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RESUMEN

Sdgado, Jorge 2002. Andiss dd costo de produccion y evduecion de la tasa de
multiplicacion in vitro de Rhyncholaelia digbyana en Zamorano. Proyecto especia  de
Ingeniero Agronomo, Zamorano, Honduras. 57 p.

En la actudidad la Rhyncholaelia digbyana, flor naciond de Honduras, enfrenta
peigro de extincion provocado por la extraccion indiscriminada con fines comercides
y la dedruccién de los bosgues razones que hen obligado a la bisqueda de
dternativas de consarvacion 'y propagecion mesva de dicha especie. Mediante la
técnica de rescate de embriones € Laboratorio de Cultivo de Tegidos y
Micropropagacion  (LCTM) de Zamorano, Hondures, ha logrado propagar
masvamente la R. digbyana con € objetivo de establecer los costos de produccion y
evduar la tasa de multiplicacion in vitro. Se utilizaron tres @psulas de R. digbyana
con peso y tamaio dmilar, con las que = edablecieron embriones (Etepa |) v s
multiplicaron (Etgpa [I) en cinco subcultivos. Se establecieron 53 frascos que fueron
trandferidos a la egpa de multiplicacion, lograndose d find dd quinto subcultivo (Ss)
un totad de 10104 frascos Hubo un promedio totd de pérdidas de 16%, causado
princpamente por la contaminecion de hongos Al findizar d S5, d codo promedio
por frasco fue de US$ 0.99 y de cada frasco se obtuvieron 12 vitroplantulas a US$
0.0825 cada una. El 58% fueron codtos variables, la mano de obra directa fue d factor
gue mayor influencia tuvo en los codos representando @ 29% dd totd de codos de
produccion. La dta tasa de multiplicacion obtenida reflga € gran potencid productivo
de R. digbyana. La digribucion de costos demuestra que la eficiencia depende del uso
adecuado y reciond de maerides, as como de las actividades de mano de obra
directa Para una mgor planificacion y desarollo de la produccion in vitro de R
digbyana s recomienda mantener las condiciones que permitan  meor desarollo y
cecimiento de las vitroplantulas y que todos los procesos seen  redizados
eficientemente en tiempo y costos.

Palabras clave: Hor naciond de Honduras, micropropagacion, orquidess, rescate de
embriones, tasa de multiplicacion.

Abdino Ritty, Ph. D.



NOTA DE PRENSA

RESCATANDO DE LA EXTINCION A LA FLOR NACIONAL DE
HONDURAS

La orquidea Rhyncholaelia digbyana, flor naciond de Honduras, actudmente enfrenta
e pdigro de extincion completa, por su extraccion indiscrimineda de los bosques y la
pérdida acderada de éstos por incendios y taas excesvas. Edta es la razon por la que
* busca su consavacion por medio de técnicas de propagecion in vitro que
representan una gran dternaiva parala obtencidn de cantidades masivas de orquidess.

El Laboratorio de Cultivo de Tegidos y Micropropagecion de Zamorano ha redizado,
entre los meses de febrero de 2001 y septiembre de 2002, un estudio dedicado a
obtener cantidades masivas de R. digbyana mediante la técnica de rescate de
embriones. Durante este estudio se evdud la tasa de multiplicacion in vitro de la
especie, que indica la catided de vitropldntulas que podemos obtener a partir de
establecimiento de los embriones de una cipsula de R. digbyana hasta que las
vitroplantulas estén ligtas parasdir d invernadero.

La propagacion in vitro comprende cuatro pasos. primero, la Sembra de embriones en
medio nutritivo (semillas provenientes de una cgpaula); segundo, la trandferencia y
multiplicacion de los embriones desarrallados (protocormos) a un frasco con medio de
cultivo fresco. Las trandferencias 0 subcultivos se redizan cada dos meses, y en dlos
debe obsarvase d desarollo de las vitropldntulas. Se redizan de 4 a 8 subcultivos
dependiendo de la egpecie que s utiliza Para R. digbyana se redizaron cinco
subcultivos, tercero, involucra la induccion a enrazamiento de las vitropldntulas que
estén en los frascos, mediante la adicion de hormonas d medio de cultivo. Y cuarto,
adimaacion de vitroplantulas, las que se extraen de los frascos y son tradadadas a
condiciones de invernadero parafavorecer su crecimiento ex vitro.

Durante € proceso de produccion in vitro de R. digbyana se obtuvo un promedio de
9580 frascos d find dd quinto subcultivo (S5). En promedio cada frasco contiene 12
vitropldntulas, que equivde a un totd de 114,960 vitropldntulas por cgpsula de R
digbyana en un periodo de 20 messs. De edta forma se ha logrado obtener grandes
cantidades de R. digbyana que podran ser comercidizadas y eventudmente utilizadas
en planes edraégicos de repoblacion de bosques naciondes, favoreciendo la
conservacion de laflor naciond y evitando € pdigro de extincion que la amenaza.

En la produccion in vitro es necesario establecer los costos totales de la actividad. La
mano de obra 'y @ uso de materides representan € mayor porcentgje de los cosos de
produccion, ya que se requiere persona capacitado y los procesos en su mayoria son
gecutados por persond de laboratorio, quienes dedican horas de trabgo para poder
redizar la propagecion exitosadelaR. digbyana.



El uso de materides depende de la cantidad de frascos con vitroplantulas que se
producen. Al find de la egpa de multiplicacion se obtuvo un costo promedio por
frasco con vitroplantulas de US$ 0.99, y de cada frasco podemos obtener de 10 a 15

vitroplantulas listas para ser aclimatadas.

Licda. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

En la actudidad muches especies de orquideas corren @ riesgo de extinguirse
completamente, tal es € caso de la Rhyncholaelia digbyana, flor naciond de
Honduras, cuya pressncia en bosques y zones montafiosass ha  disminuido,
principdmente por la extraccdon indisimineda de plantes adultas que son
comercidizadas ilegdmente y la destruccion acderada de los bosques. Estas razones
han obligado a la bUsqueda de dterndtivas de conservacion y propagacion mesiva de
dicha especie. El Laboratorio de Cultivo de Tegidos y Micropropagacion (LCTM) de
Zamorano ha logrado @ desardllo en cantidades mesvas de diferentes especies de
orquidess mediante la técnica de rescate de embriones. Los resultados paa la
Rhyncholaelia digbyana son muy prometedores, pero necesta de evduar la tasa de
multiplicacion in vitro para conocer @ potencia productivo de esta especie. Ademés,
e LCTM carece de un sstema de estimacion de costos para la produccion in vitro de
orquidess, lo que haece dificil establecer un mango adecuado de costos y cdcular la
rentabilidad en la produccion de dicho cultivo. Como consecuencia de no contar con
esa informacion de costos, no se ha logrado establecer procesos eficientes y reducir
aqudlas actividades en las que s incurre en costos eevados que representan un dto
porcentgje de |os costos de produccion.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo General

Establecer los cogtos de produccidn in vitro de R. digbyana y su tasa de multiplicacion
d find delaeapall de multiplicacion (subcultivo 5).

1.1.2 Objetivos Especificos

1) Evduar la tasa de multiplicacion de R. digbyana para determinar la cantidad de
frascos con vitroplantulas y nimero de vitroplantulas en cada uno, que pueden ser
obtenidas de una cdpsula hasta € subcultivo 5 ().

2 Idetificar y reducir los factores que inciden en las pédidas de frascos con
vitroplantulas, y que afectan directamente lamultiplicacion en cada trandferencia

3 Elaborar una estructura de costos que permita conocer cuaes representan € mayor
porcentgje en laproduccion in vitro de R. digbyana hastad subcultivo 5 (Ss).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 LASORQUIDEAS

Las orquidess pertenecen a la familia Orchidaceae, condderada probablemente la
mayor familia de plantas con flores en d mundo. Se han edimado rangos que van
desde 17,000 hasta 35000 especies conocidas (Dresder, 1993). Edta gran variedad de
epecies £ encuentra adaptada a diversos habitats. Existen agudlas que crecen en los
ueos de sHvas y laderas (terrestres), en lagunas y pantanos (acudticas), sobre troncos
y rames (epifitas), sobre piedras (litdfitas), sobre materia orgénica en descomposicion
(sprdfitas) y las subterraneas de Audrdia que solo ven @ sol cuando florecen como
es d caso de Rhizanthella gardneri. Las orquidess no son encontradas en lugares
como la Antatida y en desertos aidos de la tiera La mayor diversidad se encuentra
en las regiones tropicdes donde abundan como epifitas aunque también las hay
terrestres (Grancanariaweb, 2001).

Las orquidess se dan pré&cticamente en todas las formas, colores y aromas,
dependiendo mucho de la edrategia de reproduccion que utilicen. Segin Gonzdez
(1992), las orquidess edén entre las plates méa evolucionadas, Sendo
particulamente exitosas para reproducirse, recoger agua y dimento, y consaervarlaos,
exise por edas razones una gran variedad genética, o que contribuye a su rara beleza
y que les ha hecho subsidir através del tiempo.

2.1.1 Morfologia delas orquideas

Sendo las orquidess muy diversas, presentan una gran vaiabilidad morfoldgica Por
lo que las modificaciones en raices tdlos hojas y flor les ha permitido competir con
otras plantas en los diversos ambientes en donde se encuentran (Gonzaez, 1992)

Las orquidess poseen diferentes caracteriticas que las hacen muy diferentes en
forma, tamafio y edructura de la planta; ademés poseen una gran diversdad de
colores, que a excepcion dd negro todos estén representados. Las podemos digtinguir
principdmente por sus caracteridticas flordes y aparato reproductor, destacando las
gguientes

» Las flores son bisexudes o pefectas, ya que en cada una estén presentes los
organos masculino y femenino.

> La forma de la flor presenta generdmente smetria bilaterd, aunque se puede
presentar asimetria en algunos géeneros.

» El tamafio de laflor puede variar de Imm hasta 25 cm.



» Tres sépdos, dos pédos y d labdo. Ede Ultimo es un p&do modificado que srve
de punto de araccion y plataforma de aerrizge para polinizadores.

» Las edructuras reproductivas (estambres y pigtilos) estan fusionadas en la mayoria
de las egpecies, formando la columna donde s= encuentra @ egigma que es €
centro de recepcion del polen.

» Hl polen es4 unido en masas compactas llamadas polinios
» El fruto es una cgpsula que contiene grandes cantidades de semillas muy pequefies.

» Lasflores de muchas especies giran 180° antes de abrirse, para exponer d labeo a
los polinizadores. Este evento Se conoce como resupinacion.

» La mayoria de las orquidess tienen flores de diversos colores, las cudes s
digtribuyen en una cantidad indefinida de famas, manchas, puntos, rayas, etc.

El color y la forma de la flor es d aspecto més rdlevante en la comercidizacion. Los
precios en d mecado s fijan por la vigosdad y variedad de la flor. Ademés,
presentan una variabilidad de fragancias, resultado de mezclas de sustancias quimicas

complgas que se producen en la edructura de la flor. Se cree que los aomas son
producidos para la araccion de polinizadores.

2.1.2 Polinizacion

La polinizacion e refiere a la trandferencia de polen de una flor a otra La palinizacion
de las orquidess puede ocurrir en forma natura o controlada (Gonzaez, 1992)

Naturalmente es llevada a cabo por polinizadores que van desde pequefios mosquitos,
pasando por moscas, polillas, mariposas, dbgas y abgorros, hesta pegquefias aves como
los picaflores o colibries. Estos polinizedores son araidos por € color, la forma y la
fragancia de la flor, recibiendo como recompensa dimentacion en forma de néctar o
polen. Otros polinizadores solo buscan aceites y perfumes. Muchas orquideas se han
especidizado para ser polinizadas por un polinizador Unico (Dresder, 1990).

Segin Gonzdez (1992), la gran varidbilidad de las orquidess = debe d complgo
mecanismo de polinizacion, o que también condituye un obsdulo paa la
reproduccion naturd de las orquidess, que es fadilitada por los polinizadores naturaes.
Las orquidess han desarollado mecanismos que evitan € contacto entre los Organos
masculinos (polinios) y femeninos (estigmas) de la misma flor, evitando as problemas
de autof ecundacion.

La polinizacon cruzada o controlada dependera de la morfologia de la flor, por lo
que s debe escoger d ingrumento més goropiado para hacerla Un pdillo de madera
largo con pico en su extremo o un pdillo de dientes puede sr auficiente. El proceso
condge en colocar d polinio en d edigma de la flor, prefiriéndose obtener una sola
cgpsula por planta para una mejor formacion. La planta que recibira  polen definira
la cosecha de su cgpsula, dependiendo de la especie y de la planta misma, pudiéndose
cosechar incluso en estado inmaduro o cuando acanza més de dos terceras partes de



madurez (Gonzdez, 1992). La polinizacion cruzeda es utilizada amplianente para la
creacion de hibridos y meoramiento de orquidess.

2.1.3Germinaciéon natural deorquideas

Segin Perik (1990), las semillas de orquidess son muy pequefias y su tamafio va de 1
a2 mm delargo y 0.5 a1 mm de ancho. Estas semillas poseen pocas reservas para su
germinacion, por lo que se ha descubierto que no germinaran en un medio naturd Sn
antes ser infectadas por un hongo micorriza, € cud le brindara a las plantas jovenes
los nutrientes necesarios para producir su propio dimento y mantener su desarrallo.
Muchos de estos hongos micorriza pertenecen a géneros como  Rhizoctonia,
Epulorrhiza, o Ceratorhiza (George, 2002). Estos mismos géneros pueden contener
especies que son padgenos de orquidess y otras plantas, forman asociaciones con otras
plantass 0 no s asocian a ninguna Algunos gemplos de hongos micorriza son €
Rhizoctonia borealis y Rhizoctonia repens. Al germinar la semilla, se produce una
masa de estructuras llamadas protocormos. En condiciones normales estas estructuras
continuaran su crecimiento dependiendo de la especie hadta dcanzar d desarollo  de
hojasy raices.

2.1.4 Simbiosis orquideahongo

Segln Dreder (1990) la relacion orquidearhongo es muy importante para € desarrollo
y dimentacion de la orquides, paticulamente para las orquidess terrestres que a
diferencia de las epifitas tienen dificultades en lafabricacion dd dimento por S solas.

En busca de lograr una germinecion independiente de la necesdad smbidtica en las
orquidess, Knudson en 1922 demostré que era posible la germinacion sobre un medio
smple conteniendo minerdesy azlicares, Sn la presencia de hongos.

Aunque los resultados son muy buenos no sempre es posble hacer un medio en d que
una determinada especie de orquidea pueda germinar y desarrollar, por lo que se han
desarrollado diversos medios nutritivos paratd fin (Pierik, 1990).

2.2 MICROPROPAGACION DE ORQUIDEAS

Quifiones y Manrique (1999) mencionan que la propagecion in vitro tiene la ventga de
producir plantulas de orquidees en mucho menor tiempo, contrario a la propagacion
naturd, en la cud los resultados se ven en un minimo de 10 afios Dependiendo de la
epecie, podemos obtener orquidess propagadas in vitro en pocos meses 0 afios. La
micropropagecion de orquidess puede redizase de manera sexud y también
asexua mente.

2.2.1 Micropropagacion sexual

La micropropegacion sexud condgte en @ cultivo de embriones, con lo que se asegura
una gran vaidbilidad genética Se aplica cuando s busca d desarrollo de hibridos de



gran vaor o para gemina semillas de especies que en condiciones naturdes tienen
dificl geminacion.

