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RESUMEN

El aumento del comercio de las plantas ornamentales en la actualidad como la familia
Orchidaceae en especies como Phalaenopsis y Epicattleya, se ha debido a 1o poco comun que
son, ya que no hay presencia de estas especies hibridas en este género en Peru, lo que ha
generado el aumento del comercio como la realizacion de la innovacion de nuevos protocolos
de cultivo in vitro para su masificacion en laboratorios sobre todo en especies hibridas que son
generadas a partir de programas de mejoramiento genético, es por este sentido que el objetivo
de esta investigacion es evaluar el efecto del extracto microalgal de Chlorella vulgaris y
Arthrospira platensis como suplemento en las diferentes Concentraciones del medio de cultivo
Murashige y Skoog en cultivos in vitro de la familia de las orquideas en hibridos Phalaenopsis
v Epicattleya; realizado en el laboratorio de cultivo in vitro en Boniplant, con la preparacion
de los distintos medios de concentracion de Murashige y Skoog mas el suplemento del extracto
acuoso de las microalgas, con la eliminacion de las raices de los hibrido con sumo cuidado y
posterior siembra en los medios in vitro; los cuales han sido evaluados mediante un disefio de
bloques completamente al azar para ver los efectos de los extractos como la dosificacion en los
diferentes medios de concentracion de Murashige y Skoog, como tambien el crecimiento de
raices y brotes producidos por la estimulacion de los extractos microalgales, los cuales han
tenido resultados positivos, como en el crecimiento de raices, alto y ancho de los explantes en
ambas especies y negativos en el crecimiento de brotes en la especie Phalaenopsis, pero mejor
respuesta en la especie Epicattleya. Es por ello por lo que se concluye que el uso de los
diferentes extractos en sus distintas Concentraciones como el diferente tipo de medio
Murashige y Skoog, ha tenido un efecto bioestimulante en el crecimiento de los explantes de

las especies hibridas.

Palabras claves: Bioestimulantes, cultivo in vitro, extractos microalgales.
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ABSTRACT

The increase in trade of ornamental plants nowadays as the Orchidaceae family in species such
as Phalaenopsis and Epicattleya, has been due to how uncommon they are, since there is no
presence of these hybrid species in this genus in Peru, which has generated the increase of trade
as the realization of the innovation of new in vitro culture protocols for its massification in
laboratories especially in hybrid species that are generated from genetic improvement
programs, It is for this reason that the objective of this research is to evaluate the effect of the
microalgal extract of Chlorella vulgaris and Arthrospira platensis as a supplement in different
concentrations of the Murashige y Skoog culture medium in in vitro cultures of the orchid
family in hybrids Phalaenopsis and Epicattleya; carried out in the in vitro culture laboratory at
Boniplant, with the preparation of the different Murashige y Skoog concentration media plus
the supplement of the aqueous extract of the microalgae, with the removal of the roots of the
hybrids with great care and subsequent sowing in the in vitro media; which have been evaluated
through a completely randomized block design to see the effects of the extracts as the dosage
in the different Murashige y Skoog concentration media, as well as the growth of roots and
shoots produced by the stimulation of the microalgal extracts, which have had positive results,
as in root growth, height and width of the explants in both species and negative in the growth
of shoots in the Phalaenopsis species, but better response in the Epicattleya species. It is
therefore concluded that the use of the different extracts in their different concentrations as
well as the different type of Murashige y Skoog medium, has had a biostimulants effect on the

growth of the explants of the hybrid species.

Key words: Biostimulants, in vitro culture, microalgal extracts.
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Figura 36 Promedio del nimero de brotes en los medios de control de la especie

EPICAtIYA...c..eiiiiiiiiiei e e 71
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INTRODUCCION

El aumento del comercio de plantas ornamentales como el de la familia Orchidaceae, en
especies como Phalaenopsis y Epicattleya; se debe a lo raro y exdticas que son, ya que no hay
mucha presencia de especies hibridas de este género en Peru establecida por MINAM del afo
2015 (1). Generando el aumento de la comercializacion y llevando a la realizacién de
protocolos en cultivo in vitro para su masificacion en laboratorios sobre todo de especies
hibridas que son generadas en programas de mejoramiento genético; ya que presentan una
complejidad en cultivo in vitro en sus diferentes fases (germinacion, crecimiento,
multiplicacion y enraizamiento) como su respuesta en aclimatacion, la cual depende de la etapa
de enraizamiento teniendo un impacto negativo cuando existe poca densidad y debilidad
radicular, lo que ha conllevado a la bisqueda de estimulantes vegetales que no sean de
procedencia inorgénica, el cual ha despertado la atencion en la mejora de la productividad y la
calidad de los cultivos; dando asi el estudio de nuevas alternativas como uso de bioestimulantes
en dosis adecuadas que promuevan la formacion de explantes de buena calidad para su
posterior aclimatacion. Las microalgas han demostrado en cultivos “ex vitro” buenos
resultados como en (hortalizas, tomate, maiz, como entre otros), tener un efecto en el
crecimiento, aumento radicular y longitud de la planta, aplicada de manera distintas formas,
como empapado en suelo, aspersion foliar o remojo en semillas (2). Su uso ha demostrado ser
una alternativa sostenible debido a que apenas requiere de recursos no renovables (3), y
aumentar la investigacion en este tipo de estimulantes ya que no se posee mucha informacion

en el area in vitro.

El extracto de algas ha favorecido el crecimiento de diversos cultivos y ha provocado mejor
rendimiento, de produccion, es por ese sentido, que se este trabajo de investigacion tiene como

objetivo evaluar el efecto del extracto microalgal de Chlorella vulgaris y Arthrospira platensis
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como suplemento en las diferentes Concentraciones del medio de cultivo MS en cultivos in
vitro de la familia de las orquideas en hibridos Phalaenopsis y Epicattleya, esperando como
resultado el aumento del crecimiento radicular, crecimiento longitudinal y aumento en el
nimero de hojas de la planta en un periodo mas corto, en la dosificacion intermedia de 3.5 mL
de extracto de microalgal como en la combinacion de los dos extractos usados en un solo

tratamiento.
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HIPOTESIS

El uso de extractos acuosos de Chlorella vulgaris y Arthrospira platensis, individualmente o
combinados, mejora significativamente el crecimiento radicular, el nimero de brotes y la
biomasa de hibridos de Phalaenopsis y Epicattleya cultivados in vitro, en comparacion con

cultivos sin suplementacion.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

\«m‘ UNIVERSIDAD
%& CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto del extracto microalgal de Chlorella vulgaris y Arthrospira platensis en dos
concentraciones de sales de medio MS en cultivo in vitro de hibridos de orquideas:

Phalaenopsis y Epicattleya.

ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto in vitro del extracto microalgal de Chlorella vulgaris y Arthrospira
platensis en el medio de cultivo MS en el crecimiento, enraizamiento de los explantes
de las dos orquideas hibridas (Phalaenopsis y Epicattleya).

2. Evaluar el efecto de la utilizacion del extracto microalgal de Chlorella vulgaris +
Arthrospira platensis en el medio de cultivo in vitro MS en el crecimiento,
enraizamiento de los explantes de las orquideas hibridas ( Phalaenopsis y Epicattleya).

3. Evaluar el efecto in vitro del extracto microalgal de Chlorella vulgaris y Arthrospira
platensis en el medio de cultivo con la mitad de concentracion de las sales de MS en el
crecimiento, enraizamiento de los explantes de las dos orquideas hibridas
(Phalaenopsis y Epicattleya).

4. Evaluar el efecto de la utilizacion del extracto microalgal de Chlorella vulgaris +
Arthrospira platensis en el medio de cultivo in vitro con la mitad de concentracion de
las sales de MS en el crecimiento, enraizamiento de los explantes de las orquideas

hibridas ( Phalaenopsis y Epicattleya).
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TABLA DE VARIABLES E INDICADORES

e Variables independientes
o Tipos de extractos microalgales.
o Dosis de extractos de microalgas en medio MS.
o Hibridos de orquidea
o Concentracion de medio MS completo y /2 MS
e Variables dependientes
o Crecimiento longitudinal del explante de las especies hibridas Phalaenopsis y
Epicattleya
o Numero de hojas
o Enraizamiento de las especies hibridas Phalaenopsis y Epicattleya

o Crecimiento de brotes en las especies hibridas Phalaenopsis y Epicattleya

Tabla I Cuadro de variables en la experimentacion

Variables Variable Indicadores Unidades
. Extracto de Chlorella vulgaris -
Tipos de extracto .
: Extracto de Arthrospira
de microalgas .
platensis -
Dosis de extracto
icroal 2, 0. . 9
Independientes de microalgas 0.2,0.35,0.5 %
Especie de Phalaenopsis hibrida y
orquideas Epicattleya hibrida
. . Concentracion de medios
Medios de cultivo completo MS y ¥4 MS
Numero de raiz
Escala (Grueso-
L Grosor de raiz Normal —
Enraizamiento
Dependientes Delgado)
P Longitud de la raiz cm
Inicio de enraizamiento Numero de dias
Numero de brotes
Brotamiento Longitud del explante cm
Disposicion de brotes
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Las orquideas

Las orquideas pertenecen a una familia de plantas monocotiledoneas, que, presenta una
estructura compleja en sus flores (1)(4), se ha de calcular que a nivel mundial existen
mas de treinta mil especies, y en mas abundancia se da en los trdpicos, como tambien
en zonas templadas (5), es de importancia resaltar que el comercio de estos especimenes
de especie como los hibridos, estda permitido en Peru, con la condicion de ser
reproducida artificialmente (6), lo que ha llevado a la demanda de produccion de
plantulas de calidad en un corto periodo de tiempo; debido a que entre mas rara la
especie y hermosa, es mas apreciada como planta ornamental (7). Esta apreciacion se

debe a coloracion oscura de algunas especies (8).

1.1.1 Morfologia floral

Todas las orquideas presentan un patron similar floral. La flor se ha de
desarrollar sobre el ovario, la capa exterior de sus partes florales posee tres
sépalos equidistantes, una capa posterior a esa posee tres pétalos, en el cual dos
de ellos (pétalos dorsales) han de ser iguales entre si y con una diferencia con el
tercer pétalo, que se llama labelo y esta es modificado para la adquisicion de
formas extrafias, puesto que juega un de los papeles mas importantes en la
polinizacion. Sus 6rganos reproductores estan fusionados en una estructura que

ha de recibir el nombre de columna (8).
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Columna

Pétalo

Labelo

Figura 1 Estructura floral, Cymbidium (8)
1.1.2 Morfologia vegetativa

La familia de las orquideas (Orchidaceae), es mejor conocida debido a que
representan en gran nimero a las especies epifitas; son nativas de los tropicos,
debido a produccion de semillas que son més pequenas que las angiospermas
(sus vainas han de poder liberar cientos de miles de semillas que llegan a medir
micras), por su poco peso, su dispersion es frecuente a distancias grandes de sus
progenitoras. Una vez que hayan germinado, las orquideas pueden adaptarse,
debido a que poseen una vaina absorbente mas conocida como velamen; esta
cubierta esponjosa ha de anadir una superficie extra a las raices que ha de
mejorar la absorcion del agua (9). “En cuanto al crecimiento, se presenta de dos
formas: monopodial y simpodial (10).”

El monopodial es aquella que posee un solo eje de crecimiento, el rizoma esté
cubierto de hojas y no presenta mucha generacion de tallos secundarios; por lo
consecuente su propagacion vegetativa es lenta y su division de la planta tarda.
Lo que en orquideas las monopodiales sus varas florales son reproducidas en las
axilas de las hojas. Sin embargo, en otras plantas, su rizoma se ha de dividir

periédicamente, por lo que posee mas de un eje de crecimiento, y son
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denominadas simpoddicas; su rizoma es capaz de producir tallos modificado o
pseudobulbo que han de sostener a las hojas, y a partir de ello se genera flores

individuales o inflorescencias, nuevos tallos o se ha de prolongar el rizoma (11).

1.1.3 Seleccion genética

La seleccion para la siembra de semillas que provienen de plantas se realiza para
la obtencion de caracteristicas favorables (12); esto se puede realizar in vitro o
ex vitro, que este orientada a la adaptacion por medio de la tolerancia o
resistencia a factores ambientales que permita el cultivo masivo de la especie

que se desea (13).

