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MARIN PEREZ, Lucia. Estudio de la influencia de diferentes longitudes de onda de
luz led en la germinaciéon de una orquidea Encyclia sp. 2016. 49 paginas. Trabajo de
Conclusion de Curso de Graduacion en Ciencias Bioldgicas — Ecologia y Biodoversidad —
Universidad Federal de Integracion Latinoamericana, Foz do Iguagu, 2016.

RESUMEN

Las orquideas son un numeroso grupo de angiospermas con distribucion en casi todo el
mundo, representando la excepcion, Antartida, Artico y zonas desérticas. En la actualidad
son de gran importancia econdémica, creando la necesidad de proteccién y conservacion
de muchas especies. Por esto, se han desarrollado metodologias para el cultivo y
germinacioén in vitro de orquideas que permitan el facil crecimiento y reproduccion del
grupo. En este sentido, las luces LEDs traen un avance eficaz y econémico en la forma de
hacer luces para este tipo de produccion. Pese a su gran importancia, se encuentran
pocos estudios de germinacion y crecimiento de plantas con influencia de luces LEDs. De
esta forma, el objetivo de este trabajo es estudiar la influencia de las luces LEDs de
longitud de onda rojo (625 nm), azul (470 nm) y blanco (40 p.mol.m?s'), en la
germinacién de una orquidea del género Encyclia. Para esto, se colocaron a germinar 6
placas con medio Phytamax y semillas de la orquidea durante 50 dias bajo los tres
tratamientos de luces. Como resultado se obtuvieron 4556 semillas germinadas bajo el
tratamiento con luz blanca representando 90,61 % de media de germinaciéon. 4670
semillas germinadas con luz azul, siendo 88,48 % la media de germinacién y 4304 con
luz roja completando 88,96 % de media de germinacion. Estos valores no representaron
una diferencia significativa estadisticamente entre los tratamientos por lo que la luz no
actu6 como limitante en esta fase del proceso. Se concluye que en la germinacion de la
orquidea Encyclia sp., el tratamiento con luz LED blanca, azul y roja, no genera influencia
en el porcentaje de germinacion.

Palabras llave: fisiologia de semillas, fotometria, orchidaceae.
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RESUMO

As orquideas sdo um numeroso grupo de angiospermas com distribuicdo em quase todo
o mundo, representando a excecdo, Antardtida, Artico e zonas desérticas. Na atualidade
sdo de grande importancia econdmica, criando a necessidade de protegao e conservagéo
de muitas espécies. Por isso, foram desenvolvidas metodologias para o cultivo e
germinagao in vitro de orquideas que permitam o facil crescimento e reprodugdo do
grupo. Neste sentido, as luzes LEDs trazem um avancgo eficaz e econdmico na forma de
fornecer luz para este tipo de produgéo. Apesar de sua grande importancia, se encontram
poucos estudos de germinagao e crescimento de plantas com influéncia de luzes LEDs
vermelha (comprimento de onda 625 nm), azul (comprimento de onda 470 nm) e branco
(mistura de todos os comprimentos de onda, 40 py.mol.m?s”), na germinagdo de uma
espécie de orquidea do género Encyclia. Para isso, foram colocadas a germinar 6 placas
com meio de cultivo Phytamax e sementes da orquidea durante 50 dias baixo os trés
tratamentos de luzes. Como resultado se obtiveram 4556 sementes germinadas sob o
tratamento com luz branca representando 90,61% de média de germinagao, 4670
sementes germinadas com luz azul, sendo 88,48% a média de germinacdo e 4304 com
luz vermelha completando 88,96% de média de germinacdo. Esses valores nao
representaram uma diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos pelo que
a luz ndo influenciou positiva ou negativamente neste processo fisiolégico como limitante
nesta fase do processo. Se conclui que na germinagdo da orquidea Encyclia sp., 0
tratamento com luz LED branca, azul e vermelha, ndo gera influéncia na porcentagem de
germinacao.

Palavras-chave: fisiologia de sementes, fotometria, orchidaceae
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1 INTRODUCCION

Las orquideas son un grupo muy numeroso de plantas, apreciadas desde la
antigledad por civilizaciones como la Maya y Azteca, que las utilizaban en su vida
cotidiana como medicina, ornamentales e incluso como pegamento (Ruiz, 2008). El
género Encyclia utilizado en este trabajo, tiene amplia distribucion en América con
especies de vistosos colores y agradables perfumes (Baigts, 2010; Padilla et al., 2011).
En la actualidad las orquideas son uno de los grupos mas importantes econdmicamente
en plantas ornamentales pero también, un grupo con alto grado de peligro de extincion
(Chugh et al., 2009; Hagsater et al.; Junior, 2012; 2002; Silva, 2014).

La propagacioén natural del grupo, es uno de los factores que lo torna vulnerable a
extincion, resulta dificil debido al tamafio reducido de las semillas y falta de endosperma.
Por esto, el grupo requiere de simbiosis obligatoria con hongos micorrizicos que permita
la germinacion (Arditti, 2009; Baigts, 2010; Damon et al., 2004). Debido a esta condicion
se han desarrollado metodologias para el cultivo y germinacion in vitro de orquideas que
permitan el facil crecimiento y reproduccién del grupo. Diversos estudios a lo largo del
tiempo han refinado las condiciones de cultivo como humedad, temperatura y nutrientes
alcanzando, en la actualidad, una amplia eficiencia (Manrique, 2006; Miyata, 2014). Aun
asi, estudios como el de Damon et al. (2004) y Ruiz (2008) resaltan la importancia de los
trabajos de germinacion in vitro debido a la gran variedad de necesidades y factores
especificos en las especies de orquideas.

Como ya fue mencionado, las orquideas necesitan de condiciones de cultivo
especificas, entre ellas, el pH con valores entre 5,2 y 5,5, importante debido al efecto que
posee en la disponibilidad de nutrientes para la planta y semillas. Diversos macro y
mictonutrientes, incluyendo calcio, nitrégeno, magnésio, fosforo, potasio y azufre como
macronutrientes y hierro, magnésio y cobre, entre otros, como micronutrientes. Ademas
de control de temperatura, humedad y luz para su crecimiento y germinacion de semillas
(Cabrera, 2012).

En este sentido, la nueva tecnologia de luces de diodo (LEDs) colabora al tornar
los sistemas de cultivo mas eficientes. Las luces LEDs presentan elevada eficiencia en la
transformacion de energia eléctrica en luminica, con un alto ahorro energético y siendo
casi nula la disipacion de calor, volviendo a estos sistemas mucho mas econdémicos
(Bourguet, 2005; Jao, 2004; Navarro, 2013). Por otro lado, permiten una especificidad de

longitudes de onda lo que permite brindar a los diferentes cultivos, las condiciones
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necesarias (Gomez-Coto, 2014; Navarro, 2013). Esto permite que el cultivo in vitro sea
mas accesible y eficiente, permitiendo su amplio uso. Pese a su gran importancia, en la
actualidad, se encuentran pocos estudios de germinacion y crecimiento de plantas con

influencia de LEDs en plantas que no son de importancia agricola-comercial.

1.1 OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la influencia de diferentes
longitudes de onda de luz LED en la germinacion de Encyclia sp.