Por cada cdpaula de orquidea se pueden obtener de 1,300 a més de 4 millones de
samillas, dependiendo de la espedie que s utiliza La samilla tiene una teta
relativamente gruesa que encierra d embridn, y la cubierta tiene caracterigticas muy
vaidbles dependiendo de la especie La teda esa formada por un tgido muerto,
compuesto hagta en un 96% de are, por lo que cada semilla se consdera como un
globo y & embrion tiene una forma esférica (Fierik, 1990).

Segln Linares (1993), d uso de la micropropagacion sexud en R. digbyana, mediante
la técnica de rescae de embriones, resulta en una multiplicacion mesiva de
vitroplantulas.

222 Micropropagacion asexual o vegetativa

Eda técnica consste en la utilizacion de partes vegetativas de la orquidea a las que e
les denomina explantes. En esos explantes s encuentran puntos de crecimiento 'y
regeneracion que hacen posible d desarrollo de una nueva planta

Para la propagacion vegetativa se debe condderar que los explantes deben edar
limpios y libre de enfermedades, deben presentar facilidad para cultivarse y deben
permitir la proliferacion masiva de plantas (Gonzaez, 1992).

Eda técnica de reproduccion asexud in vitro permite la obtencion de una descendencia
idéntica a la planta madre, la cud no se obtiene cuando s propaga por medio de
embriones, de las que obtenemos materides mas heterogéneos y poco semegantes a sus
pedres (Pierik, 1990).

Segln Pieik (1990) y Gonzdez (1992), las vias para la micropropagecion vegeativa
de orquideas mas utilizadas son las Sguientes

1 Cultivodemerigemos

2 Hojasjovenesy &oices de hojas: Segmentos

3 Yemasdurmientes. vastagos de yemas flordes, yemas basales, de inflorescencias.
4. Segmentos noddesy foliares

5 Apicesderaices

6. Explantes deinflorescencias jovenes

7. Cdlos provenientes de ssgmentos foliares o rizomas

8 Pantulasjovenes regeneracionin vitro

9 Etiolacion: uso de ssgmentos nodaes de plantulas desarrolladasin vitro.

10. Cultivo de escapo geflord: madurosy jovenes

2.3 MICROPROPAGACION SEXUAL Y RESCATE DE EMBRIONES
Segin Rerik (1990), d cultivo de embriones consse en @ adamiento y crecimiento

in vitro, bgo condiciones edériles de embriones inmaduros o maduros, con d fin de
obtener una planta vigble.



Los embriones inmaduros se obtienen de samillas que no han madurado, para impedir
la muerte prematura dd embridn (sborto), y ad lograr la obtencién de una planta
vidble. Ede cultivo es muy complicado ya que e debe redizar una cuidadosa
diseccion y utilizar un medio nutritivo de dta canplgidad. El éxito depende dd estado
de desarrollo en que se encuentre € embrion.

El cultivo de embriones maduros, encontrados en samillas ya maduras, es utilizado
paa fadlitar la germinacion de las semillas Existe mayor fecilidad para redizarlo por
e mgor desardlo dd embrion y que requiere un medio nutritivo Imple, con agar,
azucar y minerales.

L os factores que se deben tomar en cuenta pararedizar € cultivo de embriones son:

1 Genotipo: agunas especies muedtran dificultad en & cultivo de embriones,

2 Estado de desarrollo del embrion: cuanto més desarrollado este @ embrion més
fécil essucultivo in vitro.

3 Condiciones de crecimiento de la planta madre: @ buen desarollo de la planta
meadre bg o condiciones controladas produce un mejor desarrollo de los embriones.

4. Composicion del medio nutritivo: exigen diferencias en los  requerimientos de
embriones inmaduros en comparacion a los maduros, asl también, las necesdades
varian segin € desarrollo y crecimiento de los embriones.

5 Oxigeno: a vees se reguieren mayores concentraciones de oxigeno que las que
normamente existenen d are.

6. Luz: en ocasones d adamiento de embriones requiere de totd oscuridad, para
luego s trandferidos a condiciones con luz después de una 0 dos samanas de
haber sdo sembrados.

7. Temperatura: varia segin la especie a utilizar, normamente se usan temperaturas
entre22a28 °C.

El rescate de embriones junto a la polinizacién cruzeda son grandes herramientas que
han favorecido la conservacion de orquidess (Gonzdez, 1992).

Jensen (1976; citado por Pierik, 1990) demostré que d cultivo in vitro de embriones
presenta una germinacion precoz, resultado de la diminacion de inhibidores con d
retiro de la cubieta semind de la semillay en comparacion d cultivo in vivo que
presenta una bgja absorcion de aguay nutrientes.

2.3.1 Esterilizacion de capsulas
Existen dos formas de redlizar la esterilizacion de cpsulas.

Usando cépsulas cerradas, la cud es muy smple y condste en bafiar la cgpsula con
doohd d 96% durante 5 a 10 segundos y luego flamearla Findmente abrimos la
cgpsula con un escapelo estéril. Las samillas en d interior  de la cdpsula se encuentran
estériles.

Usando capsulas abiertas, que condste en edterilizar cada semilla, 1o que resulta en
un proceso muy ddicado y que puede provocar dafios d materid. Las samillas son
colocadas en un pequelio matréz que contiene lgia d 10% mas Tween 20 en una



proporcion de 25 % (V). La edteilizacion se rediza durante 5-10 minutos. Las
semiillas viables son las que flotan en la solucion con lgia

2.3.2Siembra

Para la micropropagecion sexud de orquidess se utilizan embriones que se obtienen de
semillas que pueden ser colectadas a partir de cipsulas en proceso de maduracion o ya
maduras. La Sembra se rediza sobre d medio nutritivo Sdlido, utilizando una espétula
de sembra para didribuir las semillas uniformemente sobre d medio (Ferik, 1990).
Otra forma de redizar la Sembra, es mediante la sugpenson de las samillas en agua
estéil, hadendo la sembra por medio de gotes sobre d medio nutritivo solidificado,
evitando asl problemas de fata de oxigeno (Arditti, 1982; citado por Pierik, 1990).

La cantidad de sembra depende de la proporcion de las semilles vidbles y  de la
especie de orquidea a propagar.

2.3.3 Germinacion in vitro

Segin - McKendrick  (2000), la germinecion in vitro permite la reproduccion de
embriones en frascos de vidrio o platico sobre un medio nutritivo  conteniendo
azicares y minerales necesarios paralagerminacion y crecimiento de las semillas.

Fierik (1990) demuestra que la propagecion in vitro de orquidess, mediante € rescate
de embriones, presenta mayores ventgjas por |o sguiente:

1 Las samillas dentro de una cgpsula se encuentran totdmente estériles, por lo que no
€es necesaria su desinfeccion.

2 Las samillas de orquidea son muy pequefies y contienen poco 0 nada de reserva
dimenticia, la cud es obtenida ddl medio nutritivo.

3 Los nutrientes suminigrados por d medio de cultivo dan a la semilla més
probabilidades de supervivenciay germinacion.

4. Seobtiene un desarrollo gpropiado de protocormas.

5 Naurdmente la semilla depende de la rdlacion smbidtica con un hongo, la cud
también puede darse in vitro y s denomina germinacion “simbidtica’. Esta
rdacion puede s sudituida in vitro por un medio nutritivo, prescindiendo dd
hongo, y s lellamager minacién “asimbidtica”.

6. Contraio a la forma controlada o de cruce, con un medio nutritivo se podra
consaguir que todas las semillas germinen.

7. La dembra in vitro permite la garminacion de embriones inmaduros para  lograr
acortar € ciclo demegora

8 La geminacion in vitro es mas rgpida porque £ desardlla en un ambiente
controlado y acondicionado, evitando la competencia con hongos'y bacterias

Seglin Pieik (1990), la germinacion in vitro de los embriones de orquidess se da de la
siguiente manera

a El embridn absorbe agua a través de la testa, aumentando de volumen.
b. Seinicialadivison cdular.
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El embridn rompelacubiertasemind.

Se forma una edructura de tipo protocormo por la agregacion de cdulas, sobre esto
s digingue d merigemo ddl  vastago.

Diferenciacion de oOrganos (merigemo dd vagtago en un lado y rizoides en d
opuesto) comenzando un  periodo de crecimiento intenso.

El protocormo expuesto a la luz, adquiere la coloracion verde déndose @ desarrollo
de las hojas.

Formacion de dorofila

Laplanta se hace autétrofa

Formacion de |as raices verdaderas en forma endogena

El protocormo y los rizoides (pdos radicdes) pierden su misén nutritiva y
desaparecen.

Los embriones de orquidea se pueden sembrar d encontrarse en edtadio intermedio
entre la fertilizacion y la maduracion de la cipsula (Lucke, 1971; citado por Fierik,
1990). Igudmente, se recomienda que los embriones no deben sembrarse in vitro S la
capsulano hallegado alos dos tercios de su medurez.

2.3.4 Factores que afectan la germinacién y crecimiento

Hay una diversdad de factores que dafectan la germinacion y crecimiento de las
smillas de orquides, dependiendo también de la egpecie utilizada Aunque debemos
condderar que samillas inmadures deben s mangadas bgo condiciones més
controladas que las més desarolladas (Pierik, 1990), los factores en generd a
congderar se describen a continuacion:

WP P

Temperatura: las samillas germinan a 20- 25°C.

Luz: laduracion dd dia es de 12-16 horas, usando tubos fluorescentes.

Agar: laconcentracion recomendada es de 0.6 - 0.8 %.

Minerales:. s recomienda utliza un medio que contenga mecro Y
micronutrientes. Las orquidess generdmente necesitan Fe y Mn para germinar.
Hay que consderar que las orquidess terrestres requieren un medio pobre en sdes,
mientras |as epifitas necesitan un medio mésrico en sdes.

Azlcar: es importante como fuente de energia, especidmente para las semillas que
germinan en la oscuridad. Por lo generd se emplea sacarosa, aunque a veces se
utilizaunamezcla de glucosay fructosa.

El pH: debe stuarse entre 4.85.8. Un pH mas bgo de 4 o més dto de 7 resulta
muy desfavorable.

Vitaminas: es necesaio aladir bioting, &cido nicotinico, vitamina C, vitamina B1,
piridoxing, &cido pantoténico y myo-inogtal.

Los reguladores: generdmente no son necesxios para la germinacion de las
semillas y su presencia mas bien puede producir efectos no deseados (formacion de
cdlos, 0 véstagos adventicios). Concentraciones bgas de acido indolbutirico (AIB)
y &ido naftdenacéico (ANA), a veces esimulan @ crecimiento de las plantulas de
Dendrobium, Cettleya y otros.

Mezclas complejas: s pueden utilizar  homogenizado de plaano, leche de coco,
peptona, triptona, levadura de fermentacion, hidrolizado de caseing, jugo de pifia,
jugo de tomate y extracto de patata. Los efectos estimuladores de estas mezclas e
explican por @ contenido de vitaminas y aminoacidos.



Se ha encontrado que orquidess terrestres tienen mayor dificultad de germinacion que
las epifitas o tropicdes (Pierik, 1990).

2.3.5 Multiplicacion de orquideas

Luego dd edablecimiento de los embriones en @ medio nutritivo, los frascos deben
ser tradadados & cuarto de crecimiento en donde las condiciones de luz y temperatura
son controladas para fadllitar su desarrollo. Segin Bartrina (2002), € desarrollo del
proceso de germinacion 2 da en goroximedamente dos meses cuando hay un cambio
de coloracion de las semiillas de blanco-amarillento a verde-amarillento.

Bartrina (2002) menciona que una vez ocurrida la germinecion y  desarrollo de los
protocormos, sxd necesario la multiplicacion de las pléntulas mediante  subcultivos
gue = redizaran cada dos meses, durante un periodo de ocho meses, e incluso més
dependiendo de la especie; hasta que dcance un tamafio y condicion suficiente para ser
acdlimatadas y transgplantadas d medio de crecimiento en invernaderos. Las pequefies
plantas son trangplantadas cuando empiezan a gparecer hojas y empiezan a llenar d
frasco (McKendrick, 2000).

Es recomendable redizar la trandferencia en grupos de vitroplantulas, ya que s
presenta un mgor crecimiento (efecto comunidad) que s se le hace en forma aidadal.
Al redizar la trandferencia de vitrgolantulas, se debe evitar € exceso de vitroplantulas
por frasco, ya que esto no permitiia su crecimiento y desarrollo. Las orquidess
permaneceran de 6 meses a 2 afios dentro dd frasco (Lamoling, 2002).

2.3.6 Manegjo delosfrascos

McKendrick (2000) indica que las semillas edablecidas en los frascos deberdn ser
tradadadas a un cuarto de crecimiento regulado a 18 - 24 ° C con 16 horas de luz y 8
horas de oscuridad.

Los frascos deberdn ser revisados regularmente después de cada sembra por @ riesgo
de contaminacion. S la contaminacion es detectada o més temprano posble, debera
ser combatida antes de que se disperse totdmente, pero S & hongo ha producido
esporas, 0 hay poco liquido y humedad en d fondo dd frasco, 1o recomendable es
desechar |as unidades contaminadas.

Cuando las plantulas dcanzan un tamafio de 4 a 6 cm de dto ya pueden trasplantarse.
Las plantulas deben ser extraidas cuidadosamente de los frascos y ser lavadas con agua
corriente teniendo € cuidado de no lagtimar |as raices (Batring, 2002).

Ya en d invernadero, las plantulas deben mantenerse en las mgores condiciones que
faciliten su desarrollo; también hay que evitar € exceso de humedad que favorece la
pudricion de raices.

(1) Linares, J. 2002. Multiplicacion in vitro de orquidess. Zamorano. Honduras (Comun. Pers,).



2.4 Rhyncholaelia Digbyana

2.4.1 Clasificacion botanica

La Rhyncholaelia digbyana (Lindley) Schitr. o Brassavola digbyana como tambien se
le conoce, pertenece a la divison Espermaphita, subdivison Angiospermae, dase
Monocotiledoneae, orden Or chidales, familiaOrchidaceae (Dresder, 1990).

2.4.2 Distribucién geogr &fica eimportancia

La Rhyncholaelia digbyana (Lindley) Schitr. es originaria de las zonas bgas y secas
de sur de México y norte de Centroamérica, particulamente Honduras y Belice
(Senghas y Bockemuhl, 1983; citados por Linares, 1993). La R. digbyana que s
encuentra en Honduras pertenece a la variedad fimbripetala, que es endémica dd pais
y de mucha importancia por ser la flor naciond. Su importancia econdmica radica en
U gran uo en la hibridacion y comercidizacion. Es una planta que ha recibido
muchos premios por su belleza (Plantfacts, 2002).

El nombre cientifico completo para esta planta es Rhyncholaelia digbyana (Lindley)
Schitr. var. fimbripetala Ames. (Linares, 1993).

En Honduras la poblacion de R. digbyana ha sdo muy abundante en los bosques de
departamentos como Yoro y Lempira la zona occidentd particularmente en las
cercanias de las Ruinas de Copan, Olancho y d vdle de Tdanga, pero actudmente su
poblacion ha disminuido por problemas de extraccion y dedtruccion de su  hébitat
natural, Sendo encontrada en su mayoria 0lo en € vale de Tdanga (Linares, 1992).

