con un hongo micorrisico, impuso su produccién en gran
escala, la demanda exige buscar nuevas alternativas y entre ellaw técnica de cultivo
in vitro ha permitido su facilidad de multiplicacion de plantas para el comercig. El
éxito dependera del tipo de explante a utilizar, como también desarrollando formas
de propagacion clonal in vitro, entre ellas |1 formacién de embriones somaticos a
partir de calos y la formacién de cuerpos similares a protocormos a partir de

segmentos foliares u otros Cultivo de tejidos vegetales.
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Edulp (2015), precisa en su investigcaion que:

Los medios de cultivo son soluciones acuosas donde se desarrollan
microorganismos o células o tejidos vegetales y/o animales. El desarrollo de este
solo ocurre en presencia de los nutrientes requeridos (que dependen del

microorganismo o tipo de células o tejido en particular).
Perea y Tirado (2011), para su trabajo de tesis determinaron que:

La composicion del medio de cultivo garantiza que se le suministren los nutrientes
al tejido vegetal “in vitro” y debe ser muy parecido a las condiciones nutricionales
que ofrece el suelo a las plantas en su estado natural. Los componentes principales
del medio son: macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, aminodcidos, azucares,

agentes gelificantes y hormonas o reguladores de crecimiento.
Roca y Mroginski (1991), para su estudio de invesytigacion emplearon:

La técnica del cultivo In vitro no solo ayuda a entender los eventos de diferencicion
celular si no también al aprovechamiento de explotar de manera eficiente a las
plantas. Mencionan que las plantas cultivas atravez de esta técnica los desecientes
que se obtienen se 1lama clones que serdn idénticas genéticamentea a la madre, una
planta propagada por semillas no se considera clonal porque cada una de estas
semillas posee su propia base genética que es la combinacion de genes que es el

resultado de sus dos progenitores.
Mroginski y otros (2006), dentro de su investigacion nos informan que:

No existe un medio universal para todos los propésitos ni para todas las especies que
se trabajan in vitro, sin embargo, se puede utilizar el medio basico o de Murashige y
Skoog (M&S). Actualmente se encuentran mds de 80 medios comerciales que se
venden listos para micro propagacion y la literatura menciona alrededor de 2000

formulaciones diferentes.

Para establecer cultivos mediante la técnica invitro se debe considerar ciertos
estipulos como: condiciones ambientales, normas de higiene, factores favorables
para poder asi obtener buenas rrespuestas del procedimiento.

1.15. Explante.

Roca y Mroginski (1991), dentro de su trabajo se identifico que:
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Un explante es lo que se necesita en primer lugar para establecer el procedimiento y

se debe elegir el apropiado dependiendo la variedad de especie utilizada.

1.1.6. Segmentos foliares.

Ecured (2018), en su estudio de su investigacion menciona que:

Organo propio y transferido a un medio artificial de crecimiento separado de su
tejido vivo, para tener éxito en el cultivo de tejidos depende de la especie con la que
se esté trabajando y de los objetivos que se persigan, dependiendo de su ubicacion
en la planta, del tipo de tejido que contiene, de su edad cronolégica y fisioldgica, de
su contenido enddgeno de hormonas, entre otros, se comportara de una manera o de

otra, como también conservar sus caracteristicas especificas en el cultivo

1.1.7. Asepsia.

Roca y Mroginski (1991), en su trabajo bos permiten conocer que:

Siempre debemos de tener cuidado con la proliferacion de hongos y bacterias al
realizar medios de cultivos ya que estos siempre se prsentan normalmente al
momento de incubacién de cultivos destruyendo asi tales cultivos por ello se debe

tener en cuenta tener condiciones buenas al momento de su manipulacién.
Maglietti; Mroginski; Fontana (2006), pudieron lograr con su trabajo:

esterilizar de manera superficial las hojas maduras del genero Arachis (correntina,
villosa, burkatii) usando un 70 % de etanol durantes 30 s para luego ser bafiadas con
una solucion de hipoclorito de sodio al 1% afiandiendo 1 gota de interpolacién 20

durantes 12 min.

1.1.8. Medios de cultivo.

Roca y Mroginski (1991), por medio de su investigacion se puede decir que:

Actualmente existen innumerables formulaciones, conteniendo entre 15 y 35
compuestos quimicos que se suministran a base de: carbono; nutrimentos minerales;
vitaminas; agente gelificante (en el caso de medios semisdlidos); sustancias
reguladoras de crecimiento; otros compuestos; generalmente se hace referencia al

conjunto de componentes (C+N+M), como el medio basal (MB).
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1.19. Periodos de incubacion

Alrafin (2015), en su estudio determino que:

Para el desarrollo de plantulas se debe mantener en un ambiente a climatizado, con
su control de temperatura y control del fotoperiodo que puede ser de 16/8 0 12/12 de

luz / oscuridad.

Donde esta climatizacién generara una uniformidad de las plantas en su interior
desarrollo, facilitando para la observacién de cualquier problema se note,
manteniendo las buenas condiciones de la instalacién son fundamentales para
conseguir uniformidad en la produccién y garantizar la obtencién de excelentes

plantulas para el productor.

1.1.10. Condiciones ambientales de incubacion

Roca & Mroginski (1991). Dentro de su estudio nos dice que:

Es recomendable que los cultivos incubados se encuentren en ambientes controlados
principalmente de temperatura y luz ya que no se tiene mucha informacién sobre

estos dos factores y la que existe son contradictorias.

1.2. Embriogénesis som:tica.

Delgado & Rojas (1999), Krikorian (1991) en el contenido de su investigacion nos dan a

entender que:

Hay muchas metodologias para realizar una micropropagacién como: el cultivo de
meristemas, dpices caulinares y yemas axilares; la organogénesis directa; la
organogénesis indirecta; la embriogénesis somatica; los drganos de perennidad; el
micro injerto y el cultivo de embriones, semillas y esporas. Los métodos
mencionados presentan ventajas y desventajes en los puntos de vista de fidelidad y

multiplicacién genética del material desarrollado.
Radice (2004) y Edulp (2015), en sus estudios de tesis mencionan que:

La embriogénesis somitica es la capacidad que poseen ciertas células vegetales de
formar embriones por un proceso semejante a la embriogénesis cigética. Esto no
sucede tinicamente en cultivos in vitro, ya que es relativamente frecuente en algunas

familias de plantas, fendmeno conocido como apomixis. Como también al igual que
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los cigéticos, la capacidad de formar una nueva planta después de un proceso de
germinacion, con la diferencia que la embriogénesis somatica es un proceso asexual
por lo que la nueva planta supuestamente tendrd un genotipo idéntico al de la célula

que le dio origen.
Radice (2004), gracias a su investigacion se puede saber que:

Durante la embriogénesis los embriones somdticos pasan por una serie de estadios
intermedios denominados globular, de corazén y de torpedo que son similares a los

que ocurren en la embriogénesis cigdtica.

Steward (1958), Reinert (1959) y Delgado & Rojas (1999), podemos conocer segtin

su investigacion que:

La embriogénesis somitica fue estudiada por primera vez en tallos de zanahorias de
raices guardadas (Steward et al., 1958) y (Reinert 1959) siendo esta la demostracién
de la totipotencia celular de cultivos superiores obteniendo plantas integras y muy

buenas mediante embriones somaticos (Delgado & Rojas 1999).
Tisserat (1979), dentro de su investigacion dio a conocer:

sobre el desarrollo de embriones sométicos de 32 familias, 81 generos y 132
especies. En la actualidad esta cantidad crecio de una manera increible donde no solo
las células esporofitica han hido demostrando su aptitud en formar embriones
somaticos si no también las células generativas de las microesporas de anteras asi lo
desmotraron en Datura inoxia y (Nitsch, 1969) en Nicotiana tabacum, (Delgado &

Rojas, 1999).
Godmez, (1998), Delgado & Rojas (1999), en su trabajo de investigacion sobre:

Los embriones somidticos o también llamadas sexuales o adventicia se define como
el crecimiento de embriones que son a raiz de células en donde no son el resultado
de la unién de gamentos mientras ocurre la fecundacion, en pocas palabras origina
una estructura bipolar (Gémez, 1998) también pueden diferenciarse de la
micropropagacion de apices caulinares y de la regeneracion de 6rganos mediante la

organogenesis resultando asi el proceso de 6rgano y dpice (Delgado & Rojas, 1999).

Mostramos las tres cualidades del embrién somatico segin Sannasgal, Escalant y

teissont en 1989 y son las siguientes:
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e Puede actuar a su manera ante los tejidos del generador que se encuentran protegidos

por lo general por una piel.

e Esta formada por una estructura bipolar, con un apice radical cotiledonales y

apicular.

e Tiene bandas procambiales entre los vértices.