Especificamente, se busco estudiar el efecto de la longitud de onda de luz LED
blanca (40 y.mol.m?s™), roja (625nm) y azul (470nm) en la germinacion y primeras fases
del crecimiento de las semillas. También fue propuesto, determinar si existen diferencias

significativas entre las diferentes longitudes de onda para los parametros estudiados.

1.2 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Familia Orchidaceae

Esta familia es considerada la mas numerosa del reino vegetal, se encuentra en
casi todas las regiones del planeta con excepciéon de la Antartica, Artico y zonas
desérticas. Ocurre de forma mas significativa en los tropicos, siendo Brasil el segundo
pais del mundo con mayor concentracibn de especies (Silva 2003). Se conocen
aproximadamente 780 géneros con 25.000 a 30.000 especies (Dezan et al., 2012) de las
cuales, muchas pasan desapercibidas por ser muy pequefas, tenes flores poco
llamativas o por su ubicacion en el dosel de grandes arboles o pefiascos inaccesibles
(Damon, 2004). Otras, son ampliamente populares y producidas comercialmente, el
género Phalaenopsis y Cattleya son en la actualidad dos de las mas reconocidos por la
belleza y exuberancia de sus flores. (Hetherington, 2002; Lee, 2011; Rodriguez &
Gonzalez, 2010; Zanega- Godoy, 2003).

Las orquideas son plantas monocotiledéneas, herbaceas y perennes, pudiendo ser
epifitas, terrestres o rupicolas (Black, 1984), diversos géneros se encuentran en los
arboles de las selvas tropicales y subtropicales ya que necesitan de la humedad para
sobrevivir y retirar sus nutrientes de los materiales organicos depositados sobre el tronco

(Dématte e Dématte, 1996 apud Assis et al., 2011). Una elevada cantidad de especies e
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hibridos posibilitan una gran diversidad de colores y formas, lo que las torna de gran
importancia comercial (Campos, 2008 apud Miyata, 2014). Se consideran una de las
plantas ornamentales mas apreciadas econdmicamente (Colombo et al., 2004)
principalmente por sus flores perfectas con delicada y exuberante coloracion (Vieira,
2009). La mayor caracteristica visible de las orquideas es la presencia de una estructura
floral denominada labelo o labio, que se trata de una pétalo modificado que en general es

de mayor tamano y mas vistoso que los otros dos.

1.2.2 Género Encyclia

Este genero posee 144 especies americanas descriptas, que habitan desde
Estados Unidos, México y Las Antillas hasta Sudamérica. De habitat epifita, se distribuyen
desde lugares cercanos al nivel del mar como florestas secas en Florida, hasta elevadas
altitudes (Baigts, 2010; Meisel, et al. 2014; Padilla et al., 2011). Presentan pseudobulbos
con una o varias hojas que las diferencia de otros géneros similares, inflorescencia de
forma variada puede encontrarse larga o corta, sencilla o ramificada y conteniendo pocas
o numerosas flores. Los pétalos y sépalos son similares a diferencia del labelo que varia
de corto a amplio, generalmente es trilobulado y recubre la base de la columna con
I6bulos laterales bastante conspicuos (Baigts & Molina, 2010). La orquidea Encyclia
cordigera (ver foto 1), presenta inflorescencia terminal, con flores de 2 cm de diametro y
con sépalos y pétalos carnosos de color marréon hasta purpura (Leopardi, 2010), en
cambio, Encyclia baculus puede llegar a 40 cm de alto con flores grandes de color crema
con rayos morados en el labelo (Ibarra-Manrriquez & Colen, 1996). Especies como
Encyclia adenocaula o Encyclia phoenicia, son ampliamente reconocidas por su aroma y
colores exuberantes. Esta ultima conocida como orquidea de chocolate presenta un fuerte
perfume a vainilla o chocolate (Rodriguez L., 2010) y la primera, llamada comunmente
trompillo morado se encuentra en peligro de extincién en México debido a la belleza de
sus flores (Ruiz B., 2008).
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Fotografia 1: Disefio botanico de una orquidea

Fuente: MENEGUZ70).

1.2.3 Semillas de Orquideas

Las semillas de orquidea son de tamafno muy pequefo, entre 1 y 2 mm de largo y
cerca de 1 mm de ancho pero se producen en gran cantidad, de 1300 a 4.000.000 de
semillas dentro de una capsula. Son de tipo ortodoxa, por lo que son capaces de tolerar la
desecacion y mantener su viabilidad a baja temperatura para ser almacenadas (lriondo,
2001). Presentan una cubierta seminal (testa) en forma de red caracteristica, diferente en
cada especie, que encierra un embrion de al rededor de 100 células. Estas cubiertas son
formadas de tejido muerto y aire que representa cerca del 96% de la composicion. El
embridén no presenta endospoerma, es de forma redondeada y escasamente diferenciado
en la mayoria de orquideas, esto implica que sea muy dificil distinguir cotiledones y
raices. En el extremo distal del embrion, también presenta un punto de crecimiento

potencial no identificable en estado de semilla (Pierik, 1997).
1.2.4 Germinacion de Orquideas
La germinacion es uno de los procesos mas criticos en el desarrollo de cualquier

especie (Baskin y Baskin, 2001), para que esta ocurra, en la mayoria de las orquideas, las

semillas necesitan la asociacion simbiotica con un hongo especifico. Esta relacion permite
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a los dos organismos convivir y beneficiarse uno al otro sin afectarse. En el medio natural,
el proceso es dificil de concretarse debido a la necesidad de que muchos factores
coincidan simultdneamente, por lo que el porcentaje de germinacién es muy bajo,
llegando, en algunos casos, a germinar cerca de 15 o 20 semillas de un total de un millén
(McKendrick, 2000).

Arditti (2009), describe el proceso de germinacién de semillas de orquideas
ocurriendo en diversas fases. En principio, el embrién absorbe agua a través de la testa,
aumentando su volumen; seguido de la division celular y rompimiento de la cubierta
seminal. A continuacion, se forma una estructura (protocormo) a partir del agregado de
células, sobre el que se puede distinguir el meristema del vastago. Seguidamente, ocurre
la diferenciacion de 6rganos (meristema del vastago hacia un lado y rizoides hacia el
opuesto) y un periodo de crecimiento intenso. Si el protocormo se encuentra a la luz, se
desarrollan las hojas y adquiere color verde. Posteriormente, se forma clorofila y se
desarrollan raices verdaderas, lo que provoca la perdida del protocormo y rizoides,
continuando a la fase autétrofa (ver imagen 1y 2).

En este sentido, de acuerdo con Godo, (2011), se considera que ha ocurrido el
proceso de germinacion cuando el tamafio del embrion se duplica en comparacién con el
que poseia inmediatamente después de la siembra. En otros trabajos como el de
Schneiders et al., (2012), son consideradas semillas germinadas a las que poseen
protocormos con coloracion verde.

En la actualidad, el cultivo in vitro se ha tornado una técnica ampliamente utilizada
en la germinacion de orquideas, ya que colabora en la obtencion de gran numero de
plantas, siendo una valiosa herramienta en la propagacion de especies en peligro de
extincion e hibridos del punto de vista comercial (Flachsland et al., 1996). Esta técnica,
ademas, se emplea para el estudio de aspectos fisiologicos del crecimiento y desarrollo
de orquideas y como método de conservacion ex-situ (Ferreira y Suzuki, 2008).