1.1.3.1 Métodos de seleccion genética

Seleccion masal:

Usado para poblaciones heterogéneas formadas por lineas puras, variedades
locales (dentro de esto se tiene la seleccion masal Unica, repetida y con la
separacion de formas), cabe resaltar la importancia de purificacion de

variedades, para determinar la presencia de fenotipos diferentes al original.

Seleccion genealogica:

Se basa en el aislamiento del mejor genotipo, ya que se selecciona plantas que

presenten las mejores caracteristicas, presentandolas como un nuevo cultivo
(14).
1.1.4 Cultivo de tejidos vegetales

Ya hace mas de 120 afos aproximadamente, en investigaciones en fisiologia
vegetal se ha usado la técnica de cultivo de tejido vegetal, el cual consiste en

cultivar en medios nutritivos que sean adecuados y en una forma aséptica, los
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cuales son apices de raiz y de tallo, primordios de hoja o partes inmaduras de
flores, frutos inmaduros, embriones maduros e inmaduros, segmentos de tallo y

hoja y en otras ocasiones ovarios, 0vulos, anteras y polen (15).

1.1.5 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro en condiciones asépticas es uno de los métodos mas usados
en el programa de mejoramiento y la conservacion de especies para fines de
seleccion de las plantas ornamentales (15). Ademads, que es un conjunto de
técnicas, usado para el crecimiento de células, tejidos y 6rganos vegetales, esta
se realiza en condiciones controladas, a partir de fragmentos, yemas o explantes
(semillas, raiz, hojas, yemas, entre otros) para la multiplicaciéon o propagacion
de plantas nuevas en gran cantidad, realizada en poco tiempo y que estén libre
de enfermedades, teniendo en cuenta los factores que han de determinar el
desarrollo y el crecimiento de las plantulas de orquidea in vitro, como el tiempo
y viabilidad, nutrientes necesarios, agua, macronutrientes, micronutrientes, luz,
temperatura y humedad, sustancias organicas, vitaminas, reguladores de
crecimiento, aminoacidos, etc. Posterior, los cultivos se incuban en cuartos
apropiados, camaras de crecimiento o gabinetes; que son mas eficientes en
cuanto al control ambiental. El area de incubacion in vitro ha de proporcionar
un buen control de la temperatura (25 = 2 °C) de iluminacion ( que es variable,
segun la necesidad) y una humedad relativa (70 - 80%), es necesario tambien
propiciar una buena distribucion del aire, para evitar el recalentamiento por
efecto de las luces, ya que necesitan estar con un fotoperiodo de 16 horas de luz

y 8 horas de obscuridad (15)(16).
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El traspaso a medios nuevos es un proceso delicado debido a la posible
contaminacion de la plantula, debe colocarse en medios separados para que esta

pueda desarrollarse sin tener dificultad (17).

1.1.6 Enraizamiento in vitro

La rizogénesis in vitro ocurre en un lapso de 1 a 3 semanas, el cual puede ser
dividida en tres etapas: induccion, iniciacion y elongamiento de raiz. El sistema
de induccion radicular in vitro es dificil debido, a la ausencia de pelos
absorbentes en la fase de desarrollo, lo que ocasiona la muerte de la planta, en
la transferencia ex vitro, ya que en las raices se presenta una capa blanquecina
llamada velamen, que tiene como funcion la proteccion de tejidos internos del
ambiente exterior, como la retenciéon de humedad (18); por ello es necesario
que las raices que han de ser trasplantadas sirvan como una fuente de energia,

para produccion de nuevas raices que sean funcionales en la fase de aclimatacion
(19).
1.1.7 Hibridos

Estos proceden de la union de dos individuos de un mismo género, con
diferentes especies o de la misma especie. Se ha de producir cruces multiples lo
que permite la produccion de flores mas grandes, mejora de la forma, amplia
gama de color y disposicion de las flores en el tallo. El producto de la
hibridacion ha generado la desaparicion de los materiales vegetativos con color
y forma tipica, y dio propicio a muchos requisitos en la adaptacion de diversos
climas, como tambien la forma y el tamafio uniforme. Hoy en la actualidad los

hibridos complejos han tomado predominancia en caracteristicas de la progenie
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que ha de ser imprescindible, como en el color que va siendo desde blanco,

crema, bronce, verde, rosa, oro o amarillo (20).

1.1.7.1 Tipos de hibridacion

e Hibridacion natural: Implica flujo génico entre especies distintas o
incluso géneros distintos. Alguno de los hibridos tambien se han de dar por
la confusion de algunos insectos que depositan el polen de una especien a
otra, por lo que se identifican con la letra x antepuesta a sus apellidos en su
nomenclatura. (21)

e Hibridos artificiales: Estos son hechos con la intervencion de la mano del
hombre, alguno es producidos en masa, por lo general son “NOID” que son
plantas sin identificar, se sabe que son hibridos, pero no de que especie o
de que hibrido provienen. Alguno de ellos es producido en cantidad por
medio de la micropropagacion, con el fin comercial, pero debido a su carga
genética débil son desechables debido a su tnica floracion.(21) (22)

e Hibridos interespecificos: Es uno de los recursos mas importantes en el
mejoramiento de plantas ornamentales, ya que presenta una alta
potencialidad para obtener vigor hibrido, como la posibilidad de combinar
pooles génicos dando una variacion en caracteres, que no se presenta en las
especies originales. (23)

e Hibridos intergenéricos: La hibridacion artificial de orquideas es uno de
los procedimientos con mayor facilidad, pero muchas de las especies
carecen de barreras internas que han de impedir la hibridacién o el cruce
con otras especies del mismo género. Por lo que el uso de esta técnica ha

sido de gran importancia que ha llevado a la produccion de un gran numero
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en orquideas, con valor industrial de flores de corte y orquidedlogicos

aficionados, pudiendo obtener hibridos multigénericos. (22)

1.1.8 Phalaenopsis

La “orquidea mariposa nocturna”, es una de las orquideas mas conocida, sus
flores pueden llegar a durar meses. Proviene de los tropicos asiaticos incluyendo
el archipi¢lago de Malasia, Taiwan, Filipinas, sur de China, Indonesia, India,
Pakistan y el norte de Australia, lugares donde haya una temperatura bastante
alta y lluvia durante todo el afio. Por su forma de crecimiento que es monopodial,
las orquideas pertenecientes a este grupo no poseen bulbo ni rizoma y la planta
consta de un tallo principal con un crecimiento continuo hacia arriba del cual
brotan las hojas, en forma alternada y que tUnicamente sirve para el
almacenamiento de agua. Sus hojas son anchas de color verde oscuro brilloso o
a veces moteadas con manchas azules grisaceas. Las flores aparecen en la base
de sus hojas de manera alternada en la base de las hojas y con frecuencia en
tallos ramificados. su florecimiento varia dependiendo del cultivo, de 2 a 3 veces
al afio y una vez abierta todas las flores, estas se mantendran en buen estado por
un periodo de 6 a 10 semanas o incluso mas dependiendo de la humedad
ambiental y del manejo de la planta (24). Hay diferentes colores y la floracion
puede ser sola o en varios ejes o tallos florales de 8 a 10 flores cada uno. Su tallo
cortado dura de 2 a 3 semanas en agua, por lo que se le ha denominado flor de

corta (25).

1.1.8.1 Importancia de las hojas

La estructura de las hojas ha de corresponder al habitat de la orquidea. Estas

especies tienden a crecer en sitios con bastante luz solar, como en sitios muy
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secos, por lo que desarrollan hojas gruesas y hojas coriaceas, cuyas laminas
estan cubiertas por una cuticula cerosas para la retencion de agua, por otro lado,
poseen hojas altas y delgadas. No toleran una caida de humedad atmosférica ni
tampoco la exposicion a la luz solar directa. Las orquideas epifitas se han de
caracterizar por tener hojas gruesas y suculentas con paredes celulares gruesas,
cuticula y camara subestomadtica pequefia, mientras que las terrestres son
delgadas. Las hojas gruesas de Phalaenopsis tiene un metabolismo acido

crasulaceo (CAM), muy importante al estrés hidrico. (26)

1.1.8.2 Clasificacion taxonémica

El género Phalaenopsis se encuentra en la tribu Vandeae (Tabla 2), subtribu

Aeridinae.

Tabla 2 Clasificacion taxonomica de Phalaenopsis

Reino Plantae

Division Angiospermae (plantas abastecidas de flor y/o de fruto)
Clase Liliopsida (monocotiledoneas)

Orden Asparagales

Familia Orchidaceae

Subfamilia Vandoideae

Tribu Vandeae

Subtribu Aeridinae

Genero Phalaenopsis

Especie Phalaenopsis

* La tabla representa la clasificacion taxondmica de la especie Phalaenopsis. Fue
extraido de “Manual practico de produccion y manejo de orquideas Phalaenopsis” y

“Orquideas Mariposa (genero Phalaenopsis)” y elaborado por Cortez-Azenon (27) (28)
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1.1.9 Epidendrum Pseudepidendrum

Es una especie de orquideas originaria de Panama y Costa rica. Sus bastones

erguidos pueden alcanzar 5 pies de altura, tienen florescencias paniculadas que

pueden volver a florecer varios afos (29)

1.1.9.1 Clasificacion taxonomica

El género Epidendrum se encuentra en la tribu Epidendreae (Tabla 3), subtribu

Laeliinae.

Tabla 3 Clasificacion taxonomica de Epidendrum

Reino
Division
Filo

Clase
Orden
Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Genero

Especie

Plantae

Viridiplantae

Streptophyta

Magnoliopsida (Angiospermas)
Asparagales

Orchidaceae

Epidendroideae

Epidendreae

Laeliinae

Epidendrum

Epidendrum sp.

* La tabla representa la clasificacion taxondmica del género Epidendrum. Fue extraido

de “Boletin de la Asociacidn de la Orinoquia” y elaborado por Ortiz-Moreno (30).
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1.1.10 Cattleya violdcea

Es una especie de monocotiledonea de la familia Orchidaceae, originarias de las
selvas tropicales bajas de las cuencas de los rios Amazonas y Orinoco, siendo
una de todas las especies de Cattleya més extendida en estado salvaje. C.
violacea tambien se ha encontrado en todo el norte de América del Sur. Las
orquideas de esta especie crecen en los arboles, a lo largo del rio, puesto que

requieren de calor y humedad en todo el afio (31).

1.1.10.1 Clasificacion taxonémica

La especie Cattleya violaceas se encuentra en la clase Magnoliopsida

revisar la (Tabla 4). (30,32)

Tabla 4 Clasificacion taxonomica de Cattleya violdcea

Reino Plantae

Division Viridiplantae

Filo Streptophyta

Clase Magnoliopsida (Angiospermas)
Orden Asparagales

Familia Orchidaceae

Genero Cattleya

Especie Cattleya violacea

* La tabla representa la clasificacion taxonoémica de la especie Cattleya violdcea. Fue
extraido de “Boletin de la Asociacion de la Orinoquia” y “Cattleya violdcea” como

elaborado por Ortiz-Moreno (30)(32).
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1.1.11 Bioestimulantes

El bioestimulante vegetal es cualquier sustancia o microorganismo aplicado en
las plantas con el fin de mejorar la eficiencia nutricional, caracteristicas de
calidad del cultivo y la tolerancia al estrés abidtico (33).

La ciencia de los bioestimulantes es actual, debido al concepto similar que se
vincula a la teoria de estimulantes biogénicos de Filatov, ella propuso que los
materiales biologicos que derivan de diversos organismos en exposicion a
factores de estrés afectan los procesos metabolicos y energéticos cuando son
aplicados en plantas con beneficios reproducibles en el cultivo de plantas
agricolas (3).

El uso de bioestimulantes ha incrementado debido a los compuestos
bioactivadores que han de favorecer el incremento de proteinas, aminoacidos,
vitaminas, actividad antioxidante, compuestos fenolicos, estimulacion de la
division de cloroplasto, aumento de concentraciones de Mg, Na, Cuy Mn, la'y
la eficiencia de nutrientes (34).

Por ello, los bioestimulantes que son distintos a los fertilizantes (mejoran la
productividad de los cultivos al actuar directamente sobre las plantas,

independiente de su contenido (2).

Tipos mas usados: Acidos humicos y fulvicos; fitohormonas, extractos de algas,
microalgas y plantas, compuestos inorganicos, quitosanos y otros biopolimeros,
hongos beneficiosos; aminoacidos y mezclas de péptidos, moléculas
nitrogenadas como betainas, piaminas, tricontanol, estrigolactonas y

brasinoesteroides (35).
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Ventajas
. Mejoran la absorcion y asimilacion de nutrientes
. Aumentan la tolerancia a estrés bidtico o abidtico
o Mejoran las caracteristicas morfoldgicas de las plantas (34).