2.4.3 Caracteristicasde la especie

La Rhyncholaelia digbyana proveniente de Honduras es una planta epifita que presenta
pseudobulbos dargados, delgados, una sola hoja que puede sr de 20 cm de longitud,
gruesa, color verde y purpura Cada planta produce una sola flor que puede dcanzar
hasta 20 cm de diaretro, de color blanco a blanco verdoso. Su pé&ado superior 0
labeo tiene color crema y bordes con muchos peos o fimbrias. Su floracion es anud 'y
% da dos semanas a un mes después dd inicio de las lluvies. La flor dura de dos a tres
semanas en su habitat naturd, periodo en @ cua debe ser polinizeda (Linares, 1993).

Al dcanzar d desarollo de sais pseudobulbos (cercano a los seis afios de edad), la
Rhyncholaelia digbyana florecera en la época de primaveraverano en los meses de
mayo a agosto ( Habinger y Soto, 1997). La flor libera olores smilares a la fragancia
dd limén. Es una planta de climas secos, ademés le guda la luminosdad y la buena
ventilacion. Eda epecie necedita agua para su crecimiento y promover la formacion de
pseudobulbos (Pantfacts, 2002).
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2.5 SITUACION ACTUAL Y CONSERVACION DE LASORQUIDEAS

Las orquidess han sdo muy admiradas y agpreciadas desde hace mucho tiempo por las
diferentes dvilizaciones debido a su gran bdleza y vidoddad. Actudmente la
deforestacion de los bosques y sdvas, la dedruccion dd hébitat naturd de las
orquidess, y la extraccion indiscriminada de estas plantas, debido d buen precio que s
obtiene por su comercidizacion, tanto en d mercado naciond como en d extranjero,
ha ocasonado que uragran cantidad de orquidess ndtivas se encuentren hoy en peigro
de extincion (Quifionesy Manrique, 1999).

Seglin € Consgo Naciond de Ciencia y Tecnologia (CONCYTEC) de Lima, Pert
(2002), la produccion comercid y mesiva de orquidess ha Sdo posble gracias d uso
de las técnicas de micropropagacion in vitro, contribuyendo también a la conservacion
de las orquidess y demés plantas, por lo que esto implica una produccion planificada y
sogenible de los recursos, para poder evitar la extincion de estas especies. El materid
gue se exporta 0 que se comercidiza no sempre viene de la propagacion en viveros o
laboratorios de biotecnologia, Sno que es proveniente de actividades puramente
extractivas, donde comerciantes Sin conciencia ambient las colectan y remueven de
us hdbitats naurdes paa venderlas en los mercados interesados en  donde
normamente se presentan como productos que tienen permiso legd.

Exigen indituciones dedicadas a vela por la proteccion de especies Slvestres, sendo
la Convertion sobre @ Comercio Internaciond de Especies de Fauna y Fora
Slvestres Amenazadas de Extincion (CITES) un ente regulador y de reglamentacion
para € comercio de especies slvestres. CITES mantiene d control para la legdizacion
de transacciones comercides de epecies en pdigro de extincion; por td razdn, las
especies amenazadas son Stuadas en tres gpéndices dependiendo dd grado de riesgo y
peligro de extincion en d que s encuentran. Las especies incluidas en d gpendice |
son cata ogadas con ato pdigro de extincion.

La R. digbyana edta incdluida dentro del gpéndice 11, lo que indica que es una planta que
S bien no edd dtamente amenazada de extincion, como otras especies dentro de
gpendice |, podria esalo sno s toman medidas que regulen y condidonen su
comercidizacion aescalalocd einternaciond.

Larea (2002) menciona que la Direccion Generd de Biodiversdad (2001) ha disefiado
edrategias para la consarvacion in situ y ex Stu, orientadas d mantenimiento de la
diversdad bioldgca en Honduras, dentro dd proyecto de Edtrategia Neciona de
Biodiversdad y Plan de Accion (ENBPA).

Como s menciond anteriormente, en Honduras la poblacion de R. digbyana ha
disminuido grandemente, como lo revela edudios redizados por € Herbario Pall C.
Sandley de Zamorano en 1991, en la que solamente fueron encontradas nueve plantas
en lazona que actud mente se reconoce como su hébitat (Linares, 1992)

La aplicacion de la biotecnologia ha sdo de gran beneficio en la conservacion de esta
epecie. Actudmente, € Laboratorio de Cultivo de Tegidos de Zamorano ha logrado
propagar en forma masva esta especie, 10 que ha permitido obtener una gran cantidad
de plantas, logrando de eda forma consavarla, y planificar la produccion y
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digribucién, para su difuson y mantenimiento en bosques de parques naciondes,
jardines botanicosy escudas.

Estos estudios son de gran importancia y han logrado que la Rhyncholaelia digbyana
s conserve para hecerle frente a la Stuacion de pdigro que afronta, manteniendo de
estaformae vaor smbdlico y estético que representa en Honduras.

2.6 ESTUDIO DE COSTOS

2.6.1 Definicion de costo

Codo de produccion es € vdor dd conjunto de insumos o factores de produccion
utilizados en un proceso productivo con @ fin de obtener un producto, trabgo o
sarvicio (Alonso y Serrano, 1991).

2.6.2 Importancia del anélisisde costos

Muchas empresas ademés de cdcular sus cogtos totales, definen € costo unitario para
cada produccidn. El costo unitario promedio puede cacdarse dividiendo los cogstos
totdes incurridos durante un periodo determinado entre d nimero de unidades
producides. El objetivo bésico dd andiss de codos es la determinacidon correcta dd
codo unitario, @ cud es muy relevante para la toma de decisones, como pueden ser
la reduccion dd costo, que trae condgo la informacion amplia y oportuna para d
control de las operacionesy de los gagtos (Lafacu, 2002).

Teniendo como meta la generacion de ganancias, las empresas buscan colocar sus
productos en d mercado fijando precios adecuados y basindose generdmente en la
informacion que los costos de produccion les brindan. Es por eto que d andids
goropiado dd cogto de produccion es fundamentd para la administracion y conduccion
econdmicade una empresa o actividad individud (Aspioleay Pérez, 1999).

Para Lere (1979; citado por Lara, 2001) los costos de los productos son los que més
influenda tienen en la determinacion de su precio de venta Sendo uno de los
objetivos empresarides incrementar sus beneficios. Una forma de maximizar las
ganancias es vialareduccion de cogtos.

2.6.3 Elementos del costo de produccion

Los dementos dd costo de un producto que frecuentemente se toman en consderacion
paa la determinacion del codo totd dd mismo son: materides directos la mano de
obradirectay los costos indirectos de fabricacion ( Polimeni et al., 2001).

2.6.3.1 Materiales. Son los principaes recursos usados en la produccion; son aguelos
insumos que e transforman para la obtencion de bienes terminados con la adicidén de
la mano de obra directa y los cogtos indirectos de fabricacion. El coso de los
materides se divide en materides directos e indirectos.
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Materiales directos. Son agudlos que podemos identificar en € proceso de
fabricacion dd producto y representan @ principd codo de materides en la
elaboracion de un producto. También se les conoce como materia prima. Un gemplo
es lamadera asarrada que e utiliza en la elaboracion de escritorios.

Materiales indirectos. Se involucran en la daboracion dd producto, pero no son
maerides directos. Estan induidos como codos indirectos de fabricacion. Un gemplo
son los materides o suminigtros utilizados para la operacion de la empresa, como ser
maerides de limpieza, suministros de mantenimiento y reparaciones, etc.

2.6.3.2 Mano de obra. Es d efuerzo fisco o mentd utilizado en la fabricacion de un
producto. También se dividen en mano de obra directa e indirecta.

Mano de obra directa. Es la mano de obra necesaria para convertir la materia prima
en € producto find. Los costos de mano de obra directa son aqudlos que pueden
adgnarse especificamente a un producto y que varian con € nimero de producto
gaborado, por lo que guardan una relacion directa con @ nivd de produccion. Los
sdaios y codos rdacionados con los operarios, ya sea que hagan € montge, mango
de méguines, o trabgen con heramientass en d proceso de produccion, = les
condderaria costos directos de mano de obra

Mano de obra indirecta. Representa los suddos y sdaios pagados a empleados que
no trabgan directamente en d producto mismo, pero cuyos servicios se relacionan con
e proceso de produccion, tdes como los supervisores, guardianes, persond de
mantenimiento, capataces, camioneros, etc.

Segin Alonso y Sarrano (1991), paa d cdculo dd costo de mano de obra se debe
tomar en cuenta:

Suddosy sdaios

Transporte de persona

Seguridad socid acargo delaempresa

Primasy complementos

Cargassocides

Gréificaciones d persond

Parte promociond de mensudidades extreordinarias
Compensaciones sdlarides

Costos ddl departamento del persona

Aportaciones asstemas de pension

2.6.3.3 Costos indirectos de fabricacion. Son llamadostambién gastos generales de
fabricacion y estén congituidos por todos los costos que no e identifican directamente
con € producto eéaborado. Sus categoriss son  los maerides indirectos, la mano de
obra indirecta y gestos generdes de faoricay estos Ultimos incluyen depreciacion dd
edificdo y equipo de la faorica, dquiler, impuestos sarvidos publicos, caefaccion,
herramientas, amortizacion, y seguros de los activos utilizados en d  proceso
productivo.
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A la combinecion de la mano de obra directa y los gastos generdes de fabricacion se le
conoce como costo de conversion o costo de procesamiento, porque son los costos
incurridos en la converson o procesamiento de las maerias primas en los productos
terminados (Polimeni et al., 2001).

2.6.4 Clasificacion delos costos

Seguin Lafacu (2002), los costos pueden clasificarse de acuerdo con varios enfoques:

2.6.4.1 De acuerdo con la funcién que cumplen:

A. Costos de produccion. Son los que se generan en € proceso de transformacion de
la materia prima en un producto terminedo, por gemplo la materia prima, mano de
obray gastos de fabricacion indirectos.

En € agpecto econdmico Alonso y Sarano (1991) dadfican los codtos totdes de
produccién en fijosy varidbles variando de acuerdo d volumen producido.

Costos fijos. Los que permanecen invariables independientemente dd volumen de

produccion. Se les conoce también como costos de estructura y permanecen constantes
mientras no se modifique la estructura de la empresa. Ej.: dquiler de la fébrica, cargas
socides de operarios mensudizados.

Costos variables. Son agudlos que cambian de acuerdo con d volumen de
produccion. Ej.: Materides y mano de obra directa.

B. Costos de distribucion o ventas. Son los cogtos incurridos por € aea que e
encargade tradadar € producto desde la empresa hasta d Gtimo consumidor.

C. Costos administrativos. Son aguellos que incurren en la direccion, control y
operacion de la empresa. Incluyen @ pago por sdaios a la gerencia y persond de
oficing, costos ocesonados por las oficinas generdes y de gecutivos codtos de
invedigacion, desarrollo de ingenieria, gastos de relaciones pulblicas y renglones varios
(Polimeni et al., 2001).

2.6.4.2 De acuerdo alarelacion entrelosfactoresy productos:

A. Costos directos. Son los que se asignan directamente a un proceso, producto,
trabgo o cudquier otra seccidn dd negocio. Ej.. materides y mano de obra
consumidos por un trabgo determinado.

B. Costos indirectos. Son agudlos cuya asgnacion no puede atribuirse directamente a
los diferentes procesos y trabgos, por 1o que su costo se didribuye entre los centros,
secciones 0 productos del negocio. Ej.. suddo dd gerente de planta, dquileres, gastos
de oficina, seguros, impuestos, reparaciones, limpiezas, etc.
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Los codtos indirectos se convierten en costios asignados puesto que deben asgnarse,
cagarse, 0 golicarse a procesos, productos, trabgos u otras secciones dd negocio. Esta
adgnacion implica una base o indice que reflge la manera en que s usa d codo
indirecto; por gemplo, la depreciacion totd de una planta puede cargarse a los
depatamentos  dentro de la misma planta sobre la base dd espacio que estos ocupan.
También pueden determinarse tasas de gplicacion de los costos indirectos en base a
unidades de produccion, costos de los materides, costo de mano de obra directa y
horas de mano de obra directa en los procesos de produccion ( Polimeni et al., 2001).

Edta asgnacion depende de los criterios en la empresa, y es por dlo que entre mayor
sea la proporcion de cogtos totades que se clasifiquen como directo, més precisos seran
los costos andizados (Santafé-Sucursd virtud, 2002).

2.6.5 Costo horario de funcionamiento del equipo

Segin Alonso y Sarano (1991) implica  costo de equipo por cada unidad de tiempo
gue e utilice. En este cogto intervienen:

Costos fijos. Compuesto por la amortizacion, intereses de cgpitd  invertido,
reparaciones y mantenimiento, aojamiento y 10s seguros e impuestos.

Costosvariables. Lacantidad de energia utilizaday de lubricantes.

2.6.6 Los costosy la administracion empresarial

Una vez que la empresa cuenta con una estructuracion adecuada de sus codtos de
produccion, se asegura @ buen control y andiss, que brinde la mgor informacion para
la planeacion y toma de decisones. El andiss de los costos de produccion fadilita la
excelente administracion de laempresa (Lafacu, 2002).

Para Polimeni et. al. (2001) los datos de costos proporcionan la informacion necesaria
para € cogeo de bienes fabricados y la asgnacion de estos costos d inventario find 'y
el cogo de produccion de los bienes vendidos La informecion de costos es muy
importante en las politicas de fijacion de precios.



3.MATERIALESY METODOS

3.1 UBICACION
El presente esudio = redizd en las inddaciones ded Laboratorio de Cultivo de
Tegidosy Micropropagacion (LCTM) de Zamorano, Honduras.

3.2 MATERIALESPARA LA INVESTIGACION TECNICA

3.2.1Material vegetal

El materid vegetd utilizado fue producto de la dembra de embriones inmaduros de
tres cgpaulas (A, B y C) de R. digbyana polinizadas manuamente. Las capaulas
utilizadas fueron cosechadas @ mismo dia, y smilares en peso y tamafio (Cuadro 1):

Cuadro 1 Ancho, longitud y peso de cdpsulas de Rhyncholaelia digbyana utilizada
paralagerminacionin vitro de embriones. Zamor ano, Honduras, 2001

Capsula Ancho (cm) L ongitud (cm) Peso (g)
A 40 7.1 3095
B 37 6.7 2833
C 4.0 6.9 3116

Fuente: Lara, A. 2001. Andlisisde costos de produccion in vitro y mercadeo de orquideas en Zamorano.

Las cdpaulas de R. digbyana fueron cosechadas seis meses después de la polinizacion
cruzada, la que fue redizada en d orquideario dd sefior Antonio Membrefio, ubicado
e vale de Zamorano, Honduras.

3.2.2 Medio decultivo

Se utilizd d medio de cultivo de la formulacidn Murashige y Skoog (1962) modificado
paralafase de multiplicacion in vitro de orquideas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Medio Murashige y Skoog (1962) modificado utilizado paralamultiplicacion in vitro de orquidess. Zamorano, Honduras, 2002.

