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RESUMEN

El cultivo in vitro de orquideas puede ser una estrategia clave para su conservacion. Las
orquideas son plantas monocotiledoneas que se caracterizan por poseer un pétalo de textura o
color diferente a los demas, denominado labelo. Estas plantas son importantes a nivel
ecoldgico, debido a las interacciones que tienen con otros organismos y a que cumplen con un
servicio ecosistémico de regulacion hidrica. La Union Internacional para la Conservacion de
la Naturaleza (UICN) cataloga a varias especies de orquideas como especies vulnerables
debido a la destruccion de su habitat, el cambio de humedad y temperatura por el cambio
climatico, y la sobre coleccion de individuos. Ademas, la germinacion de sus semillas en
condiciones naturales es muy limitada ya que éstas no poseen endospermo. Para suplir la
ausencia de endospermo hacen simbiosis con hongos micorricicos, lo cual ayuda en la
obtencion de nutrientes necesarios para su desarrollo. El cultivo in vitro representa una
alternativa para la propagacion de este grupo de plantas, ya que el medio de cultivo puede
proporcionar los nutrientes necesarios para su desarrollo. En este estudio se realizé el cultivo
in vitro de la orquidea epifita Oncidium pentadactylon y la orquidea terrestre Elleanthus
capitatus, ambas nativas del Ecuador. Se estudié la germinacion in vitro asimbi6tica donde se
probaron 10 tratamientos, que resultan de la combinacidon de tres medios de cultivo (Murashige
& skoog, Knudson C y Phytamax™), acido giberélico (GAs 2mg/L) y carbon activado (CA
2g/L). Se analiz6 la germinacion, elongacion y enraizamiento. ElI medio Phytamax™ (Phy)
méas GAz fue en el que se obtuvo mas semillas germinadas para O. pentadactylon (81.6% en 3
meses); mientras que para E. capitatus, el mejor medio fue Knudson C mas CA 'y GA3(58.7%
en 3 meses). Adicionalmente, se realiz6 un ensayo de elongacion y enraizamiento in vitro para
Oncidium pentadactylon, donde el mejor medio para elongacion fue Phy (16 mm en 3meses)
y el mejor medio para enraizamiento fue Phy més &cido indol butirico (IBA1.5mg/L) (5 raices-
16mm por plantula). Los resultados obtenidos en este estudio ofrecen una alternativa eficiente
para la propagacion in vitro de estas dos especies, lo cual puede contribuir a la conservacion
de las orquideas nativas en el Ecuador.

Palabras clave: O. pentadactylon, E. capitatus, orquideas, cultivo in vitro, germinacion,
asimbidtica



ABSTRACT

In vitro culture of orchids may be a key strategy for their conservation. Orchids are
monocotyledonous plants that possess a petal with a texture or color different from the others
called the lip. These plants are necessary for the environment. They have significant
interactions with other organisms, and they accomplish with an ecosystem service of water
regulation. The International Union for Conservation of Nature (IUCN) lists several orchids as
vulnerable species due to the destruction of their habitat, the change in humidity and
temperature, and individual’s over-collection. Besides, seeds germination in natural conditions
is limited because they do not possess an endosperm. To supply the lack of endosperm, seeds
acquire a symbiosis with mycorrhizal, which helps in getting the nutrients needed for its
development. In vitro culture represents an alternative for the propagation of this group of
plants, since the culture medium can provide the required nutrients for their development. This
study introduces seeds of Oncidium pentadactylon and Elleanthus capitatus on in
vitro conditions. It analyzes asymbiotic in vitro germination at 10 treatments. They combine
three culture media (Murashige & Skoog, Knudson C, and Phytamax ™), gibberellic acid (GAs
2mg/L), and activated carbon (CA 2g/L). It examines germination, elongation, and rooting.
The highest germination rate was seen in Phytamax™ (Phy)+GAs (81.6% in 3 months). While
for E. capitatus, the best treatment was Knudson C+CA+GAz (58.7% in 3 months).
Additionally, it presents an elongation and rooting analysis for Oncidium pentadactylon. The
best treatment for elongation was Phy (16 mm in 3 months). The best medium for rooting was
Phy+indole butyric acid (IBA 1.5mg/ L) (5 roots-16mm per seedling). The results obtained in
this study propose an efficient alternative for the in vitro propagation of O.
pentadactylon and E. capitatus, which may contribute to the conservation of native orchids in
Ecuador.