En el género Encyclia existen muy pocos estudios de germinacion in vitro en los
que se prueban las mejores condiciones, tanto en especies comerciales como
amenazadas de extincion. Segun el estudio de Ruiz et. al. (2008) la especie Encyclia
adenocaula obtuvo una germinacién en mayor proporcion y menor tiempo al utilizarse el
medio de cultivo Phytamax, especifico para germinacién de orquideas, y las capsulas de
semillas de color verde o verde amarillo. En otros estudios se determindé una mayor
germinacion en el medio Murashige y Skoog (MS) con la mitad de los nutrientes y adicion

de agua de coco y jugo de pifia y se resaltd la importancia de considerar la madures de
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las capsulas al momento de la cosecha para permitir al embrién tener un grado de
diferenciacion que le permita germinar. Ademas, el color de la capsula en relacion a la
madures presenta una gran diversidad en relacion a las especies de este género
(Rodriguez et al., 2010).

En otro sentido, al evaluar las condiciones de germinacion de una semilla de
orquidea, es importante considerar su viabilidad ya que esto permite conocer la
proporcion de semillas que no germinaran (Mufioz y Gimenez, 2008). En orquideas, la
técnica mas utilizada es la de coloracion del embrion mediante el test de tetrazolio,
debido a la facil identificacion de semillas viables por coloracion roja (Johnson et al.,
2007). El proceso de tincion rojo ocurre debido a la reduccion del tetrazolio por la

actividad de respiracién de las células (Salazar, 2012).

Imagen 1 — Fases de germinacion de semillas de orquidea imagen 2 — Estadios de germinacion de
orquideas
T eebsvwn e ud:
Fase Descripecidn ﬁ' Fers sy
] Semillas con embrion no RET minaron

El embridn aumenta de tamano

Ruptura de la testa.

R Y AP

3 Formacitn de protocormos y rizoides

w o e beote

% Aparicion de la primera hoja

5 Elongacitn de la primera hoja y su desarrollo

POSteTor

Fuente. SALAZAR, 2012

Froioomme con

Fusnte: SEATON Y RAMSAY, 2009

1.2.5 Fotorreceptores

La germinacion de semillas, es una fase importantes en el desarrollo de una planta,
cada especie necesita un rango especifico de factores ambientales tales como, luz,
temperatura, humedad y pH, para que esta ocurra (Baskin y Baskin, 2001). La cantidad de
luz (tiempo de exposicidén a la Densidad de Flujo de Fotones Fotosinteticos), asi como la

calidad (en especial la relacién de longitud de onda del rojo-rojo lejano), son factores que



18

intervienen en diversos procesos fisiolégicos y se consideran esenciales para el
establecimiento y desarrollo de la semilla (Pons, 2000).

La calidad de luz y diferentes reguladores de crecimiento intervienen en el proceso
de germinacién debido a la gran cantidad de fotorreceptores que poseen (Manrique,
2006). Segun Bergareche y Moyseet (1993), tanto en monocotiledoneas como en
dicotiledoneas, los fitocromos son mas abundantes en tejidos jévenes. Los reguladores de
crecimiento son hormonas que intervienen en pequefias cantidades (Koolman, 2004) y los
fotorreceptores moléculas o complejos de molécula, que al activarse por fotones de
determinadas longitudes de onda, traducen sefales provocando la capacidad del
organismo a responder a estimulos luminicos (Meisel & Pinto, 2011).

La germinacion, asi como el desarrollo y la floracién de la planta, estan regulados
por tres fotorreceptores que perciben longitudes de onda diferentes, fitocromo,
criptocromo y fotorreceptores en ultravioleta-B (ver imagen 3). El primero, es un
fotorreceptor que media los efectos de la luz roja e infrarroja, para esto, absorbe
primariamente en el espectro luminico rojo de 600 a 800 nm (forma Pr), siendo convertido
para absorber en la longitud del rojo lejano entre 700-1000 nm (forma Pfr), esta inter-
conversion depende de la proporcion de luz roja respecto a la roja lejana (ver imagen 4).
Diversos estudios mostraron que la radiacion roja promueve la germinacién, ademas de
la fotomorfogénesis (replicacion de plastidios y sintesis de clorofila y antocianos),
formacion de primordios foliares y florales y el crecimiento. Existen dos tipos de
fitocromos, tipo |: predominante en plantas etioladas y tipo Il: mas estable a la luz y
abundante en todas las plantas verdes (Jorge, 2006; Meisel & Pinto, 2011), esta presencia
indica que las longitudes de onda entregan informacion importante que ayuda a la planta
en su adaptacion al entorno (Jorge, 2006). El criptocromo absorbe principalmente en la
longitud de onda del azul y ultravioleta- A, donde se han identificado dos tipos (CRYI y
CRYII). La luz azul se relaciona con la morfogénesis de la planta y diferenciacion de
organos, en su presencia se inhibe la elongaciéon del tallo, participa de la sintesis y
acumulacion de clorofila y regula la apertura de estomato y el crecimiento celular, lo cual
permite crecer en funcion o direccion de la fuente luz (fototropismo) (Meisel & Pinto,
2011). Los fotorreceptores en ultravioleta-B, se relacionan a respuestas fotometricas que
modifican la composicion quimica, la competencia fotosintética, morfogénesis y defensa
(Jenkins, 2014).
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Imagen 3- Acciones y efecto de la luz en diferentes longitudes de onda

A (nm) Acciones y Tipo de fotorreceptor
efectos y otros moléculas que
absorben la energia
luminica
Uv-C < 280 Mutaciones, Dafio y muerte celular DNA- RNA
UV-B/UV-A 315-400 | Accion fotomorfologica; sintesis de pigmentos; dafio y muerte celular | Criptocromos (¢,?),

Fotorreceptores UV
Violeta - Azul 400 - 510 | Accion fotosintética, fotomorfogénesis, ritmo circadiano, tiempo de Fotosistemas (clorofilas a

floracion, fototropismo, movimiento de cloroplastos, apertura de y b), Criptocromos,
estomas, estimulacion del sintesis de clorofila y carotenos Fototropinas
‘erde - Amarillo] 510-610 | Accion reducida sobre la fotosintesis. Carotenos
Anaranjado - 610 - 1000 | Accion fotosintética, germinacion de semillas, tiempo de Fotosistemas, (clorofilas a
Rojo / Rojo floracion, ritmo circadiano, fotomorfogénesis, elongacion celular y b), Fotocromos
lejano
Infrarrojo > 1000 Efectos minimos, poco estudiados i?
Fuente: MEISEL, 2011
Luz roja
|
Pr < > Pfr
4

Luz roja lejana

Fuente: MEISEL, 2011

1.2.6 Fotometria

Para el estudio del efecto de la luz en la germinacién y crecimiento de las plantas
es necesario conocer algunos conceptos que explican como es esta interaccion por lo que
a continuacién se describen algunos de ellos (Ruiz, 2008).