1.2.1. Tipos de embriogénesis somatica.

Delgado y Rojas (1999), menciéna 2 guias importantes para el desarrollo de la

embriogenesis sexual atravez de la técnica de in vitro y son las siguientes:

1.2.1.1. Embriogénesis somdtica directa.
Este modelo se basa en que los embriones adeventicios provienen principalmente de

los tejidos sin que los callos aun se formen.

1.2.1.2. Embriogénesis somdtica indirecta.

Sharp (1980), mediante su trabajo de tesis nos da a conocer que:

Esto sucede cuando el callo esta perfilado y formado antes que ocurra el desarrollo
de embriones somaticos. En los ambos tipos de embriogenesis sexual la secuencia
en la que se desarrollan es igual a la de una formacién de embrién cigotico mejor
dicho la acorazonada, estadios globulares, torpedo y la formacién de plantas integras
buenas. (Sharp et al., 1980) mencionan que la embriogénesis somatica directa sucede
a raiz de las células pre-embriogenicas definidas que estin comprendidas en la
formacién embriogénico y se necesita tener una sola incitacién para su expresion
solo un estimulo para su expresion; mientras la embriogenesis de manera indirecta

resulta células diferenciadas o tambien llamada células embriogenicas inducidas.
1
Chen y Chang (2006), menciénan que:

obtuvo embriogenesis asexual directa y una generacion completa de plantas
Phalaenopsis amabilis y obtuviendo embriones a los 45 dias de ralizado el cultitvo.
Por otro sentido, a lo que se refiere el origen unicelular o pluricelular de embriones

somaticos esta relacionado de forma directa con el comportamiento de las células.
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1
Delgado & Rojas 1999), (Hacius 1978), Raghavan (1976) y Tisserat (1979) definen:

a la embriogenesis que se da a raiz de una celula donde no establece conexiones
vasculares con los tejidos de la madre y por ende (Raghavan, 1976) y (Tisserat et al._,
1979) se forman en funcidn a células embriogeneticas principalmente embriogenesis
directa via suspensiones celulares o callos dando asi varios embriones somaticos

como resultado.

Vasil & Hildebrandt (1966), en su estudio recalcan que:

Los embriones somdticos no solo se formar a raiz de agregados embriogeneticos o
nédulos callosos (Vasil & Hildebrandt, 1966), también si no de células simples
periféricas (Jones, 1974), de las segmentaciones celulares simples (Linz & Conover,
1991) de bastantes proesos indicado (Handro et al., 1973; Lu & Vasil, 1981). La
procedencia pluricelular al parecer produce embriones asexuales que estin
mezclados con el tejido materno es decir el origen unicelular produce embriones
somdticos ligados al tejido maternal por sus esctruturas parecidas a los embrios

zigoticos (Delgado y Rojas, 1999).

1.2.2. Fases de la embriogénesis somatica.

Delgado & Rojas (1999), dentro de su investigacion de tesis ellos:

Se reconoce 3 fases: induccién de callos embriogeneticos, induccién y maduracion
de los embriones somdticos y por ultimo el desarrollo del embrién somatico en la

planta esto se establecion segtin.

1.22.1. Induccion del callo embriogénico.

Evans (1981) y Ammirato (1983), Chée y Cantliffe, (1988), en sus investigacion concuerdan

que:

Esta induccion incluye de la seleccion hasta la desinfeccidn del tejido vivo separado
asi mismo abarca su inaculacion en el medio del cultivo. En los primeros medios de
cultivo se puede notar la presencia de auxinas un 60% en todas las especies
experimentadas por (Evans et al., 1981) y (Ammirato, 1983), principalmente el 2D

y 4D en menores cantidades que las ANA y AIA (Chée & Cantliffe, 1988).
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Un sin numero de angiospermas herbdceas respondieron de manera favorable a los
procesos de callo embriogénico mientras las especies lefiosas indicaron recalcitrantes

(Sommer et al., 1 975).

1.2.22. Inducciépy maduracion de los embriones somditicos.
:
Delgado y Rojas, (1999), Chée y Cantliffe (1989), Delgado, (1995), en sus trabajos se puede

entender que:

En este medio a diferencia del primero esta carece de auxinas y algunas giberalinas
y/o citoquinina en cantidades altas, en esta fase sucede la formacién de embriones
advencias en gran proporcién para que el producto se convierta finalmente en una
planta sin embargo su empleo en muchos sistemas fue muy dificultoso (Delgado y
Rojas, 1999). Dentro de ello podemos observar el crecimiento de los embriones
asexuales distinguiendo cambios morfolégicos como: torpedo, acorazonado y
globular; es factible observar otras formas como: cotiledonar, torpedo tardio y
expandido como sucede en la embriogenesis adventicias del cultivo de camote (Chée
y Cantliffe, 1989; Delgado, 1995). Tiene mayor significancia la embriogenesis
repetitiva o secundaria ya que se forma de una a mas embriones somaticos (Delgado

y Rojas, 1999).

1.2.2.3. Desarrollo de embriones somdticos en plantas.

Delgado y Rojas (1999), en su estudio nos dice que:

En esta etapa el embrion somatico logra el estadio de torpedo donde la planta se

vuelve integra para ser llevada campo definitivo con las condiciones adecuadas.
Chen y Chang, 2006) realizo un trabajo de investigacion:

donde empleo un metodo de induccién de embriogenesis asexual de forma diretaen
hojas inmaduras enteras phalaenopsis amabilis atravez de un metodo de cultivo
(Murashige y Skoog, 1962) con las siguientes proporciones: myo-inositol al (100),
niacin (0.5), pyridoxine HCL (0.5), thiamine HCL (0.1), glycine (2.0), peptone
(1000), NaH2PQOa4 (170), sucrosa (20000), Gelrite (2200), fitohormonas con distintas
dosis de Acido naphtalenacetico (ANA) y thidiazurén (1-phenyl-3-(1,2.3-thidiazol-
5-yl) tanto como urea (TDZ), obteniendo los siguientes resultados: que el tratamiento

4 con la aplicacion de 0,00 mg/l ANA; 3,0 mg/l TDZ dando resutados favorables con
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un 194 % de embrios luego de los 45 de su siembra In vitro como por ultimo se

logro regenerar con éxito a las plantas después de los 160 dias.

1.3. Hormonas reguladoras de crecimiento

Hurtado y Merino (1994), en su trabajo de tesis nos sefialan:

Para que una planta se desarrolle de una manera adecuada es importante la
interaccidn de los factores externos como: temperatura, luz, nutrientes y los internos
que son: hormonas de creciemineto ariginarios de diferentes nutrientes que se le
brinda a la planta en cantidades necesarias segiin su requerimiento nutricional que
estimulan modifican o inhiben en cualquiera u otro modo los procesos fisiologicos
de determinada planta que por una parte son producidas por ellas mismas o les

trasfieren de otras y esta influenye en el proceso ya mencionadao.
Gonzales y Raciman (2003), en su estudio nos informa que:

Las hormonas vegetales estan conformadas por 5 grupos de compuestos que
contienen citoquinina, auxinas, giberilina y acido abscisico, cada una de estos
componentes ya mencionados presentan una estructura con activos brindando bajas
concentraciones para la planta donde exiben las propiedades de desarrollo y

secciones cortadas que presentan en ciertas ocaciones.
Delgado y Rojas, (1999). Para su investigacion nos ensefia:

La aplicacién exégena viene influyendo de forma severa en los controladores de
crecimiento por ende afecta también a los tejidos y érganos de manera genotipica y
explante. Las hormonas vegetales para el desarrollo son los compuestos mas
importantes que incluye a un cultivo determinado proporcinandole las dosis

homonales adecuadas que requiere dicho cultivo.
Edulp (2015), en su investigacion nos explican que:

Los reguladores de crecimiento se dividen en naturales: hormonas y sintéticas:
reguladores de crecimiento (Inhibidores de crecimiento, cito quininas, retardantes,
giberelinas).

13.1. Auxinas.

Ludwig-Miiller y Cohen (2002) cit por Jordan (2006), determino que:
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Son grupos de hormonas vegetales de procedenia naturales que regula los distintos
aspectos del crecimiento y desarrollo del cultivo. La que predomina en las plantas
son el acido indolacético (IAA) que se encuentra presente de manera activa en los
bioensayos y concentraciones nanomorales. Otras formas narutales presente en las
auxinas son el: dcido indol butirico (IBA), acido fenilacético (PAA), el acido indol
propitnico y el el dcido 4-cloro-indolacético (4-CILAA) segun (IPA; Ludwig-Miiller
y Cohen 2002/ cit por Jorddn, 2006).