Key words: O. pentadactylon, E. capitatus, orchids, in vitro culture, germination, asymbiotic
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1 INTRODUCCION

La familia Orchidaceae pertenece al grupo de las monocotileddneas y abarca
aproximadamente 800 géneros y 35 000 especies (Castellanos & Torres, 2018). Las orquideas
estan distribuidas en todo el mundo, especialmente en las regiones calido-himedas y con
excepcion de desiertos y glaciares (Menchaca, 2011). Existen varias zonas alrededor del globo
que han sido identificadas con un porcentaje alto de endemismo de orquideas, entre estas se
encuentran: Ecuador, Colombia, Madagascar, Guayana, Nueva Guinea y la costa de Brasil
(Pridgeon et al., 2009). Ecuador, al ser un pais megadiverso, posee el 15.8% de especies de
orquideas a nivel mundial, superando a Colombia y Brasil, que poseen el 14% y 10%,

respectivamente (MAE, 2015).

1.1 Morfologia de las orquideas

Las orquideas se caracterizan principalmente por sus flores llamativas, las cuales
generalmente son hermafroditas. Se distinguen por tener 3 sepalos y 3 pétalos. Uno de los
pétalos siempre posee un color, tamafio o textura diferente a los demas y se lo conoce como
labelo (Freuler, 2008). Otra caracteristica morfoldgica de estas plantas es su fruto o capsula,
las cuales en su interior pueden almacenar hasta millones de semillas, las cuales miden de 0.5
mm a 0.6mm. Las semillas no tienen endospermo, estan formadas solo por la testa y el embrion,
por lo cual son de pequefio tamafio (Sedano et al., 2015).

Las hojas de las orquideas son simples con margenes enteros. Generalmemte, se
presentan alargadas y angostas. Dependiendo de la especie, las hojas pueden crecer desde la
base apical o a lo largo de todo el tallo. Ademas, en la mayoria de los casos, las hojas no poseen
peciolo (Freuler, 2008). Hablando del tallo de las orquideas, estos pueden ser cilindricos,
cornos o pseudobulbos (Sedano et al., 2015). Estos dltimos son tallos fotosintéticos que

almacenan nutrientes y agua (Freuler, 2008).
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Las raices, dependiendo de la especie, pueden ser carnosas o tuberosas. Todas poseen
una capa blanguecina de células muertas, denominada velamen, el cual tiene la funcion de

absorber la humedad e impedir el desecamineto (Freuler, 2008).

1.2 Habito de crecimiento

Las orquideas presentan varios habitos de crecimiento, pueden ser: epifitas o terrestres.
(Castellanos & Torres, 2018). La gran parte de especies presentan habitos epifitos, es decir,
que viven sobre otros arboles sin tener una relacion de parasitismo. Se caracterizan por tener
hojas mas gruesas y pseudobulbos, con el objetivo de retener agua y presentar transpiracion
limitada. Ademas, debajo del velamen poseen células que tienen clorofila, lo que les permite
realizar fotosintesis (Sedano et al., 2015). Por otra parte, las orquideas terrestres presentan hojas
maés delgadas y en la mayoria de los casos presentan tallos cilindricos. Ademas, poseen raices
gruesas que les permiten absorber nutrientes directamente de los suelos rocosos (Menchaca,

2011).

1.3 Limitaciones de la germinacion

A pesar de que las capsulas de orquideas poseen millones de semillas, solo el 1 0 2%
de las semillas germinan de forma natural debido a varias limitaciones que tiene el proceso de
germinacién (Menchaca, 2011).

Una de las limitaciones es la carencia de endospermo. La mayoria de las semillas de las
plantas angiospermas tienen un endospermo que nutre al embrion. El suceso por el cual se
genera el embrion es la doble fecundacion, el cual es un proceso en el que uno de los dos
nucleos del gametofito masculino (polen) se unen con la o6sfera formando el cigoto. Mientras
que el otro nucleo se fusiona con el nicleo secundario del saco embrionario, originando un
nucleo triploide que daré lugar al endospermo (Solis, 2012). En el caso de las orquideas, existen

pocos casos en los cuales no se da la doble fecundacidn, sin embargo, el endospermo no se
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desarrolla completamente o se degenera. Varios autores sugieren que esto se debe al pequefio
tamafio del embrién o a una ventaja adaptativa para poseer semillas pequefas, ya que las
semillas con tamafios menores pueden dispersarse con mas facilidad y se pueden adaptar a
varios ecosistemas (Teryokhin & Kamelina, 1969; Benzing, 1981).

Debido a que las semillas no poseen endospermo, necesitan asociarse a un hongo
micorricico, para que éste supla la accion del endospermo. Las micorrizas que se asocian a las
orquideas son de los filos Basidiomycota y Ascomycota, del género-forma Rhizoctonia (Beltran
& Carreon, 2015). La relacion simbidtica de estos dos organismos se basa en el intercambio
reciproco de carbono (Dearnaley et al., 2017). Los hongos micorricicos se desarrollan de forma
intracelular en las células corticales de las orquideas, limitandose a las raices de estas (Beltran
& Carreon, 2015). Estos proveen nutrientes minerales como carbono y nitrégeno, los cuales se
obtienen desde aminoacidos y otras sustancias como la celulosa, que se producen o se
encuentran naturalmente en el suelo (Batjes, 1996). Ademas, el micelio del hongo incrementa
el volumen de suelo explorado, lo que ayuda a proveer de agua extraida del suelo a la planta
hospedera. Adicionalmente, las orquideas retribuyen al hongo brindandole proteccion,
alojamiento y nutrientes como carbono obtenido desde la fotosintesis (Garcia & Landy, 2016).