La energia proveniente del sol se propaga en el espacio en forma de onda
electromagnética o radiacion electromagnética (unidad Joule), la distancia entre dos
crestas sucesivas es llamada de longitud de onda (A) y el numero de veces que crestas
contiguas pasan por un dado punto es la frecuencia (v). La distribucién de la radiacion
electromagnética en funcion de las respectivas longitudes de onda (nandmetros) o
frecuencias, se denomina espectro electromagnético, el cual se divide en regiones que
van desde radiaciones gama (A ~10°nm), hasta ondas de radio (A > 10°nm) pasando por
el espectro visible. Este ultimo comprende la parte de radiacidon que el ser humano

consigue ver, situado aproximadamente entre las longitudes de onda 380 nm
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correspondiente al violeta y 770 nm al rojo lejano (Cardoso, 2009). La mayor parte de la
radiacion ultravioleta (UV) e infrarroja (IR) es absorbida en la atmadsfera por sus gases, el
UV por el ozono (Os) en la estratosfera y el IR por el vapor de agua y CO, De esta forma,
la radiacién solar que alcanza la biosfera presenta una mayor proporcién de radiacion
visible que en la regién superior de la atmdésfera (Meisel, 2011).

De todo el espectro visible, las plantas utilizan para la fotosintesis solo una regién
comprendida entre 400 hasta 700 nm, la cual es denominada radiacion fotosintéticamente
activa o de crecimiento (RFA) (Ramos et al., 2010) (ver imagen 5). Esto ocurre debido a
que los seres vivos evolucionaron en relacion a sistemas fotoquimicos capaces de utilizar
estas longitudes de onda (Meisel et al., 2011). El efecto que estas ejercen sobre la planta
varia dependiendo de la hora del dia y fase de crecimiento, afectando propiedades como
el aspecto, momento de floraciéon o valores farmacéuticos y nutricionales (Ramos et al.,
2010).

La radiacion electromagnética también puede ser descripta en términos de
intensidad asi como de calidad, lo cual es util para diversos estudios cientificos
principalmente con plantas. La cantidad de radiacién electromagnética indica el tiempo de
exposicion a la densidad de flujo de fotones. Esta densidad medida en unidades
fotométricas, describe la radiacion tal como es percibida por el ojo humano y se refiere al
espectro de luz visible o simplemente luz. La unidad no estandar es conocida como talbot
y equivale en el sistema internacional (Sl) a la energia de un flujo luminoso de un 1/lumem
en un segundo o lumen-segundo. Para realizar esta medida se utiliza un equipo llamado
luximetro que mide la iluminancia, flujo luminoso por unidad de area y su unidad es el lux
(Ix) (Cardoso, 2009).
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Imagen 5 - Espectro de luz mostrando la franja de radiacion fotosintéticamente activa (PAR), la longitud de
onda correspondiente y energia que interviene.

A (nm) 001 |200-280| 280400 400-510 | 510-610 | 610-700 | 700 -1000 1000 | 10%-10™
. ) Ondas
L, - " UV-B a| Violeta vy| Verde a| Naranja a Rojo :
Radiacion RayosX| UV-C | "5 a | Azul visible | Amarillo | Rojo visible| Lejano | MTarmp rfjo
Energia
promedio 120x10°%| 120x10% 59,5104 29,6x10° 23,9x10° 175x10° | 15.2x10*| 14x10° | 12x107
1Tmol de foton (J)

RadidcioniEolosintéticamente Act.l

Fuente: RODRIGUFEZ (2010)

1.2.7 Luz LED

Las lamparas de diodo (LEDs) son la mas reciente tecnologia en ingresar al campo
de la investigacion y agricultura en ambientes controlados con bastante aceptacion por
parte de los investigadores. Este éxito se debe a la elevada eficiencia en comparacion con
las lamparas incandescentes, consumen mucha menos energia eléctrica y poseen una
vida media de uso mas larga, disminuyendo costos de produccién. Por otro lado, no
generan exceso de calor y por lo tanto es posible utilizarlos con plantas térmicamente
sensibles sin dafos, e incluso, en el caso de las LEDs rojas debido a su propiedad
repelente de insectos ayuda a disminuir el uso de agrotéxicos (Bourguet, 2005; Navarro
et. al., 2013; Ramos et. al, 2010).

Otras ventajas de estos dispositivos son en relacion a la posibilidad de emision de
longitudes de onda mono cromaticas, cada color de luz LED se limita a una longitud de
onda de alcance muy estrecho (dominante) dado por el material semiconductor que lo
compone Yy la luz blanca por la mezcla aditiva de todos los colores. En luces comerciales,
diversos colores se obtienen por una mezcla de los colores rojo (630-890 nm), verde (525-
555 nm) y azul (450- 480 nm) que emiten en una longitud de onda especifica (OSRAM,
2016) (ver imagen 6). Esto permite brindar a diversas plantas una fuente de luz ajustada a
las necesidades de las mismas, aumentando aun mas la eficiencia de todo el proceso
productivo (Jao & fong, 2005). Ademas, debido a su pequefo tamano y reducido peso,
brindan una enorme flexibilidad al momento de disefar sistemas luminicos, generando un

aumento de la eficiencia en la utilizacidon del espacio en comparacion con otras fuentes de
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luz como los tubos fluorescentes y las lamparas incandescentes (Bourget, 2005).

En este sentido, las LEDs proporcionan un mejor rendimiento en invernaderos tanto
industriales como de pequefio tamano. Segun investigaciones de diversos grupos como el
de Ostergard et al. (2008), en invernaderos industriales, el uso de LEDs rojas y azules
ahorran un total de 80% de consumo eléctrico en relaciéon a la luz incandescente,
compensando rapidamente el costo de la instalacion que es tres veces mayor. En 2007, la
empresa fabricante de LEDs, Nippon Keiki Kagoshima Works Ltd., publico un informe en
que se demostraba en pequefos invernaderos, la disminucion del costo de consumo
eléctrico en 25 veces por el uso de LEDs rojos en vez de lamparas incandescentes
(Ramos, et al. 2010).

En cultivo in vitro de orquideas, los estudios con luces LEDs son muy escasos, en
el trabajo de Godo et al. (2011), se analiza la influencia de diferentes longitudes de onda:
blanca (40 y.mol.m?s™) , azul (470 nm), verde (525 nm), naranja (590 nm) y rojo (625 nm)
en la germinacion y crecimiento de la orquidea Bletilla ochracea. Los resultados
apuntaron una gran diferencia en la germinacién y crecimiento, principalmente por
influencia de la luz naranja. Los autores resaltaron la importancia en la investigacién en
esta area debido a la relevancia que puede alcanzar en conservacion ex situ y desarrollo
comercial. También, menciona la dificultad en la generalizacion de la influencia de la luz
en la germinacion y crecimiento del grupo de orquideas debido a la gran diversidad que

posee.

Imagen 6 — Longitudes de onda y el espectro irradiante de LEDs de luz blanca, roja, verde y azul de 40
umol.m2.s™
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Fuente: GODO, 2011
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2 METODOLOGIA

2.1 MATERIAL VEGETAL

Las capsulas de la orquidea Encyclia sp. Fueron obtenidas em abril de 2016
provenientes de un orquidario comercial. Los frutos median en media, 1,5 cm de ancho y

3,0 cm de largo (fotografia 2).

2.2 TEST DE VIABILIDAD

Para evaluar el estado del material vegetal antes de proceder a la siembra de las
semillas fue necesario analizar su viabilidad mediante el test de tetrazolio (2,3,5- cloruro
de trifenil tetrazolium). Para ello, se utilizaron las semillas de una capsula verde cerrada
de la orquidea Encyclia sp. Todas las semillas de la capsula son inmersas en un vaso de
bohemia de 50 mL, conteniendo 10 mL de solucion de tetrazolio 1% y mantenido por 24
hs en oscuridad (Lallana, 2013). Posteriormente, son retiradas del vaso tres gotas de la
solucién con semillas y colocadas en una placa de Petri superpuesta a una gradilla de 0,5
cm. A continuacién, son examinadas en microscopio estereoscopico Leica EZ4HD vy
contadas todas las semillas dentro de un cuadrado de la gradilla con 10 repeticiones. Se
consideraron semillas viables a las que presentaron coloracion entre rosado y rojo y no
viables a las semillas sin tincion. El mismo procedimiento se repite con capsulas cerradas

con coloracién marroén.