1.1.12 Microalgas

1.1.12.1 Taxonomia y caracteristicas
Son microorganismos fotosintéticos (2 a 200 pum) unicelulares que,
mediante la luz solar, nutrientes, minerales, agua y CO;, generan
biomasa de interés bioldgico, como diversas aplicaciones industriales.
Estas poseen una gran diversidad, al ser procariotas o eucariotas como
presentar organizacion unicelular, filamentosa o colonial, pueden vivir
en simbiosis con otros organismos vivos o presentar una forma de vida
libre, son responsables de transformar la composicion de la atmosfera
(fijacion de CO2 y emision de Oz) dando el surgimiento de la vida vegetal
(36); a través de la fotosintesis, estos microorganismo sintetizan el
oxigeno y metabolitos organicos como : lipidos, carbohidratos y
proteinas. Des un enfoque estructural una microalga posee nucleo,
membrana plasmatica y contiene organulos esenciales para su correcto
funcionamiento, como los cloroplastos, elaioplastos, amiloplastos y
mitocondrias; como tres principales de pigmentos: carotenoides,
clorofilas y ficobiliproteinas. Son de facil captura y digestion por la
multitud de organismo que se alimentan en forma directa del fitoplancton

(microalga) (3) (36).
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1.1.13 Extracto de microalgas

La produccion de biomasa microalgal se puede usar para la obtencion de
distintos tipos de extractos econdomicos en el comercio. Por lo general se da
durante la fase de crecimiento exponencial, ya que se logra el maximo
rendimiento de biomasa de microalgas. Esta biomasa puede ser recuperada del
caldo mediante centrifugacion y microfiltracion. Uno de los procesos mas
importante y comun es la preservacion de la biomasa de microalgas, como en
pasteurizacion, deshidratacion a 70 °C en un periodo de 14 horas y llevado
después a molienda y almacenamiento. El compuesto microalgal se encuentra
encerrado en las paredes celulares y/o unidos a diversas estructuras. Loque ha
provocado su preferible extraccion o recuperacion de estos compuestos activos
mediante procesos , de secado, crioprocesamiento (la biomasa que estd
congelada se trata mediante un molino que se ha de enfriar con nitrogeno liquido
para obtener la suspension micronizada en particulas finas); ruptura celular con
alta presion (se trata la biomasa a altas "presiones y someterlo a una reduccion
de presion, provocando la ruptura de pared celular), tratamientos enzimaticos o
técnicas convencionales (liquido-liquido o solido-liquido), extraccion

subcriticas, extraccion asistida por microondas y ultrasonidos (37).

1.1.14 Chlorella vulgaris

Es un alga verde unicelular de agua dulce; son de forma esférica y su tamaio
oscila entre 3.75 a 5 um, posee un pirenoide y un cloroplasto parietal Gnico en
forma de copa con una abertura irregular, que ha de ocupar la mayor parte de su
volumen celular y se reproduce por autoésporas. Su nombre Chlorella proviene
del vocablo griego chloros, que significa verde y el sufijo ella que se refiere a

su tamafio microscOpico; perteneciente a las microalgas con mas frecuencia,
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capacidad de crecer en distintos tipos de trofia y tolerancia a ambientes hostiles
en términos de temperatura, pH, salinidad y deficiencia de nutrientes. Posee una
mancha ocular y vacuolas contrctiles, de clase Chlorophyceae, no movil, con
un Unico nucleo pequeio, reproduccion asexual (cada célula haploide se divide
mitoticamente de dos a tres veces para dar origen a cuatro y/u ocho células no
moviles mas), su organizacion de estas microalgas es en colonias y forman un

agregado celular, como se observa en la Figura 2 (38).

e

(39) Figura 3 Chlorella vulgaris (39).

1.1.14.1 Taxonomia

Especie de alga verde de la familia Chlorellaceae, con ID de taxonomia

del NCBI (3077) descrita en la siguiente tabla 5.

Tabla 5 Chlorella vulgaris taxonomia. Elaboracion propia

Super-reino Eucariota (ukaryotes)
Reino Viridiplantae (planta verde)
Phylum (filo) Chlorophyta

Clase Trebouxiophyceae

Orden Chlorellales

Familia Chlorellaceae

Genero Chlorella

Especie Chlorella vulgaris
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* La tabla representa la clasificacion taxondmica de la microalga Chlorella

vulgaris. Fue extraido de “Chlorella vulgaris™ (40)

1.1.15 Arthrospira platensis

Arthrospira platensis o Spirulina platensis es una microalga cianofita conocida
como algas verde-azules o cianobacteria, se caracteriza por ser un organismo
procariota, fotosintético de antigliedad (41). Es una microalga filamentosa de
forma helicoidal con tamafio que oscila de 200 a 250 um, usada principalmente
por su grado de disponibilidad (88 a 92%), su mayor crecimiento se ha referido
a temperaturas de 25 - 40 °C, con pH de entre 10 a 11, iluminaciéon de 30 — 50
klux y salinidad de 18 a 22 UPS (42). Una de las caracteristicas de las cianofitas
es la plasticidad que presenta frente a distintos medios ecoldgicos en el que se
desarrollan lo que ha traido confusién en la determinacion de especies y de
géneros (43). La Arthrospira platensis presenta una caracteristica morfologica
de la disposicion de los tricomas cilindricos multicelulares en una hélice abierta
a la izquierda en toda la longitud, sus filamentos no heterocistos de color verde
azulado, compuesto por células vegetativas sufren fision binaria en un solo
plano, muestran paredes transversales facilmente visible, filamentos solitarios y
flotan libremente, presenta movilidad deslizante, sus tricomas estan envueltos
por una vaina fina y presentan constricciones mas o menos poco pronunciadas

en las paredes transversales y apices poco atenuados. (44)

(45)
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1.1.15.1 Taxonomia

Especie de cianobacteria de la familia Microcoleaceae, con ID de

taxonomia del NCBI (118562) descrita en la siguiente tabla 6.

Tabla 6 Arthrospira platensis taxonomia. Elaboracion propia

Super-reino Bacteria

Phylum (filo) Cyanophyceae

Clase Oscillatoriales
Orden Oscillatoriales
Familia Microcoleaceae
Genero Arthrospira

Especie Arthrospira platensis

* La tabla representa la clasificacion taxondmica de la microalga Arthrospira

platensis. Fue extraido de “Arthrospira platensis” (46)

1.1.16 Microalgas como bioestimulantes

La actividad bioestimulante de los extractos microalgales, han sido asociados
con el contenido de metabolitos primarios (lipidos, carbohidratos y proteinas),
aminoacidos (triptofano y arginina), smolitos (glicina, betaina, prolina),
vitaminas y polisacaridos (B-glucano) (47); la mayoria de los bioestimulantes de
microalgas usualmente se administran en plantas y la rizosfera en distintos
modos, como empapado del suelo, riego por goteo, aplicacion foliar y en
tratamientos de semillas. Se ha identificado varios compuestos bioestimulantes
como fenoles y fitohormonas que imitan compuestos; terpenoides, aminoacidos

y polisacaridos. Los extractos y metabolitos que se obtienen de especies de
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microalgas como Chlorella spp., Arthrospira platensis, Dunaliella spp., etc., se

utilizan cominmente como bioestimulantes (2).

1.1.17 Fitohormonas que imitan compuestos de microalgas

Las fitohormonas son moléculas de sefalizacion con bajo peso molecular,
estructuralmente no relacionadas, que se producen naturalmente en plantas y
han de proporcionar efectos estimulantes en concentraciones bajas en diversos
procesos del desarrollo de las plantas, como diferenciacion de tejidos, formacion
de las raices y brotes, fertilizacion y senescencia, defensa y tolerancia a estrés

bidtico y abiotico. (2)

Auxinas: Son hormonas vegetales que derivan del triptéfano, estan implicadas
en la regulacion de procesos fisiologicos como la division y elongacion celular,
diferenciacion de tejido vascular, respuesta ala estrés y dominancia apical del
tropismo. Esta fitohormona es la primera en ser identificada en compuestos
como acido indol-3-acético (IAA), indol-3-acetamida (IAM), acido 4-
cloroindol-3-acético, acido indol-3-butirico (IBA) y acido 2-fenilacético. Se
reporto que microalgas como Chlorella spp., Acutodesmus spp. y Scenedesmus
spp. contenian auxinas en concentraciones que iban de 0.18 y 99.83 nmol/g de
biomasa de peso seco que se dio en dos tipos de biomasa compuestos de IAA e

IAM. (2)

Citoquininas: Son derivados de la adenina sustituidos con N6 que ha de
contener cadenas laterales aromaticas o isoprenoides. Se le ha implicado en una
amplia gama de procesos de desarrollo, como la germinacion, funcioén de los
meristemos de brotes y raices, senescencia de las hojas; ademés de jugar un

papel de gran importancia en la formacion de nodulos fijadores de nitrogeno
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(48). En microalgas las citoquininas mas observadas oscilo de 0.29 nmol/g peso
seco y 21.40 nmol/g peso seco en concentracion maxima observandose en
Stigeoclonium nanum; las citoquininas predominantes fueron cis -zeatina e

isopentenil adenina, y en baja concentracion ribosidos y bases libres (2).

Acido Giberélico: Los 4cidos giberélicos (AG) es una clase especifica de
fitohormona con funcidn principal en la tolerancia del estrés abidtico y salinidad
en las plantas de cultivo. La concentracion de GA3 en estrés abidtico llega a ser
beneficiosa para la fisiologia y metabolismo de las plantas, puesto que ha de
regular el proceso metabolico en funcion de la sefnalizacion de azucares y
enzimas antioxidantes. Los AG influyen mayor parte en el proceso de la
germinacion en semillas, expansion de hojas, iniciacioén de flores, elongacion
del tallo e inicio de frutos (49). En microalgas se ha identificado
aproximadamente 19 tipos de AG, son funcion principal en la elongacion de
tallos, geminacioén en semillas mediante activacion enzimatica (alfa-amilasa),
desarrollo de 6rganos florales, inicio de la floracion e influencia en la biosintesis
de proteinas; donde se hall6 una alta concentracion total de AG en microalgas
con una concentracion de 3452.9 pg/mg para GA15 en Scotiellopsis terretris, en
Chlorella vulgaris sus extractos derivados contienen GA3, que reducen el efecto
adverso causado por el estrés dado por metales pesados como tambien la defensa

frente al plomo y cadmio (2).

Etileno: Es una hormona gaseosa que ha de regular un espectro de procesos
fisiolégicos como el desarrollo y crecimiento de la planta, la tolerancia a
factores ambientales de estrés bidtico y abiodtico, envejecimiento alta salinidad,
frio y la sequia. Ademés de desencadenar una triple respuesta: exageracion del

crecimiento del gancho apical, extension de la raiz y depresion del hipocotilo,
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se cree que protege los meristemas apicales de los brotes y posibles dafios a las
raices. Se ha reportado microalgas pertenecientes del género Chlorella,

Scenedesmus y Chlamydomonas, sintetizan etileno (50).

Acido Abscisico: Fitohormona responsable de romper la latencia de las
semillas, como potencial desarrollo de plantas y tener un papel importante en
las respuestas de adaptacion al estrés; el acido abscisico (ABA) participa en la
maduracion, regulacion del agua en el cuerpo de la planta mediante apertura y
el cierre de estomas; en condiciones de déficit hidrico el ABA se biosintetiza en
las raices y se ha de transportar a las hojas mediante el xilema, aumentando la
concentracion en las hojas; ademas de desencadenar y movilizar una serie de
defensas bioquimicas como la biosintesis de prolina, enzimas desintoxicantes
de ROS, antioxidantes, proteinas de choque térmico, acidos. grasos insaturados
junto al fortalecimiento de las ceras cuticulares, que han de permitir a la planta

protegerse de efectos como el estrés abidtico (50).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1  Lugar de la investigacién (Ambito geografico):

Latitud: -12.1692; Longitud: -77.0244 | 12° 10" 9" Sur, 77° 1" 28" Oeste
La investigacion se realiz6 en Boniplant. Ubicado en la ciudad de Lima, Chorrillos, San
Aurelio 242.