Cabe recalcar que existe una gran especificidad entre la simbiosis de las orquideas y los
hongos micorricicos. Generalmente, una especie de orquidea no puede asociarse a varios tipos
de micorriza. Por tanto, el encuentro especifico de las dos especies es complicado (Shefferson
et al., 2005). Autores sugieren que esta especificidad se da porque cada hongo micorricico
produce metabolitos diferentes, lo que significa que cada hongo puede desarrollarse en un
determinado lugar. Asi mismo, las semillas, dependiendo de su morfologia, pueden vivir en un
lugar especifico. Por tanto, ambas especies evolucionaron para formar dicha simbiosis y

permitirles el desarrollo mutuo (Benzing & Atwood, 1984; Rasmussen & Rasmussen, 2009).



14

1.4 Tipos de reproduccion

Las orquideas pueden reproducirse sexual o asexualmente. Por la manera sexual, es
esencial la polinizacion de las flores, la cual se puede dar por medio de viento, insectos o aves
(Arditti & Ghani, 2000). Las flores de las orquideas han adquirido diferentes caracteristicas
para facilitar su polinizacion, entre ellas estan sus vistosas flores y sus dulces aromas. Ademas,
su labelo produce néctar y sirve como soporte para los insectos polinizadores (Menchaca,
2011). Por otra parte, la reproduccion asexual o vegetativa no esta relacionada con la
fecundacién. Este tipo de reproduccion puede estar mediada por Keikis, la cual consiste en la
produccion de un brote enraizado que nace desde la vara floral de la planta madre (Menchaca,
2011). El nuevo brote serad un clon de la planta madre. Por tanto, este tipo de reproduccion no
contribuye a la variabilidad genética de las orquideas, sin embargo, es mas rapida que la

reproduccién sexual.

1.5 Importancia a nivel ecoldgico

Las orquideas son organismos importantes a nivel ecologico, primero debido a que
mantienen interacciones esenciales con otros organismos como hongos, plantas y animales
(Newman et al., 2007). Una de las interacciones mas importantes es su simbiosis con hongos
micorricicos, los cuales son importantes en el ciclo de nutrientes (Ospina, 1996). Por otra parte,
las interacciones con animales producen beneficios para éstos, ya que reciben alimento y
proteccion. Algunos de estos animales son polinizadores como abejas, avispas, mariposas y
colibries, ademas, de pequefias ranas y aves (Ospina, 1996).

Adicionalmente, las orquideas cumplen con la funcion ecosistémica de regulacién
hidrica, debido a que las orquideas junto con otras plantas epifitas forman una barrera en el
dosel del bosque, la cual aumenta la precipitacién local, almacena y filtra el agua, y evita la

erosion del suelo; debido a que estancan la neblina y las nubes bajas (Pypker et al., 2006).



15

1.6 Estado de la conservacion

A nivel mundial, mas de 1000 especies de orquideas estan en la Lista Roja Global
(TUCN, 2018). Se estima que aproximadamente 100 especies de orquideas del Ecuador se
encuentran en algun tipo de amenaza, 2% de ellas esta en peligro de extincion, 11% en peligro
y una gran mayoria en estado vulnerable (Jiménez, 2014). Adicionalmente, en Ecuador, segun
la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestre (CITES) la mayoria de las orquideas pertenecen al articulo 11, lo que significa que se
encuentran en estado de vulnerabilidad. La otra parte de las especies de orquideas estan en el
articulo 1, es decir, se encuentran en peligro de extincion. Cabe recalcar que en Ecuador la
recoleccion de orquideas se encuentra regulada por el Ministerio del Ambiente, Unica entidad
que remite permisos de investigacion y movilizacion de varias especies de orquideas
(Ministerio del Ambiente, 2015). Adicionalmente, segun el cédigo integral penal, se sanciona
la recoleccidn de orquideas de los bosques (Ekos, 2015).