Hurtado y Merino (1994), nos dice en su investigacion que:

Estas esquematizan objetivamente el vertice de las ramas mas jovenes, el tallo, hojas
jovenes y yemas por lo general en el meristemo (Taiz & Zeiger, 2004). Poseen una
capacidad de generar alargamiento celular y aal mismo tiempo promueve la division
celular en los tejidos provocando el desarrollo de callos en raices y tallos (Hurtado

& Merino, 1994).
Haissig (1974), Delgado y Rojas (1999), nos expolica en su investigacion sobre que:

Esta hormona por lo general son lo principales reguladores de desarrollo que a
amenudo van aumentando de manera constante el desarrollo de primordios
radiculares excepto en tejidos que por su naturaleza presentan una presdisposicion
de arraigo (Haissig, 1974). Por otra parte, se involucran en la activacién de células
del cambiun inhibiendo la absorcién de hojas y frutos como también de las yemas
laterales, etc, (Salisbury 2000). Cuando esta hormana se utiliza en los tejidos se
vuelve varible conummente se usa el acido naftanalenacetico también conocido por

las siglas ANA en cantidades de 0.1-10 mg/l (Delgado y Rojas, 1999).

1.32. Cito quininas.

Kakimoto (2003), nos explica en su investigacion que:

Son hormonas principales que participan en el preceso de crecimiento y desarrollo
de los cultivos que van relacionados con la accion de varios genes. Cumple funciones
tales como la estimulacién en el ciclo celular (Jorddn, 2006) también se encuentra en
el simplasto y apoplasto de tal manera que asume la existencia de trasportadores
principales a etse nivel. Se ha confirmado en muchos trabajos que las homonas

primero son percadatas por proteinas quinasas-histidina y que la transduccion es una
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sefial que ocacionando la fosforilacién en una cantidad til para ser trasportada al

grupo de fosforilo dando respuestas mas cortas (Kakimoto 2003).
Taiz y Zeiger (2004), en su estudio mencionan que:

Las citoquininas presentan otros efectos en el proceso fisiologico de la planta
incluyedo también en la movilizacién de nutrientes, dominacia apical, senescencia
foliar, germinacion de semillas, crecimiento para controlar el ingreso de luz, etc
(Taiz y Zeiger, 2004). En su totalidad estas moléculas se encuentran presentes en
todas las moléculas libres pueden ser en bacterias ya que fueron halladas
anteriormente en una gran variedad de angiospermas como (musgos y coniferas)
(Taiz y Zeiger, 2004).

Delgado y Rojas, (1999), determino que:

Las proporciones usadas en los cultivos de tejido se establecen en un rango de 0.1-

3.0 mg/1, 1o menciona (Delgado y Rojas, 1999).
Ernst (1994), en su investigacion se determino que:

El efecto del Thidiazurén en la propagacion in vitro de Doritaenopsis planteados se
obtuvieron multiples brotes con niveles muy altos de TDZ desarrollando los
protocormos y la rafz en cambio al aplicar las dosis de 0.23-1.14 mg/l de TZD se

obtuvo rangos muy bajos en lo que concierne los protocormos (Ernst, 1994).

133. Interaccion auxina-citoquinina.

Skoog y Miller (1957), en su trabajo se definio:

La interaccién de las auxinas y citoquinina se regulan mediante la conjugacion y
sintesis donde permanece biolégicamente activa en las confugaciones de glucosidos.
Casi siempre cuando las auxinas se encuentran en altas cantidades la citoquinina
bajan e inicia la divisién celular interviniendo en el desarrollo celular (Skoog y

Miller, 1957).
Chen y Chang (2006), en su trabajo de estudio se establecio que:

Para este procedimiento de formacién de embriones y enduccion de callos se uso una
interaccion de TDZ Y ANA en diferentes cantidades Para e proceso de formacion de

(Chen y Chang 2006).
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George y Sherringthon (1984), segtin su investigacion para entender mejor se puede nortar

1.4.

En la figura 1 se muestra las interacciones entre la citoquinina -auxina en inducciones
morfogénico utilizando la técnica de cultivos de tejido In vitro segin (George y

Sherringthon 1984).

Antecedentes de la investigacién

Claudia (2016), en su investigacion titulada: Induccién e Histologia de Embriones

Somaticos Primarios y Secundarios de Phaleanopsis Hibrido Classic Spotted Pink

(Orquidaceae), menciona:

Que con los objetivos inducir la formacién de embriones somdticos in vitro en el
hibrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink, utilizando diferentes medios nutritivos,
y evaluar la morfologia interna de estos embriones mediante andlisis histoldgico e
histoquimica. Hojas jévenes de plantas cultivadas in vitro se utilizaron como
explantes para la induccién de embriones somaticos en diferentes medios nutritivos:
New Dogashima Medium, contenido de ANA (0.537 mM) y BAP (4.440 uM)
ademds de phytagel y con pH 5.8 (NDM) y el Murashige Skoog con la mitad de la
concentracion de sales, ademas de ANA (0.537 pM) y TDZ (13.621 uM), gelificado
gelrite y pH 5.2 (4 MS). Se obtuvieron embriones somaticos primarios a los 90 dias
de cultivo en el medio % MS y a estos se le transfirié al mismo medio (4 MS) para
la obtencién de embriones secundarios. Los embriones somdticos primarios y
secundarios fueron subcultivados para MS con la mitad de la concentracion de sales,
sin reguladores de crecimiento y sometidos a fotoperiodo de 16 horas, lo que
estimuld la produccién de clorofila tanto en los embriones primarios como en los
secundarios, promoviendo el desarrollo de los protocormos y mads tarde en las
plantas. Los andlisis histolégicos demostraron que los embriones somdticos fueron
formados directamente en las capas epidérmicas de los explantes, sin pasar por la
fase de callo, via embriogénesis somaitica directa. Los métodos histoquimicas
hicieron posible destacar la deposicién de almidén y lipidos en las células
embriogénicas como resultado de mecanismos fisioldgicos, que permiten el
desarrollo de los embriones primarios y secundarios en las plantas. Por lo tanto, el

medio 2 MS contenido de ANA (0.537 uM) y TDZ (13.621 uM), con gelrite y pH
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5.2 permitié obtener embriones primarios y secundarios con capacidad para

regenerar plantas con caracteres morfoldgicos similares a los de la planta matriz.

Cruz (2009), en su tesis titulada: Induccién de la Embriogénesis Somatica Directa en

Phalaenopsis Amabilis (L.) Bl., a partir de Segmentos Foliares, nos dice:

Con el propésito de desarrollar una metodologia adecuada para la induccién de la
embriogénesis somdtica directa en Phalaenopsis amabilis, a partir de segmentos
foliares, se emplearon explantes de hojas inmaduras de 15 mm, obtenidas de frascos
que fueron sembradas de cdpsulas dehiscentes. Se evaluaron los segmentos foliares
a la induccion de callos, utilizando 12 tratamientos con diferentes concentraciones
de auxina-citoquinina, dcido naftalenacetico (0,00; 0,10 y 1,00 mg/ 1) y thidiazurén
(0, 0.10, 1, 3) afiadiendo compuestos minerales de: 10 mg/l inositol, 0.50 mg/l
pyridoxine, 0.10 mg/l thiamine, 2.0 mg/l glycine, 170 mg/l fosfatico sédico, 2 g/l de
peptonas, 20 g/l sucrosa y 3.75 de agar. Donde fueron cultivados durante un perido
de 30 a 45 dias en condiciones favorables de luz y oscuridad. Mostrando porcentajes
favorables de un 100% de los ensayos a los 30 dias de haber sido realizado la
siembra, en los tramientos (1,2,5,6) obtuvieron resultados satisfactorios en lo que
concierne el primer estadio, pero durante el proceso de la investigacion se puedo
identificar la presencia de muchos callos embrionarios que tenian una consistencia

no apropiada.
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MATERIAL Y METODOS

21. Localizacién del experimento

La prewte investigacion se desarrollo en las intalaciones de la UNSM-T

principalmente en el laboratorio de Tejidos Vegetales.

a) Ubicacién politica

En el Distrito : de Morales
Provincia de : San Martin
Regién de : San Martin

b) Geografica (Coordenadas UTM, altitud)
Latitud Sur :06°29° 13,27
Longitud Oeste  : 76° 22° 48.4”

Altitud : 350 m.s.n.m.m.

2.2. Materiales

a) Material vegetativo
»# Capsula de la orquidea Phaleanopsis amabilis L., del laboratorio de Tejidos
de Cultivos Vegetales (LTCV).
b) Materiales y equipos de laboratorio
» Tubos de ensayo de 25 x 150 mm
»# Pipetas DIN/B de 25,10,5y 1 ml
Vaso de precipitado kimax de 500 y 1000 ml

Y

v

Mechero para alcohol

Y

Pinzas de acero inox stainless p unta roma de 143.0 y 200,0 mm de longitud.

A\

Espatula de bronce de 293.0 mm de longitud

Y

Autoclave vertical sercal de 40 | de capacidad

Estereomicroscopio nikon SMZ645 (0,8X - 5X)

Y

Potenciometro schot.

Y
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imara de flujo laminar horizontal
Termoémetro de maxima-minima Stortz MMT-15/17.
Camara digital fotogrifica

tivos
Carbén activado
Agua de coco
Sucrosa
Agar agar
Lejia comercial al 5,25% de NaOCl
Pastillas buffer pH= 40, pH=7.0
Alcohol etilico de 96°
Hipoclorito de sodio
Detergente
Tiamina

Supertrave

23. Meétodos

231,

Diseiio experimental.