Ambientes por utilizar: Laboratorio de cultivo in vitro de Boniplant
2.2 Materiales:

2.2.1 Material vegetal

o Explantes de Phalaenopsis Hibrida; Hibrido Epidendrum Pseudoepidendrum
x cattleya violdcea semi alba ; dado por el laboratorio de Boniplant, en tltima

etapa de cultivo in vitro

2.2.2 Material del medio de cultivo in vitro

e 50 g Biomasa seca de Chlorella Vulgaris

e 50 g Biomasa seca de Arthrospira Platensis

e 26.58 g Medio Murashige y Skoog marca Phyto Technology Laboratories
e 20 L Agua destilada

e 40 mL Hipoclorito de sodio 4%

e 48 g Azucar

e 3.2 g Carbon Phyto Technology Laboratories

e 50.4 g Agar Phyto Technology Laboratories

e 5 mL Hidroxido de sodio

e 5mL Acido clorhidrico
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10. 93 g Medio P668 de mantenimiento de orquideas Phyto Technology

Laboratories

Buffer de calibracion 4

Buffer de calibracion 7

Buffer de calibracion 10

Buffer de almacenamiento

1 L Etanol

2.2.3 Material de vidrio y porcelana

1 Beakers

1 Mortero y maja

2 Probetas

168 Frascos de vidrio
3 Placas petri

1 Agitador magnético

2.2.4 Equipos y otros

1 Balanza analitica

1 Supply Orbital and Linear Shaker Wholesale Factory
1 Cémara de flujo laminar

1 Autoclave

1 Microondas

1 Estufa biobase

2 Plasticos film

1 Papel aluminio

6 Pinzas curvas
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e 4 Rectas

e 4 Bisturies y mango de bisturies
e 88 Tapas con filtro

e 8 Guantes, gorros, mascarillas

e | Mecheros

e | Papel toalla

e 1L Legia

e 1 Kg Detergente

e 1 Encendedor

2.2.5 Software
e  Statgraphics 19 — X64
e Excel

2.3 Métodos:

2.3.1 Preparacion del extracto acuoso de microalga

La biomasa seca de microalga se diluyo en agua destilada (5 g de biomasa de
microalga seca disuelta en 100 mL de agua destilada se consideran extracto al
100%), para la ruptura celular se realiz6 a través de trituracion con mortero y

maja durante 40 min.

2.3.2 Esterilizacion y autoclavado de materiales para el cultivo in vitro

Se esterilizo los materiales y frascos en autoclave a una temperatura de 121 °C

X 15 minutos.
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2.3.3 Preparacion de los medios de cultivo in vitro para Phalaenopsis hibrida y

Epidendrum Pseudoepidendrum x cattleya

2.3.3.1 Preparacion del medio control de Murashige y Skoog (MS) sin
extracto de microalga

Se realizo la preparacion del medio de cultivo MS (51), con la adicidn de carbon y
agar de marca Phyto Technology Laboratories, mas azucar en cantidades

establecidas por el laboratorio, llevando la preparacion final aun pH de 5.5.

2.3.3.2 Preparacion del medio control de 2 Murashige y Skoog (MS) sin
extracto de microalga
Se realiz¢6 la preparacion con la mitad del medio de cultivo MS Phyto Technology

Laboratories, siguiendo las instrucciones que da el producto a un pH de 5.5.

2.3.33 Preparacion del Medio P668 de mantenimiento de orquideas
Phytotechnology Laboratory
Se prepar6 el medio de cultivo Medio P668 de mantenimiento de orquideas con las

instrucciones del laboratorio a un pH de 5.5.

2.3.34 Preparacion del medio MS + extracto de microalga para cada
especie de orquideas

Se prepar6 el medio de cultivo MS anteriormente descrito, posterior a cada frasco se
procedi6 anadir el extracto con una concentracion de 0.2%, 0.35% y 0.5% ; por cada

microalga y en igual medida para el tratamiento del extracto de C. vulgaris (0.1%) +

A. platensis (0.1%). (52)
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2.3.3.5 Preparacion del medio 2 MS + extracto de microalga para cada
especie de orquideas

Se prepard el medio de cultivo 2 MS anteriormente descrito para Phalaenopsis
hibrida, posterior a cada frasco se procedera a afiadir el extracto con una concentracion
de 0.2%, 0.35% y 0.5% ; por cada microalga y en igual medida para el tratamiento del

extracto de C. vulgaris (0.1%) + A. platensis (0.1%). (52)

2.3.4 Cultivo in vitro de brotes de Phalaenopsis hibrida y Epidendrum

Pseudoepidendrum x cattleya violdacea

Se seleccionaron los brotes con similitud morfoldgica (tamafio y desarrollo) de
la fase de micropropagacion, dadas por el laboratorio Boniplant, con una medida
que oscila de 3 — 4 cm para ambas especies, a cudles se les quito las raices y
sembrd de manera inmediata en los frascos que contenian los medios de cultivo
con sus respectivos tratamientos, posteriormente se llevaron a camara de
incubacién bajo las condiciones del laboratorio de Boniplant (temperatura a

24°C, 70% de humedad, 18/6 en fotoperiodo).

2.3.5 Control de los explantes semanal
Se llevo un reporte semanal, para observar el crecimiento radicular de los
explantes de cada especie.

2.3.6 Factoresy niveles en estudio

2.3.6.1 Especies de orquideas

e Phalaenopsis hibrida (O1)

e Epidendrum Pseudoepidendrum x cattleya violacea (02)
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2.3.6.2 Factor E (Extractos)

e Extracto de Chlorella vulgaris (E1)
e Extracto de Arthrospira platensis (E2)

e Extracto de Chlorella vulgaris + Arthrospira platensis (E1 + E2)

2.3.6.3 Factor D (Dosificacion en laboratorio)
o 0.2% (D1)
. 0.35% (D2)

e  0.5% (D3)

2.3.6.4 Niveles de concentracion de medio

e Concentracion completa de medio MS (M1)

e 4 de concentracion de medio MS (M2)

2.3.7 Tratamientos

2.3.7.1 Tratamientos para Phalaenopsis hibrida

En la siguiente tabla 7, se describe los tratamientos que se estudio:

Tabla 7 Tratamientos de Phalaenopsis hibrida con medio MS completo

. Y. Descripcion
Tratamientos Codigo Extractos (E) Dosis (D)

T1 E1DI MS + extracto d§ Chlorella 0.20%
vulgaris

T E1D2 MS + extracto de; Chlorella 0.35%
vulgaris

T3 E1D3 MS + extracto de; Chlorella 0.50%
vulgaris

T4 EID1 MS + extracto de Arthrospzra 0.20%
platensis

TS E2DD MS + extracto de Arthrospzra 0.35%
platensis

Té6 EID3 MS + extracto de Arthrospzra 0.50%
platensis
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MS + extracto de Chlorella
T7 (E1+E2)D1 vulgaris + extracto de 0.20%
Arthrospira platensis

MS + extracto de Chlorella

T8 (E1+E2)D2 vulgaris + extracto de 0.35%
Arthrospira platensis
MS + extracto de Chlorella
T9 (E1+E2)D3 vulgaris + extracto de 0.50%
Arthrospira platensis
Control 1 Control MS Phytotechnology -

Medio de mantenimiento de

Control 2 Control 2 orquideas Phyto Tech Labs, )

Tabla 8 Tratamientos de Phalaenopsis hibrida con medio 7> MS

Descripcion
Tratamientos Codigo L Yol DO.;le‘)
1
T1 EIDI 2 MS + extracto c.le Chlorella 0.20%
vulgaris
1
T E1D2 5 MS + extracto c.le Chlorella 0.35%
vulgaris
1
T3 E1D3 2 MS + extracto c.le Chlorella 0.50%
vulgaris
| .
T4 E2D1 2 MS + extracto dej Arthrospira 0.20%
platensis
| .
TS E2D?2 2 MS + extracto dej Arthrospira 0.35%
platensis
. .
T6 E2D3 2 MS + extracto dg Arthrospira 0.50%
platensis
%2 MS + extracto de Chlorella
T7 (E1+E2)D1  vulgaris + extracto de Arthrospira 0.20%
platensis
%2 MS + extracto de Chlorella
T8 (E1+E2)D2  vulgaris + extracto de Arthrospira 0.35%
platensis
%2 MS + extracto de Chlorella
T9 (E1+E2)D3  vulgaris + extracto de Arthrospira 0.50%
platensis
Control 1 Control Y2 MS Phyto Tech Labs, -
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2.3.7.2  Tratamientos para Epidendrum Pseudoepidendrum x cattleya
violdacea s/a

En la siguiente tabla 5, se describe los tratamientos que se estudio:

Tabla 9 Tratamientos de Epidendrum Pseudoepidendrum x cattleya violacea
s/a con medio MS completo

Descripcion
Extractos (E) Dosis (D)

T1 E1DI MS + extracto de Chlorella 0.20%
vulgaris

™ E1D2 MS + extracto de Chlorella 0.35%
vulgaris

T3 E1D3 MS + extracto de Chlorella 0.50%
vulgaris
T4 E2DI Ty i SV
Arthrospira platensis
TS E2D2 MS+extractode g 350,
Arthrospira platensis
T6 E2D3 MS *extractode g 550,
Arthrospira platensis
MS + extracto de Chlorella
T7 (E1+E2)D1 vulgaris + extracto de 0.20%
Arthrospira platensis
MS + extracto de Chlorella
T8 (E1+E2)D2 vulgaris + extracto de 0.35%
Arthrospira platensis
MS + extracto de Chlorella
T9 (E1+E2)D3 vulgaris + extracto de 0.50%
Arthrospira platensis
Control 1 Control MS Phytotechnology -
Medio de mantenimiento de
Control 2 Control 2 orquideas Phyto Tech -

Labs,

Tratamientos Codigo

Tabla 10 Tratamientos de Epidendrum Pseudoepidendrum x cattleya violdcea
s/a con medio > MS

Tratamientos Codigo Extrac tfse;g;ipcién Dosis (D)
T1 EIDI 2 MS + ex\t}rual;t;)rie Chlorella 0.20%
T EID2 2 MS + ex‘t)rualg;)rie Chlorella 0.35%
T3 E1D3 72 MS + eX\t;rua[Z;rie Chlorella 0.50%
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%2 MS + extracto de Arthrospira

T4 E2Dl1 . 0.20%
platensis
) .
TS E2D? 2 MS + extracto de. Arthrospira 0.35%
platensis
) .
Té6 E2D3 2 MS + extracto de. Arthrospira 0.50%
platensis
%2 MS + extracto de Chlorella
T7 (E1+E2)D1  wvulgaris + extracto de Arthrospira 0.20%
platensis
%2 MS + extracto de Chlorella
T8 (E1+E2)D2  vulgaris + extracto de Arthrospira 0.35%
platensis
%2 MS + extracto de Chlorella
T9 (E1+E2)D3  vulgaris + extracto de Arthrospira 0.50%
platensis
Control 1 Control %2 MS Phyto Tech Labs, -

2.4  Disefio experimental

Para el desarrollo del experimento se usé un disefio de bloques completamente al azar
DBCA con 3 bloques, debido a los extractos para poder evaluar la influencia de la dosis
como los extractos en el crecimiento de raices, longitud de raices, nimero de hojas, alto
y ancho finales de los explantes, se realizé 4 repeticiones por tratamiento y un total de

168 unidades experimentales.

Para la determinacion de si hay una diferencia significativa de los cambios de los
explantes en los diferentes tipos de extractos, se realizd un analisis de medias del
nimero de raices, a través de pruebas paramétricas para la determinacion de las
diferencias entre las medias usando el andlisis de varianza (ANOVA p < 0.05).
Mediante la prueba LSD (test de comparaciones multiples), en el caso de haber una
diferencia significativa en el anélisis de ANOVA, se ha de realizar entre que extractos

o dosis hay diferencias significativas.
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2.5 Evaluaciones

Para las evaluaciones de los explantes se considerd 4 repeticiones por el cual se trabajo
con un total de 168 unidades experimentales. Después de 8 semanas de cultivo in vitro

se inicio las evaluaciones frascos en las diferentes especies.

Las variables que se evaluaron por especie fueron:

a. Numero de hojas

b. Numero de raices

c. Crecimiento radicular
d. Grosor de raiz

e. Alto de los explantes

f.  Ancho de los explantes
g. Numero brotes

h. Disposicion de brotes

2.6  Disposicion de los brotes

La disposicion de los brotes se reportd de manera visual dependiendo el crecimiento de

los brotes en los explantes, profunda (P) o area (A).