Existen diferentes factores que influyen para que estas especies estén consideradas en
peligro, entre ellos estan: la destruccion de su habitat, la sobre coleccién de individuos y el
cambio de temperatura y humedad en el ambiente (Newman et al., 2007). En cuanto a la
destruccion de su habitat, este se ha dado por la pérdida o fragmentacion de areas naturales
debido a la expansion de actividades antropogénicas como: ganaderia, agricultura e industria
petrolera. Adicionalmente, en Ecuador solamente el 13% de las orquideas estan dentro el
Sistema Nacional de Areas Protegidas, el cual se encarga de monitorear y proteger varias
especies vulnerables (Ministerio de Turismo, 2013). Hablando de la sobre colecciéon de
individuos, este se da por el interés comercial de las flores de estas plantas. EI comercio de
orquideas inici6 en el siglo XIX al transportar grandes cantidades de plantas de esta familia
desde los trépicos a Europa. En la actualidad, a pesar de las regulaciones que existen, se sigue

recolectando orquideas de manera no sostenible, lo que ha provocado una disminucion de las
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poblaciones de algunas especies (Jiménez, 2014). Por otra parte, el cambio de temperatura y
humedad del ambiente que se da debido al cambio climéatico afecta especialmente a las
orquideas con habitos epifitos, ya que estas son mas susceptibles debido a que dependen de los
factores ambientales, recursos biolégicos y atmosféricos para obtener nutrientes y agua desde
la lluvia y arboles en los cuales habitan (Pypker et al., 2006). Asi mismo, los hongos con los
que las orquideas forman simbiosis son sensibles al cambio climético. Por ejemplo, los hongos
Rhizoctonia spp. no pueden desarrollarse si no se encuentran con las condiciones de

temperatura y humedad éptimas para su crecimiento (Ramirez, 2011).

1.7 Diversidad de las orquideas

Ecuador fue declarado “Pais de las orquideas” por el Ministerio de Turismo en 2014
debido a que presenta las caracteristicas geograficas y biofisicas necesarias para el crecimiento
de esta familia de plantas (Endara et al., 2010). Posee 4 de las 5 subfamilias de orquideas
existentes a nivel global, las cuales se desarrollan en ecosistemas templados, tropicales y
subtropicales. Hay un total de 4032 especies de las cuales 1724 son endémicas y
aproximadamente 400 estdn en proceso de estudio y descripcion (Ministerio de Turismo,
2014). El mayor nimero de orquideas endémicas habitan en un rango altitudinal desde los 1500
hasta los 2500 msnm. Dentro de las orquideas que habitan en Ecuador se encuentran en mayor
porcentaje las subtribus Pleurothallidinae con un 65%, seguida de Laeliinae con un 12% y

seguido se Oncidiinae con un 9% (Endara et al., 2010).

Oncidium pentadactylon esta dentro de la subtribu Oncidiinae, es una orquidea epifita
que crece a mas de 2000 msnm. Es nativa de Bolivia, Colombia, Ecuador, Pert y Venezuela.
También se la denomina Oncidium millei. En Ecuador se encuentra a lo largo de la Sierra
ecuatoriana y en el norte de la Amazonia. Presenta un pseudobulbo definido carnoso con hojas

alargadas y carnosas. Sus inflorescencias son ramificadas con flores maltiples. Poseen flores
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pequefias de color amarillo y manchas pardas. Dentro de la flor, su labelo es la parte mas
prominente, caracterizado por la posesion de callosidades (Cueva & Moya, 2015).

Por otro lado, Elleanthus capitatus estd dentro de la subtribu Elleanthinae, es una
orquidea terrestre nativa de América Central y del Sur. También se la denomina Blettia
capitata, Evelyna capitata, Evelyna casapensis y Elleanthus casapensis. Igual que O.
pentadactylon se encuentra en la Sierra y Amazonia ecuatoriana. Se caracteriza por tener raices
largas y tallos robustos; estos Gltimos cubiertos de vainas de hojas. Su inflorescencia es
terminal racemosa, con varias flores de color morado cubiertas de liquido mucilaginoso. Se
encuentra en alturas entre 2000 a 3800 msnm, alcanzando su méaximo desarrollo en los Andes

de Colombia, Ecuador y Per( (Cueva & Moya, 2015).

1.8 Cultivo in vitro de orquideas

El cultivo in vitro de orquideas consiste en sembrar el material vegetal en un medio de
cultivo que permita la germinacion de las semillas bajo condiciones controladas, asépticas
incluyendo o no hongos micorricicos (Mayo et al., 2010). Esta técnica permite sobrellevar las
limitaciones de germinacion de las orquideas, ayudando asi a la propagacion de esta especie
tan importante a nivel ecol6gico y que se encuentra en vulnerabilidad (Freuler, 2008). Cuando
se incluye hongos micorricicos, se denomina cultivo in vitro simbi6tico. Esta técnica consiste
en que el hongo sembrado coloniza la semilla'y empieza la relacion simbio6tica como sucederia
en la naturaleza. Se ha reportado que con esta técnica se logra la germinacion y desarrollo de
plantulas, sin embargo, posee la desventaja de que el aislamiento de la micorriza especifica de
cada especie es complicado (Rasmussen & Rasmussen, 2009). Por otro lado, cuando no se
incluye el hongo micorricico se denomina cultivo in vitro asimbi6tico. Esta técnica empezé en
1992 en Estados Unidos con Lewis Knudson, quien desarrollé un medio de cultivo con los
nutrientes necesarios para que germinen las semillas de orquideas sin estar en simbiosis con