Segtin Sanchez et. al. (2000), se tiene que realizar un disefio experimental DCA con

un arreglo factorial de 3x4 donde: el Factor (a: region del tejido foliar (Basal, Intermedio,

Apical)) y el factor (b: tiempo de oscuridad a los 5,10.15, 20 dias) para este trabajo se utilizo

el metodo de induccién somatica directa de Phalaenopsis amabilis.

Factores de estudio

Region del Tejido Foliar — Factor (a)

a;= Basal

a:2= Intermedia

az= Apical

Tiempo de oscuridad — Factor (b)

b=

b=

5 dias

10 dias




bs= 15 dias

bs= 20 dias

Tratamientos (combinacion de factores)

Tabla 1

Combinacion de los Factores a x b.
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Factor (a) Factor (b)
Tratamiento Clave Regién del Tejido Tiempo de
Foliar Oscuridad
Ti ai b Basal 5
T2 ai b2 Basal 10
T3 ai bs Basal 15
Ta ai bg Basal 20
Ts a2 bi Intermedio 5
Te a2 b2 Intermedio 10
T az ba Intermedio 15
T a2 bg Intermedio 20
To az by Apical 5
Tio a3 b2 Apical 10
Tu a3 bs Apical 15
Ti2 a3 bs Apical 20

232, Bé(:nicas de procesamiento y analisis de datos.

Para procesas los datos obtenidos de la investigacion se utilizo el programa

estadistico Infostat que se presentaron en figuras y tablas para entender mejor, ya que el

experimento se realizd en el laboratorio, se considerd para las pruebas estadisticas el 0.01

de Nivel de significancia.

Para contrastar la hipétesis se hizo el Analisis de Varianza (ANVA); siendo una

ténica que se puede utilizar para decidir si las medias de dos 0 mas poblaciones son iguales.

La prueba se basa en una muestra tnica, obtenida a partir de cada poblacion. El analisis de

varianza puede servir para determinar si las diferencias entre las medias muestrales revelan

las verdaderas diferencias entre los valores medios de cada una de las poblaciones, o si las
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diferencias entre los valores medios de la muestra son mas indicativas de una variabilidad
de muestreo, Si el valor estadistico de prueba (andlisis de varianza) nos impulsa a aceptar la
hipotesis nula, se concluiria que las diferencias observadas entre las medias de las muestras
se deben a la variacién casual en el muestreo (y por tanto, que los valores medios de
poblacién son iguales). Si se rechaza la hipétesis nula, se concluiria que las diferencias entre
los valores medios de la muestra son demasiado grandes como para deberse tinicamente a la

casualidad (y por ello, no todas las medias de poblacion son iguales).
Para la separacion de medias se utilizé la Prueba de Duncan, el Test de Duncan es

sirve para comparaciones multiples, permite comparar las medias de los niveles de un factor
después de haber rechazado la hipdtesis nula de igualdad de medias mediante la técnica
ANOVA. Todos los tests de comparaciones miiltiples son tests que tratan de perfilar, tratan
de especificar, tratan de concretar, una hipétesis alternativa genérica como la de cualquiera
de los Test ANOVA, para saber el nimero de medias implicadas en la comparacién se
ordenan las medias muestrales de menor a mayor y asi al hacer una comparacion entre dos
medias sabremos ademds de las dos medias comparadas cuantas medias quedan dentro. Este
mimero de medias implicadas en cualquier comparacion de medias es el pardmetro p de este

umbral.
Para ver si los datos se ajustaron al modelo se utilizé Coeficiente de Determinaciéon

(R?); Labondad de la predicciéon depende de la relacidn entre las variables. Si dos variables
no covarian, no podremos hacer predicciones vilidas, y si la intensidad de la covariacion es
moderada, las predicciones no serdn demasiado buenas. En consecuencia, hay que disponer
de alguna medida de la capacidad de la ecuacion de Regresion para obtener predicciones
buenas (en el sentido de que sean lo menos errdneas posible). Esta medida es el Coeficiente
de Determinacion, que es el cuadrado del coeficiente de correlacion de Pearson, y da la
proporcidn de variacion de la variable Y que es explicada por la variable X (variable
predictora o explicativa). Si la proporcion es igual a 0, significa que la variable predictora
no tiene NULA capacidad predictiva de la variable a predecir (Y). Cuanto mayor sea la
proporcion, mejor sera la prediccion. Si llegara a ser igual a 1 la variable predictora

explicaria TODA la variacion de Y,y las predicciones NO tendrian error.

El Coeficiente de Variabilid&d se utiliz6 para comparar conjuntos de datos

pertenecientes a poblaciones distintas. Por lo tanto, el coeficiente de variacion nos permite
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tener una medida de dispersion que elimine las posibles distorsiones de las medias de dos o

mds poblaciones

23.3. Conduccion del experimento.

2.33.1. Selecciény preparacién de las plantas madres.

a) Obtencion de capsula.

Para la obtencion de cdpsula de la orquidea Phaleanopsis amabilis L. se constaté una
vez pasado meses en la formacion de la misma después de la polinizacién para luego colectar
y poner en un papel de color blanco para su posterior siembra previo a la coleccion se tomé

nota datos como el dfa de la colecta, la especie, lugar entre otros.

Figura 1. Cipsulas de Phalaenopsis amabilis L.

b) Lavado y preparacién material vegetal.
Una vez separada la cdpsula de la planta se coloco en un recipiente con agua y jabon
para ser lavado con una escobilla de dientes suaves hasta dejar limpio la parte exterior, para

introducir el primer paso del material vegetal a condiciones in vitro.

¢) Desinfeccion de la capsula de orquidea.
En un recipiente de vidrio se colocé una solucién de NaOCL al 1% en 100 ml de

agua destilada con el fin de eliminar cualquier agente contaminante.

d) Viabilidad de la semilla.
Una vez desinfectado la cdpsula por completo se pasé hacer un pequefio corte de la

parte basal de la capsula y extraer semillas para ser colocados sobre una limina de porta
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objetos con gotas de agua destilada, posterior siendo llevado al estereoscopio y ser

observados los embriones.

Figura 2. Semillas Viables.

e) Extraccion de las semillas

Una vez desinfectado y observado a través de un estereoscopio, y confirmado su

viabilidad se paso al drea de siembra del cultivo in vitro para utilizar ¢l equipo de flujo

laminar y seguir con el objetivo propuesto.

Cuando ya se instal6 en el drea de cultivo in vitro, con todos los materiales necesarios

para realizar la siembra en los medio de cultivo basal, se pasé a sujetar con una pequefia

pinza la capsula y ser partido en 2 partes, inmediato se sujetd con la pinza pequefia la mitad

de la capsula conteniendo las semillas de la orquidea, con la ayuda de la otra mano se sujetd

una pequeiio bisturi y se raspo de arriba abajo las semillas para que sea caigan al vacio en el

medio de cultivo preparado con anticipacion para la siembra continuando asi con el resto de

las semillas y el medio de cultivo hasta culminar la actividad.
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Figura 3. Extraccion de Semillas.

) Transferencia de protocormos hasta obtener plantulas para la investigacion

Después de realizar la siembra de las semillas de Phaleanopsis amzﬁffs L.seesperd
que cumpla 90 dias y que este en 6ptimo desarrollo para ser trasladado al medio de cultivo
realizado por (Murashige y Skoog, 1962) a una concentraciéon media con 0.4 ml/l tamina,
0.5 de dcido nicotinico, 20 gl/l Sucrosa y 15 gl/l de agar-agar con la finalidad de mantener

fresco los embriones germinados.

LW vez cumplido los 90 dias mds, se pasé a transferir los protocormos con diferentes
tamafios de hojas a un nuevo medio de cultivo recomendado por (Murashige y Skoog, 1962)
a media concentracion, suplementado con 0.4 ml/l de Tiamina - HCL, 0,5 ml/l de Acido
Nicotinico, 20,0 g/l de Sucrosa, 15 g/l de Agar-agar, 100 ml endosperma liquido de coco

(Agua de Coco), enrazar con agua destilada esteril (H20)) hasta obtener los 1000 ml.

Se selecciond a las pldntulas de un mejor aspecto, color y tamafio de las hojas una
vez cumplida los 270 dias, después de su germinacion para ser uitilizadas las hojas jovenes

de Phaleanopsis amabilis L.
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Figura 4. Plantulas de Phaleanopsis amabilis L.