Brotes profundos

Figura 5 Disposicion de brote profundo en Epicattleya
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2.7 Grosor de raices

El grosor de las raices se realizd de manera cualitativa en tres diferentes escalas: grueso
(G), regular (R) y delgado (D) para las dos diferentes especies derivado de un promedio

calificativo de entre todas sus raices.

- ¥ IR
--------------- - ammm -
............... SR
e mmmE SEmEe BmmEE AmAE
‘e .y '

ILL
b

S

Grueso

Delgado

Regular

Figura 6 Clasificacion de raices segun el grosor en hibrido Phalaenopsis
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111111
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Figura 7 Clasificacion de raices segun el grosor en hibrido Epicattleya

2.8  Diagrama de flujo de actividades

La secuencia de la metodologia presenta en un diagrama de flujograma N °1 que
corresponde en la figura 7, donde el agrupamiento de las actividades se representd

mediante las lineas de flujo, ovalo para indicar el inicio y final de un proceso, hexagono
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que indica preparacion, el romboide indicando (entrada/salida de datos), rectangulo los

procesos y el rombo para la toma de una decision.

-

Preparacion del extracto de
microalgas (Chlorella vulgaris v
Spirulina platensis)

v

Esterilizacion de materiales

Preparacion de los medios de
cultivo

Cultive in witro de
brotes

Si
¥

Control semanal de los
explanies

/ Medida radicular de los

explantes

¥

Medida longitudinal de los
explantes
w
/éunten del numero de huja?/
/" Andlisis estadistico /

¥

/ﬁedaccin‘:n del informe fin E/

Figura 8 Diagrama de flujo del cultivo in vitro
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CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Evaluar el efecto bioestimulante a base de microalgas: C. vulgaris y A. platensis en

el cultivo in vitro de Phalaenopsis hibrida y Epicattleya.

Después de 8 semanas de cultivo in vitro se obtuvieron los resultados a detallar
posteriormente, se observd un crecimiento de raices a los 7 primeros dias de la

evaluacion en algunos frascos en las diferentes especies.
3.2 Phalaenopsis

3.2.1 Numero de hojas

Tabla 11 Analisis de varianza para el numero de hojas con la Concentracion

completa de medio MS
Fuente G.l. Cuadrado medio Razon - F Valor - P
EFECTOS
PRINCIPALES
A: DOSIS 2 0.111111 0.26 0.7694
B: EXTRACTOS 2 0.194444 0.46 0.6339
RESIDUOS 31 0.420251
TOTAL (CORREGIDO) 35

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual

Segun los datos estadisticos de ANOVA de la tabla N° 11, con la concentracion
completa de Murashige Skoog descompone la variabilidad del nimero de hojas en
contribuciones debido a varios factores en donde se puede apreciar los valores P
prueban que no hay una diferencia significativa puesto que ningun valor P es menor

que 0.05, con un 95.0% de nivel de confianza.
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Figura 9 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el numero de hojas con la
Concentracion completa de medio MS con el factor: (4) Dosis y (B) Extractos

En la figura 8 el grafico A, demuestra que, a una menor dosis de las microalgas, dan
mayor nimero de hojas, sin embargo, en el grafic6 B denota que el uso de los tres

extractos tiene una respuesta similar al numero de nuevas hojas.

Segtin los datos estadisticos de ANOVA de la tabla 12, con la 2 concentracion
completa de Murashige Skoog descompone la variabilidad del nimero de hojas en
contribuciones debido a varios factores en donde se puede apreciar los valores P
prueban que no hay una diferencia significativa puesto que ningin valor P es menor

que 0.05, con un 95.0% de nivel de confianza

Tabla 12 Analisis de varianza para el numero de hojas con la /> de concentracion de

medio MS
Fuente G.L Cuadrado medio Razon - F Valor - P
EFECTOS
PRINCIPALES
A: DOSIS 2 1.75
B: EXTRACTOS 2 0.0833333 2.4 0.1047
RESIDUOS 31 0.72043 0.12 0.8912

TOTAL (CORREGIDO) 35
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Para cada valor significativo, la prueba de rangos multiples nos indica que las medias
son significativamente diferentes de otras, como tambien la grafica de medias nos

ayudan a interpretar los efectos significativos.

Tabla 13 Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para Numero de hojas con
intervalos de confianza del 95.0%

NIVEL Casos Media Error Est.  Limite Inferior  Limite Superior
MEDIA GLOBAL 36 1.66667
DOSIS
0.2 12 1.33333 0.245022 0.833606 1.83306
0.35 12 2.08333 0.245022 1.58361 2.58306
0.5 12 1.58333 0.245022 1.08361 2.08306
BLOQUE
CHLORELLA 12 1.75 0.245022 1.25027 2.24973
ARTHROSPIRA 12 1.588333 0.245022 1.08361 2.08306
CHLORELLA + 12 1.66667 0.245022 1.16694 2.16639
ARTHROSPIRA

En la tabla 13 para cada uno de los factores, muestra los errores estandar de cada
media, el cual son una media de variabilidad en el muestreo. Las dos columnas de la
extrema derecha muestran intervalos de confianza del 95% para cada una de las
medias. Pueden denotarse mediante el uso de graficas A y B de la figura 8, en donde
el grafico B muestra la diferencia ademas del uso de las pruebas de multiple de rangos

para el numero de hojas por dosis.

Tabla 14 Pruebas de multiple Rangos para el numero de hojas por Dosis

DOSIS Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
0.20 12 1.33333 0.245022 A
0.50 12 1.58333 0.245022 AB
0.35 12 2.08333 0.245022 B
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0.20 - 0.35 o -0.75 0.706721
0.20 - 0.50 -0.25 0.706721
0.35-0.50 0.50 0.706721

* Indica una diferencia significativa
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Las pruebas de multiple de rangos para el numero de hojas por dosis como en la tabla
14, determina cual media son significativamente diferentes de otras. La mitad
inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se
ha asignado un asterisco junto al par , que indica diferencia estadistica significativa
con un nivel del 95% de confianza. En la parte superior de se ha identificado 2 grupos
homogéneos segin la alineacion de las letras en las columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que comparten una misma
columna de letras. El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia minima (LSD) de Fisher. Donde hay un
riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente,

cuando la diferencia real es igual a 0.

22 3
= 5 = F A 1

r ] i A ]
[ A8 1 18— .
7 A I | | |

NUMERO DE HOJAS

o2 D?;s o0 CHLORELLA SPIRULINA  CHLORELLA + SPIRULINA

BLOQUE

R

Figura 10 Graficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el numero de hojas con la %
Concentracion de medio MS con el factor: (A) Dosis v (B) Extractos

De manera especifica, se ha reportado que, el extracto crudo de Arthrospira platensis
como fuente de fitohormonas como giberelinas, kinetina y adeninas presentes en los
extractos de Chlorella y Arthrospira estimulan el crecimiento de nuevas hojas en
condiciones controladas en medio MS de concentracion media con vitaminas en el
cultivo in vitro de Capparis cartilaginea (53). En el proyecto, aunque el tipo de
extracto no mostro diferencia significativas vistas en la tabla 11 y 12, se puede

denotar que en la figura 9 a través del método empleado LSD, la variabilidad en el
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numero de hojas puede estar relacionada con la concentracion de metabolitos activos

modulada por la dosis.

3.2.2 Numero de raices

Segun los datos estadisticos de ANOVA de la tabla N° 15, con la concentracion
completa de Murashige Skoog descompone la variabilidad del nimero de raices en
contribuciones debido a varios factores en donde se puede apreciar los valores P
prueban que hay una diferencia significativa puesto que un valor P es menor que
0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre el nimero de

raices, con un 95.0% de nivel de confianza.

Tabla 15 Analisis de varianza para el numero de raices con la Concentracion

completa de medio MS
Fuente Fima de G.l. Cuadrado Razén - F Valor - P
cuadrados medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A: DOSIS 6.22222 2 3.11111 3.65 0.0378
B: EXTRACTOS 0.888889 2 0.444444 0.52 0.599
RESIDUOS 26.4444 31 0.853047
TOTAL
(CORREGIDO) 33.5556 35

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual

La tabla 15 presenta los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) realizado para
evaluar el efecto de las dosis de extractos microalgales y el tipo de extracto (Chorella
vulgaris y Arthrospira platensis) sobre el nimero de raices en hibridos de orquideas
cultivados en medio MS completo. El factor dosis mostro un efecto estadisticamente

significativo (p = 0.0378 < 0.05), indicando que variaciones en la concentracion de
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extractos han de impactar en el nimero de raices formadas. En contraste, el factor tipo

de extracto no presento diferencias significativas (p = 0.599).

El analisis sugiere que la concentracion de extracto microalgal influye
significativamente en la induccién de raices en hibridos Phalaenopsis y Epicattleya.
Estos hallazgos concuerdan con estudios previos en el articulo “Arthrospira platensis
extract improves the production and defenses of the common bean grown in a heavy
metals-contaminated saline soil” del autor Mostafa en el afio 2023 donde la aplicacion
de bioestimulantes derivados de microalgas ha mejorado la produccion y las defensas
del frijol comun en suelos salinos contaminados como tambien en la formacion

radicular de estos mismos (54).

La tabla 16 muestra la media del nimero de raices para cada uno de los niveles de los
factores, como los errores estandar de cada media, el cual es una media de variabilidad

en el muestreo.

Tabla 16 Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para Numero de raices con
intervalos de confianza del 95.0%

NIVEL Casos Media Error Est.  Limite Inferior Limite Superior
MEDIA GLOBAL 36 3.11111
DOSIS
0.2 12 3.66667 0.266622 3.12289 4.21045
0.35 12 2.66667 0.266622 2.12289 3.21045
0.5 12 3.0 0.266622 2.45622 3.54378
BLOQUE
CHLORELLA 12 3.0 0.266622 2.45622 3.54378
ARTHROSPIRA 12 3.0 0.266622 2.45622 3.54378
CHLORELLA + 12 3.33333 0.266622 2.78955 3.87711
ARTHROSPIRA

Tabla 17 Pruebas de multiple Rangos para el numero de raices por Dosis

DOSIS Casos Media LS  Sigma LS  Grupos Homogéneos
0.35 12 2.66667 0.266622 A
0.5 12 3.0 0.266622 AB
0.2 12 3.66667 0.266622 B
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Contraste Sig. Diferencia +-
Limites
0.20 - 0.35 * 1.0 0.769021
0.20 - 0.50 0.666667  0.769021
0.35-0.50 -0.333333  0.769021

Como anteriormente explicado las pruebas de multiple de rangos para el numero de
raices por dosis como en la tabla 17, determinan cual media son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entre cada par de medias. Se ha asignado un asterisco junto al par , que indica
diferencia estadistica significativa con un nivel del 95% de confianza, ademas de

denotarse en la Figura 10.
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Figura 11 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el numero de raices con la Concentracion
completa de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos

Los datos estadisticos de ANOVA de la tabla 18, con la 4 concentracion completa
de Murashige Skoog descompone la variabilidad del numero de raices en
contribuciones debido a varios factores (Dosis y Extractos), en donde se puede
apreciar los valores P prueban que no hay una diferencia significativa puesto que

ningtn valor P es menor que 0.05, con un 95.0% de nivel de confianza
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Tabla 18 Andlisis de varianza para el numero de raices con la %> de concentracion de

medio MS
Fuente Suma de G.l Cuadrado Razén - F Valor - P
cuadrados medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A: DOSIS 5.38889 2 2.69444 1.26 0.2973
B: EXTRACTOS 8.72222 2 436111 2.04 0.1468
RESIDUOS 66.1944 31 2.1353
TOTAL
(CORREGIDO) 80.3056 35
*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Figura 12 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el numero de raices con la 7>
Concentracion de medio MS con el factor: (4) Dosis y (B) Extractos

Con el analisis de la figura 11 en los graficos A y B, se observa que no hay una
diferencia significativa en el empleo entre los distintos extractos como las diferentes

dosificaciones, para el nimero de raices.

Es importante resaltar que a una dosis de 0.35% y el empleo del extracto de

Arthrospira puede estar relacionada a mejores resultados en comparacion de los
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demas extractos, para el crecimiento del nimero de raices en Phalaenopsis hibrida.
Segun Hamouda et al. (55) el uso del extracto de Arthrospira en condiciones salinas
(agua de mar), evidencia que el crecimiento de raices aument6 significativamente en
concentraciones de 1%, 2% y 4% con el tratamiento de extracto liquido de Arthrospira
(SLE) en Triticum aestivum L. tanto en plantulas en concentraciones altas, a través de
la aplicacion foliar y como en semillas en germinacion en las concentraciones mas
bajas en placas petri con 5.0 mL de SLE, debido a los contenidos proteicos, vitaminas,

minerales de la Arthrospira.