Concentradon final en €

Solucién madre 10X (mg/L)

mL de soluciéon madre

Macroelementos  medio decultivo (mglL) Disolver en 1L de agua destilada 10X por litro de medio
(NH)saNOs3 440 4,400
KNQOs3 170 1,700
CaCk*2H20 1,900 19,000 100
MgSOs* 7HO 370 3,700
KH2PO4 1,650 16,500

Concentracién final en €

Solucién madre 1,000X (mg/L)

mL desolucién madre 1,000X

Microelementos  mediodecultivo(mglL) Disolver en 1L de agua destilada por litro de medio
H3BOs 6.200 6,200
CoClz*6H20 0.025 25
CuS04*5H20 0.025 25
Kl 0.830 830 10
MnSOs*4H0 22.300 22,300
NaeM Os* 2H20 0.250 250
ZnSO4*7TH20 8.600 8,600
Concentracion final en € Solucién madre 200X (mg/L) mL de solucién madre
Solucion dehierro  mediodecultivo (mg/L) Disolver en 1L de agua detilada 1,000X por litro de medio
FeNaEDTA 50 10,000 50




Continuacion Cuadro 2;
] ] Concentracion final en €
Vitaminas medio de cultivo (mg/L) Diluciént mL desolucién madrepor litrodemedio
Acido nicatinico 0.01 11 0.01
Pantotenato 1.00 1:100 1.00
Sulfato de adenina 5.00 11 5.00
Biotina 1.00 1:10,000 1.00
Piridoxina 0.01 11 0.01
Tiamina 0.10 11 0.10
Inositol 100.00 11 100.00
Caseinahidrolizada 100 11 1.00
Cantidad por litro
Otros mg/L Procedimiento de medio
Cigeinz? 100 100 mg/100 mL* 10mL
Pulpade banano 25,0000 Pesar enlabdanza, licuarlo y agregar d medio 100g
Sacarosa 30,000.0 Pesar en labdanzay agreger directamented medio 30g
BAP 1.0 100 mg/100 mL* 1.0mL (1 ppm)
AlA 1.0 100 mg/100 mL* 1.0mL (1 ppm)
Phytagel® 2,800.0 Calentar é medio parasu disolucion 2,50 g (medir pH antes)
pH 5.8

Fuente: Espinal- Rueda (2002). Guia de lecturasy précticas de mddulo. Laboratorio de Cultivo de Tejidosy Micropropagacion (LCTM).
Zamorano, Honduras.

1 Dilucién de 1:1 (1.0 mL de solucion contenia 1.0 mg - de producto).
2 Antioxidante
3 Agente gddinizante



19

3.2.3 Equipo, cristaleriaeinstrumentos

La cridderia e indrumentos fueron lavados, desnfectados y ederilizados para
mantener las més Optimas condiciones de asgpda y evitae problemas de
contaminacion. El equipo fue cdibrado y mangado para la correcta gecucion de los
procesosinvolucrados en  estudio.

Equipo:

Horno Licuadora
Baanza de precison Potenciometro
Microondas Autoclave

Camaras de flujo laminar

Herramientas, cristaleriay otrossuministros:

Beakers Tapaderas Base devidrio
Baones aforados Atomizadores Guantes quirdrgicos
Pipetas de precison Parafilm Pinzas

Probetas Marcador Mecheros

Matos de Petri Mascarillas Rociadores
Frascos (4 onz.) Todlas de papd Bandgas

Jeringa dosificadora

3.3 PROCEDIMIENTOS PARA LA GERMINACION ASIMBIOTICA DE
EMBRIONES DE ORQUIDEASIN VITRO

Las capsulas ce Rhyncholaelia digbyana obtenidas dd orquideario de Sr. Membrefio,
fueron sometidas a desinfeccion  y extraccion de embriones, los que fueron sembrados
en d medio de inicacién o edablecimiento, d cud fue preparado con anterioridad.
Los procesos de preparacion dd medio de edablecimiento y protocolo paa la
desinfeccion de capsulas, y dembra de embriones de orquidess, pueden obsarvarse en
e esudio redizado por Lara (2001).

34 PROCEDIMIENTO PARA LA MULTIPLICACION IN VITRO DE
ORQUIDEAS

Para evduar la tasa de multiplicacion fue necesxrio redizar cinco subcultivos, a
intervalos de dos meses entre cada uno. Se continud con las evauaciones redizadas
por Lara (2001) a partir dd subcultivo uno heda findizar en @ subcultivo cinco de
multiplicadon de R. digbyana. El procedimiento para la produccion de orquidess in
vitro esd dguiente

34.1 Flujodeactividades

Representa las actividades de produccidn in vitro de orquidess dentro de LCTM de
Zamorano (Figura 1).
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FLUJO DE ACTIVIDADES

[ Lavado de crigtderia ]

Il

Secado

Il

Preparacion dd medio de cultivo

Il

Envasado y edterilizacion
dd medio de cultivo

1Ll

Edterilizacion superficid
de cipaulas

1Ll

Egtablecimiento de embriones

1Ll

Muitiplicacion

Il

Subcultivos,
1,234y5

Figura 1. Diagrama de actividades parala produccion in vitro de R. digbyana,
end LCTM de Zamorano. Zamorano, Honduras, 2002.
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3.4.2 Preparacion para el medio de multiplicacion

Para la etapa de multiplicacion se empled la formulacion de Murashige y Skoog (1962)
modificado, que es @ utilizado actudmente por € LCTM de Zamorano (Cuadro 2). Se
tuvo mucho cuidado en agregar los componentes para redizar una adecuada mezcla y
ser didribuidos en los frascos. El medio se dispensd a razon de 20 ml por frasco.
Findmente fue edeilizado haciendo uso dd autocdlave a 121°C y 15 ps de presion
durante 20 minutos.

3.4.3 Multiplicacion

El tiempo requerido para tranderir los frascos con vitroplattulas de la etgpa | de
establecimiento a la etgpa |l de multiplicacion, varia de un género a otro. En € caso de
R. digbyana este tiempo es de agproximadamente dos meses. Los embriones deben
presentar protocormos de color verde, cubriendo la mayor cantidad posible dd espacio
en € frasco.

3.4.4 Subcultivos

La trandferencia de las vitroplantulas de un subcultivo a otro, se lleva a cabo cuando
las mismas presentan un desarrollo Optimo para su multiplicacion y crecimiento.  El
nuevo frasco con medio de multiplicacion contiene los nutrientes en las cantidades
adecuadas para su desarrollo. Congantemente se debe obsarvar las vitroplantulas para
evdua su desarollo en los diferentes subcultivos La cantidad de vitroplantulas
tranderidas disminuird de un subcultivo a otro, eto con d fin de favorecer €
desarollo 6ptimo y reducir la competencia, permitiendo de esta forma un buen
crecimiento y desarrallo de las vitropldntulas, para que d find del proceso puedan ser
acdlimatadas en los invernaderos y continuar su  desarollo en las  condiciones
ambientales adecuadas.

3.4.5 Procedimiento para la multiplicacién y transferencia de subcultivos

1 La canaa de flujo laminar fue encendida 30 minutos antes de redizar las
trandferencias, para asegurar un ambiente estéril. Luego se desinfectd la camara
con dcohol preparado d 70% previo acomenzar la multiplicacion.

2 HE mechero, los botes con agua dedilada, los platos Petri, y las tres pinzaes a
utilizar, se desinfectaron con dcohol d 70%.

3 Los frascos con vitroplantulas procedentes dd cuato de crecimiento fueron
rociados con dcohol d 70% antes de introducirlos ala camara de flujo laminar.

4. El Hlado de Padfilm fue removido de los frascos, para luego abrir € frasco lo
més cerca posible dd mechero y mantenerlo cerrado con d papd duminio.

5 Las pinzas deben s flameadas y luego se pasan por agua dedtilada para enfriarla
y evitar dafiar las vitropldntulas d sacarlas. Luego colocamos las vitroplantulas en
un plato Petri o base de vidrio.

6. Las plantulas fueron separadas con la ayuda de dos pinzas pequefies limpiandoles
del medio de cultivo anterior.



2

7. Hl frasco con medio de cultivo fresco debe abrirse cerca dd mechero para evitar
contaminacion y se mantiene cerrado con pgpe duminio hasta que se cologuen
las nuevas plantulas.

8 Las vitropldtulas fueron colocades en d frasco con medio de multiplicacion
(Cuadro 2), d cud se tgpa con pape duminio y luego sellado con Parafilm.

9 Cada frasco fue marcado identificando la cpsula, d nimero de frasco, fecha y
especie delaorquidea (Anexo 1).

34.6 Registrodefrascos

En cada subcultivo los frascos son regisrados, mediante marcas que identifican la
especie, cdpsula, nimero de frasco y fecha de sembra (Anexo 1). El nimero o serie de
marcge aumenta a transferir las vitropldntulas a un subcultivo mayor, lo que reflga la
multiplicacion de unidades a partir de cada frasco transferido. El registro permite llevar
e control de frascos que se trandieren de un subcultivo a otro y as poder evduar la
tasa de multiplicacion.

Se redizaron cinco subcultivos hasta donde las vitroplantulas mostraron un  desarrollo
adecuado y edtabilidad genética, misma que fue agpreciada d obsarvar uniformidad en
d desarollo, crecimiento, coloracion y d no obsarvarse ningln caso de mutacion, que
dectara la vaiddlidad de las vitroplantulas. Luego de findizar la egpa de
multiplicacion  en sus cinco subcultivos, las vitropldtulas pueden s tradadadas a las
condiciones de invernadero, y continuar su desarrallo fuera de los frascos y canaras de
crecimiento dentro ddl laboratorio.

3.4.7 Aclimatacion

La adimatacion de orquidess consste en extraer cuidadosamente las vitroplantulas de
frasco, separarlas y colocarlas en un recipiente con agua para remover d agar de las
raices de la planta Las plantulas ya lavadas se sembran en contenedores o bandgas
multiples. Una vez sembradas, las bandgas deben s regadas adecuadamente e
identificadas con & nombre de la especie y fecha de sembra Luego se colocan los
contenedores 0 bandgas mlltiples dentro de camaras de plagtico para la aclimatacion.
En estas cAmaras, los contenedores o las bandgas permaneceran durante tres semanas.
Al iniciar la cuarta semana, las plantulas ya aclimatadas se remueven de las camaras de
plégico y se tradadan a otro invenadeo bgo las condiciones apropiadas de luz,
temperatura y ventilacion. Las pléntulas ya adimatadas continuaran su desarrollo en
los invernaderos hasta eventua mente ser comercidizadas.

3.5TASA DE MULTIPLICACION (TM)

La tasa de multiplicacién indica la cantidad de frascos con vitroplantules que se
pueden obtener de un frasco, d redizar la transferencia entre subcultivos y  etapas
anteriores.
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3.5.1 Tasade Multiplicacion Real (TMR)

Representa la cantidad de frascos con vitroplantulas obtenidos a partir de un frasco, en
latransferencia de una etgpa a otra.

3.5.2 Tasade Multiplicacion Efectiva (TME)

Representa la cantidad de frascos con vitroplantulas obtenidos a partir de un frasco, en
la trandferencia de una etgpa a otra, a excepcion de los frascos perdidos por
contaminacion y mortaidad.

3.5.3 Tasade Multiplicacion Real Final y Efectiva Final (TMRFy TMEF)

Indica la cantidad méxima de frascos con vitroplantulas que se obtuvieron d findizar
d quinto subcultivo (Ss) a patir de cada frasco de la etgpainicid o establecimiento.

3.6 EVALUACION DE LA TASA DE MULTIPLICACION

Seevdud laTMRy TME paracadaetgpay d find de todala fase de multiplicacion.

Para € cdculo de la TMR s tomaron en cuenta € nuimero totd de frascos que se
trandfirieron de un subcultivo aotro y en todo € proceso de multiplicacion.

Laecuacion sguiente define e cdculo de TMR:

No. total de frascos transferidos

TMR =
No. de frascos de |a etapa anterior

No. tota defrascostransferidos d find dd S
TMRF =

No. de frascos establecidos en la etapainicid (1)

*Ver gemplo decdculode TMRy TMRF en € anexo 2.

Para € cdculo de la TME se tomaron en cuenta € nimero de frascos transferidos no
contaminados de un subcultivo aotro y en todo € proceso de multiplicacion.

No. tota de frascos transferidos no contaminados

TME =
No. defrascostransferidos en la etgpa anterior
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No. totd de frascos no contaminados d find de S5

TMEF=
No. de frascos establecidos en la etapainicid (1)

*Ver gemplo decdculode TMEyYy TMEF en d anexo 3.

3.7 EVALUACION DE PERDIDAS

En cada egpa y subcultivo se redizd un mango condante de los frascos que se
contaminaban y de vitroplantulas muertas. El cdculo dd totd de pérdidas resulta de la
suma de los frascos contaminados y los frascos con vitroplantulas muertas en cada
subcultivoy d totd d find de todo @ proceso de multiplicacion.

El cAculo de pérdidas totdes d find dd Ss es lo més importante, porque nos indica la
cantidad de frascos que se pierden en d proceso. ESto nos permite cdcular la tasa
multiplicacion ef ectiva find (TMEF) en laproduccion in vitro deR. digbyana.

El promedio totd de pérdidas (PTP) se obtuvo sumando € ndmero de frascos con

contaminacion y muete, hasta d find dd Ss, dividiéndolos por d nimeo de
transferencias redizadas ( establecimiento, transferenciay 5 subcultivos).

S ( Frascos contaminados + Frascos con vitroplantulas muertas) hasta el Ss

PTP=
No. de transferencias redizadas

*Vea gemplo declculo de PTPen d anexo 4.

3.8 ANALISISDE COSTOSDE PRODUCCION INVITRO

Los codos fueron registrados segin se redizaban las diferentes transferencias de una
glgpa y subcultivo a otro, tomando en cuenta los costos de mano de obra directa
(MOD), materides directos y los codos indirectos para los diferentes procesos
llevados a cabo en lamicropropagacion de R. digbyana.

Para la mano de obra, se regitraron los tiempos de trabgo en las diferentes actividades
de acuerdo con d edudio de tiempos y movimientos. El uso de maerides s registro
de acuerdo d gasto de cada uno en los diferentes procesos y en cada etgpa de
tranderencia redizada por cpsula Los cogtos indirectos son asignados basandose en
la cantidad de horas de trabgo redizada por la mano de obra directa en las actividades
delaproduccidn invitro de R. digbyana.

Se ddinié d codo dd medio de cultivo para multiplicacion de orquidess, tiempo en
redizar las actividades de trandferencia y tredado a cuato de crecimiento, y las
diferentes actividades que reguieren estos procesos.
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Los cogtos incurridos en € desarrollo de las actividades de produccion de R. digbyana,
fueron categorizados en  codtos varigbles y codos fijos. Dentro de los cogtos varigbles
S encuentran los costos de mano de obra directa, materiades directos 0 materia prima 'y
la energia eéctrica

Para cdcular € coso de mano de obra, se definid la cantidad de horas de MOD
utilizades en d proceso de esablecimiento y multiplicacion, y € vaor en dolares para
cada horade MOD.

Fue necesxio definir € vador en dolares dd suddo de MOD, FOSOVI, trangporte,
cesantia, seguro de vida, que son cuentas en las que incurre € persond dd LCTM, las
gue son contabilizadas por la adminidracion. El vdor por cada hora s definid de
acuerdo d vdor anud que en edtas categorias se incurre, dividiéndolos para € totd de
horas de jornada labord en € LCTM de Zamorano, segin @ egtudio de tiempos y
movimientos (Anexo 5).

S desueldo anud en US$ parad persond dd LCTM

Suddodd =
persond No. de horas anuales de jornadalabora end LCTM
(US¥ hr) segUn € estudio de tiempos'y movimiertos

El vaor de cadahorade MOD se obtiene de lasiguiente sumatoria

MOD / hr = Sumatoria (S) dd vaor en US$ por hora de sueldos, FOSOVI, Transporte,
cesantiay seguro de vida

* Ve gemplo de clculo deMOD / hr en d anexo 6.