2.3.32. Primera fase: ducciﬁn de la embriogénesis somdtica
Preparacion de medio de culfivo
Para la induccion de la embriogénesis somatica se prepar6 un medio de cultivo
formulado por (Mugashige y Skoog, 1962) un volumen de 2 L. a media concentracién, con
la adicién de 20,00 mg/l Myo-inositol, 1.00 mg/l Pyridoxine, 0,20 mg/l Thiamine, 4,0 mg/l
Glycine, 340,00 mg/l NaH2PO4, 40 g/l Peptona, 40,00 g/l de sucrosa, 6,75 g/l de Agar —

Agar, calibrando con un equipo de pH para todos los tratamientos sea uniforme.
Una vez listo en medio de cultivo se paso a ser dispensados a unos tubos de ensayo

de 25 por 150 mm con un volumen de 15 ml por cada tub(ﬁlc ensayo siendo cerrados con
una tapa pldstica, para ser inmediatamente autoclavadas a una presién de 15 Ib por 20
minutos hasta alcanzar una temperatura de 121 °C para eliminar cualquier agente

contaminante que altere la muestra vegetal.

Después se paso a la cimara de flujo de laminar para ser tapado con un algodén y la
tapa roja el tubo de ensayo, dejandolo a una inclinacién de 30° y se continuo con la
colocacién del medio en una refrigeradora a una temperatura de 20 °C para mantener; siendo

sugerido la preparacion de este medio por (Chen y Chang, 2006).




Figura 5. Stock Preparados.

Figura 6. Agar-Agar y Azticar.

Figura 7. Preparacion de medio de Cultivo.
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Figura 9. Medio de Cultivo Auto Clavado.

b) Extraccion del material vegetal

En el drea de siembra de cultivo in vitro se instal6é en una cimara de flujo laminar
con las plantas donantes para ser extraidas las hojas inmaduras y con la ayuda de un bisturi
de numero (14, 11, 10), una pinza d&mango largo, un matraz etc extrayendo las hojas
jévenes de la parte terminal como un 1.5 cm de longitud de una placa Petri desinfectando

con agua destilada para evitar que parte cortada se estrese por el corte realizado.




42

Figura 10. Extraccién del Material Vegetal.

Siembra de segmentos foliares
En tubos de ensayo de 25 por 150 ml contenidos de medio de cultivo para la prueba
de induccion de callos, sg sembrd segmentos foliares (Basal, intermedio y apical) de 12 por
2 mm de Phaleanopsis amabilis L, que se encontraban en placas Petri con agna destilada

estéril.

Permaneciendo en este medio por un tiempo hasta empezar los indicios de la

formacién de embriones del explante.

Figura 11. Segmentos Foliares (Basal, Intermedio y Apical.)

d) Incubacién de segmentos foliares
Auna temperaturade 24° + 2 °C, H.R: 46% y 24 horas de oscuridad fueron incubados

los segmentos foliares.
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Figura 12. Incubacién de Segmentos Foliares

23.33. Segundo Fase: Multiplicacion y desarrollo de callos

Cumplido con la ctapa:ara la formacidén de callos de acuerdo a los tratamientos
propuestos, se cambid a otro medio deﬁultivo propuesto por (Murashige y Skoog 1962), a
media concentracion con la adicién de 10,00 mg/l Myo-inositol, 0,50 mg/l Pyridoxine, 0,10
mg/l Thiamine, 2.0 mg/l Glycine, 170,00 mg/l NaH2PO4, 2,0 g/l Peptona, 20,00 g/l de
sucrosa, 3,75 g/l de Agar — Agar, sin carbon activado, calibrando el pH a 5,3; a un volumen

de 11de solucion.
Inmediatamente ser fraccionados en tubos de ensayo de 25 por 150 mm C&l la

adicién a un volumen de 12 ml por cada tubo de ensayo, siguiendo con autoclavar a una
presion de 15 Ib por 15 minutos a una temperatura de 121 °C y enfriando a temperatura
ambiente pero envuelto con King wrap para prevenir la contaminacién por algunos agentes

microbianos.

a) Transferencia de segmentos con callos
Diferenciando los callos de los segmentos con los pro embriones se cambid a aun

medio de cultivo cumplido 45 dias para seguir desarrollando.

b) Incubacign de segmentos con callos
A un tiempo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad los segmentos fueron incubados

con una temperatura “promedio de 24 + 2 °C, H.R: 46%, intensidad luminosa 700 lux.

2.3.34. Tercerafase: Desarrollo de embriones

Para la fornacién de embriones se colocd en medio de cultivo a media contraccion
recomendado por (Bﬁlrashigc y Skoog, 1962), incluyendo 10,00 mg/l Myo-inositol, 0,50
mg/l Pyridoxine, 0,10 mg/l Thiamine, 2,0 mg/l Glycine, 170,00 mg/l NaH.PO4, 20 g/l
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Peptona, 20,00 g/l de sucrosa, 20,00 g/l de maltosa, 3,75 g/l de Agar — Agar, 2,00 g/l carbén
activado, calibrando el pH a 5.3.

Inmediatamente ser fraccionados en tubos de ensayo de 25 por 150 mm 081 la
adicién a un volumen de 12 ml por cada tubo de ensayo, siguiendo con autoclavar a una
presion de 15 Ib por 15 minutos a una temperatura de 121 °C y enfriando a temperatura
ambiente pero envuelto co:H(ing wrap para prevenir la contaminacién por algunos agentes

microbianos y almacenado en refrigeracion a una temperatura de 24 °C.

a) Transferencia de segmentos con pro embriones
Para su formacion de embriones de acuerdo a la distribucién de los tratamientos se

cambiaron a un medio pasado los 90 dias.

b) lncubacgn de segmentos con pro embriones o
1

A un tiempo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad los segmentos fueron incubados

con una temperatura “promedio de 24 +2 °C. HR: 46%, intensidad luminosa 700 lux.

2.3.3.5. Cuarta fase: transformacion de errﬂiones

En un medio basal (MB) recomendado por (Murashige y Skoog, 1962), se incluyd,
0,40 mg/l Tiamina, 0,50 mg/l Acido nicotinico, 20,00 g/l de aziicar, 3,75 g/l de Agar — Agar,
2,00 g/l carbon activado, calibrando el pH a 5.3. Pasaron los segmentos con embriones para
su formacién de las futuras plantulas después de haber estado en los diferentes medios de

desarrollo embrionario.

Después siendo dispenﬁdos 50 ml de medio basal en frascos de 15 onzas,
inmediatamente siendo tapado con papel aluminio_y cubierto con papel bond reciclado,
terminado con esa parte se pasé a ser auto clavado guna presion de 15 1b por 15 minutos a
una temperatura de 121 °C, después dejando enfriar a temperatura ambiente y posterior

almacenamiento en refrigeradora a una temperatura de 24°C.

a) Transferencia de explantes o
Permanecido en medio de cultivo con carbén activado por 90 dias, tiempo para
desarrollo de embriones de los segmentos foliares, se cambid a otro medio para facilitar la

regeneracion de futuras plantas.

b) Incubacn de segmentos con pro embriones o
2 1

A un tiempo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad los segmentos fueron incubados

con una temperatura “‘promedio de 24 =2 °C, HR: 46%, intensidad luminosa 700 lux.
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2.3.3.6. Cuantificacion de Auxinas y Citocininas

a) Extraccion

Se cuantifico el contenido de auxinasd citocininas en hojas de Phaleanopsis
amabilis L., crecidas sobre condiciones in vitro, con las coEiciones de extraccion descritas
por McDougall y Hillman (1978). Se hgmogenizo en un mortero, 5 g de tejido fresco de
cada region (basal, intermedia y apical), en 15 mL de metanol mezclado con Subacetato de
plomo a una concentracion final de 0.1%, durante 10 min, y luego se filtr6 a través de ocho
capas de gasa. El filtrado se evaporard al vacio y se le adicionardn 10 mL de NaHCO3 a 2
9. La solucion obtenida se extrajo dos veces con 15 mL de éter dietilico, con eliminacion
de la fase etérea en cada ocasion, y la fase acuosa recuperada se acidificard con HCI 2N.
Finalmena, la fraccién acuosa acidificada enriquecida de auxinas y citocininas serdn
extraidas dos veces mas con 25 mL de éter dietilico. El éter se eliming al vacio y el residuo

se re-suspenderd en | mL de fase mévil.

b) Cromatografia liquida (HPLC)

El contenido de auxina y citociana de cada region (basal, intermedia y apical) se
determiné en un cromatdgrafo liquido, provisto con una columna de fase reversa Hypersil
ODS, con tamaiio de par&'cula 3 pm, 4.6 mm de diametro interno y 60 mm de longitud
(Nordstrom et al., 1991). ]_ﬁdeterminacién de auxinas y citocininas se realizé mediante un
detector de fluorescencia, a una longitud de onda de excitacién de 280 nm y 340 nm de
emision. La cuantificacién se realizd por comparaciéon con un estindar externo de
concentracion conocida de cada auxina y citocinina, con un factor de recuperacion de 85 %

a través de ensayos de enriquecimiento.