3.2.3 Crecimiento radicular

En la evaluacion del promedio de la longitud del crecimiento longitudinal de las
raices en las dos concentraciones de medio MS completo y 1/2 MS, se realizé a

través de los datos estadisticos del ANOVA.

Tabla 19 Analisis de varianza para el promedio longitudinal de raices con la
Concentracion completa de medio MS

Fuente Suma de G.l. Cua('lrado Razén - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 0.230172 2 0.115086 0.75 0.4816

B: EXTRACTOS 0.129489 2 0.0647444 0.42 0.6602

RESIDUOS 4.76869 31 0.153829

TOTAL

(CORREGIDO) 5.12836 35

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




TESIS UCSM

-»==x . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ' CATOLICA

DE SANTA MARIA

15F - 1w'E \ -
A \ T a
w
N 14 A 18wl -
§1.3— m S e
g A j 12 - —
w 1.2 - u
(=] 1]
a o M- -
2 11 2
2 ! o -
S 1L - — -
3 S
0.20 D‘;’: < 0.50 CHLORELLA SPIRULINA CHLORELLA + SPRULINA
BLOQUE

A B

Figura 13 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el promedio longitudinal de raices con la

concentracion completa de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos

Para el analisis de varianza de los factores sobre el promedio longitudinal del
crecimiento de raices con la ¥4 de concentracion del medio MS, se realizo a través de

las pruebas F en la tabla ANOVA que permite identificar los factores significativos.

Tabla 20 Analisis de varianza para el promedio longitudinal de raices con la
5 Concentracion de medio MS

Fuente Suma de G.l. Cuadrado Razén - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 0.85431 2 0.427155 1.43 0.2542

B: EXTRACTOS 0.897747 2 0.448873 1.50 0.2379

RESIDUOS 9.24851 31 0.298339

TOTAL

(CORREGIDO) 11.0006 35

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Figura 14 Graficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el promedio longitudinal de raices con la 7>
Concentracion de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos

En comparacion con ambas figuras 12 y 13 se reporta que a una menor concentracion
de medio MS, puede tener relacion con un mayor crecimiento longitudinal de raices, es
importante mencionar que mediante las diferentes concentraciones de medios MS 'y 2
MS més la suplementacion del extracto de Arthrospira, se obtuvo un mejor crecimiento
auna dosis de 0.35% de concentracion, esta respuesta puede depender de la sensibilidad
del hibrido como de los compuestos bioactivos (lipidos, acido palmitico, acidos grasos,
entre otros), presentes en el extracto liquido de Arthrospira platensis, tal como fue
descrito en la investigacion de “Bioactive fatty acids and compounds from Arthrospira
(Arthrospira) platensis: Potential as biostimulants for plant growth” del autor Dmytryk
en Polonia en el afio 2022, aplicado en las pruebas de germinacion de granos de trigo

de invierno (56).

3.2.4 Grosor de raiz

Se reporto de manera cualitativa el grosor de raices de la especie hybrida
Phalaenopsis por cada tipo de extracto (Chlorella, Arthrospira y Chlorella +
Arthrospira) usado en sus diferentes concentraciones (0.2%,0.35% y 0.50%), como

el diferente tipo de concentracion de medio usado (MS completo y 2 MS). Como
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también en los diferentes controles que se uso en las diferentes concentraciones de

medio como el medio comercial para una comparativa en los resultados.

; MS COMPLETO
(%3]
g4
© 3
LN II III II I II I
21
O I | | 0 0
S D R G D R G D R G
o
Chlorella Arthrospira Chlorella + Arthrospira
Extractos

mDOSIS0.20% m®mDOSIS0.35% mDOSIS 0.50%

Figura 15 Grosor de raices en el medio MS completo de la especie hybrida

Phalaenobsis
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Figura 16 Grosor de raices en 7> Concentracion de medio MS de la especie hybrida
Phalaenopsis

Se analiz6 la figura 14 y 15 donde el medio /2 MS obtuvo el mayor nimero de raices
regulares y gruesas en comparacion del medio completo MS, a dosis bajas (0.20-
0.35%) con el extracto de Chlorella vulgaris y en caso de Arthrospira platensis

raices regulares en dosis (0.35-0.50%) ya que son las dosis més elevadas en el medio,
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al comparar con la investigacion que realizo (4di et al. 2023), reporto que a mayores
dosis del extracto de la microalga de Arthrospira obtuvo mayor nlimero y peso de
raices de Pak Choy, indicando que el uso de esta microalga como nutricion orgénica
posee un valor potencial de mejorar el medio de nutricion alternativo. Ademas, que
comparacion de ambos medios con sus diferentes suplementos microalgales indican

mejores respuestas que los controles sin el uso de las microalgas (57).

3.2.5 Alto de los explantes
Tabla ANOVA para evaluar si los factores tienen significancia en el crecimiento

del alto de los explantes con la concentracion completa de MS.

Tabla 21 Analisis de varianza para el alto de los explantes con la
Concentracion completa de medio MS

Fuente Suma de G.l. Cuadrado Razé6n - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 0.607639 2 0.303819 0.75 0.4829

B: EXTRACTOS 0.774306 2 0.387153 0.95 0.3978

RESIDUOS 12.6372 31 0.40765

TOTAL

(CORREGIDO) 14.0191 35

Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Figura 18 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el alto de los explantes con la
Concentracion completa de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos
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La tabla 21 presenta los resultados del analisis de varianza (ANOVA) realizado para
evaluar el efecto de la dosificacion y los diferentes tipos de extractos microalgales
(Chlorella vulgaris y Arthrospira platensis) para el alto de los explantes en hibridos de
Phalaenopsis hibrida cultivados en medio MS completo. El factor dosis y tipo de
extracto no mostro un efecto significativo, indicando que no hubo variaciones en la
concentracion de extractos que impactaran en el alto de los explantes. Cabe resaltar que
si evidencio un mejor crecimiento en alto de las de las plantulas con el extracto
microalgal de Chlorella vulgaris a dosis de 0.35% en comparacion de los demaés

extractos como en su diferente dosis despu€s de las ocho semanas de crecimiento.

Tabla ANOVA para la %2 de concentracion de medio MS muestra el analisis de varianza
realizado para evaluar si algun factor tiene efecto significativo. Con un nivel del 95%

sobre el alto de los explantes en el hibrido Phalaenopsis.

Tabla 22 Analisis de varianza para el alto de los explantes con la ¥
Concentracion de medio MS

Fuente Suma de G.l Cuadrado Raz6n - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 0.0451389 2 0.0225694 0.03 0.9693

B: EXTRACTOS 1.17014 2 0.585069 0.81 0.4540

RESIDUOS 22.3872 31 0.722166

TOTAL

(CORREGIDO) 23.6024 35

Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Figura 19 Graficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el alto de los explantes con la 7>

Concentracion de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos
()
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En este estudio en los ambas concentraciones diferentes de medio MS, se puede
reflejar que el crecimiento en altitud de los explantes no han mostrado ninguna
diferencia significativa entre el tipo de extractos usados como en sus distintas
dosificaciones los tres tipos de extractos han demostrado tener un similar
comportamiento nutricional en el crecimiento del explante, en un estudio realizado
por Adi en el afio 2023 uso Arthrospira platensis como reemplazo nutricional en un
sistema hidropdnico de cultivo para Pak Choy obtuvo un mayor nimero de hojas

como mayor altura de las plantas. (58)

3.2.6 Ancho de los explantes

Tabla ANOVA para evaluar si los factores tienen un efecto significativo con el

ancho de los explantes usando el medio completo de MS

Tabla 23 Analisis de varianza para el ancho de los explantes con la Concentracion

completa de medio MS
Fuente gt G.l Cuac.lrado Raz6én - F Valor - P
cuadrados medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A: DOSIS 0.646806 2 0.323403 0.29 0.7477
B: EXTRACTOS 0.242639 2 0.121319 0.11 0.8961
RESIDUOS 34.1647 31 1.10209
TOTAL
(CORREGIDO) 35.0541 35
*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
E 5.5 2 A w 54 — A A -
= = | A _| I _
. 5 |
A B

Figura 20 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el ancho de los explantes con la
Concentracion completa de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos
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La tabla 23 y 24 presentan los resultados obtenidos de los analisis de varianza realizado
para evaluar el efecto de la dosis de extractos microalgales y el tipo de extracto sobre
el crecimiento del ancho de los explantes en las dos concentraciones de MS en cultivo

in vitro.

Tabla ANOVA para evaluar si los factores tienen un efecto significativo con el ancho

de los explantes usando el medio /2 de MS

Tabla 24 Andlisis de varianza para el ancho de los explantes con la /> Concentracion

de medio MS
Fuent Suma de Cuadrado Razo6n - Valor -
UCIN cuadrados " medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
A: DOSIS 2.26042 2 1.13021 0.79 0.4617
B:
EXTRACTOS 9.09375 2 4.54688 3.19 0.0551
RESIDUOS 442083 31 1.42608
TOTAL
(CORREGIDO) 55.5625 35

* Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Figura 21 Graficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el ancho de los explantes con la 7>
Concentracion de medio MS con el factor: (4) Dosis y (B) Extractos
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El andlisis sugiere que la dosis y los diferentes tipos de los extractos microalgales no
influyen significativamente en el crecimiento del ancho de los explantes, en el
hibrido Phalaenopsis en medio MS completo. Cabe resaltar que se observo una
diferencia con el uso de las diferentes concentraciones de medio de cultivo,
reportando 2 MS tener una mejor respuesta de crecimiento, con el uso de Chlorella
vulgaris, esta respuesta puede depender debido a que las microalga secreta
estimulantes de crecimiento como auxinas, citoquininas, etileno, giberelinas y acido
abscisico, tal como fue descrito en “Application of Chlorella vulgaris Beijerinck as
a biostimulant ffor growing cucumber seedlings in Hydroponics” mencionado por

Vildanova en Rusia en el afio 2023 (59)

3.2.7 Numero brotes
El nimero de crecimiento de brotes en la especie Phalaenopsis, report6 solo cuatro,
en el tratamiento con el medio completo MS + Chlorella al 0.20% y 0.35%; en
control del medio MS completo y /2 MS. Dando que en esta especie no hubo un buen
reporte de crecimiento de brotes

3.2.8 Disposicion de brotes
El crecimiento de los iinicos brotes en esta especie solo reporto crecimiento profundo
de brotes de los cuatro diferentes tratamientos anteriormente mencionados.

3.3  Epicattleya

3.3.1 Numero de hojas

Seglin los datos estadisticos de ANOVA de la tabla 25 , con la concentracion
completa de Murashige Skoog descompone la variabilidad del nimero de hojas en

contribuciones debido a varios factores en donde se puede apreciar los valores P
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prueban que no hay una diferencia significativa puesto que ningtn valor P es menor

que 0.05, con un 95.0% de nivel de confianza

Tabla 25 Analisis de varianza para el numero de hojas en Epicattleya con la
Concentracion completa de medio MS

Fuente Suma de G.l. Cuadrado Razén - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 0.166667 2 0.0833333 0.06 0.9392

B: EXTRACTOS 35 P 1.75 1.32 0.2816

RESIDUOS 41.0833 31 1.32527

TOTAL

(CORREGIDO) el 4

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Figura 22 Graficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el numero de hojas en Epicattleya con la
Concentracion completa de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos

La tabla 26, con la 2 concentracion completa de Murashige Skoog descompone la

variabilidad del nimero de hojas en la especie Epicattleya.
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Tabla 26 Andlisis de varianza para el numero de hojas en Epicattleya con la /> de
concentracion de medio MS

Suma de Cuadrado

Fuente G.L . Razén-F  Valor-P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 4.22222 2 2.11111 2.93 0.0685

B:

EXTRACTOS 7.05556 2 3.52778 4.89 0.0143

RESIDUOS 22.3611 31  0.721326

TOTAL

(CORREGIDO) 33.6389 35

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual

En la tabla 26 el factor extracto, presenta un valor p menor a 0.05, es por ello que se
realiz6 para cada valor significativo. La prueba de rangos multiples nos indica que las
medias son significativamente diferentes de otras, como tambien la grafica de medias

que nos ayudan a interpretar los efectos significativos.