2.2.1 Esterilizacion de las capsulas

4 capsulas de las semillas de orquideas fueron esterilizadas externamente para
evitar contaminacion, siendo sumergidas en solucién de alcohol 70% durante 2 minutos,
seguido de 20 minutos en solucion de hipoclorito de sodio 1 % con dos gotas de
detergente. Seguidamente fueron enjuagadas cinco veces con agua destilada
autoclavada. Posteriormente se dejaron secar en flujo laminar previamente esterilizado. A
partir de este momento toda la manipulacion fue realizada con material estéril. Las
capsulas son cortadas longitudinalmente con bisturi y las semillas colocadas en un vaso

de bohemia (fotografia 2).
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2.3 PREPARACION DEL MEDIO

Se lavan las placas de Petri con solucion de detergente, posteriormente son
autoclavadas por 30 minutos a una atmadsfera de presion y 120°C.

La preparacion del medio y la siembra se realiza en el laboratorio de biologia de la
Universidad Federal de Integracion Latinoamericana, Campus Jardin Universitario.

Se preparan 500 mL de medio Sigma Phytamax (ver los componentes en Anexo A)
con la mitad de los micronutrientes. Son pesados en balanza analitica, 6,325 g de medio y
disuelto en 500 mL de agua destilada. Para ajustar el pH a 5,5 , se coloca el medio en una
plancha de agitacibn magnética conectada a un phmetro Ms. Tecnpon PA2010 y se
adiciona hidroxido de potasio 1 N hasta alcanzar el valor. Finalmente se adiciono 3,0 g de
agar para una concentracion final de 1,5 g/L.

El medio es autoclavado por 15 minutos a una atmaosfera de presion y distribuidos
en 40 placas de Petri de 10 mL, con la ayuda de una jeringa plastica de 10 mL dentro del
flujo laminar. Las placas se dejan enfriar para evitar condensacién en la tapa y luego son
sembradas. Las semillas de las 4 capsulas son mezcladas en un vaso de bohemia de 50
mL y colocada una punta de espatula de semillas en cada placa.

Posteriormente al sembrado de todas las placas, estas son cerradas, selladas con

cinta de papel y colocadas en cada tratamiento (fotografia 3).

2.4 EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE LA LONGITUD DE ONDA EN LA
GERMINACION DE Encyclia sp.

Las 40 placas son divididas de forma aleatoria en tres grupos de 13, 13 y 14 placas
y colocados bajo luces LED azul (470 nm), rojo (625 nm) y blanca (40 y.mol.ms™), con
fotoperiodo de 12 horas. Para obtener un fotoperiodo exitoso, las placas son mantenidas
bajo luz continua y tapadas cada 12 horas con una bandeja forrada en papel aluminio por
12 horas. Los tratamientos son realizados en la sala de germinacién de la Universidad
Federal de Integracién Latinoamericana, Campus PTI, entre los meses de abril (dia 13) y
junio (dia 01) completando un total de 50 dias de tratamiento. La temperatura y
luminosidad de la sala son controladas y la humedad es mantenida en cada placa por
eéstas estar selladas.

El montaje del sistema se realiza en una estanteria de 3 estantes de hierro de 2,0

m de alto, 1,0 m de ancho y 40 cm de profundidad, con 4 focos de luces LEDs
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comerciales en cada estante. El estante superior se mantiene con 2 focos de luces LEDs
rojas prendidas constantemente, el siguiente estante hacia abajo con dos focos de luces
azules y el inferior con dos focos de luces blancas. Las placas fueron revisadas
visualmente tres veces por semana para retirar eventuales contaminaciones de la sala y
chequeo de las condiciones de temperatura y luminosidad.

Luego de transcurridos 50 dias de tratamiento, 6 placas de cada tratamiento son
retiradas, contadas en esteromicroscopio Leica EZ4HD todas las semillas, clasificadas en
las categorias: primer estadio de germinacion, segundo estadio y no germinadas. Se
clasific6 como primer estadio de germinacion a las semillas que presentaban, como
minimo, el doble del tamafo del embrion que el de las semillas recién sembradas y el
protocormo poco diferenciado. Las semillas en segundo estadio son aquellas en que se
puede observar diferenciacion de 6rganos (meristema del vastago hacia un lado y rizoides
hacia el opuesto) y las no germinadas aquellas que no presentan diferencia con las

semillas sembradas.

Fotografia 2- En A se pueden observar las 4 capsulas de Encyclia sp.; En B una capsula abierta con sus
semillas antes de ser retiradas.
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3 RESULTADOS

3.1 TEST DE VIABILIDAD

El porcentaje de viabilidad en semillas de capsulas verdes resulto en un total de
91% a diferencia de las capsulas marrones que presentaron un porcentaje de germinacion
de 35% (tabla 1). En la fotografia 4, se pueden observar semillas con embrién coloreado

y sin tincion de una capsula de coloracion marrén.

Tabla 1 - Resultados del test de tetrazolio

Test de Tetrazolio
Cépsula Verde Madura (marron)
Cantidad de Semillas Positivo Negativo Total de semillas  |Positivo Negativo Total de semillas
97 179 279 307, 23 338
Porcentaje de Viabilidad 35,14 90,82

Fotografia 4- A Semillas tefiidas con el test de tetrazolio (100x): la flecha oscura muestra un resultado
positivo mientras que la flecha blanca uno negativo; B semilla de maiz control con el embrién coloreado por
el test. En la imagen C se muestran capsulas de la orquidea verdes y en D las capsulas ya marrones.

3.2 INFLUENCIA DE LAS LONGITUDES DE ONDA EN LA GERMINACION DE Encyclia
sp.

Se analizaron 6 placas por tratamiento luego de transcurridos 50 dias, completando
un total de 4965 semillas con tratamiento con luz blanca, siendo 4556 germinadas, un
total de 5275 con luz azul, siendo 4670 germinadas y de un total de 4848 con luz roja,
4304 son germinadas. La tabla 2 presenta los porcentajes de germinacién de cada placa
analizada (repeticion) en cada tratamiento. La tabla 3 y el grafico 1, muestran los
resultados de porcentaje de germinacidon total de cada tratamiento y la tabla indica
también, el porcentaje de semillas que luego de 50 dias mostraba evidencia de haber

pasado al segundo estadio de germinacion (desarrollo de rizoides). Los datos fueron
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analizados con el test estadistico ANOVA sin mostrar diferencia significativa entre los
tratamientos. Las siguientes tablas muestran los valores totales de semillas contabilizados
por placa (repeticiones) en relacién al estado de germinacion. La tabla 4 presenta la
cantidad de semillas de cada placa analizada por tratamiento, que luego de transcurridos
50 dias de tratamiento, se encontraban en el primer estadio de germinacion. La tabla 5 la
cantidad de semillas que se encuentran en fase avanzada y la tabla 6, la cantidad de
semillas que no germinaron.