2.34. Parametros evaluados

a) Porcentaje de callogénesis (%)

Se evalug el porcentﬁ“e de callos obtenidos por cada unidad eﬁperimental,
considerando 12 repeticiones (tubos de ensayo de 25 x 150 mm), realizando evaluaciones
consecutivas después de 30 dias transcurridos (5, 10, 15 y 20 dias) para cada tratamiento,

para obtener el porcentaje de desarrollé mediante la siguiente férmula:
% Callogénesis = Segmento de hoja inducida x 100
Segmentos de hojas totales

b) Niimero de pro-embrioides (N°)

Se realizé a los 45 dias de haberse instalado el ensayo.
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c) Niimero de embrioides por explante (N°)

Se realizé a los 90 dfas de haberse instalado el ensayo.

d) Niimero de plintulas regeneradas (N°)

0 Se evalué el nimero total de plantas regeneradas por muestra inducida/tratamiento
1

transcurrido a los 160 dias de haberse instalado el ensayo.




CAPITULO III )
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Porcentaje de callogenesis (%)
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Figura 13. Callogénesis (%), Andlisis Descriptivo de los Factores a y b.

En el andlisis descriptivo (Figura 14), de la callogénesis (%), de la combinacion de
los factores a y b, se puede observar que mientras se incrementa el tiempo de oscuridad (05
dias, 10 dias, 15 dias y 20 dias), mayor se expresa la callogénesis (%) en la regidn del tejido

foliar (region basal, region intermedia y region apical).

La tabla 2, se muestra el Analisis de Varianza para callogenesis (%), datos
2

transformados (Sen 'lx/i), se tiene evidencia estadistica del 99%, para afirmar que existe
diferencias significativas para los tratamientos, dindonos a conocer que al menos uno de los
tratamientos tuvo un comportamiento estadisticamente diferente a los demds, asi mismo
existe las diferencias significativas para los niveles del factor a (region del tejido foliar) y
los niveles del factor b (tiempo de oscuridad), asi mismo se observa que existe una
interaccién en la callogénesis (%), siendo el resultado de la combinacién de los factores a x
b, todo esto a una P<001. L()éefectos de esta combinacion factores a x b, sobre la

callogénesis (%), se explican en el coeficiente de determinacién (R?), que expresa un valor
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de 99.86%, encontrandose dentro del rango aceptable segiin Calzada (1982), validando
nuestro modelo utilizado ya que los datos se ajustaron en este andlisis, asi mismo el

Coeficiente de Variabilidad (CV), con un valor de 1,69%, nos indica la baja variabilidad y

la alta precisién en la recoleccién de datos

Tabla 2

Andlisis de Varianza para callogenesis (%), Datos Transformados (Sen “'\/x)
F.V SC gl CM F p-valor
Tratamientos 4841550 11 440141 851196 <0.0001*

Region del tejido foliar (Factor a) 38246.46 2 1912323 36982.72 <0.0001*
Tiempo de oscuridad (Factor b) 7867.85 3 2622.62 507192 <0.0001*

Factor a*Factor b 2301.19 6 383.53 74172 <0.0001*
Error 6826 132 052
Total 48483.76 143
Promedio = 42,67 % CV.= 169 % R?2=99.86 %
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Figura 13. Prueba de Duncan (p<0.01) para Callogénesis (%) por Tratamiento.
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Figura 14. Callogénesis (%), de la Interaccion del Factor a x b.

En la figura 15, contiene el Test de Duncan (p<0,01) para callogénesis (%) por
Tratamiento, expresando los siguientes resultados; el Ts (azba), con promedio de 60.17%, es
el que report6 mayor callogénesis siendo estadisticamente superior a los demds tratamientos,
seguidamente de T4 (aibs4), con promedio de 58.70%, en otro grupo se encuentran los
tratamientos T7 (azbs) y T3 (aibs), con promedios de 580% y 56.64% respectivamente, en
otro grupo ¢ inferior a los mencionados se encuentran los tratamientos T2 (aib2) y Te (azb2),
con promedios de 53.63% y 53.38% respectivamente, siendo los demds tratamientos
restantes diferentes estadisticamente entre si, e inferiores a los tratamientos menciorados
anteriormente, el To (asbi), no reporta callogénesis, estos resultados son iguales a los
obtenidos por (Chen & chang, 2006) quien también logro un 93.8% de induccién de los
callos mediante la técnica de medio de cultivo aj‘ﬁdiendo a la vez sumplementos vitaminados
como ANA y TDZ a partir de hojas enteras a los 20 dias del cultivo de Phalaenopsis

amabilis.

La figura 16 sobre callogénesis (%), de la interaccién de los factores a x b, se observa
que existe una interaccion en la regidn del tejido foliar, especificamente en la regidn basal y

regién intermedio, en el tiempo de oscuridad de 10, 15 y 20 dias.
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Figura 15. Prueba de Duncan (p<0.,01) Callogénesis (%), Factor “a”.
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Figura 16. Callogénesis (%), en el Factor *a”.

Las figuras 17 y 18, nos muestran la prueba de Duncan (p<0,01) Callogénesis (%),
Factor “a”, se observa que exite diferencias significativas entre los niveles, ya que la regién

basal con promedio de 5446% de callogénesis es estadisticamente diferente a la regidn
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intermedio, con promedios de 53.92% de callogénesis y diferente estadisticamente a regién

apical con promedio de 19.62% de callogénesis.
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41.46
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X
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=¥
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o
20 20.00
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b4 b3 b2 b1
Tiempo de oscuridad (Factor b)
Figura 17. Prueba de Duncan (p<0.01) Callogénesis (%), Factor “b”.
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Figura 18. Callogénesis (%) Dispersién, Regresion y Correlacion del Factor “b”.

Las figuras 19 y 20, arrojan la prueba de Duncan (p<0,01) de callogénesis (%),
dispersion, regresion y correlacion del Factor “b”, nos expresa la diferencia estadistica entre

todos sus niveles, siendo que a 20 dias de oscuridad obtuvo 51.29% de callogénesis,
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seguidamente de 15 dias de oscuridad con 46.56% de callogénesis, por debajo se encuentra
10 dias de oscuridad con 4146% de callogénesis, por iltimo, se encuentra 5 dias de
oscuridad con 31.37% de callogénesis. Se destaca que el incremento de las dosis del tiempo
de oscuridad (Factor b) ha generado una respuesta lineal sobre la callﬁénesis (%) (variable
respuesta) descrita por la ecuacion Y = 6.486 x + 26.454 (figura 20) y una alta relacién de
correlacién (r) de 96.24% (VR = V0.9624).

3.2. Nimero de Pro-Embrioides
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Figura 19. Pro-Embrioides (N°), Andlisis Descriptivo de los Factores a y b.

Se observa el analisis descriptivo (figura 21), de Pro-Embrioides (N°), siendo la
combinacién de los factores ay b, don(ﬁ a mayor incremento del tiempo de oscuridad (05
dias, 10 dias, 15 dias y 20 dias), mayor generacion de Pro-Embrioides (N°) ‘a la region del
tejido foliar (regién basal, regién intermedia), sin embargo, no se observa pro-embrioides

en la regién apical.
La tabla 3, se muestra el Anilisis de Varianza de Pro-Ebrioides, datos
1

transformados (\"x), con evidencia estadistica del 99%, afirmando la existencia de
diferencias significativas para tratamientos, demostrandonos que al menos uno de los

tratamientos tuvo un comportamiento estadisticamente diferente a los demds, asi mismo
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existe las diferencias significativas para los niveles del factor a (regién del tejido foliar) y

los niveles del factor b (tiempo de oscuridad), asi mismo se observa que existe una

interaccion en la Pro-Embrioides, siendo el resultado de la combinacion de los factores a x

b, todo esto a una P<0,01. Los 6&:01;05 de esta combinacion factores a X b,

sobre la pro-

embrioides (N°), se cxplic:& en el coeficiente de determinacién (R?), que expresa un valor

de 99,71%, encontrindose dentro del rango aceptable segiin Calzada (1982), demostrando

que los datos se ajustaron al modelo utilizado para el andlisis, asi mismo el Coeficiente de

Variabilidad (CV), con un valor de 4,24%, nos indica la baja variabilidad y la alta precision

en la recoleccién de datos

Tabla 3 B
2
Andlisis de Varianza para Pro-Embrioides (N°), Datos Transformados Ax).
F.V SC gl CM F p-valor
Tratamientos 391.63 11 35.60 4135.72 <0.0001*
Region del tejido foliaJﬁFactor a) 353.95 2 17698  20558.04 <0.0001*
Tiempo de oscuridad (Factor b) 2492 3 831 96491 <0.0001%*
Factor a*Factor b 12.76 6 2.13 24701  <0.0001*
Error 1.14 132 001
Total 48483.76 143
Promedio = 2,19 Pro-embrioide CV.=424% R2=9971%
4.50 —4:28
3
g
=
=
=
-]
g
=
£
a
0.00 0.00 0.00 0.00
f £ f f
alb4 | alb3 | a2b4 | alb2 | a2b3 | a2b2 | albl | a2bl | a3bl | a3b2 | a3b3  a3b4
T4 | T3 | T8 | T2 | T7 | T6 | TL | TS | T9 | T10 | TI1 | TI2

Figura 20. Prueba de Duncan (p<0.,01) para Pro-Embrioides (N®) por Tratamiento.
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Figura 21. Pro-Embrioides (N°), de la Interaccién del Factor a x b.