Tabla 27 Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para Numero de hojas en
Epicattleya con intervalos de confianza del 95.0%

NIVEL Casos Media Error Est. Limite Limite
Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 36 2.69444
DOSIS
0.2 12 3.08333 0.245174 2.5833 3.58337
0.35 12 2.75 0.245174 2.24996 3.25004
0.5 12 2.3 0.245174 1.74996 2.75004
BLOQUE
CHLORELLA 12 2.2 0.245174 1.66663 2.6667
ARTHROSPIRA 12 33 0.245174 2.74996 3.75004
CHLORELLA + 12 2.66667 0.245174 2.16663 3.1667
ARTHROSPIRA

En la tabla 27 para cada uno de los factores. Muestra el error estandar de cada media.
El cual es una media de variabilidad en el muestreo. Los limites muestran los

intervalos de confianza del 95% para cada una de las medias, ya que pueden
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denotarse mediante el uso de las pruebas de multiple de rangos para el numero de
hojas por dosis y por el tipo de extracto usado. Aqui tambien se determina cudl de
las medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida
muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias- por lo que se asignado
un asterisco junto a los pares que indican diferencia estadistica significativa con un
nivel del 95% de confianza. En los grupos homogéneos segtn la alineacion de las
letras se determina si hay o no diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos niveles que comparten una misma columna de letras. El método empleado
actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia
minima (LSD) de Fisher. Donde hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de

medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Tabla 28 Pruebas de multiple Rangos para el numero de hojas en Epicattleya por

Dosis
DOSIS Casos Media LS  Sigma LS  Grupos Homogéneos

0.5 12 2.25 0.245174 A

0.35 12 o) 0.245174 AB

0.2 12 3.08333 0.245174 B
Contraste Sig. Diferencia +-

Limites

0.20 - 0.35 0.333333 0.70716
0.20 - 0.50 © 0.833333 0.70716
0.35-0.50 ‘ 0.5 0.70716

* Indica una diferencia significativa

Las pruebas de multiple de rangos para el numero de hojas en Epicattleya tanto para
dosis como los extractos se muestran en la tabla 28 y 29, en el cual se ha de determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida
muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha asignado un asterisco

junto al par , que indica diferencia estadistica significativa con un nivel del 95% de
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confianza. En la parte superior de se ha identificado 2 grupos homogéneos segun la
alineacion de las letras en las columnas. No existen diferencias estadisticamente
significativas entre aquellos niveles que comparten una misma columna de letras. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia minima (LSD) de Fisher. Donde hay un riesgo del 5.0% al decir que cada

par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Tabla 29 Pruebas de multiple Rangos para el numero de hojas en Epicattleya por

3.6

NUMERO DE HOJAS

18

A

Extractos
Extractos Casos Media ls Sigma ls
Chlorella 12 2.16667 0.245174
Chlorella + Arthrospira 12 2.67 0.245174
Arthrospira 12 3.25 0.245174
Extractos Grupos homogéneos

Chlorella A

Chlorella + Arthrospira Ab

Arthrospira b

Contraste Sig. Diferencia +/- limites

Chlorella - Arthrospira & -1.083330 0.70716
Chlorella - Chlorella + Arthrospira -0.5 0.70716
Arthrospira - Chlorella + Arthrospira 0.583333 0.70716

* Indica una diferencia significativa

* Las graficas de medias pueden desplegar estas medias e intervalos seleccionados.
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B

Figura 23 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el numero de hojas en Epicattleya con

la % Concentracion de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos
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El analisis sugiere que el uso de los diferentes extractos afecta en el promedio del
nimero de hojas, este hallazgo con el uso del extracto de Chlorella en el medio de
cultivo a concentracion media puede estar relacionada con el escaso crecimiento de
hojas del hibrido Epicattleya , puesto que en comparacion con en el estudio realizado
por Pereira et al 2018 se vio afectada positivamente por el suplemento afadido de
Chlorella sorokiniana reflejada en el desarrollo de més hojas como tener un valor

promedio mas alto para la longitud de las hojas. (60)

3.3.2 Numero de raices

Segun los datos estadisticos de ANOVA de la tabla 30, con la concentracién
completa de Murashige Skoog descompone la variabilidad del niumero de raices de
Epicattleya en contribuciones debido a varios factores en donde se puede apreciar
los valores P prueban que hay una diferencia significativa puesto que un valor P es
menor que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre el

numero de raices, con un 95.0% de nivel de confianza.

Tabla 30 Analisis de varianza para el numero de raices de Epicattleya con la
Concentracion completa de medio MS

Fuente Suma de G.l Cua<.1rado Razon - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 2.38889 2 1.19444 1.35 0.2743

B: EXTRACTOS 8.72222 2 436111 493 0.0139

RESIDUOS 27.4444 31 0.885305

TOTAL

(CORREGIDO) 38.5556 35

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual

La tabla 30 muestra la media del numero de raices de la especie Epicattleya para
cada uno de los niveles de los factores, como los errores estandar de cada media, el

cual es una media de variabilidad en el muestreo.
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Tabla 31 Pruebas de multiple Rangos para el numero de raices en Epicattleya por

Extractos
Extractos Casos Media LS Sigma LS Grupos
Homogéneos
Arthrospira 12 0.916667 0.271616 A
Chlorella 12 1.92 0.271616 B
Chlorella + Arthrospira ‘ 12 2 0.271616 B
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
CHLORELLA - ARTHROSPIRA w 1.000000 0.783426
CHLORELLA - CHLORELLA + ARTHROSPIRA -0.0833333 0.783426

ARTHROSPIRA - CHLORELLA + ARTHROSPIRA * -1.08333 0.783426

* Indica una diferencia significativa

Como anteriormente explicado las pruebas de multiple de rangos para el numero de
raices por dosis y diferente tipo de extractos como en la siguiente tabla, determinan
cual media son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida
muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha asignado un
asterisco junto al par , que indica diferencia estadistica significativa con un nivel del

95% de confianza, ademas de denotarse en los siguientes graficos.

23 A 3 24— B — —

A
2| } -
21 -
16 — g

NUMERO DE RAICES
-
S
|
NUMERO DE RAICES
s =
=3 L
| I
| |

0.02 035 CHLORELLA SPIRULINA ~ CHLORELLA + SPIRULINA
DosIs BLOQUE

A R

Figura 24 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el numero de raices de
Epicattleya con la Concentracion completa de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B)
Extractos

g

Seglin los datos estadisticos de ANOVA de la tabla 32, con la 2 concentracion
completa de Murashige Skoog descompone la variabilidad del niimero de raices de

Epicattleya en contribuciones es debido a varios factores (Dosis y Extractos), en

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE "3&7%, UNIVERSIDAD
fxCATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

donde se puede apreciar los valores P prueban que no hay una diferencia significativa

puesto que ningun valor P es menor que 0.05, con un 95.0% de nivel de confianza

Tabla 32 Andlisis de varianza para el numero de raices de Epicattleya con la 7>
Concentracion de medio MS

Fuente D G.l Cuac}rado Razén - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 1.55556 2 0.777778 0.68 0.5131

B: EXTRACTOS 2.72222 9 1.36111 0.19 0.3168

RESIDUOS 35.3611 31 1.14068

TOTAL

(CORREGIDO) §°-635% 53

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual

La tabla 32 presenta los resultados del anélisis de varianza realizado para evaluar el
efecto de las dosis de extractos microalgales y el tipo de extracto (Chlorella vulgaris
y Arthrospira platensis) sobre el nimero de raices en el hibrido de orquidea
cultivado en medio MS completo. Los factores dosis y extractos no mostraron algun
efecto estadisticamente significativo, el cual indica que la variacion de la
concentracion de los extractos como el factor tipo de extractos no impactan en el

numero de raices.

Con la ayuda de los graficos se puede observar que no es necesario realizar la prueba
de multiples rangos para en nimero de raices ya que no se puede observar ninguna

diferencia significativa.
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14 - R . 1
0.20 0.35 0.50 15 —
DOsIs CHLORELLA SPIRULINA  CHLORELLA + SPIRULINA

BLOQUE
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Figura 25 Graficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el numero de raices de Epicattleya
con la > Concentracion de medio MS con el factor: (4) Dosis y (B) Extractos

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



REPOSITORIO DE ~5&7%, UNIVERSIDAD
fxCATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

El extracto de Chlorella vulgaris en los dos tipos de concentracién de medios pueden
estar relacionados a tener un mayor promedio en el nimero de raices, este resultado
difiere con el estudio realizado por Puglisi et al. 2022 ya que uso plantulas de
lechuga, reporto que el extracto de Chlorella vulgaris afecto positivamente en la
morfologia de las plantulas de lechuga, sea cualquier método de aplicacion de
Drench o aspersion foliar usado en su investigacion, tanto en el aumento del nimero

de hojas, altura de sus plantulas y sobre la longitud de la raiz. (61)

3.3.3 Crecimiento radicular

En la evaluacion del promedio de la longitud del crecimiento longitudinal de las
raices en las dos concentraciones de medio completo y 1/2 MS del hibrido

Epicattleya, se realizo a través de los datos estadisticos del ANOVA.

Tabla 33 Andlisis de varianza para el promedio longitudinal de raices de Epicattleya
con la Concentracion completa de medio MS

Suma de Cuadrado

Fuente G.l . Razon - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 0.0193556 2 0.0096778 0.02 0.983

B: EXTRACTOS 0.695089 2 0.347544 0.62 0.5464

RESIDUOS 17.4821 31 0.563939

TOTAL

(CORREGIDO) 18.1966 33

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual

= 2 102 A 1
s 0.98 [ i -] F ]
g E 0.82 } {

A R

Figura 26 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el promedio longitudinal de raices de
Epicattleya con la Concentracion completa de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos
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Los graficos A y B de la figura 25 muestran que no hay diferencia significativa, con
las diferentes concentraciones como los tipos de extractos usados, el cual puede
deberse a que el uso de los extractos sin importar su dosis no mostrara alguna

variabilidad en el crecimiento longitudinal de las raices en el hibrido Epicattleya.

Para el analisis de varianza de los factores sobre el promedio longitudinal del
crecimiento de raices de los hibridos de Epicattleya con la 2 de concentracion del

medio MS.

Tabla 34 Andlisis de varianza para el promedio longitudinal de raices de Epicattleya
con la > Concentracion de medio MS

Fuente Suma de G.l. Cua(.irado Razén - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 4.01302 D: 2.00651 4.9 0.0141

B: EXTRACTOS 1.53152 2 0.765758 1.87 0.1710

RESIDUOS 12.691 31 0.409386

TOTAL

(CORREGIDO), 18.2355 35

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual

La tabla 33 y 34 presentan los resultados ANOVA realizado para estimar el efecto
de la dosis de extractos microalgales y el tipo de extractos sobre el promedio

longitudinal del hibrido Epicattleya en las dos concentraciones diferentes de MS.

2.5 B 23 [ E
I L ] A
@22t . @ 21 B
% i ] g2 .
19t N g A
= I A ] 8
= - R 17+ A —
216 A - 9
s | 2
E | o 15~ —
S1a - F
[ < 13- -
n1 - —]
0.20 0.35 0.50 11 -
Dosis CHLORELLA SPIRULINA CHLORELLA + SPIRULINA
BLOQUE

Figura 27 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el promedio longitudinal de raices
de Epicattleya con la 7> Concentracion de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos
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En el figura 26, grafico A, usando el medio 2 MS, el anélisis sugiere que sin importar
que tipo de extracto se use, no mostro diferencia en la variabilidad del crecimiento
longitudinal de las raices, pero si el tipo de dosificacion en la que usa, el extracto de
Chlorella como la combinacion de las dos microalgas pueden estar relacionados al
crecimiento longitudinal de raices en este estudio, estos hallazgos difieren con
estudios del Corbellini en el afio 2020 donde el cultivo de Cattleya labiata usando el
extracto de Chlorella en el tratamiento con 2 MS, reporto tener un mejor
crecimiento longitudinal de raices a una concentracion de 0.5 g/L ! (62). Sin
embargo, esta respuesta puede cambiar de la especie tratada, ya que, en comparacion
con el estudio de Zhang, el crecimiento de raices en plantulas de trigo, con la
suplementacién de extracto de Chlorella sp, provoco la disminucioén del nimero de

raices fibrosas como su alargamiento (63).