En la fotografia 5 se muestra el sistema de cultivo in vitro con las placas de Petri en
cada estante, recibiendo las correspondientes luces LEDs y en la foto 6, las placas
recibiendo cada luz de tratamiento.

Las fotografias 7 y 8, muestran los tres estadios de germinacion analizados, en A
se observan dos semillas sin germinar (flechas), en B semillas en el primer estadio de
germinacion y en C se puede diferenciar el desarrollo del protocormo (hoja y rizoides) del
segundo estadio de germinacioén, en base a la clasificacion de Salazar (2012).

Las fotografias 9, 10 y 11 presentan imagenes de las semillas en diferentes
estados de la germinacioén luego de los 50 dias de tratamiento con luz roja (fotografia 9 y
10) y luz azul (fotografia 11). Las fotografias 10 y 11 son realizadas con la técnica de 3D
en estereomicroscépio conectado al sistema Axiovision SE64, obteniendo mejor
resolucién y determinacién de estructuras como la cubierta seminal en forma de red y en

la fotografia 9 se muestran las semillas con imagen de estereomicroscopio.
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Foto 5 - Sistema de cultivo in vitro: A tratamiento en estante con luz roja; B tratamiento con luz azul; C
tratamiento con luz blanca; D estantes con los tratamientos

Tabla 2 — Porcentaje de germinacion total luego de 50 dias de tratamiento en las 6 repeticiones

Placas Blanco Azul Rojo
1 97,3 90,93 89,24
2 87,66 87,94 85,54
3 85,71 89,37 92,99
4 84,74 92,06 90,57
5 94,39 83,48 86,85
6 93,87 87,12 88,55
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Tabla 3 - Resultados de porcentaje de germinacion total y Porcentaje de semillas en la segunda fase de

germinacion.
Tratamiento blanco Azul Rojo
% germinacion total 90,61 88,48 88,96
% semillas en segunda fase de germinacion 8,68 8,61 9,35
desvio padron 5,23 3,06 2,65

Tabla 4 — Semillas germinadas en primera fase luego de 50 dias de tratamiento bajo las luces blanca, azul y

roja en las 6 repeticiones.

Total de semillas en primera fase por tratamiento
Placas .
Blanco Azul Rojo
1 553 982 740
2 552 283 316
3 226 691 491
4 482 747 598
5 617 741 1065
6 1708 751 627
total 4138 4195 3837

Tabla 5 — Semillas germinadas en segunda fase luego de 50 dias de tratamiento con luces blanca, azul y

roja.
Total de semillas en segunda fase por tratamiento
Placas .
Blanco Azul Rojo
1 24 81 98
2 59 16 33
3 26 91 40
4 90 88 65
5 73 118 131
6 146 81 100
total 418 475 467
Tabla 6 — Semillas no germinadas luego de 50 dias de tratamiento con luces blanca, azul y roja.
Total de semillas sin germinar por tratamiento
Placas :
Blanco Azul Rojo
1 16 106 101
2 86 41 59
3 42 93 40
4 103 72 69
5 41 170 181
6 121 123 94
total 409 605 544
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Grafico 1- Porcentaje de germinacion en los tres tratamientos, luz blanca, luz azul y luz roja, con el
correspondiente desvio estandar, luego de 50 dias de tratamiento.

Porcentaje de Germinacion
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Tratamientos

Foto 7 - Estados de germinacién de semillas de Encyclia sp (100x), A semillas sin germinar (flechas); B
semillas en imbibicion (primera fase de germinacion); C segundo estado de germinacion con desarrollo de

rizoides y hoja (flechas)
’ |
B
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Foto 8 — Fotografia 3D con estereomicroscépio, mostrando los estados de germinacion de semillas con 50
dias de tratamiento, A semillas sin germinar (flechas); B semillas en imbibicion (primera fase de
germinacion); C segundo estado de germinacién con desarrollo de rizoides y hoja (flechas)

B I P

Foto 9 - Estado general de una placa bajo el tratamiento de luz roja, mostrando los tres estados de
germinacion indicado por las flechas (50x). Semillas sin germinar (flecha rellena), primer estado de
germinacion (flecha sin relleno), semillas con protocormo diferenciado (flecha cuadrada)




Foto 10 — Fotografia 3D con estereomicroscépio mostrando el estado general de una placa luego de 50
dias de tratamiento de luz roja, mostrando los tres estados de germinacién indicado por las flechas

Foto 11 — Fotografia 3D con estereomicroscopio mostrando semillas germinadas y sin germinar (flechas
negras)

32
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3.2.1 Analisis estadistico de la germinacion en respuesta a la longitud de onda

La varianza es la medida que muestra la variabilidad de los valores o grado de
dispersion en relacién al conjunto de observaciones en torno de la media. Se calcula al
tomar la media de los cuadrados de los desvios en relacion a la media, o el cuadrado de
la desviacion estandar. La desviacion estandar indica la dispersion de los datos de
muestreo en relacién a la media y se calcula como la raiz cuadrada de la varianza (Blair &
Taylor, 2013). La tabla 13 muestra los resultados para las tratamientos, siendo el

tratamiento con luz blanca el mayor.

Tabla 13 — Valores de media, cantidad de muestras y desviacion estandar del porcentaje de germinacion de
cada tratamiento y el total.

Informe

WARODOOOZ2

Desviacidn
VARDDODY Media I estandar
azul 38,4833 A 306785
blanco 40,6117 G 523147
rajo EER=L f 265435
Total 39,3506 18 3,70855

Este meétodo estadistico, desarrollado por R.A. Fisher en los afios entre 1920 y
1930 es fundamental en una gran cantidad de aplicaciones de estadistica para biologia,
tanto para interpretar los resultados como para la planificacion de experimentos ya que
permite discernir la naturaleza de la variacién de los acontecimientos naturales (Bakieva
et al., 2012; Sokal & Ronhlf, 1986 p.195).

Este analisis permite determinar si diferentes tratamientos presentan diferencias
significativas o sus medias de poblacion no difieren y se basa en los supuesto de
normalidad y homocedasticidad (ver apéndice A). La hipdtesis nula del test (Ecuacion 1),
declara que todas las medias de la poblacion sin iguales, por lo que las medias de los
grupo también lo son. Por otro lado, la hipdtesis alternativa es cualquier condicion que
torne falsa a la hipotesis nula (Ecuacion 2), considerando que en analisis con grupos de
mas de tres tratamiento, no es posible saber cual de las condiciones causa este rechazo.

Si el nivel de significacion es menor o igual que 0,05 rechazamos la hipétesis de igualdad
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de medias, si por el contrario, es mayor, aceptamos la igualdad de medias o que no
existen diferencias significativas entre los grupos (Bakieva et al., 2012; Blair & Taylor,
2013 p. 238). En la tabla 12 se muestran los resultados del analisis, indicando que no

existe diferencia entre los tratamientos.