En la figura 22, contiene el Test de Duncan (p<0,01) para Pro-Embrioides por
Tratamiento, expresando los siguientes resultados; Ta (a1b4), con promedio de 4.28 niimeros
de pro-embrioides, es el que reportdé mayor nimeros E pro-embrioides siendo
estadisticamente superior a los demds tratamientos, seguido de los tratamientos T3 (aib3) ¥
Ts (a2b4) con promedios de 3.96 y 3.89 nimeros de pro-embrio&s respectivamente, en
otro grupo y estadisticamente diferente a los ya mencionados son los tratamientos T2 (aiba)
y T7 (a2b3), con promedios de 3.34 y 3.27 mimeros de pro-embrioides respectivamente,
diferentes a estos tratamientos y estadisticamente inferior se encuentran los tratamientos Te
(azb2) y Ti (aib1), con promedios de 274 y 2.72 nimeros de pro-cmbrioidﬁ
respectivamente, seguidamente del Ts (a2bi1), con promedio de 2.11, los tratamientos To
(azb1), Tio (asb2), Ti1 (asbs) y Ti2 (asbs), no reportaron nfimeros de Pro-Embrioides,
resultados que se discuten con (Taiz & Zeiger, 2004) y (Hurtado y Merino, 1994),
mencionan que los reguladores de crecimientos son los compuestos organicos provenientes
de diferentes nutrientes que se aplica a las plantas para su crecimiento segin su

requerimiento nutricional.

La figura 23 sobre Pro-Embrioides (N°), de la interaccion de los factores a x b, se

observa que no existe una interaccion entre los niveles de la regidn del tejido foliar (region
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basal, region intermedia y Jagién apical) y los niveles del tiempo de oscuridad de (10, 15 y

20 dfas), contradiciendo al andlisis de varianza (tabla 3).

Pro-Embrioides (N°)
=

Basal Intermedio
al a2
Region del tejido foliar (Factor a)

0.00

¢

Apical
a3

Figura 22. Prueba de Duncan (p<0,01) Pro-Embrioides (N°®), Factor “a”.
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Figura 23. Pro-Embrioides (N°), en el Factor “a”.

Las figuras 24 y 25, nos muestran la prueba de Duncan (p<0,01) Pro-Embrioides

(N°), Factor “a”, existiendo las diferencias estadisticas entre sus niveles, se observa que la
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region basal con promedio de 3.57 niimero de pro-embrioides es estadisticamente diferente
y superior a la regién intermedio con promedio de 3.00 nimero de pro-embrioides y

diferente estadisticamente a region apical que no reportd pro-embrioides.

3.00 272
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b4 b3 b2 b1
Tiempo de oscuridad (Factor b)
Figura 24. Prueba de Duncan (p<0,01) Pro-Embrioides (N°), Factor “b”.
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Figura 25. Pro-Embrioides (N°) Dispersion, Regresion y Correlacién del Factor “b™.

Las figuras 26 y 27, se refleja la prueba de Duncan (p<0,01) de Pro-Embrioides,
dispersion, regresion y correlacion del Factor “b”, nos muestra la diferencia estadistica entre

todos sus niveles, siendo que a 20 dias de oscuridad obtuvo 2.72 mimero de pro-embrioides,
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seguidamente a 15 dias de oscuridad con 241 nimero de pro-embrioides, por debajo se
encuentra 10 dias de oscuridgd con 2.02 niimero de pro-embrioides, por tiltimo, se encuentra
5 dias de oscuridad con 1.61 nimero de pro-embrioides. Se resalta que el incremento de las
dosis del tiempo de oscuridad (Factor b) ha generado una respuesta lineal sobre la Pro-
Embprioides (N°) (variable respuesta) descrita por la ecuacidon Y = 0.3722 x + 1.2619 (figura
27) y una alta relacién de correlacién (r) de 99.66% (VR2 = V0.99966).

3.3. Nimero de Embrioides (N°)
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Figura 26. Embrioides (N°), Anilisis Descriptivo de los Factoresa y b.

En la figura 28, del andlisis descriptivo, del mimero de embrioides (N°), en la
combinacion de los factores a y b, se observa que cuando se incrementa el tiempo de
oscuridad (05 dias, 10 dias, 15 dias y 20 dias), existe mayor emb@ﬁidcs (N°) en la regién
del tejido foliar (regién basal, regién intermedia), no existiendo embrioides en la regién
apical.

El Andlisis de Varianza para embrioides (N°), datos transformados (vX), con
evidencia estadistica del 99%, se afirma diferencias significativas para tratamientos, asi
mismo existe las diferencias significativas para los niveles del factor a (region del tejido
foliar) y los niveles del factgr b (tiempo de oscuridad), por tltimo se observa la interaccion
en embrioides (N°), siendo el resultado de la combinacion de los factores a x b, esto a yna

P<001. Los efectos de la combinacion de factores a x b, sobre embrioides (N°), fue
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explicado por el coeficiente de determinacién (R?), expresando 99,60%, estando dentro del

rang()éceptable segiin Calzada (1982), lo cudl valida el modelo utilizado, ajustdndose los

datos en el anilisis, el Coeficiente de Variabilidad (CV), con un valor de 4,89%, indica la

baja variabilidad y la alta precision en la recoleccion de datos.

Tabla 4
Andlisis de Varianza para Embrioides (N°), Datos Transformados ( Vx).
F.V SC gl CM F p-valor
Tratamientos 353.87 11 32.17 2039.64 <0.0001*
Regién del tejido folia:ﬂFactor a) 329.68 2 16484  15063.10 <0.0001*
Tiempo de oscuridad (Factor b) 15.39 3 5.13 468.90 <0.0001%*
Factor a*Factor b 8.79 6 146 133.86  <0.0001*
Error 1.44 132 001
Total 355.31 143
Promedio = 2,13 Embrioides CV.=489% R? = 99,60 %
4.50
4.00 388 337
3.52
3.50 3.29 325
5" 3.00 2.34 543
£
@ 250 227
-= -—
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‘B 2.00
E
= 150
1.00 f
0.50 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 g g 8 8
a2b4 | alb4 | alb3 | alb2 | a2b3 | a2b2 | albl | a2bl | a3bl | a3b2 | a3b3 a3b4
T8 | T4 | T3 | T2 | T7 | T6 | T1 | T5 | T9 | Ti0 | Ti1 TI2

Figura 27. Prueba de Duncan (p<0.01) para Embrioides (N°) por Tratamiento.
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Figura 28. Embrioides (N°), de la Interaccidn del Factor a x b.

La figura 29, contiene el Test ﬁ Duncan (p<0,01) para Embrioides por tratamiento,
expresando los siguientes resultados; los tratamientos Ts (a2bs) y Ta (aibs), con promedios
de 3.88 y 3.82 niimeros de embrioides respectivamente, son los que reportaron mayores
mimeros de embrioides, siendo estadisticamente superiores a los dcméq tratamientos,
seguido por T3 (aibs), con promedio de 3.52 nimero de embrioides, seguido por los
tratamientos T2 (aib2) y T7 (a2b3), con promedios de 3.29 y 3.25 mimeros de embrioides
respectivamente, diferente a estos tratamientos y estadisticamente inferior se encuentra Te
(a2b2), con promedio de 2.84 nimero de embrioides, seguido de T (aib1), con promedio de
2.73 numeros de embrioides, Scw'damente del Ts (a2b1), con promedio de 2.27 de mimero
de embrioides, los tratamientos To (azb1), Tio (asb2), Tn (asba) y Ti2 (asbs), no rtaron
nimeros Embrioides, resultados que se discuten con (Taiz & Zeiger, 2004) y (Hurtado y
Merino, 1994) indican que los reguladores de desarrollo de una planta proviene de distintos
nutrientes que son aplicadas de acuerdo a lo requiera la planta es decir depende su fenologia

para el buen crecimiento de dicho cultivo.

La figura 30 de embrioides (N°), de la interaccion de los factores a x b, se observa
una interaccion entre los niveles de la region del tejido foliar, especificamente en la region

basal y regién intermedio, en el tiempo de oscuridad de 20 dias.
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Figura 29.

Prueba de Duncan (p<0,01) Embrioides (N°), Factor “a”.
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Figura 30. Embrioides (N°), en el Factor *a”.

Las figuras 31 y 32, se refleja la prueba de Duncan (p<0,01) Embrioides (N°), Factor

)

a”, existiendo las diferencias estadisticas entre sus niveles, la regién basal con promedio de

3.34 nimero de embrioides es estadisticamente diferente y superior a la regién intermedio

con promedio de 3.06 nimero de embrioides y diferente estadisticamente a regién apical

que no reportd embrioides.
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Figura 31. Prueba de Duncan (p<0.01) Embrioides (N°®), Factor “h”.
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Figura 32. Embrioides (N°) Dispersidn, Regresion y Correlacién del Factor “b”.