los hongos micorricicos (McKendrick, 2000). Cabe recalcar que cada especie de orquidea
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presenta requerimientos nutricionales para su germinacion y desarrollo dependiendo de si son
epifitas o terrestres (McKendrick, 2000). Un medio de cultivo estandar tiene sales minerales,
una fuente de carbono y un agente gelificante. Adicionalmente, pueden poseer vitaminas,
aminoéacidos, fitohormonas y/o carbdon activado. Los medios sencillos mas usados para la
geminacion de orquideas con Knudson C y Murashige y Skoog; mientras que para el desarrollo
se recomienda usar medios mas concentrados 0 con mas componentes, como vitaminas,
aminoéacidos y fitohormonas (Cevallos, 2016).

En cuanto a las fitohormonas u hormonas vegetales, estas actlan como mensajeros
quimicos afectando a la regulacion celular en procesos dentro del desarrollo de la planta.
Dependiendo de la concentracion en la que se utilice, estas pueden actuar como estimulantes o
como inhibidores en varios procesos. El tipo y concentraciones de las fitohormonas dependen
del objetivo del estudio (Cevallos, 2016). Una de las fitohormonas mas utilizadas son las
giberelinas denominadas por las siglas GAgs, estas influyen en varios procesos del desarrollo de
la planta, como la estimulacion del crecimiento del embrién, la germinacién de semillas y
elongacion del tallo. Otras hormonas cominmente usadas son las auxinas como el &cido indol
butirico, el cual interviene en el proceso de enraizamiento (Cevallos, 2016).

Por todo lo mencionado anteriormente, en este trabajo se realizo el cultivo in vitro de
la orquidea epifita Oncidium pentadactylon y la orquidea terrestre Elleanthus capitatus. Se
estudié la germinacién in vitro asimbiodtica de ambas especies, identificando el mejor
tratamiento para este proceso. Ademas, se analiz6 la elongacion y enraizamiento de O.

pentadactylon, determinando los mejores tratamientos para los mencionados procesos.
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2 METODOLOGIA
2.1 Recoleccion de material vegetal y almacenamiento

Se recolectaron 5 cépsulas de Oncidium pentadactylon en la Reserva Geoboténica
Pululahua en marzo del 2019. Se identificé la especie por su habito epifito, su inflorescencia
ramificada y sus multiples flores de color amarillo con manchas pardas, con la ayuda de un
experto en orquideas de dicha reserva. Todas las capsulas recolectadas fueron de la misma
planta. Ademas, se recolectaron 8 capsulas de Elleanthus capitatus en agosto del 2019 en la
misma reserva. Con ayuda de expertos se identifico a la especie por su habito terrestre, su
inflorescencia terminal racimosa con sus flores moradas. Las dos recolecciones estan bajo la
autorizacion cientifica N°003-2019-IC-FLO-DPAPCH-MA del Ministerio del Ambiente.
Todas las capsulas fueron almacenadas a temperatura ambiente.

Se realizdé un ensayo con capsulas frescas y otro con semillas secas para cada una de
las especies: O. pentadactylon y E. capitatus. Se us6 como guia la metodologia de Valencia
(2019). Para el ensayo de capsulas frescas, las capsulas de ambas especies se guardaron en
fundas de papel hasta su uso. En cambio, para el ensayo de semillas secas se cortaron las
capsulas longitudinalmente y se transfirieron las semillas con una cucharilla estéril, a un sobre
de papel filtro. Este sobre se coloc6 en un frasco hermético que contenia silica gel por 15 dias.

Luego de este tiempo se almacend el sobre en un tubo Falcon™ a temperatura ambiente.

2.2 Desinfeccion

Las capsulas de O. pentadactylon y E. capitatus se desinfectaron dentro de una camara
de flujo laminar. Para el ensayo de las semillas frescas se colocé a las capsulas dentro de un
vaso de precipitacion, se les sumergio en etanol al 75% por 5 minutos. Luego se desecho el
alcohol y se sumergieron a las capsulas en hipoclorito de sodio a 2.5% con 4 gotas de Tween20
por 15 minutos. Finalmente, se realizaron 4 lavados con agua destilada estéril (\Valencia, 2019).

Para el ensayo de las semillas secas, se colocd el sobre de papel filtro, con las semillas dentro,
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en un vaso de precipitacion y se siguio el mismo protocolo de desinfeccién dado para el

protocolo de las semillas frescas.