Una vez obtenidos € vaor de MOD por cada hora y € nimero de horas de MOD
utilizadas en la produccion in vitro de una cdpsula de R. digbyana, podemos cacular €
costo de mano de obra directa, de laforma siguiente:

Costo de MOD = (No. totd de horas MOD / cgpsula) * ( US$ MOD/ hr)]
(USH/hr)

* Ver gemplo de cdculo dd Costo deMOD en d anexo 7.

A este vdor le fue sumado € costo de lavado y secado de frascos redizedo por €
persond delimpiezay aseo dd LCTM.

Para d céalculo de horas de MOD, se registro d tiempo efectivo en que e redizo cada
una de las actividades en la produccion in vitro de R. digbyana, mediante d estudio de
tiempos y movimientos (Anexo 8a y 8b). ESto nos permite establecer estandares de
tiempo y codo en la gecucion de actividedes. El persond dd LCTM gecuta todas las
actividades de la produccidon in vitro en un 95% de eficiencia que equivae a 4,480
horas anuaes de trabgo de un maximo posible de 4,720 horas.
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La maeria prima fue definida segiin su uso durante los procesos de establecimiento y
multiplicacion de cada capaula

Como cogtos fijos se toman en cuenta los costos indirectos de produccidn in vitro para
las actividades de LCTM. Para fines de este estudio, se utiliz los vaores de costos
indirectos seglin @ presupuesto gecutado en d afio 2001. Se definié d vdor de cada
una de sus caegorias tomando en cuenta € ndmero de horas de MOD, ya que este
representa € factor més influyente en la generacion de costos y mediante d cud s da
la utilizacion de los costos indirectos en las diferentes actividades en d LCTM de
Zamorano.

El vdor de los codtos indirectos se obtiene dividiendo la sumatoria dd gasto totd
anua en cada categoria, entre d nimero totd de horas de MOD anua exigentes en €
LCTM, segin @ edudio de tiempos y movimientos (Anexo 13, 14 y 15). Este vaor
representa la tasa de gplicacion de costos indirectos en US$ por cada hora de MOD que
e utiliza(Anexo 9).

Tasade gplicacion de costos ? de cogtos indirectos de produccion
indirectos por horade MOD =
(USH/hr) No. total de horas anuaes de MOD segiin

el estudio de tiemposy movimientos

La tasa de gplicacion de cogtos indirectos se multiplica por € nimero totd de horas de
MOD utilizadas en la produccion in vitro de cada cdpsula de R. digbyana, para la
obtencion dd vaor de costos indirectos de produccion.

Cogtos indirectos (US$) = (Horas de MOD / cdpsula)* ( Tasa de gplicacion USHhr)
* Ver gemplo de cdculo de costos indirectos de produccion en € anexo 10.

Ademés s definid d vdor de gastos adminigraivos dd |aboratorio para la produccion
de R. digbyana, segin € tiempo dedicado a la gecucion dd estudio. Se tomd en cuenta
e porcentge de tiempo dedicado por la adminigracion dd LCTM a la daboracion de
propuestas y supervison de actividades relacionadas a la produccion in vitro de R
digbyana

El totd de cogtos resultdé de la suma de codtos variables, de codtos fijos y gastos
adminigrativos.

Findmente, se caculé € codo unitario promedio para cada cdpsula de R. digbyana

dividiendo los codos totdes entre d nimero de frascos obtenidos d find dd S5,
utilizando la siguiente ecuacion:

Cogtos totaes en US$

Cogo unitario promedo =
No. de frascos obtenidos

* Ve gemplo de cdculo dd costo unitario promedio por frasco en d anexo 11.



4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 ESTABLECIMIENTO, TRANSFERENCIA A MULTIPLICACION Y
SUBCULTIVOS

Se rediz6 la dembra 0 edablecimiento de embriones y cinco subcultivos para la
multiplicacion de tres cpulas (A, B y C) de R. digbyana. Las etapas de
establecimiento, trandferencia a multiplicacion 'y subcultivo 1 (S1) fueron redizadas en
e esudio desarrollado por Lara (2001). Se continud la etapa de multiplicacion a partir
dd S1 hasta € Ss. Se obtuvo la tasa de multiplicacion, @ porcentge de pérdidas
producto de la contaminacion y mortaidad de vitroplantulas.

Se obsavé un crecimiento y desarollo lento de las vitroplantulas influenciado por d
bgo agorovechamiento de luz, ya que d papd duminio utilizado para la cobertura de
los frascos no permite un adecuado paso de luz.

La multiplicacion de frascos en d S y S3 se redizd con € totd de unidades que
exigian d find de la eapa de trandeencda a multiplicacidon (M) y S,
respectivamente. La transferencia a S4 y S5 fue redizada con frascos que provenian de
una muestra representativa dd Sz y S4, respectivamente. Este nuevo método de
evduacion fue utilizado porque se disponia de poco expacio en d cuato de
crecimiento, y por € escaso tiempo y mano de obra exisente en € LCTM para llevar a
cabo @ edtudio. Para la muestra se sdeccionaron 75 frascos deatoriamente, ya que
edtadisticamente una muestra con 30 0 mas unidades es representativa de la poblacidn
a la que s infieren los resultados. Los frascos de la muestra fueron trandferidos d
sSguiente subcultivo, evduando ad la tasa de multiplicacion paa el &4 y Ss. Los
resultados fueron extrapolados segin la cantidad de frascos exidentes hasta d 3, para
evauar los resultados que real mente deberian obtenerseend Sty Se.

4.1.1 Capsula A

Se edablecieron 57 frascos, los que fueron trandferidos a la etgpa de multiplicacion,
donde = obtuvo de cada uno agproximedamente 4.33 frascos, para un tota de 247
frascos en la tranderencia a multiplicacion (Cuadro 3). Para € Si1 se obtuvieron 349
frascos, donde solamente  66% 0 232 frascos pudo ser transferido d S2. Continuando
con la multiplicacion, se trandfirieron 680 frascos en S a patir de los cudes
continudé la multiplicacion hesa d S3, donde se obtuvo 958 frascos. La sobrevivencia
d find dd S fue de més del 91% (879 frascos). Parala medicion delaTM end S se
tomd ad azar 75 frascos dd S3, los que se trandfirieron a S4 con lo que s logrd
extrgpolar a 2,234 frascos para evduar la cantidad que reamente debia obtenerse, de
edos lamente habrian sobrevivido 2,087. Nuevamente se selecciond una muesra
representativa  de 75 frascos del S4 para hecer la trandferencia a Ss, en edta etapa se
obtendrian 5,092 frascos La contaminacion causd perdidas cercanas d 6%
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Cuadro 3. Numero de frascos inicides y findes en la etgpa de establecimiento, tranferencia a multiplicacion, y subcultivo 1 d 5, para cada cgpsula de
Rhyncholaelia digbyana. Zamorano, Honduras, 2002.

Numer o de frascos

Etapa
I I
Siembra de embriones| Transferencia a etapall S1 Y S3 A 5

Capsulas I nicio* Final** Inicio Final Inicio| Final | Inicio | Final | Inicio | Final | Inicio | Final | Inicio | Final

A 61 57 247 169 349 232 680 405 958 879 | 2234 | 2,087 | 5092 | 4800

B 11 41 198 151 410 299 766 653 1,405 | 1,162 | 3925 | 3,155 | 8676 | 8,052
C 63 60 319 237 649 | 455 | 1,206 | 1,042 | 2,191 | 1,956 | 7,684 | 7,321 | 16545 | 15,888
TOTAL 165 158 764 557 1,408 | 986 2652 | 2100 | 4554 | 3,997 | 13843 | 12,563 | 30,313 | 28,740

PROMEDIO 5 53 255 186 469 | 329 884 | 700 | 1518 | 1,332 | 4614 | 4,188 | 10,104 | 9,580

*  Numero de frascos total es sembrados en cada etepa.
**  NUmero de frascos d find de cada etgpa, diminando los contaminedos y los frascos con materid muerto. Son los utilizados
paralatransferencia a otra etapa.



2

por 1o que la cantided de frascos disponibles d find de S seriade 4,800 unidades.
4.1.2 CapsulaB

Se edablecieron 41 frascos, los que fueron transferidos en su totdided (0% de
pérdidas) a la etapa de multiplicacion (Cuadro 3). De edta cantidad se obtuvo 198
frascos que continuaron su transferencia a S1. donde sobrevivid d 73% (299 frascos),
con los cudes se obtuvo 766 frascos d ser tranderidos d S2. Paa d find dd S3 se
obtuvieron 1,162 frascos. Se sdecciond la muestra de 75 frascos de S tomados a azar
para cortinuar con la multiplicacion a S4, d find dd S5 se logrd extrgpolar la cantided
de 8676 frascos, acumulando hasta eda egpa una tasa de multiplicacion de
goroximadamente 212 unidades por cada frasco sembrado en la fase de
establecimiento. La sobrevivenciad find dd S seria gporoximadamente del 93%.

4.1.3CapsulaC

Se edtablecieron 63 frascos de la cdpsula C. De éstos se perdieron tres frascos por
muerte de materid a finad de la etapa de establecimiento (Cuadro 3). A partir de cada
uno de los 60 frascos que sobrevivieron se obtuvo 532 frascos en la egpa de
transferencia a multiplicacion logrando un totd de 319 frascos, de los que solamente €
74% pudo sobrevivir d aague de hongos, edtos fueron trandferidos a Si, obteniendo
649 frascos. La contaminacion incrementd a cas € 30% por lo que la cantidad de
frascos digponible para la trandferencia a S2 fue de 455 unidades. Se lograron trandferir
1206 frascos en d S, de eda cantidad sobrevivieron 1,042 frascos que fueron
tranderidos d 3. La egpa de multiplicacion continué con la sdeccion de la muestra
de S3, para extrgpolar d find dd S4 7,321 frascos y luego findizar con 16,545 frascos
en € S5 de edos hubo un 4% de contaminacion, por lo que la cantided de frascos
disponibles seria de 15,888.

4.1.4 Promedio por cépsula

El promedio de frascos obtenidos por cdpsula en la etgpa de establecimiento fue de 55,
de los cudes se perdieron en promedio 2 frascos (Cuadro 3). De cada uno de los 53
frascos obtenidos d find dd edtablecimiento fueron traspasados 4.83 frascos en
promedio, para un tota de 255 frascos que luego siguieron la transferencia a la egpa
de multiplicacion. Al findizar la trandferenda a multiplicacion se obtuvo un promedio
de sobrevivencda goroximedo d 97% que resultd en 186 frascos, que fueron
transferidos a Si1, a una tasa promedio de 251 frascos por cada uno, lo que equivdidé a
469 frascos en d Si. Para € traspaso a S2 s obtuvo un promedio de 884 frascos
resultado de tranderir 329 frascos dd Si. En € S de los 834 frascos solo
obrevivieron 700, los que fueron trandferidos a 3, a una tasa de 2.21 unidades por
frasco, obteniendo 1,518 frascos Con @ nuevo méodo de evauacion fueron tomedas
las muedtras dando como resultado la trandferencia promedio de 1,332 frascos dd S3
para obtener d find dd S4 4,188 frascos, resultado de un 90% de sobrevivencia Edtas
cantidades también fueron extrapolados para obtener findmente la cantidad promedio
de 10,104 frascos en @ Ss. La pérdida promedio d find de esta etgpa fue cercana d
6%, por lo que la catidad promedio de frascos obtenidos por una cgpsula de
Rhyncholaelia digbyana d find de S5 seria de 9,580 unidades.
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4.2 TASA DE MULTIPLICACION (TM)

Se evdub la TMR y TME entre cada etgpa vy d find de proceso de produccion in vitro
para cada una de las cipaulas de R. digbyana. La TM obtenida d find dd S difiere de
unacdpaulaaotra (Cuadro 4y 5).

4.2.1.Capsula A

Como se puede apreciar en los Cuadros 4 y 5, para edta cgpsula la TMRF fue de
goroximadamente 89 frascos por unidad, 1o que indica que de cada frasco sembrado en
la egpa de etablecimiento podemos obtener 89 frascos d find dd quinto subcultivo
(S5). La TMEF nos dice que por efecto de la contaminacion y muerte la TMRF se

reduce a 84 frascos.

4.2.2 CapsulaB

La TMRF muestra que por cada frasco que sea establecido en la etgpa |, se podrén
obtener 212 d find dd S. La TMEF fue de 196 frascos (Cuadro 4y 5).

4.2.3CapsulaC

La TMRF para la cgpsula C fue de 276 frascos, es decir que por cada uno de los 60
frascos establecidos, obtuvimos 276 frascos. La pérddas de frascos principamente por
contaminacion hicieron bgar a una TMEF de 265 frascos (Cuadro 4y 5).

4.2.4 Promedio por capsula

En promedio la cantidad de frascos con vitroplantulas que se obtuvieron d find dd Ss
de la etgpa 1l o de multiplicacion, fue de 192 unidades por cada frasco en la egpa | de
esablecimiento (Cuadro 4y 5).

Cuadro 4. Tasa de Multiplicacion Red y Efectiva d find dd subcultivo 5 (TMRF y
TMEF) para cada cdpsula de Rhyncholaelia digbyana. Zamorano, Honduras, 2002.

Etapa
| | 1
Cépsula  Siembradeembriones Ssinicio Ssfina* TMRf TMEf

A 57 5092 4,800 89 84

B 4 8676 8062 212 196

C 60 16545 15,888 276 265
Tota 158 30,313 28,740 577 45
Promedio 53 10,104 9,580 191 181

* NuUmero de frascos no contaminados d find dd S
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Cuadro 5. Tasade Multiplicacionred (TMR) y Efectiva(TME) caculadaentre etgpasy d find (TMRF)y (TMEF) ddl proceso de
multiplicacion in vitro de tres cdpsulas de Rhynchoaelia digbyana. Zamorano, Honduras, 2002.