3.3.4 Grosor de raiz

Se reporto de manera cualitativa el grosor de raices de la especie hybrida Epicattleya
en cada tipo de extracto (Chlorella, Arthrospira'y Chlorella + Arthrospira) usado en
sus diferentes concentraciones (0.20%,0.35% y 0.50%), como los diferentes tipos de
concentracion de medio usados (MS completo y %2 MS) y los diferentes controles
que se uso en las diferentes concentraciones de medio, como el medio comercial para

una comparativa en los resultados

MS COMPLETO

2 5
o4
<3
3 2
e)
5. 1 0 I
o D R G D R G D R G
o

Chlorella Arthrospira Chlorella + Arthrospira

Extractos
B DOSIS0.20% ®mDOSIS0.35% mDOSIS 0.50%

Figura 28 Grosor de raices con la Concentracion completa de medio MS de la

Publicacion autoriza especie hybrida Epicattleya
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La figura 27 presenta los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto de la dosis de

extractos microalgales y el tipo de extracto sobre el grosor de las raices obtenidas en el

hibrido Epicattleya.
1/2 MS

5
3
o4
©3
)
Ep i (I | n
o D R G D R G D R G
o

Chlorella Arthrospira Chlorella + Arthrospira
Extractos

mDOSIS0.20% mDOSIS0.35% mDOSIS 0.50%

Figura 29 Grosor de raices en % Concentracion de medio MS de la especie hybrida

Epicattleya
CONTROLES

n 5

© 4

p

82
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! = NN H=
£ D N G
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= MEDIO MSCOMPLETO = MEDIO 1/2MS  mMEDIO MM

Figura 30 Grosor de raices de los controles en los diferentes tipos medios en
especie hybrida Epicattleya

Las figuras 27 y 28 sugieren que el uso de los distintos extractos microalgales,
influyen en el engrosamiento de las raices del hibrido Epicattleya, esta comparacion
se vio reflejada con los controles de la figura 29, este hallazgo concuerda con

estudios previos en los distintos tratamientos de cebado o pulverizacion del extracto
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de Arthrospira del autor Shedeed en el ano 2022, el cual reporto un aumento
significativo de peso fresco y seco como la longitud de los brotes y las raices de
Lupinus luteus, debido al aumento del nivel de fitohormonas el cual fue comparable
con su control, esta aplicacion del extracto se dio mediante acondicionamiento o
pulverizacion foliar (64). De manera especifica, se ha reportado que una mezcla de
consorcios microalgales en fase de enraizamiento in vitro en segmentos nodales de
la planta inoculados en medio MS, reporto tener una diferencia significativa en el
aumento radicular entre las plantas tratadas del estudio mas la suplementacion del
consorcio de microalgas y el aceite esencial de tomillo con las de su control realizado

por Chaouch et al. en el afio 2023 en las plantulas de fresa (variedad Camarosa) (65).

3.3.5 Alto de los explantes

Tabla ANOVA para evaluar si los factores tienen significancia en el crecimiento del

alto de los explantes de Epicattleya con la concentracion completa de MS

Tabla 35 Analisis de varianza para el alto de los explantes de Epicattleya con la
Concentracion completa de medio MS

Fuente Suma de G.lL Cuaglrado Raz6n - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 0.07125 2 0.035625 0.12 0.8834

B: EXTRACTOS 1.27542 2 0.637708 2.23 0.1248

RESIDUOS 8.87521 31 0.286297

TOTAL

(CORREGIDO) 10.2219 35

*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
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La tabla 38 muestra la media del crecimiento del alto de los explantes de
Epicattleya para cada uno de los niveles de los factores, como los errores estandar

de cada media, el cual es una media de variabilidad en el muestreo.

Tabla 36 Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para el alto de los explantes de
Epicattleya con intervalos de confianza del 95.0%

NIVEL Casos Media Error Est.  Limite Inferior  Limite Superior
MEDIA GLOBAL 36 2.4625
DOSIS
0.2 12 2.425 0.154461 2.10997 2.74003
0.35 12 2.525 0.154461 2.20997 2.84003
0.5 12 24 0.154461 2.12247 2.75253
BLOQUE
CHLORELLA 12 24 0.154461 2.10164 2.73169
ARTHROSPIRA 12 23 0.154461 1.94331 2.57336
CHLORELLA + 12 2.7125 0.154461 2.39747 3.02753
ARTHROSPIRA

Tabla 37 Pruebas de multiple para el alto de los explantes de Epicattleya por

Extractos
Extractos Casos MediaLS Sigma LS Grupos
Homogéneos
Arthrospira 12 2.25833 0.154461 A
Chlorella 12 2.42 0.154461 AB
Chlorella + Arthrospira ‘ 12 2.7125 0.154461 B
Contraste Sig. Diferencia +/-
Limites
Chlorella - Arthrospira 0.158333  0.445513
Chlorella - Chlorella + Arthrospira -0.295833  0.445513
Arthrospira - Chlorella + Arthrospira ¥ -0.454167 0.445513

* Indica una diferencia significativa

Como anteriormente explicado las pruebas de multiple de rangos para el
crecimiento de latitud de los explantes de Epicattleya por Extractos como en la

tabla 39, determinan cual media son significativamente diferentes de otras. La
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mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de

medias.
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Figura 31 Grdficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el alto de los explantes de
Epicattleya con la Concentracion completa de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B)
Extractos

Tabla ANOVA para la 2 de concentracion de medio MS, en el alto de los explantos
de Epicattleya y evaluar si algun factor tiene efecto significativo. Con un nivel del
95%. Presenta los resultados del analisis de varianza realizado para evaluar el efecto
de la dosis de los extractos microalgales sobre el crecimiento en el alto de los explantes

del hibrido Epicattleya.

Tabla 38 Andlisis de varianza para el alto de los explantes de Epicattleya con la ¥
Concentracion de medio MS

Suma de Cuadrado

Fuente G.L . Raz6n - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 0.400556 2 0.200278 0.9 0.4168

B: EXTRACTOS 0.187222 2 0.0936111 0.42 0.6602

RESIDUOS 6.89528 31 0.222428
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TOTAL
(CORREGIDO) 7.48306 35
*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Figura 32 Graficos de Medias y 95.0% de Fisher LSD para el alto de los explantes de
Epicattleya con la %> Concentracion de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B)
Extractos

La tabla 40 muestra que el factor dosis como el tipo de extractos no presentan
efectos estadisticamente significativos menor a (p < 0.05, el cual indica que las
variaciones en la concentracion como los distintos extractos, no impactan en el alto

de los explantes del hibrido Epicattleya.

3.3.6 Ancho de los explantes
Tabla ANOVA para evaluar si los factores tienen un efecto significativo con el ancho

de los explantes de Epicattleya usando el medio completo de MS

Tabla 39 Analisis de varianza para el ancho de los explantes de Epicattleya con la
Concentracion completa de medio MS

Fuente Suma de G.l Cuadrado Razén - F Valor - P
cuadrados medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: DOSIS 1.66056 2 0.830278 1.51 0.2375
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B: EXTRACTOS 0.240556 2 0.120278 0.22 0.8052
RESIDUOS 17.0886 31 0.551246
TOTAL
(CORREGIDO) 18.9897 35

Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Figura 33 Grdficos de Medias para el ancho de los explantes de Epicattleya con la Concentracion
completa de medio MS con el factor: (A) Dosis y (B) Extractos

Tabla 40 Analisis de varianza para el ancho de los explantes de Epicattleya con la ¥
Concentracion de medio MS

Suma de Cuadrado

Fuente G.l : Raz6n - F Valor - P
cuadrados medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A: DOSIS 1.545 2 0.7725 1.78 0.1861
B: EXTRACTOS 1.68 2 0.84 1.93 0.1620
RESIDUOS 13.4825 31 0.434919
TOTAL
(CORREGIDO) 16.7075 35
*Todas las razones — F se basan en el cuadrado medio del error residual
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La tabla 41 y 42 reportan los resultados del andlisis de ANOVA realizado para
evaluar los posibles efectos de la dosis de los extractos microalgales y el tipo de
extractos (Chlorella vulgaris y Arthrospira platensis) sobre la extension lateral del

hibrido Epicattleya, esta puede deberse

3.3.7 Numero brotes

En la especie hybrida de Epicattleya se evidencio un mayor nimero de crecimiento
de brotes por tratamientos en las diferentes concentraciones de medio como en el
adicionamiento de los extractos en sus distintas concentraciones, los graficos

siguientes muestran el promedio del numero de brotes realizado en los tratamientos.

Brotes en el medio MS completo

25
[}
% 2
5 1.5
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Figura 35 Promedio del numero de brotes en medio MS completo en especie
Epicattleya

Brotes en el medio 1/2 MS
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Aqui se evidenci6 que hubo mayor crecimiento de brotes con una mayor
concentracion de extractos tantos en Arthrospira como Chlorella, como tambien la
combinacidn de estas en menor concentracion al 0.20% demuestra que tambien tiene
un efecto positivo en el crecimiento de brotes, en el medio de MS completo. En el
grafico anterior se reportd que hubo un mayor crecimiento de brotes con una mayor
concentracion de extractos de Chlorella al 0.50%, como tambien la combinacion de
los extractos en menor concentracion al 0.20% demuestra que tambien tiene un

efecto positivo en el crecimiento de brotes, en el medio de > MS.

En ambas concentraciones de medio MS se reporta que el extracto de Chlorella
vulgaris ha tenido un efecto estimulante positivo en el crecimiento de brotes en
Epicattleya, de manera similar al estudio realizado por Dudina et al. 2024 que evalua
el potencial de la microalga en diferentes medios de cultivo in vitro reporto que un
crecimiento activo de brotes principales como laterales de Staurogyne repens,

Alternanthera reineckii roseafolia, Ipomoeba batatas y Hyssopus officinalis,

CONTROLES

Numero de brotes

Medio MS completo Medio 1/2 MS Medio MM
Medios de cultivo

Figura 37 Promedio del numero de brotes en los medios de control de la especie
Epicattleya

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

demostrando su potencial en los diferentes tipos medio de cultivo in vitro con el uso
de esta microalga.(66)
3.3.8 Disposicion de brotes

En la disposicion del crecimiento de los brotes no se reportd ninglin crecimiento
aéreo, todos brotes tuvieron un crecimiento profundo en la especie Epicattleya, a

pesar de que un hibrido con tendencia al crecimiento de brotes aéreos.
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CONCLUSIONES

PRIMERA.

Se concluye que hubo mayor efecto del extracto microalgal de Chlorella vulgaris en dosis bajas
reporta mejores resultados, con la dosis de 0.35 y medio 2 MS en el crecimiento del numero
de hojas, mayor nuero de raices gruesas, en alto y ancho de los explantes. El extracto de
Arthrospira platensis mejor respuesta en crecimiento del niimero y longitud de raices en el

medio 2 MS en dosis intermedia para la especie hibrida Phalaenopsis.

SEGUNDA.

La combinacion de los extractos microalgales, ha tenido excelentes resultados en el medio con
la mitad de concentracion MS en crecimiento de hojas, nlimero y grosor de raices y alto de los

explantes para la especie hibrida Phalaenopsis.

TERCERA.

El extracto de Arthrospira platensis en dosis bajas reporta tener mayor efecto en el medio a
mitad de concentracion de MS, afectando positivamente en el crecimiento de hojas, longitud y
grosor de raices, como estructuralmente en el alto y ancho de las plantulas y en estimulacién
del crecimiento de brotes. Como el extracto de Chlorella mejor efecto en crecimiento del

numero de raices en la especie hibrida Epicattleya.

CUARTA.

Finalmente, el suplemento de ambos extractos en medio completo de MS reporta mejores
resultados para el crecimiento de hojas, numero de raices, alto, ancho y mayor nimero de brotes

de las plantulas en comparacion de con el uso de un solo extracto.
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RECOMENDACIONES

Estas sugerencias estan orientadas a futuras investigaciones posteriores a este estudio.

Se recomienda ampliar el uso de mas explantes de los hibridos Phalaenopsis como el
tiempo de experimentacion para evaluar los cambios en condiciones ex vitro en la fase de

aclimatacion para ver la eficacia de los resultados obtenidos.

Se recomienda usar un equipo de zonificacion para una mejor disrupcion celular y

posterior extraccion de sus compuestos bioactivos para las microalgas.

Asimismo, el uso de diferentes consorcios de microalgas para potenciar y ampliar mas el

campo de investigacion en cultivo in vitro de orquideas hibridas.
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