Ecuacién 1 — Hipotesis nula del test ANOVA
Ho: p1= p2= Y3

Ecuacidn 2 — Hipétesis alternativa del test ANOVA

Hi: M1= l129é M3
M1 7 M2= U3
M1 # M2 # M3

Tabla 12 — Resultado del test de ANOVA mostrando el valor de p (Sig.) = 0,608 siendo mayor que 0,05,
indicando que no existen diferencia entre las medias y por lo tanto entre los tratamientos

ANOVA
WAROOO0D2
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 14,986 2 7,493 E14 608
Dentro de grupos 218,822 15 14 588
Total 233,807 17

Test T

Si la conclusion de contraste es rechazada, como en este caso, la igualdad de
medias se puede analizar que grupos de dos a dos, tienen medias significativamente
distintas. En este estudio, analisis con un p valor (sig) mayor que 0,05 son
significativamente diferentes (Bakieva et al., 2012). En la tabla 13 se muestran los

resultados del analisis, indicando el rechazo de la hipotesis estadistica en los tres casos.
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Tabla 13 — Se muestran los resultados del test entre los grupos Blanco — Azul, Blanco — Rojo y Azul — Rojo,
siendo en los tres casos rechazada la hipotesis de diferencia entre las medias.

Estadisticas de grupo
Media de
Desviacion error
VAROODOA M Media estandar estandar
WARD0002  blanco G 90,6117 523147 2,13574
azul 4 88,4833 3,05785 1,24836

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de calidad
de varianzas pruebatparalaigualdad de medias
N 95% de intervalo de confianza
) ) Diferencia de de |a diferancia
Diferencia de error
F Sig. t gl Sig. (bilateral) medias astandar Inferior Superior
VARD0002 isgiaaliimen varianzas 5914 035 BB 10 410 212833 2,47382 -3,38368 7,64035
Mo se asumen varianzas
iguales 86D 8,059 A4 212833 247382 -3,56900 7,62566
Estadisticas de grupo
Media de
Desviacian arror
WARDDDO1 M Media estandar estandar
VARODDOZ  blanco & 90,6117 523147 2,13574
rojo G 88,9587 2,65435 1,08363
Prueba de muestras independientes
Prueba de Levene de calidad
de varianzas pruebatparalaigualdad de medias
L 95% de intervalo de confianza
. ) Diferencia de de la diferencia
Diferencia de arror
F Sig. t al Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superior
Ml -SE ASUMENErIansas 8,790 014 691 10 505 1,65500 2,39492 -3,68122 6,99122
iguales
N I
g FUmEn varianzas 691 7,414 511 1,65500 2,39492 -3,04456 7,25456
guales
Estadisticas de grupo
Media de
Desviacion error
VAROD0DY N Media estandar estandar
VARDODDZ  azul B 88,4833 3,05785 1,24836
rajo i 88,9567 265435 1,08363
Prueba de muestras independientes
Prueba de Levene de calidad
de varianzas pruebatpara laigualdad de medias
I 95% de intervalo de confianza
. . Difzrencia de de |a diferencia
Diferencia de B0l
F Sig. t al Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superior
VARODDD2 -Se asumen varianzas 120 736 -,286 10 780 -, 47333 1,65308 -4 15662 320996
iguales
Mo se asumen varianzas
iguales - -, 286 9,806 781 -47333 1,65308 -4,16651 3,21985
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4 DISCUSION

Mediante la fotosintesis, la luz, influye en el crecimiento de las plantas asi como en
otros procesos de desarrollo, tales como la germinacion y la floracién (Runkle & Heins,
2005). Al evaluar el porcentaje de semillas germinadas se constato que no existe
diferencia significativa entre los tratamientos lo cual indica que en este estadio de
germinacién la luz no representa un factor determinante y en presencia tanto de luz
blanca como de azul y roja, la germinacion ocurre en un alto porcentaje de semillas. En
relacion a diferencias entre la primer y segunda fase de germinacion, se observan
semillas en ambas fases en todos los tratamientos, indicando que la luz tampoco se
comporto como un factor limitante en este estadio. Estos efectos, de las diferentes
longitudes de onda en las plantas se estudian desde hace mucho tiempo en diversos
grupos, pero utilizando otras técnicas, como luces fluorescentes vy filtros y se han obtenido
resultados interesantes en concordancia y que difieren con este estudio. En alpiste, se
observo un aumento significativo de germinacién en tratamientos con filtros de luz rojo y
rojo lejano y una disminucién si se utilizaba solo el filtro rojo (Ferrarotto y Silva, 2013). En
semillas de brocoli, la germinacion fue favorecida por el uso de filtros rojos al igual que el
crecimiento de la plantula, sin embargo, con filtros azules la germinacién fue menor
(Casierra y Rojas, 2009). Por otro lado, en muchos estudios con orquideas los filtro no
proporcionan diferencias o interfieren negativamente. En el trabajo de Junior et al. (2012),
se estudid el efecto de dos espectros de luz, blanca por medio de una luz fluorescente y
roja obtenida por un filtro de papel celofan superpuesto a una lampara fluorescente, en el
crecimiento de Cattleya loddigesii. Como resultado se obtuvieron plantas de menor
tamafo y cantidad de raices en las tratadas con luz blanca con filtro rojo. Otro estudio,
analizo la influencia de luz natural con filtros, rojo, azul y verde en el crecimiento y
enraizamiento de la especie Ocidium baueri. Los autores concluyeron que el crecimiento
y enraizamiento de esta orquidea no era favorecido por la aplicacion de ningun filtro
(Camargo et al., 2015).

Por otro lado, como muestran muchos estudios, la incidencia de luz de diferentes
longitudes de onda en este momento de la semilla, puede afectar fases siguientes del
crecimiento o morfogénesis de la planta. En el estudio de Cybulars-Urban et al. (2007), se
analizd el efecto de la luz LED roja, azul, blanca, rojo lejano y en oscuridad, en el
crecimiento y morfologia de una orquidea del género Cattleya in vitro. Se constatd que la

luz azul afecto positivamente la anatomia y morfologia de la orquidea mientras que bajo el
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tratamiento con luz roja se obtuvieron plantas con reduccion de clorofila y carotenoides en
las hojas y degeneracion en los tejidos. Este estudio concluyd que es posible utilizar los
espectros de luz en Cattleya para controlar la morfogénesis y el crecimiento de tejidos in
vitro. Este efecto no fue evaluado en este estudio abriendo la posibilidad de experiencias
futuras. En el estudio de Godo et. al., (2011), se analizo el efecto de la luz LED blanca (40
umol.m?2.s™"), roja (625 nm), verde (525 nm), azul (470 nm) y naranja (590 nm) en la
orquidea Bletilla ochracea. En todos los tratamientos se obtuvo mas de 60% de
porcentaje de germinacion en las primeras tres semanas y al final del tratamiento, las
frecuencias mas altas de germinacion fueron con las luces verde y naranja. En relacion a
la formacion de rizoides, las longitudes de onda mas efectivas fueron las del rojo y naranja
y luego de tres meses de tratamiento se constaté que las plantulas con luz LED blanca y
azul presentaron pseudobulbos mas grandes.

Otros grupos de plantas también son utilizados para analizar el efecto de las luces
LEDs en el crecimiento y germinacion in vitro. En cultivos de papas, Navarro (2013),
realizo un estudio con sistemas de LEDs combinando luces azul, roja y blanca, y blanca y
roja. Todos los parametros estudiados mostraron un mejor crecimiento en relacion al
método tradicional, tornando el cultivo mas eficiente. El autor destaca, ademas, la
necesidad de mas estudios en el area que al igual que con las orquideas, aun son muy
escasos. En otra planta de interés comercial, Salvia splenders, se analizo el efecto de la
luz LED azul, y purpura en el crecimiento de la planta, verificando el efecto en la
reduccién del tiempo de floracién. El resto de los parametros analizados, altura, diametro
y numero de brotes no mostraron diferencia significativa con los métodos convencionales
(Gomez-Coto, 2014).