CépsulaA
No. defrascos establecidos = 61

Etapa Frascosiniciales Frascos Transferidos | TMR | TMRF | % depérdidas | TME | TMEF
Egtablecimiento - Multiplicacion 57 247 433 433 3158 2.96 2.96
Multiplicacion - Subcultivo 1 169 349 207 6.12 352 1.37 407
Subcultivo 1 - Subcultivo 2 232 680 293 1193 4044 175 7.10
Subcultivo 2 - Subcultivo 3 405 958 237 1681 825 217 | 1542
Subcuitivo 3 - Subcultivo 4 879 2234 254 39.19 6.58 237 | 3661
Subcultivo4 - Subcultivo 5 2,087 5092 244 89.34 573 230 | 84.22
CépsulaB
No. defrascos establecidos = 41
Etapa Frascosiniciales Frascos Transferidos | TMR | TMRF | % depérdidas | TME | TMEF
Establecimiento - Multiplicacion 41 198 483 483 2374 3.68 3.68
Multiplicacion - Subcultivo 1 151 410 272 1000 2707 1.98 7.29
Subcultivo 1 - Subcultivo 2 299 766 256 1868 14.75 218 | 1593
Subcutivo 2 - Subcultivo 3 653 1405 215 3A.27 17.30 178 | 2834
Subcultivo 3 - Subcultivo 4 1162 3925 338 B.73 1962 272 | 7695
Subcultivo4 - Subcultivo 5 3,155 8676 275 | 211.62 7.19 255 1196.40
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Continuacion Cuadro 5:
CéapsulaC
No. defrascos establecidos = 63
Etapa Frascosiniciales Frascos Transferidos | TMR | TMRF | % depérdidas | TME | TMEF
Egtablecimiento - Multiplicacion 60 319 532 532 2571 3.95 3.95
Multiplicacion - Subcultivo 1 237 649 274 1082 2089 192 7.59
Subcultivo 1 - Subcultivo 2 455 1,206 265 2010 1360 229 | 17.36
Subcuitivo 2 - Subcultivo 3 1,042 2191 210 3652 1073 188 | 3260
Subcultivo 3 - Subcultivo 4 1,956 7,634 393 12807 472 374 | 12202
Subcuitivo4 - Subcultivo 5 7,321 16545 226 | 275.76 397 217 |264.81
PROMEDIO de capsulas
No. defrascos establecidos = 56
Etapa Frascosiniciales Frascos Transferidos | TMR | TMRF | % depérdidas | TME | TMEF
Egtablecimiento - Multiplicacion 53 255 483 483 2701 353 352
Multiplicacién - Subcultivo 1 186 469 251 898 30.16 177 6.27
Subcutivo 1 - Subcultivo 2 329 834 271 1690 293 213 | 1303
Subcuitivo 2 - Subcultivo 3 700 1518 221 220 1209 190 | 2567
Subcuitivo 3 - Subcultivo 4 1332 4614 328 87.66 1031 314 | 7863
Subcuitivo4 - Subcultivo 5 4188 10104 248 | 192.24 5.63 229 [181.41

* TMRF obtenidad find detodo € proceso de multiplicacion

** TMEf obtenidad find detodo d proceso de multiplicacion ( no induye los frascos contaminados).
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4.3 PROMEDIO TOTAL DE PERDIDAS (PTP)

Las pédidas de frascos ocurrieron principamente por efectos de contaminacion por
hongos, sendo Aspergillus y Penicillum los de mayor incidencia en  LCTM de
Zamorano. La pérdida por mortdidad de vitropldntulas fue relmente pequefia y muy
vaiable entre cada cdpaula. Se cdculd € Promedio Tota de Contaminados (PTC) y €
Promedio Total de frascos con Materid Muerto (PTM). La suma de estos dos vaores

dacomo resultedo d PTP (Cuadro 6).

Cuadro 6. Promedio Totd de Pérdidas (PTP) de frascos d find dd subcultivo 5 en la
produccidn invitro de Rhyncholaelia digbyana. Zamorano, Honduras, 2002.

Cépwula PTC PTM PTP %
A 131 n 142 18.95
B 262 n 273 15.67
C 239 4 243 1334
Tota 632 26 658
Promedio 210 9 219 15.99
4.3.1 Capsula A

El promedio de péddas fue de 131 frascos contaminados y 11 frascos con

vitroplantulas muertas para la cdpsula A (cuadro 7). Egte totd de 142 frascos
representa un PTP que equivde d 18.95% dd tota de frascos obtenidos hasta d find

dd Ss en la cipsula A. Es decir que por cada 100 frascos que se trandfirieron en
cudquier etgpa de la produccion in vitro de R. digbyana s perdieron
goroximadamente 19 frascos.

Cuadro 7. Pédida de frascos por contaminacion y muerte de vitroplantulas, durante la
produccion invitro de R. digbyana (CapsulaA). Zamorano, Honduras, 2002.

Pérdidas
Etapa No. defrascos Contaminados Muertes Total %
Establecimiento (E) 61 4 0 4 6.56
Multiplicacion (M) 247 48 30 78 3158
Subcutivo 1 (St) 349 b 22 117 3352
Subcultivo 2 (&) 630 250 25 275 4044
Subcultivo 3 (SB) 958 IS 0 79 825
Subcultivo 4 (S4) 2234 147 0 147 658
Subcultivo 5 (Sb) 5092 292 0 292 573
Total 915 77 992
Promedio 131 11 142 18.95




4.3.2 CapsulaB

En eda cgpsula se tuvo d mayor nimero de frascos contaminados, d cud sumé 262 en
comparacion a 11 frascos que s perdieron por efecto de muerte de las vitroplantulas
(Cuadro 8). El PTP para esta cdpaula fue dd 15.67% durante todo € proceso de
produccidn in vitro hasta el S. Vae aclarar que hubo un menor porcentge de PTP en
comparacion a la cgpaula A, debido a que la cipsula B tuvo mayor TM d findizar €
Ss.

Cuadro 8. Pérdida de frascos por contaminacion y muerte de vitroplantulas, durante la
produccion invitro de R. digbyana (CépsulaB). Zamorano, Honduras, 2002.

Pérdidas

Etapa No. defrascos Contaminados Muertes Total %
Establecimiento (E) 1 0 0 0 0.00
Multiplicacion (M) 198 28 19 47 2374
Subcultivo 1 (St1) 410 69 42 11 2707
Subaultivo 2 (S2) 766 100 13 113 1475
Subcultivo 3 (SB) 1,405 243 0 243 1730
Subcultivo 4 (S4) 3925 770 0 770 1962
Subcultivo 5 (Sb) 8676 624 0 624 7.9

Total 1,834 74 1,908

Promedio 262 11 273 15.67

4.3.3CépsulaC

El PTP para la cpsula C sum6 243 frascos (Cuadro 9) y d igud que las otras capsulas
fue provocado principdmente por la contaminacion. Apenas 4 frascos contenian
materid muerto. Esta cpsula presentd € més bgo porcentge promedio de
contaminacion (13.34%) de la etapa de establecimiento hasta d find del .

Cuadro 9. Pédida de frascos por contaminacion y muerte de vitroplantulas durante la
produccion invitro de R. digbyana (Cgpsula C). Zamorano, Honduras, 2002.

Pérdidas
Etapa No. defrascos Contaminados Muertes Total %
Establecimiento (E) 63 3 0 3 476
Multiplicacion (M) 319 80 2 82 X7
Subcultivo 1 (St) 649 173 21 194 2089
Subcultivo 2 (&) 1,206 160 4 164 1360
Subcultivo 3 (SB) 2191 235 0 235 1073
Subcultivo 4 (S4) 7,634 363 0 363 472
Subcultivo 5 (Sb) 16,545 657 0 657 397
Total 1,671 27 1,698

Promedio 239 4 243 13.34




4.3.4 Promedio por capsula

Durante todas las etapas redizadas en la produccion in vitro de R. digbyana se perdio
en promedio € 16% (Cuadro 10) de la cantidad de frascos obtenida en cada una de las
etapas, 0 sea que d PTP ocurrido en cada transferencia redlizada para cada cdpsula fue
219 frascos. De estos 219 frascos, 210 se perdieron por contaminacion.

Cuadro 10. Pédida de frascos por contaminacion y muerte de vitroplantulas durante

la produccion in vitro de R. digbyana (promedio por cgpsuld). Zamorano, Honduras,
2002.

Pérdidas

Etapa No. defrascos Contaminados Muertes Total %
Egtablecimiento (E) 55 2 0 2 4
Multiplicacion (M) 255 52 17 69 27
Subcultivo 1 (St) 469 12 28 141 30
Subcultivo 2 (S2) 834 170 14 184 23
Subcultivo 3 (S3) 1518 186 0 186 12
Subcultivo 4 (&) 4614 427 0 427 10
Subcultivo 5 (S5) 10,104 524 0 524 6

Total 1,473 59 1,533

Promedio 210 9 219 15.99

4.4 ANALISISDE COSTOS

Se obtuvo d codto unitario promedio para cada frasco con vitroplantulas en cada
cagpaula de R. digbyana. El menor costo unitario se obtuvo de la cdpsula con mayor
tasa de multiplicacion, aguela que origind més frascos en @ proceso de produccion in
vitro (Cuadro 11 y 12). Los anexos 12, 13 y 14 muedran a detdle los costos de
produccion incurridos parala cgpsula A, B y C, respectivamente.

El cogo unitario obtenido en la cgpsula C fue de $0.95 por frasco, resultado de obtener
e mayor nimero de frascos en € proceso de produccion in vitro.

Producto de su bga tasa de multiplicacion, la cgpsula A obtuvo € menor nimero de
frascos (5,092) d find dd Ss, esto origind que € costo por cada frasco fuese de $1.07,
representando @ maés dto costo unitario entre las cgpsulas de R. digbyana. En
promedio cada frasco deR. digbyana obtenido hastad S cuesta $0.99.

4.4.1 Distribucion de los costos de produccion

Los costos variables representan  mayor porcentgje de los costos de produccion in
vitro de R. digbyana, adcanzando gproximadamente 58% dd totd de cosos en cada
una de las cdpaulas. La mano de obra directa representa en promedio d 29% de los
cogtos totaes de produccion. El costo de maerides indirectos 0 materia primafue en



Cuadro 11. Costo en dolares parala produccion in vitro de tres cpsulas de Rhyncholaelia digbyana hastad Ss. Zamorano, Honduras, 2002.

Cépsula Costos variables Costosfijos Gastos de administracion Total Frascos obtenidos Costo por frasco
A 2,969.62 1,599.26 570.93 513981 4,800.00 107
B 4,457.96 226357 972.78 7,694.31 805200 096
C 8,639.77 4,530.56 1,855.08 1502541 15,888.00 095
Total 16,067.34 8,39340 3,398.79 2785953 28,740.00
Promedio 5,355.78 2,797.80 1,132.93 9,286.51 9,580.00 0.99

* Solo incluye los costos indirectos de produccion

Cuadro 12. Didribucion porcentud de costos de produccion in vitro de tres cgpsulas de Rhyncholaelia digbyana d find dd S. Zamorano, Honduras,

2002
Céapsula A B C Promedio
Descripcion Valoren $ | % Valor en $ % Valor en $ % Valor en $ | %
Costos variables 2,969.62 57.78 4,457.96 57.94 8,639.77 57.50 5,355.78 57.74
Mano de obra directa 1,537.82 29.92 2,187.59 28.43 4,366.02 29.06 2,697.14 29.14
Materiales directos 975.00 18.97 1,539.40 20.01 2,857.41 19.02 1,790.60 19.33
Uso de energia eléctrica 456.79 8.89 730.97 9.50 1,416.34 9.42 868.04 9.27
Costosfijos 1,599.26 31.12 2,263.57 29.42 4,530.56 30.15 2,797.80 30.23
Costos indirectos 1,599.26 31.12 2,264.57 29.42 4,530.56 30.15 2,798.13 30.23
Gastos de administracion 570.93 11.11 972.78 12.64 1,855.08 12.35 1,132.93 12.03
Costo total 100.00 100.00 100.00 100.00
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promedio del 19%, este vaor varia entre cada cgpsula segin @ nimero de frascos que
s obtuvieron en cada tranderencia y d find de la produccion in vitro. El uso de

energia déctrica representa en promedio d 927% de los costos de produccion. En d
anexo 15 se muestrad costo en ddlares por uso de energia déctrica.

Sendo la mano de obra d factor de produccion més influyente en los costos de
produccion in vitro de R. digbyana, s cdculd d totd de cogtos indirectos para cada
cgpsula segin  nimero de horas de MOD utilizadas en la produccion in vitro de
dicha especie Cada hora de MOD representa $1.5693 de costos indirectos de
produccién en e LCTM de Zamorano parad afio 2001.

Los codos indirectos representan en promedio gproximedamente € 30% dd totd de
costos de produccion.

4.5 DISCUSION
4.5.1 Tasa de Multiplicacion (TM)

Las vitropldntulas de Rhyncholaelia digbyana modraron a lo largo de todo € proceso
de multiplicacion un desarrollo condate y lento, provocado principdmente por la
poca digponibilided y @gorovechamiento de luz por las vitroplantulas, que influyd
directamente en los cdculos de la TM in vitro para cada una de las cdpsulas en estudio.
No se obsarvaron problemas de mutacidn, ni reacciones quimicas que afectaran a las
vitroplantulas dentro del frasco, y que lograran incidir negativamente en la gecucion
del experimento.

La TM exigente demuestra @ gran potencid de produccion mesiva de frascos con
vitroplantulas de R. digbyana mediante la técnica de rescate de embriones. Este valor
de TM es muy rdevante en la planificacion y control de la produccion in vitro de
LCTM, ya que nos ayuda a saber que cantidad de frascos debemos edtablecer 'y
trandferir en cada etgpa paa llegar d ndmeo de frascos con vitroplatulas que
requieren sr acdlimatadas, paa poder desarollarse y ser comercidizados 0 destinados
alarepoblacion de bosques naciondes.

4.5.2 Promedio Total de Pérdidas (PTP)

El PTP obtenido para una cpsula en todo @ proceso fue 1,533 frascos equivadentes d
16% de la cantidad totd de frascos, vaor que sobrepasa los rangos aceptables de
contaminecion 'y mortdidad en laboraorios de micropropagecion. En los laboratorios
comercides las pérdidas de contenedores o frascos con vitroplantulas no deben s
mayores d 2% dd tota de la producciorz El LCTM no es un laboratorio comercid,
por lo que las diferentes actividades de ensfianza e invedigacion que s redizan,
hacen que exiga un flujo condante de personas entrando y diendo en d cuato de
trandferencias, que hace devar 1os niveles de contaminacion.

(2 Espind-Rueda, D. 2002. Porcentge de pérdides de materid in vitro en laboraorios comercides
Zamorano. Honduras (Comun. Pers.).
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Los fines educativos dd LCTM, han hecho dificil mantener pérdidas inferiores a 5%,
por lo que sobrevivencias ariba dd 90% son aceptables en  LCTM de Zamorano.
Evitar la contaminacion o reducirla a los més bgos nivees, debera sr sempre uno de
los objetivos acumplir en las actividades de propagecion in vitro.

4.5.3 Costos de produccion in vitro

El cogto unitario promedio de un frasco con vitroplantulas de R. digbyana d findizar
d S fue de $ 0.99 sendo d 58% codtos variables. La mano de obra representa € 29%
de los costos de produccion y se conddera € factor generador de costos, ya que
mediante las horas de mano de obra es que podemos gplicar € vaor de los costos
indirectos de produccion y que en este etudio representan cerca dd 30% de totd de
costos. Los gastos adminidrativos tuvieron menor impacto a representar d 12% de los
costos totaes de produccion.

Al find dd S5 un frasco puede contener en promedio 12 vitroplantulas de R. digbyana,
por lo que cada vitroplditula tuwwo en este estudio d costo de US$ 0.0825. Esta
informacion es necesaria para d establecimiento de precios y valor comercid que una
plantulayaadimatadade R. digbyana tendra en € mercado.

4.5.4 Banco de germoplasma

La cantidad de frascos obtenida en este estudio permitio d establecimiento del Unico
banco de germoplasma de R. digbyana en € mundo, creado como anexo d LCTM de
Zamorano 'y como parte ddl Ingtituto de Biodiversdad de Zamorano.