2.3 Introduccion del material a condiciones in vitro

Para las dos especies, en el ensayo de las semillas frescas, se realiz6 un corte
longitudinal de las capsulas desinfectadas con un bisturi, dentro de una camara de flujo laminar.
Mientras que, para el ensayo de semillas secas, se cortd el sobre que contenia las semillas con
una tijera en condiciones estériles. Para cada uno de los ensayos, se distribuyeron de forma
equitativa las semillas en todos los tratamientos, al agregar en cada caja Petri las que alcanzaran
en una cucharilla de laboratorio estéril. Se pudo estimar aproximadamente 200 semillas en cada
caja Petri, dicha estimacion se obtuvo en base al nimero promedio que se observaron bajo el

estereomicroscopio.

2.3.1 Germinacion de Oncidium pentadactylon y Elleanthus capitatus

Las semillas, tanto secas como frescas, de las dos especies fueron sembradas en 10
diferentes tratamientos que combinan 3 variables: el medio de cultivo, el carbon activado y la
hormona GAs. Los medios de cultivo utilizados fueron Murashige y Skoog modificado (20g/L
de sacarosa), Knudson C modificado (20g/L de sacarosa) y Phytamax™. Se escogieron estos
medios para el analisis debido a que otros estudios han demostrado que son eficientes para la
germinacién de varios tipos de orquideas (Rahman et al., 2005; Cueva & Moya, 2015; Escobar
et al., 2008; Setiti & Hariyanto, 2019).

El GAs 0 &cido giberélico y CA o carbén activado se eligieron, ya que, se reporta que
favorecen la germinacién y desarrollo de orquideas en general (Srivastava, 2002; Rey & L16piz,
2007). De esta forma, se combinaron los medios de cultivo con las dos variables mencionadas,

dando como resultado los medios que se encuentran en la Tabla 1.
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Se realiz6 una siembra en 4 cajas Petri de plastico, de 6 cm de diametro, por cada
tratamiento. Las semillas sembradas en las cajas Petri se ubicaron en un cuarto de cultivo con
condiciones contraladas de temperatura a 23+1°C y con fotoperiodo de 16 horas luz y 8
oscuridad (Valencia, 2019). Se realizaron subcultivos cada 3 meses y se tomaron datos
cualitativos y cuantitativos cada tres semanas del desarrollo de las semillas/plantulas bajo un
estereomicroscopio. Para esto se consideraron seis fases de desarrollo: Fase 0: semillas con
embrién no germinado. Fase 1: embridn con tamafio mayor y con coloracién verde. Fase 2:
ruptura inicial de la testa. Fase 3: formacion de protocormos (embrion ensanchado varias veces
su volumen) con rizoides. Fase 4: formacion de protocormos con brote inicial. Fase 5:
elongacion de la primera hoja y su desarrollo posterior (Seaton & Ramsay, 2009). (Figura 1).
En cuanto a los datos cualitativos se observé el desarrollo de todas las fases en las dos especies
en cada uno de los tratamientos. Los datos cuantitativos se obtuvieron al realizar el conteo de
las semillas germinadas (fasel o posteriores fases) y de las plantulas en fase 5 en cinco campos
diferentes dentro de cada caja Petri. Se estimo el porcentaje de semillas germinadas a los 3
meses en cada tratamiento, tomando en cuenta el nimero de semillas germinadas en las 4
réplicas (cajas Petri). A dicho numero se lo dividid por el total de semillas sembradas en cada
tratamiento (200 semillas por caja Petri). Por otro lado, el porcentaje de plantulas que llegaron
a fase 5 en cada tratamiento a los 6 meses se estimo en relacién el nimero de semillas que
habian germinado en cada tratamiento, no en relacion con el nimero total de semillas

sembradas.

2.3.2 Prueba de viabilidad de las semillas
Debido a que las semillas secas de O. pentadactylon no germinaron, se realiz6 un
ensayo para determinar la viabilidad. Para este ensayo de usaron semillas secas de O.

pentadactylon y E. capiatus. Ademas, se usaron semillas de E. capitatus frescas.
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Se utilizaron aproximadamente 100 semillas secas de O. pentadactylon que ya estaban
sembradas en los diferentes tratamientos. Ademas, se utilizaron aproximadamente100 semillas

de E. capitatus que provenian de las capsulas frescas y aproximadamente 100 semillas secas.

A cada grupo de semillas se las ubicé en una caja Petri estéril y se las sumergid en una
solucion de tetrazolio al 1% con 6.5 de pH durante 24 horas de oscuridad, como lo reportan
Salazar & Gélvez (2015). Posteriormente, se observaron las semillas en la caja Petri con el
estereomicroscopio y se contaron las semillas que estaban viables, considerando que estas se
tifien de color rojo a comparacion de las otras semillas no viables que permanecen de color

blanco (Salazar & Gélvez, 2015).