Las figuras 33 y 34, se observa la prueba de Duncan (p<0,01) de Embrioides,
dispersion, regresion y correlacion del Factor “b”, expresandonos diferencia estadistica entre
sus niveles, siendo que a 20 dias de oscuridad obtuvo 2.57 nimero de embrioides,
seguidamente a 15 dias de oscuridad con 226 mimero de embrioides, por debajo se
encuentra 10 dias de oscuridad con 2.04 nimero de embrioides, por tltimo, se encuentra 5

dias de oscuridad con 1.67 niimero embrioides. Se resalta que el incremento de las dosis del




47

tiempo de oscuridad (Factor b) ha generado una respuesta lineal sobre la embrigjdes (N°)
(variable respuesta) descrita por la ecuacién Y = 0.2917 x + 14044 (figura 34) y una alta
relacién de correlacién (r) de 98.98% (VR2 = /0.9898).

3.4. Plantas regeneradas (N°)
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Figura 33. Plantas Regeneradas (N°), Andlisis Descriptivo de los Factoresa y b.

Lafigura 35, del andlisis descriptivo, de plantas regeneradas (N°), en la combinacién
de los factores a y b, observamos cuando se incrementa el tiempo de oscuridad (05 dias, 10
dias, 15 dias y 20 dias), también incremente plantas regeneradas (N°) en la regidn del tejido
foliar intermedia, no existiendo plantas regeneradas en las regiones del tejido foliar basal y
apical.

La tabla 5, se encuentra el Andlisis de Varianza para plantas regeneradas (N°), datos
transformados (\/E), con evidencia estadistica del 99%, afirmamos diferencias significativas
para tratamientos, as{ mismo existe las diferencias significativas para los niveles del factor
a (region del tejido foliar) y los niveles del factor b (tigmpo de oscuridad), por tltimo existe
la interaccidn en las plantas regeneradas (N°), siendo el resultado de la combinacion de los
factores a x b, estg.a una P<001. Los efectos de la combinacion de factores a x b, sobre

embrioides (N°), fue explicado por el coeficiente de determinacién (R?), expresando
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i
99,34%, estando dentro del rango aoeptabl&seglin Calzada (1982), lo cual valida el modelo
utilizado, ajustindose los datos al andlisis, el Coeficiente de Variabilidad (CV), con un valor

de 12,68%, indica la baja variabilidad y la alta precision en la recoleccion de datos.

Tabla 5

Andlisis de Varianza para Plantas (N°), Datos Transformados Ax).
FV SC gl CM F p-valor
Tratamientos 168.94 11 15.36 1814.29  <0.0001%*
Regidn del tejido foliar (Factora)  152.60 2 7630 9013.59  <0.0001*
Tiempo de oscuridad (Factor b) 545 3 182 21444  <0.0001*
Factor a*Factor b 10.89 6 1.82 21444  <0.0001%*
Error 1.12 132 001
Total 355.31 143

Promedio = 0.73 Plantas regeneradas CV.=12,68% R2=9934 9%

3.00

Plantas Regeneradas (IN°)
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Figura 34. Prueba de Duncan (p<0.,01) Plantas (N°) por Tratamiento.
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Figura 35. Plantas Regeneradas (N°), de la Interaccién del Factor a x b.

La figura 36, contiene el Test de Duncan (p<0,01) para plantas regeneradas por
tratamiento, reflejando los siguientes resultados; el Ts (azb4), con promedio de 2.74 nimero
de plantas regeneradas, es estadisticamente superior y diferente T7 (a2bz), con promedio de
2.58 nimero de plantas regeneradas, siento este tratamiento superior a Te (azb2), con
promedio de 2.17 nimero de plantas regeneradas, por tltimo, se envﬂintra el Ts (azb1), con
promedio de 1.24_nimero de plantas regeneradas, los tratamientos Ti (aib1), T2 (aib2), Ts
(aiba), T4 (aiba), To (azbi), Tio (azbz), Tui (azbs) y Tz (azbs), no reportarﬁl ntimeros plantas
regeneradas, resultados que se discuten con (Taiz & Zeiger, 2004) y (Hurtado y Merino,
1994), respecto a que mencionan que los reguladores de crecimiento son compuestos
organicos distintos de los nutrientes, que en pequeiias cantidades estimulan, inhiben o
modifican de algiin modo cualquier proceso fisioldgico en las plantas, los cuales son
producidos en una parte de ella y transferidos a otras, en la cual influencian un proceso

especifico.

La figura 37 sobre plantas regeneradas (N°), de la interaccién de los factores a x b,
se observa que no existe interaccidn entre los niveles de la regién del tejido foliar (regidn
basal, region intermedia y ﬁgién apical) y los niveles del tiempo de oscuridad de (10, 15 y

20 dias), contradiciendo al analisis de varianza (tabla 5).
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Figura 36. Prueba de Duncan (p<0.01) Plantas (N®), Factor a (Tejido Foliar).
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Figura 37. Plantas (N°). en el Factor “a”.

Las figuras 38 y 39, muestran prueba de Duncan (p<0.01) para plantas regeneradas
(N°), Factor “a”, existiendo las diferencias estadisticas entre sus niveles, la regién intermedia
con promedio de 2.18 niimero de plantas regeneradas fue la Ginica region que logré regenerar

plantas, la regién basal y apical que no reportaron plantas regeneradas.
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Lasfiguras 40 y 41, se observa la prueba de Duncan (p<0.01) de plantas regeneradas,

dispersion, regresion y correlacion del Factor “b”, expresindonos diferencia estadistica entre
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sus niveles, siendo que a 20 dias de oscuridad obtuvo 0.91 nimero de plantas regeneradas,
seguidamente a 15 dias de oscuridad con 0.86 nimero de plantas regeneradas, por debajo se
encuentra 10 dias de oscuridad con 0.72 nimero de plantas regeneradas, por iltimo, se
encuentra 5 dias de oscuridad con 041 nimero de plantas regeneradas. Se resalta que el
incremento de las dosis del tiempo de oscuridad (Factor b) hﬁcnerado una respuesta lineal
sobre la regeneracién de plantas (N°) (variable respuesta) descrita por la ecuacién Y =
0.1632 x + 0.3196 (figura 41) y una alta relacion de correlacion (r) de 88.68% (\.lfR2
V0.8868).
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CONCLUSIONES

De los resultados que se obtuvo segiin el objetivo que se planteo se an podido llegar a estas

conclusiones:

>

Se logré determinar que patra la induccién del proceso de la embriogénesis somdtica de
manera directa de Phalaenopsis amabilis, a raiz de segmento foliar intermedio, Se
obtuvo 48.82% de callogénesis, siendo infuenciado por la interaccién de los factores a
x b, expresendonos que a mayor tiempo de oscuridad (05 dias, 10 dias, 15 dias y 20
dias), mayor callogénesis (%), las regiones de tejidos foliares (basal, intermedia y
apical), también reflejaron su influencia, siendo mas bajo la regién apical con 15.31 %
de callogénesis, Los nimeros de pro-embrionarios de Phalaenopsis amabilis, fue de 8
pro-enbrioides en promedio, siendo influenciado también por la interaccién de factores
a x b, demostrandonos que a mayor tiempo de oscuridad mayor nimero de pro-
embrioides, donde los tratamientos con region basal reportaron un sub total de 13 pro-
enbrioides en promedio, tratamientos con region intermedia reportaron un sub total de
9 pro-enbrioides en promedio, no se vio reflejando resultados en los tratamientos con

region apical.

Asi mismo se obtuvo de los estadios embrionarios de Phalaenopsis amabilis se
consiguié un total de 7 embrioiﬁs en promedio, donde los tratamientos exentos de
region de segmento foliar basal lograron un sub-total de 11 embrioides en promedio,
tratamientos con regién intermedio de logré un sub total de R embrioides en promedio,
no hubo resultados en los tratamientos con regién apical, Durante los procesos de la
embriogénesis somatica de manera directa en Phalaenopsis amabilis, solo se logro
resultados de plantas regeneradas en tratamientos con region foliar intermedio, siendo
que, a los 20 dias, se regenerd 8 plantas, a los 15 dias 7 plantas, a los 10 dias 5 plantas

y a los 5 dias solo 2 plantas.




Se recomienda:

RECOMENDACIONES
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» La Utilizacion del proceso de induccion de embriogenesis somatica de manera directa

en regiones foliares ya que tuvimos resultados favorables gracias a la investigacién

realizada.

Y

Se deben hacer estudios referentes a la optimizacion decomo se puede dar la

multiplicacion clonal del genero Phalaenopsis amabilis u otras especies en mas de 20

dias de oscuridad.
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