Este estudio no demostré que la luz sea un factor determinante en esta fase, sin
embargo, otros factores como la humedad y los nutrientes pueden cumplir este papel. En
el caso de la humedad al mantener las placas cerradas se mantuvo constante y los
nutrientes, debido al medio especifico de orquideas son ampliamente suministrados. La
condicion optimas de otros factores de germinacion, puede enmascarar el efecto de la luz,
dificultando la constatacion de su influencia. Diversos estudios verifican que la adicion de
nutrientes es un factor de gran influencia en la germinaciéon de orquideas, Salazar et al.
(2012), muestra que el medio MS suplementado con jugo de pifia aumenta
estadisticamente la respuesta a la germinacion y formacion de plantulas de Proshechea
vespa y Sobralia klotzscheana. En otros estudios se verifico la influencia positiva de

fertilizantes en la germinacién y desarrollo de semillas de Cattleya tigrina siendo el
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Kristalon Laranja el mas eficiente (Moraes et al., 2010). Para realizar un mejor analisis en
experiencias futuras se pueden modificar estos factores para tornarlos mas limitantes.

En otro sentido, aun sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos,
el resultado indica un porcentaje de germinacion cercano al 100%, lo cual, representa un
ahorro econdémico al intercambiar métodos de iluminacion mas convencionales de luz
incandescente o fluorescente por la nueva tecnologia de LEDs. Esto se torna una ventaja
en proyectos donde el factor econémico es un limitante, como en conservacién de
especies o sociales de cultivo in vitro en pequeina escala. Estudios como el de Navarro
(2013) muestran ahorro energético en los sistemas de luces LEDs, en cultivo de papas,
en los que se alcanza un consumo eléctrico 38% menor que con tubos fluorescentes
obteniendo cultivos mas eficientes y econémicos.

En relaciéon a la viabilidad de las semillas, el analisis de capsulas verdes y
marrones, muestra una gran diferencia en el porcentaje de germinacion. Este resultado es
concordante con diversos estudios, entre los que se destaca el de Rodriguez & Gonzalez
(2010); Salazar & Cancino (2012) que verifican la ventaja en el uso de capsulas maduras
verdes o amarillas en orquideas del género Encyclia permitiendo que el embridén alcance
la madurez para germinar. En otro estudio con orquideas del genero Orque también se
obtuvo una amplia diferencia que alcanzo 60% en el porcentaje de germinacién entre
capsulas maduras e inmaduras (Jara et al., 2007). Sin embargo, en el estudio de
Rodriguez, (2010) se resalta la importancia de ampliar los estudios en este sentido debido

a la gran diversidad en las especies del género.
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5 CONCLUSION

Se concluye que para la primer y segunda fase de germinacion de orquideas del
género Encyclia sp., el tratamiento con luces LEDs rojas, azules y blancas no genero una
diferencia significativa en la germinacion. Debido a que esta adicion luminica puede
generar cambios en fases futuras del desarrollo de la plantula, se determina la necesidad
de continuar el estudio hasta estados mas avanzados de crecimiento y considerando
nuevas condiciones tanto de nutrientes y humedad, como de otras longitudes de onda de
luz. Considerando la importancia de esta nueva tecnologia en la optimizacién y ahorro
econoémico en cultivos con condiciones controladas se hace énfasis en la necesidad del
desarrollo de estudios en esta area que puedan ser utilizados en el uso y conservacion de

este grupo.
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APENDICE A — CALCULOS ESTADISTICOS

APENDICE A — Analisis Estadistico

Para el estudio de los resultados esperados en el experimento es necesario
basarse en analisis estadisticos que permitan entender la situacion generada, para ello

algunos de los test a seguir son utilizados.

Normalidad
Si el p valor es mayor que 0,05 (95% nivel de confianza) se acepta la hipétesis nula
(ecuacion 3) que afirma que la variable presenta distribucion normal (requisito para el de

analisis de varianza) (Blair & Taylor, 2013).

H,.: La variable tiene distribucién normal en la poblacion

H+: La variable no presenta distribucion normal

Tabla 10 — Valores del test de Shapiro-Wilk para muestras con cantidad menor a 50, mostrando los valor
de p (Sig.) mayores a 0,05.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
varooool | Estadistico gl Sig. Estadistico ql Sig.
VARDODODODZ  azul 61 i ,EEIIJ' G964 848
blanco 233 B 2007 894 1339
rojo 124 3 200 a7 & 879

* Esto es un limite inferior de 1a significacidn verdadera.
a. Carreccidn de significacion de Lilliefors

Homocedasticidad

La hipdtesis de homocedasticidad constata si la varianza de los residuos es
constante o varian en los diferentes niveles del factor. Es decir, que la varianza del error
de la variable se mantiene constante. En el caso que el nivel critico (sig) sea menor o
igual a 0,05 debemos rechazar la hipotesis de igualdad de varianzas. Si es mayor

aceptamos la hipétesis de igualdad de varianzas (Bakieva et al., 2012).
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Grafico 3 — Diagrama de cajas mostrando las medias y el error de los tres tratamientos y su homogeneidad

de varianza.
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ANEXO A — COMPOSICION DEL MEDIO PHYTAMAX

Componentes en mg/L del medio de cultura SIGMA Phytamax suministrado por la ficha de
informacion del producto de la empresa, disponible en:
http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/docs/Sigma/Datasheet/4/p1056dat.pdf

Se requieren 57,3 g de polvo para preparar 1 L de medio.

Components: mg/L

AmMOoNIuM NItrate .......cooooiiiii e 825.0
Banana Powder (50% Malto-dextrin) . .. ..................... 30000.0
[ To] 4 o3 o1 o SR 3.10
Calcium Chloride ANhYdrous ........ccccoeeeiiieiieieiiieeceeeee 166.0
Cobalt Chloride Hexahydrate..............oooioiiiiiiiiiiiiiceeees 0.0125
Cupric Sulfate Pentahydrate .............ccccciiiiiieiii, 0.0125
Disodium EDTA Dihydrate ............oooiiiiiiiiiiieeecececee e 37.240
Ferrous Sulfate Heptahydrate.............oooooeiiiiiiicee, 27.850
Magnesium Sulfate ANhydrous ...........ccceeveeiiiiiiie 90.350
Manganese Sulfate ..., 8.450
Potassium 10dide .........ueuiiiiiieiieeeeeeeeeeee e 0.4150
Potassium Nitrate ... 950.0
Potassium Phosphate Monobasic ............cccooooeviiiiiiiiiiiiiiiecceeee, 85.0
Sodium Molybdate Dihydrate ...............ccooirriiiicceee e 0.1250
Zinc Sulfate Heptahydrate ... 5.30

(@7 0= oo - | P 2000.0
MES (Fre€ ACI) .....coooeiiieee e 1000.0
MYO-INOSITOL... .o 100.0
Nicotinic ACId (Free ACId) .........eeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 1.0
Peptone TYPE |....uee e 2000.0
Pyridoxine Hydrochloride ..o 1.0
SUCIOSE . . . o 20000.0
Thiamine Hydrochloride ... 10.0

57.3 g of powder are required to prepare 1 L of medium


http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Datasheet/4/p1056dat.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Datasheet/4/p1056dat.pdf
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