4.5.5 Proceso de produccion in vitrode R. digbyana

La produccion in vitro de R. digbyana mediante € rescate de embriones tuvo una
duracion goroximada de 20 meses, patiendo de la polinizacion cruzeda para la
obtencion de cgpsulas y redizar d edablecimiento de los embriones, hada findizar d
S (Anexo 16). La planta madre sdeccionada debera mantenerse en las meores
condiciones de desarrollo ya que de su estado depende la formacidn de cgpsulas con
embriones que tengan un estado gpropiado de desarrollo para que puedan establecerse
in vitro evitando retrasos en @ proceso. Podemos acortar € proceso de produccion en
e laboratorio d usar cobertores de frascos que faciliten d megor gorovechamiento de
la luz por las vitropldntulas, con @ fin de acderar su desarollo y crecimiento,
reduciendo la etapa de multiplicacion de cinco a cuatro subcultivos. Es muy importante
mantener una obsaervacion condante de desarrollo de las vitroplantulas en todo d
proceso y las meores condiciones de asgpdaen laproduccion in vitro deR. digbyana.



5. CONCLUSIONES

Por medio de la propagacion in vitro podemos obtener cantidades mesivas de R.
digbyana.

En promedio de una cdpsula de R. digbyana se establecieron 55 frascos, a partir de los
cudes podemaos obtener un promedio de 9,580 frascos d find ddl Ss.

En promedio de un frasco s obtwieron 12 vitropldtulas d findizar d quinto
ubcultivo (Ss). Edto equivde a un totd de 114,960 vitroplantulas en promedio de una
cgpuladeR. digbyana d find dd Ss.

En la produccion in vitro de R. digbyana se obtuvo una tasa de multiplicacion red
(TMR) de 191 frascos, la que indica que por cada frasco establecido en la etapa |,
podemos obtener 191 frascos d find dd S de la etapa de multiplicacion.

Para una cdpsula de R. digbyana se tuvo una pérdida promedio de 1,533 frascos, esto
representa € 16% de la cantidad totd de frascos obtenidos d findizar d .

La contaminacién por hongos fue € factor que tuvo mayor influencia en las pérdides
de frascos con vitroplantulas. Penicillum y Aspergillus son los hongos que mayor
incidenciatienen enla produccion in vitro del LCTM.

El desardlo de las vitropldntulas fue afectado por d bgo gorovechamiento de  luz,
producto de la poca trangparencia y paso de este recurso, que ofrece € papd de
auminio usado como cobertor de frascos.

Los cogtos variables representan cad @ 60% de los costos de produccion in vitro de R.
digbyana.

La mano de obra es d factor de produccidén que representa d mayor porcentge en los
cogtos de produccion in vitro.

Cuanto mayor sea la tasa de multiplicacion d findizar la produccion in vitro, menores
serén |os costos de producci dn para cada frasco con vitroplantulas de R. digbyana.

El costo unitario promedio de un frasco de vitroplantulas de R. digbyana d findizar d
Ss fue de $0.99.

Al find dd S5 un frasco puede contener de 10 a 15 vitroplantulas, por lo que € costo
unitario promedio seriade $ 0.07 a0.10 por vitroplantula



6. RECOMENDACIONES

Explorar € uso de otro tipo de materides para d sdlado de los frascos de manera que
< fadlite una mgor peretracion de luz e intercambio gaseoso, que permitan un meor
crecimiento de las vitroplantulas. Se recomiendan tgpaderas pladicas trangparentes o
pelicula trangparente de la que se utiliza en € empague de dimentos.

Para estudios smilares se recomienda utilizar  méodo de extrgpolacion de muedtras,
para evitar problemas de digponibilidad de espacio y tiempo de mano de obra

Megorar las condiciones de asgpsa y control de contaminecion mediante una
regulacion mas edtricta de entrada de personas & cuarto de transferencias y cuarto de
crecimiento. Ademés, redizar la edterilizacion de frascos e indrumentos que e usan

en las trandferencias y mantener la higiene persond en todos los procesos y actividades
involucradas en la produccion in vitro deRhyncholaelia digbyana.

Sendo la MOD d factor que mayor influencia tiene en la generacion de costos en d
LCTM, se debe requerir d persond a que redice las actividades de produccion in vitro
en los tiempos estandarizados, segin d estudio de tiempos y movimientos, con d fin
de ser més eficientes en tiempo y costos.

Para lograr una mgor edtructuracion y control de costos ded LCTM se recomienda la
revaloracion de activos que s bien han cumplido su cdo de depreciacion, aun s
mantienen funcionando en Gptimas condiciones.

Establecer un programa de costeo basado en actividades (ABC) para facilitar  cdculo
de cogtos en las diferentes actividades de la produccidn in vitro.

Continuar con laadimatacion de las plantulas en lafase de invernadero.
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8. ANEXOS



Anexo 1. Esquemaderotulacion y registro de frascos en el proceso de produccion in vitro de Rhyncholaelia digbyana.
Zamor ano, Hondur as, 2002.

Establecimiento Transferencia a
Multiplicacién

o8 -8 - 8 e F

Capsula A Frasco: # 30 Frasco: # 30.2 Frasco: #30.2.3 Frasco: #30.2.3.1.3.5.2
Totd defrascos 65 Totd: 5 frascos del #30 Totd: 4 frascosde # 30.2 Totd: 2 frascos dd #30.2.3.1.35
Seie Rd, A-30 Seie Rd, A-30.2 Seie Rd, S1,A-30.2.3 SerieRd, S5, A-30.2.3.1.3.5.2
Fecha: 20/03/01 21/04/01 21/05/01 18/09/02

Laserie# 30.2.3 identificad tercer frasco de subcultivo 1 obtenido a partir del segundo frasco de la etgpa de transferencia proveniente del
frasco # 30 de la etgpa de establecimiento.

Como = muestraen d diagrama anterior, la serie de cada frasco va aumentado de una elgpa aotra, en d proceso de multiplic acion.
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Anexo 2. Ejemplo paralaestimaciéon dela Tasade Multiplicacion Real (TMR) en
cada etapay al final (TMRF) del proceso de produccion in vitrode Rhyncholaelia
digbyana (capsula B). Zamorano, Hondur as, 2002.

No. total de frascostransferidos en S3 1,405
TMR = = = 2.15
No. de frascostransferidos en S2 653
No. totd defrascostranderidos d find dd Ss 8,676
TMRF = = = 211.62
No. de frascos establecidos en la etapainicid 41

Anexo 3. Ejemplo paralaestimacion dela Tasa de Multiplicacién Efectiva (TME)
en cada etapa y al final (TMEF) del proceso de produccién in vitro de

Rhyncholaelia digbyana (capsula B). Zamor ano, Hondur as, 2002.

No. totd de frascos transferidos no contaminados en 3 1,162

TME = =
No. de frascos transferidos en S2 653
TME= 1.78
No. total de frascos no contaminados d find dd S5 8052
TMEF = =
No. de frascos establecidos en la etapainicia 41

TMEF = 196.40

Anexo 4. Ejemplo para la estimacion del Promedio Total de Pérdidas (PTP) al
final de S5 en la produccion in vitro de Rhyncholaelia digbyana (cdpsula B).
Zamor ano, Hondur as, 2002.

S ( Frascos contaminados + Frascos con vitroplantas muertas) hastad S

PTP =
No. de transferencias redizadas

1834+ 74 1,908
PTP = = » 273 frascos
7 7
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Anexo 5. Ejemplo parala estimacion del valor en délares del salario por mano de
obradirectapor hora($/hr) enel LCTM. Zamorano, Hondur as, 2002.

Suddodd & del suddo anud en US$ del persond del LCTM US$ 4,314.20

persond = =

(USHhr) No. de horas anuales en jornadalabord end LCTM 4,480 hrs
SegUn estudio de tiempos'y movimientos

Suddodd = US $0.96/ hr
personal
(US#Hhr)

De igud forma se debe estimar @ vaor en ddlares por hora de las categorias de
FOSOVI, transporte, cesantia y seguro de vida, de acuerdo d vaor anud que dlas s
incurren, dividiéndolos paa d totd de horas de jornada labord en d LCTM de
Zamorano.

Anexo 6. Ejemplo paralaestimacion del valor en dolaresde mano deobradirecta
por hora(MOD / hr) en el LCTM. Zamorano, Hondur as, 2002.

MOD / hr = S dd vaor en USS$ por hora de sueldos, FOSOVI, Transporte, cesantiay
Seguro de vida

USSMOD / hr =0.96 + 0.01+ 0.02+ 043+ 004 = US$1.46/ hr

Anexo 7. Ejemplo paralaestimacion en dolaresdel costo demano deobradirecta
(MOD) en la produccion in vitro de Rhyncholaelia digbyana (capsula A).
Zamor ano, Hondur as, 2002.

Costo en US$de MOD = ( No. total de horas MOD / cgpsula* US$MOD / hr)
+ (No. de horas en lavado y secado de frascos® US$Hhr)

Costo de MOD = (1,018.35 hrs* US$ 1.46/ hr) + (133.63 hrs. * US$0.42/ hr)

Costode MOD = US$ 1,537.82

Para cacular las horas de MOD se registré € tiempo efectivo en que e rediza cada
una de las actividades en la produccion in vitro de Rhyncholaelia digbyana, mediante
d edudio de tiempos y movimientos. Es0 nos permite establecer esténdares de tiempo
y codo en la gecucion de actividades.
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Anexo 8a. Estudio detiemposy movimientos en las actividades de produccionin
vitro de orquideas del LCTM. Zamorano, Honduras, 2002.

Las sguientes actividades son redizadas en d LCTM de Zamorano para la produccion
invitro de orquidess, en lostiempos'y cantidades especificadas:

1. Actividades del personal ( Mano de obra directa)

Cantidad Tiempo
Limpiezay lavado e frascos 180 frascos 2hr
Preparacion de medio de cultivo 1 Litro (50 frascos) 2hr
Preparacion de platos Petri 2 platos 4min
Preparacion de cdmara deflujo laminr ™ - 30min
Sdlado y marcado de frascos transferidos 45 frascos 30min
Siembra o transferencias de orquideas2 30 frascos 1lhr
Traspaso a cuarto de crecimiento 90 frascos 20min
Tragpaso de frascos d horno de secado 180 frascos 30min
(1) Lapreparacion del medio incluye e sdllado de frascos.
(2) Son losfrascostransferidos de un subcultivo aotro.
2. Autoclaveado

Cantidad Tiempo
Ederilizacion a121°Cy 15 ps 90 frascos 20min
3. Secado de frascos

Cantidad Tiempo

Secado a180° C 400 frascos 2hr
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Anexo 8b. Tiempos y movimientos en preparacion de medio y transferencias®

parala produccion in vitro de R. digbyana. Zamor ano, Hondur as, 2002.

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO

Litros de medio de cultivo por etapa

Etapas
Cépsulas E M S1 S2 ¢ % S5 Tota
A 122 494 698 1360 1916 4468 10184 19242
B 082 39% 820 1532 2810 7852 17352 30844
C 126 638 1298 2412 4382 15368 33090 57314
Horas en la preparacién de medio de cultivo por etapa
Etapas
Capsulas E M S1 2 S S S5 Tota
A 213 850 1200 1450 1400 5864 13366 24343
B 134 646 1339 1750 4200 10306 22774 41149
C 188 951 1935 3100 6000 20171 43430 757.75

- ACTIVIDADESDETRANSFFRENCIA

Frascos transferidos por etapa

Etapas
Cépsulas E M St 2 5] S S Total
A 61 247 349 680 958 2234 5092 9621
B 4 198 410 766 1405 3925 8,676 15421
C 319 69 1206 2191 7684 16,545 28,657
Horas en actividades de transferencia® por etapa
Etapas
Cépsulas E M S1 S2 3 S S Total
A 630 2552 3607 5015 7658 17700 40330 77492
B 401 1940 4017 5970 12350 24400 53940 1,030.18
C 563 2854 5806 8740 18583 55900 120360 212806

(3) Las actividades de transferenciaincluyen la preparacion de camara de flujo laminar, sdllado de
frascos, tranferenciade vitropléntulasy  tragpaso de frascos d cuarto de crecimiento.
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Anexo 9. Tasadeaplicacion deloscostosindirectoscon baseen lashorasdeM OD
en la produccionin vitro de Rhyncholaelia digbyana. Zamor ano, Hondur as, 2002.

Tasade aplicacion ? cogtos indirectos de produccion en US$ por afio
Costo indirecto/ Horade MOD =
(USH/hr) No. total de horas anuales de MOD segin
d estudio de tiemposy movimientos
Tasade aplicacion US$ 7,030.56
Costo indirecto/ Horade MOD = — » US$1.5693/hr
(US¥/hr) 4480 hrs

Anexo 10. Ejemplo para la estimacién en dolares de los costos indirectos de la
produccion in vitro de Rhyncholaelia digbyana (capsula A). Zamorano, Honduras,
2002.

Codgtosindirectos (US$) = (Horas de MOD / capsula)* ( Tasa de aplicacion USHhr)

= 101835 hrs* US$ 1.5693/hr

Cogtosindirectos (US$) = US$ 1,599.26

Anexo 11. Ejemplo parala estimacion en dolares del costo unitario promedio de
cada frasco en la produccion in vitro de Rhyncholaelia digbyana (capsula A).
Zamorano, Hondur as, 2002.

Cogtos totales en US$H US$5,139.81
Coso unitario promedio = =
(US¥ frasco) No. total de frascos obtenidos 4,800 frascos

Costo unitario promedio = US$1.07 / frasco
(US¥ frasco)



0

Anexo 12. Costo en dodlares para la produccién in vitro de la capsula A de
Rhyncholaelia digbyana. Zamorano, Hondur as, 2002.