2.4 Ensayos de elongacion para plantulas de Oncidium pentadactylon

Una vez que las semillas alcanzaron la fase 5 de desarrollo a los 6 meses, se
seleccionaron 300 plantulas para los ensayos de elongacion. Para estos ensayos se probaron los
mismos tratamientos empleados en la etapa de germinacion. Se transfirieron a las plantulas
elegidas a frascos de vidrio de 6 cm de didametro con 9 cm de alto. Las plantulas se cultivaron
con las mismas condiciones detalladas para la germinacion. Se estimo la tasa de elongacion
mediante un registro del crecimiento de las plantulas, por un periodo de 3 meses, mediante la
toma de fotografias de las plantulas con una regla escalada a su lado. Usando el programa
ImageJ se determino el tamafio de las plantulas, siendo este considerado la distancia entre la

base de la hoja mas larga hasta la punta de esta (Valencia, 2019).

2.5 Ensayo de enraizamiento para plantulas de Oncidium pentadactylon

Debido a que las plantulas de Oncidium pentadactylon no presentaron raices lo
suficientemente desarrolladas para pasar a la etapa de aclimatacion, se realizé un ensayo de
enraizamiento. Para el ensayo de enraizamiento se trabajo con dos medios de la etapa de

elongacion con los que se obtuvieron los mejores resultados. Estos medios de cultivo fueron
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suplementados con la hormona acido indol butirico (IBA) en tres distintas concentraciones. Se
escogio esta hormona debido a que se reporta que ayuda al crecimiento de raices (Cevallos,
2016). De esta forma se trabajo con 10 tratamientos indicados en la Tabla 2.

Las plantulas obtenidas en el ensayo de elongacién, se subcultivaron en cada uno de los
tratamientos de enraizamiento independientemente de su procedencia en el ensayo de
elongacion. Para la toma de datos se extrajeron las plantulas de los medios dentro de la cAmara
de flujo laminar, y se las colocaron en cajas Petri estériles. Se tomaron fotografias de las
plantulas que se encontraban en las cajas Petri con una regla escalada a su lado. Con el uso del
programa ImageJ se determind el tamafio de la raiz (Valencia, 2019). Adicionalmente, se contd
el numero de raices. El tamafio de la raiz se establecié como la distancia entre la base de la raiz

maés larga y la punta de esta.

2.6 Analisis de datos

Los datos de germinacion, elongacion y enraizamiento se recopilaron en tablas en MS
Excel y se analizaron con ayuda del software Minitab 18 (Statistical Software Minitab, 2019).
Las variables de respuesta: porcentaje de semillas germinadas en 3 meses y porcentaje de
plantulas en fase 5 en 6 meses se analizaron para las semillas frescas y secas de Elleanthus
capitatus y Oncidium pentadactylon. Puesto que los datos obtenidos fueron normales, para
analizar las dos variables se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
comparacion multiple Tukey con 95% de confiabilidad, con el fin de encontrar el tratamiento
o los tratamientos mas significativos. El analisis se realizd con los datos brutos obtenidos del
estudio, después se los transformo a porcentajes.

Adicionalmente, se compard la germinacion para las dos variables en Elleanthus
capitatus y Oncidium pentadactylon, con ayuda de una Prueba “t” de Student con 95% de
confiabilidad. Por ultimo, se compararon los resultados de los ensayos de semillas secas y

frescas en Elleanthus capitatus con ayuda de una Prueba “t” de Student con 95% de
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confiabilidad. No se realizé esto con Oncidium pentadactylon debido a que no se obtuvo
germinacién con las semillas secas.

También se analizo la elongacion y el enraizamiento de Oncidium pentadactylon. Se
estudio el crecimiento de la plantula y raiz, respectivamente, tomando en cuenta la diferencia
del tamafio de la primera medicién con la Gltima. Con respecto al ensayo de enraizamiento se
analizaron las variables: tamafio de la raiz y numero de raices en 3 meses. Para los ensayos de
elongacion y enraizamiento se hizo un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
comparacion maltiple Tukey con 95% de confiabilidad, con el fin de encontrar el tratamiento
o los tratamientos mas significativos para la elongacion y enraizamiento para Oncidium

pentadactylon.

3 RESULTADOS
3.1 Germinacion de Oncidium pentadactylon a partir de semillas frescas

A las 2 semanas de siembra en Phy+GA3(0.2mg/L) se observaron las primeras semillas
germinadas de O. pentadactylon. A los tres meses de cultivo in vitro se analizaron los datos de
germinacion y visualmente se identifico que, con el mencionado tratamiento, la mayor cantidad
de semillas estaban en la fase 1, o ya habian pasado la misma. (Figura 2A y 2B). De igual
manera se evidencio que en Phy+GAz(0.2mg/L) existe la tasa de germinacion més alta (81.6%)
a comparacion de los otros tratamientos. (Figura 2A). Mientras que las semillas que fueron
cultivadas en MS+GA3(0.2mg/L) no germinaron en seis meses.