COSTOSVARIABLES

MANO DE OBRA DIRECTA

Descripcion Unidad Cantidad Valor / unidad (US$) Total (US$)
Sueldo Ordinario Hrs./ MOD 1,018.35 0.96 977.62
FOSOVI Hrs./ MOD 1,018.35 0.01 10.18
Transporte Hrs./ MOD 1,018.35 0.02 15.28
Cesantia Hrs./ MOD 1,018.35 043 437.89
Seguro de vida Hrs./ MOD 1,018.35 0.04 40.73
Lavado y secado Hrs./ MOD 133.63 042 56.12

Total - 1mre
MATERIALES DIRECTOS

Descripcion Unidad Cantidad Valor / unidad (US$) Total (US$)
Agua bidestilada L 40.19 014 5.63
Alcohadl L 57.81 0.66 3815
Cinta adhesiva Roallo 252 0.40 101
Frascos Unidad 5,092.00 0.03 159.55
Guantes Par 102.00 0.16 16.32
Mascarillas Unidad 37.00 012 4.55
Medio de Multiplicacion L 191.20 3.06 585.07
Medio deiniciacion L 122 11.99 14.63
Hipodorito de sodio g 0.80 0.09 0.07
Hipodorito de cdcio g 0.08 014 0.01
Tween 80 mL 040 0.03 0.01
Pgpd duminio Radllo 1145 399 45.67
Papd edraza Radllo 0.63 17.83 11.18
Papd todla Rallo 12.69 0.52 6.65
Parafilm Rallo 1220 3.97 4843
Quemol L 49.44 0.77 38.07
Tota R
USO DE ENERGIA ELECTRICA

Descripcion Unidad Cantidad Valor / unidad (US$) Total (US)

Transferencias KWh 1,336.74 0.091 12164
Prep. Medio de cultivo KWh 360.28 0.091 32.79
Cuarto de crecimiento KWh 3,222.93 0.091 293.29
Secado de frascos KWh 99.77 0.091 9.08
Total 5,019.72 4679

Totd de costos variables= US$ 2,969.62

* MOD= Mano de obradirecta



COSTOSFIJOS

COSTOS INDIRECTOS

Descripcion Costo MOD LCTM Costo/ Hora MOD/cgpsula  Tota
Servicios demandados Uss Hrs USH/Hr Hrs. USss
Atencién d persond 55.68 4,480 0.0124 1,018.35 12.66
Contratos temporaes 144.00 4,480 0.0321 1,018.35 3273
Correo y telégrafo 28.32 4,480 0.0063 1,018.35 6.44
Disefio grafico 45.60 4,480 0.0102 1,018.35 10.37
Fletes, acarreos y estibas 443.04 4,480 0.0989 1,018.35 100.71
Gegtos de vige 72.96 4,480 0.0163 1,018.35 16.58
Mantenimiento de ingtdaciones 34.56 4,480 0.0077 1,018.35 7.86
Mantenimiento de Mob. Y Eq. 852.96 4,480 0.1904 1,018.35 193.89
Seguros y fianzes 169.92 4,480 0.0379 1,018.35 38.62
Sarvicios de laboratorios 384 4,480 0.0009 1,018.35 0.87
Searvicios de lavanderia 48.00 4,480 0.0107 1,018.35 1091
Servicios de reproduccion 286.56 4,480 0.0640 1,018.35 65.14
Sevicios de tdler 587.52 4,480 0.1311 1,018.35 13355
Tdéfono-FAX 3.84 4,480 0.0009 1,018.35 0.87
Materialesy suministros
Combudtible y lubricantes 183.84 4,480 0.0410 1,018.35 41.79
Materia de empaque 22.08 4,480 0.0049 1,018.35 5.02
Materid didéctico 336.00 4,480 0.0750 1,018.35 76.38
Materias primas accesorias 20.64 4,480 0.0046 1,018.35 4.69
Otros suministros 198.24 4,480 0.0443 1,018.35 45.06
Suminigtros de limpieza 369.12 4,480 0.0824 1,018.35 85.04
Suministros de laboratorio 2,339.52 4,480 0.5222 1,018.35 531.80
Suminigtrosy accesorios de oficina . 398.40 4,480 0.0889 1,018.35 90.56
Uniformes, herramientasy otros 17.28 4,480 0.0039 1,018.35 3.93
Vaios 368.64 4,480 0.0823 1,018.35 83.80
Tota 7,030.56 1.5693 11,599.26

Tasa de gplicacion de costos indirectos en base
d nimero de horas de mano de obradirectaes= US$ 1.5693 / hora

Totd de costosfijos=US$ 1,599.26

Gastos de administr acion
Adminigraciondd LCTM = US$570.93

COSTOSTOTALES
Totd costosvaridblesyfijos = US$4,568.88
Totd de gestos administrativos = US$ 570.93

Total de costosy gastos administrativos= US$5,139.81

Fuente Oficina de presupuestos y contabilidad, Comparacion presupuestaria, 2001
LCTM. Zamorano, Honduras, 2002.
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Anexo 13. Costo en dolares para la produccién in vitro de la capsula B de
Rhyncholaelia digbyana. Zamorano, Hondur as, 2002.

COSTOSVARIABLES

MANO DE OBRA DIRECTA

Descripcion Unidad Cantidad Valor / unidad (US$) Total (US$)
Sudldo Ordinario Hrs. / MOD 1,441.67 0.96 1,384.00
FOSOVI Hrs./ MOD 1,441.67 0.01 14.42
Transporte Hrs./ MOD 1,441.67 0.02 2163
Cesantia Hrs./ MOD 1,441.67 043 619.92
Seguro de vida Hrs./ MOD 1,441.67 004 57.67
Lavado y secado Hrs./ MOD 214.18 042 89.96
Tota 218759
MATERIALES DIRECTOS
Descripcion Unidad Cantidad Valor / unidad (US$) Total (US$)
Agua bidegtilada L 51.42 014 7.20
Alcohol L 84.77 0.66 55.95
Cinta adhesiva Rallo 225 040 0.90
Frascos Unidd 8,676.00 0.03 271.85
Guantes Par 13350 0.16 21.36
Mascarillas Unidad 54.00 012 6.64
Medio de Multiplicacion L 307.62 3.06 941.32
Medio deiniciacion L 0.82 11.99 9.83
Hipodorito de sodio g 0.80 0.09 0.07
Hipodorito de cdcio g 0.08 014 0.01
Tween 80 mL 040 0.03 0.01
Pgpd duminio Rallo 17.42 399 69.51
Papd edraza Rallo 0.74 17.83 13.27
Papd todla Rollo 21.79 052 11.42
Parefilm Rallo 1948 397 77.34
Quemol L 68.48 0.77 52.73
Tota 153940
USO DE ENERGIA ELECTRICA

Descripcion Unidad Cantidad Valor / unidad (US$) Total (US$)
Transferencias KWh 1,777.06 0.091 161.71
Prep. Medio de cultivo KWh 609.01 0.091 5542
Cuarto de crecimiento KWh 5,486.69 0.091 499.29
Secado de frascos KWh 159.92 0.091 1455
Total 8,032.68 . 73097

Totd de costos variables = US$ 4,457.96

* MOD= Mano de obradirecta



COSTOSFIJOS

COSTOS INDIRECTOS

Descripcion Costo MOD LCTM Costo/ Hora MOD/Capsula  Tota
Servicios demandados Uss Hrs USHHr Hrs USss
Atencién d persond 55.68 4,480 0.0124 1,441.67 17.92
Contratos temporaes 144.00 4,480 0.0321 1,441.67 46.34
Correo y telégrafo 28.32 4,480 0.0063 1,441.67 911
Disefio grafico 45.60 4,480 0.0102 1,441.67 14.67
Fletes, acarreos y estibas 443.04 4,480 0.0989 1,441.67 142.57
Gadtos de vige 72.96 4,480 0.0163 1,441.67 2348
Mantenimiento de ingtalaciones 34.56 4,480 0.0077 1,441.67 1112
Mantenimiento de Mab. Y Eq. 852.96 4,480 0.1904 1,441.67 274.48
Seguros y fianzas 169.92 4,480 0.0379 1,441.67 54.68
Servicios de laboratorios 384 4,480 0.0009 1,441.67 124
Searvicios de lavanderia 48.00 4,480 0.0107 1,441.67 1545
Servicios de reproduccion 286.56 4,480 0.0640 1,441.67 92.22
Sevicios de tdler 587.52 4,480 0.1311 1,441.67 189.06
Tdéfono-FAX 384 4,480 0.0009 1,441.67 124
Materialesy suministros
Combudtible y lubricantes 183.84 4,480 0.0410 1,441.67 59.16
Materiad de empaque 22.08 4,480 0.0049 1,441.67 711
Materid didéctico 336.00 4,480 0.0750 1,441.67 108.13
Materias primas accesorias 20.64 4,480 0.0046 1,441.67 6.64
Otros suministros 198.24 4,480 0.0443 1,441.67 63.79
Suministros de limpieza 369.12 4,480 0.0824 1,441.67 119.91
Suministros de laboratorio 2,339.52 4,480 0.5222 1,441.67 752.86
Suministros y accesorios de oficina 398.40 4,480 0.0889 1,441.67 128.21
Uniformes, herramientasy otros 17.28 4,480 0.0039 1,441.67 556
Vaios 368.64 4,480 0.0823 1,441.67 118.63
Tota 7,030.56 1.5693 12,26357

Tasa de gplicacion de costos indirectos en base

d nimero de horas de mano de obradirectaes= US$ 1.5693 / hora

Totd de codtosfijos= US$ 2,263.57

Gastos de administr acion

Adminigtraciondd LCTM = US$972.78

COSTOSTOTALES

Tota codtos variablesy fijos
Tota de gastos adminigrativos

Total de costosy gastos administrativos= US$7,694.31

Fuente Oficina de presupuestos y contabilidad, Comparacion presupuestaria, 2001

US$6,721.53
US$ 972.78

LCTM. Zamorano, Honduras, 2002.
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Anexo 14. Costo en dodlares para la produccién in vitro de la capsula C de
Rhyncholaelia digbyana. Zamorano, Hondur as, 2002.

COSTOSVARIABLES

MANO DE OBRA DIRECTA

Descripcion Unidad Cantidad Valor / unidad (US$) Total (US$)
Sueldo Ordinario Hrs./ MOD 2,885.81 0.96 2,770.38
FOSOVI Hrs./ MOD 2,885.81 0.01 28.86
Transporte Hrs./ MOD 2,885.81 0.02 4329
Cesantia Hrs./ MOD 2,885.81 043 1,240.90
Seguro de vida Hrs./ MOD 2,885.81 004 11543
Lavado y secado Hrs. / MOD 398.01 042 167.16
Tota 436602
MATERIALES DIRECTOS
Descripcion Unidad Cantidad Valor / unidad (US$) Total (US$)
Agua bidegtilada L 121.17 014 16.96
Alcohol L 143.20 0.66 9451
Cinta adhesiva Rdlo 245 040 0.98
Frascos Unidad 16,545.00 0.03 51841
Guantes Par 206.00 0.16 32.96
Mascarillas Unidad 117.00 0.12 14.39
Medio de Multiplicacion L 571.88 3.06 1749.95
Medio deiniciacion L 126 11.99 1511
Hipodorito de sodio g 0.80 0.09 0.07
Hipodorito de cdcio g 0.08 014 0.01
Tween 80 mL 040 0.03 0.01
Pgpd duminio Rdlo 3155 399 125.88
Papd edraza Rdlo 116 17.83 20.70
Papd todla Rollo 47.79 052 25.04
Parafilm Rdlo 36.11 3.97 143.36
Quemol L 128.64 0.77 99.05
Tota 285741
USO DE ENERGIA ELECTRICA

Descripcion Unidad Cantidad Valor / unidad (US$) Total (US$)
Transferencias KWh 3,670.90 0.091 334.05
Prep. Medio de cultivo KWh 1,121.47 0.091 102.05
Cuarto de crecimiento KWh 10,474.63 0.091 953.19
Secado de frascos KWh 297.19 0.091 27104
Total 15,564.20 141634

Totd de costos variables = US$ 8,639.77

* MOD= Mano de obradirecta



COSTOSFIJOS

COSTOS INDIRECTOS

Descripcion Costo MOD LCTM Costo/ Hora MOD/Capsula  Tota
Servicios demandados Uss Hrs USHHr Hrs USss
Atencién d persond 55.68 4,480 0.0124 2,885.81 35.87
Contratos temporaes 144.00 4,480 0.0321 2,885.81 92.76
Correo y telégrafo 28.32 4,480 0.0063 2,885.81 1824
Disefio grafico 45.60 4,480 0.0102 2,885.81 29.37
Fletes, acarreos y edtibas 443,04 4,480 0.0989 2,885.81 285.39
Gadtos de vige 72.96 4,480 0.0163 2,885.81 47.00
Mantenimiento de ingtalaciones 34.56 4,480 0.0077 2,885.81 22.26
Mantenimiento de Mab. Y Eq. 852.96 4,480 0.1904 2,885.81 549.44
Segurosy fianzas 169.92 4,480 0.0379 2,885.81 109.45
Servicios de laboratorios 384 4,480 0.0009 2,885.81 247
Searvicios de lavanderia 48.00 4,480 0.0107 2,885.81 30.92
Servicios de reproduccion 286.56 4,480 0.0640 2,885.81 184.59
Sevicios de tdler 587.52 4,480 0.1311 2,885.81 378.45
Teléfono-FAX 384 4,480 0.0009 2,885.81 247
Materialesy suministros
Combudtible y lubricantes 183.84 4,480 0.0410 2,885.81 118.42
Materiad de empaque 22.08 4,480 0.0049 2,885.81 14.22
Materid didactico 336.00 4,480 0.0750 2,885.81 216.44
Materias primas accesorias 20.64 4,480 0.0046 2,885.81 13.30
Otros suministros 198.24 4,480 0.0443 2,885.81 127.70
Suministros de limpieza 369.12 4,480 0.0824 2,885.81 239.57
Suministros de laboratorio 2,339.52 4,480 0.5222 2,885.81 1507.01
Suminigtrosy accesorios de oficina . 398.40 4,480 0.0889 2,885.81 256.63
Uniformes, herramientas'y otros 17.28 4,480 0.0039 2,885.81 1113
Vaios 368.64 4,480 0.0823 2,885.81 237.46
Tota 7,030.56 1.5693 1453056

Tasa de gplicacion de costos indirectos en base

d nimero de horas de mano de obradirectaes= US$ 1.5693 / hora

Totd de costosfijos = US$ 4,530.56

Gastos de administr acion

Adminigraciondd LCTM = US$1,855.08

COSTOSTOTALES

Totd cogtos varidbles y fijos
Tota de gastos administrativos

Total de costosy gastos administrativos = US$ 15,025.41

Fuente Oficina de presupuestos y contabilidad, Comparacion presupuestaria, 2001

US$ 1317033
US$ 1,855.08

LCTM. Zamorano, Honduras, 2002.
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Anexo 15. Costo en ddlares por uso de energia eléctrica en la produccién invitro

de tres capsulas deR. digbyana. Zamorano, Hondur as, 2002.

TRANSFERENCIAS

Cépsula Hrs Camara flujolaminar KWh Total KWh USH KWh US$ Totdes
A 77492 1725 1336.74 0.091 121.64
B 1,030.18 1725 177706 0.091 161.71
C 2,128.06 1725 367090 0.091 334.05
Tota 393316 6,784.70 0091 617.41
PREPARACION DE MEDIO CULTIVO
Céapsula Hrs. preparacion demedio KWh  Total KWh  US¥ KWh USS$ Totales
A 24343 148 360.28 0.091 3279
B 41149 148 609.01 0.091 5542
C 7571.75 148 112147 0.091 102.05
Tota 141267 2090.75 0.091 190.26
LUZ EN CUARTO DE CRECIMIENTO
Capsula Hrs. Luz eléctrica KWh Total KWh US$ KWh US$ Totales
A 508.03 3704 188174 0.091 171.24
B 864.86 3704 320344 0.091 29151
C 165111 3704 6,115.71 0.091 556.53
Tota 3,024.00 11,200.90 0.091 101928
A/C EN CUARTO DE CRECIMIENTO
Cépsula Hrs.deenergiaeléctrica KWh Total KWh USH KWh US$ Totales
A 381.02 352 134119 0.091 122.05
B 648.65 352 228325 0.091 207.78
C 1,238.33 352 435892 0.091 396.66
Tota 2,268.00 7,983.36 0091 726.49
HORNOS PARA SECADO DE FRASCOS
Cépsula Hrs. deenergiaeléctrica KWh Total KWh USH KWh US$ Totales
A 4751 210 99.77 0.091 9.079
B 76.15 210 159.92 0.091 14552
C 14152 210 297.19 0.091 27.044
Total 265.18 556.88 50.676
ENERGIA ELECTRICA TOTAL 28,616.59 2,604.11

A/C = Aire acondicionado
KWh = KiloWatts por hora
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Anexo 16. Etapas de la produccionin vitro de Rhyncholaelia dighyana mediante la técnica de rescate de embriones.
LCTM de Zamorano, 2001- 02.

Etapa 0 Etapa | Etapa Il
(Seleccion de material) (Establecimiento) (Multiplicacién y enraizamiento)

Polinizacion cruzada
Establecimiento Transferencia a Bl al Ss
Obtencién de capsulas de embriones multiplicacion

6 meses 2 meses 12 meses

Aclimatacion
Invernaderos

Duracion del proceso: 20 meses

Etapa lll
(Aclimatacion)
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