La prueba ANOVA con 95% confiabilidad sustentd6 que existen diferencias
significativas entre los tratamientos utilizados (p<0.05). Esto quiere decir que existen uno o
mas tratamientos que son los mas eficientes, debido a que en ellos se lograron los mejores
resultados. La prueba de comparacion multiple Tukey con un 95% de confiabilidad informo

que Phy+GA3(0.2mg/L) es estadisticamente diferente del resto de tratamientos utilizados
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(p>0.05). Por tanto, se tiene el sustento para decir que este tratamiento es el mejor para inducir
la germinacidn en esta especie.

Después de Phy+GA3(0.2mg/L), los tratamientos en los que se obtuvo un porcentaje de
germinacion mas altos fueron MS+CA(2 mg/L), MS+GA3(0.2mg/L)+CA(2¢g/L) y Phy. En los
cuales se observd una tasa de germinacion de 65.1%, 62.5% y 61.8%, respectivamente (Figura
2A 'y 2B). Segln la prueba de comparacion mdltiple Tukey no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, pero si con respecto a los demas tratamientos
(p>0.05). Por tanto, se considera que: MS+CA(2 mg/L), MS+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) y Phy
fueron los medios en los que se obtuvo los segundos mejores resultados en cuanto a la

germinacion de semillas en esta especie.

3.2 Desarrollo las plantulas de Oncidium pentadactylon hasta fase 5

Se analiz6 el porcentaje de las plantulas que llegaron a la fase 5 de desarrollo al cabo
de 6 meses de cultivo in vitro. El analisis de los datos sustentd que existen diferencias
significativas entre los tratamientos probados (p<0.05 para ANOVA). Para comparar todos los
tratamientos e identificar en cuél/es se obtienen mejores resultados se realizd una prueba de
comparacion multiple Tukey.

Al comparar los resultados de cada tratamiento, se observé que los mejores resultados
se obtuvieron con Phy+GAz(0.2mg/L), Phy, MS+CA(2¢g/L) y KC. Con estos medios se logrd
el 17.1%, 16.75%, 14.5%, 13.5%, respectivamente, de plantulas que llegaron a fase 5 (Figura
3A y 3B). Los cuatro tratamientos mencionados no presentan diferencias estadisticamente
significativas entre ellos, pero si con respecto a los demas tratamientos (p>0.05 para la prueba
de Tukey).

Cabe recalcar que en MS y KC+GA3(0.2mg/L) se evidenciaron semillas germinadas a

los 3 meses de cultivo, pero estas no llegaron a fase 5 al cumplir los 6 meses de cultivo in vitro.



26

3.3 Germinacion de Oncidium pentadactylon a partir de capsulas secas
No se obtuvo germinacion en los dos ensayos que se realizaron con capsulas secas en
ninguno de los tratamientos en 6 meses de cultivo in vitro. Las semillas se mantuvieron en fase

0 durante todo ese tiempo.

3.4 Prueba de viabilidad de las semillas

Las semillas secas de O. pentadactylon obtuvieron un porcentaje de viabilidad del 0%,
es decir, que ninguna de las semillas se observé de color rojo bajo el microscopio. Las semillas
frescas de E. capitatus tuvieron un porcentaje de viabilidad de 93%, mientras que las semillas

secas de la misma especie lograron un porcentaje de viabilidad de 64%. (Figura 4).

3.5 Germinacion de Elleanthus capitatus a partir de semillas frescas

En el caso de E. capitatus, las primeras semillas germinadas se observaron a las 2
semanas en KC+GAz(0.2mg/L)+CA(2g/L). A los tres meses se analizaron los datos de
germinacion. En KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) se observo la tasa de germinacion mas alta
(58.7%) en comparacion con los otros tratamientos. (Figura 7A'y 7B). En MS+GA3(0.2mg/L)
no se obtuvo germinacion hasta los tres meses de cultivo in vitro.

El analisis de los datos sostuvo que existen diferencias significativas entre los
tratamientos probados (p<0.05 para ANOVA). La prueba de comparacion multiple Tukey con
un 95% de confiabilidad mantuvo que KC+GAz(0.2mg/L)+CA(2g/L) presenta diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los demas tratamientos (p>0.05). Por tanto, se
tiene el soporte para decir que este tratamiento es el mejor para inducir la germinacion en esta

especie.



27

3.6 Desarrollo de las plantulas de Elleanthus capitatus hasta fase 5 del ensayo de
capsulas frescas

En cuanto porcentaje de plantulas en fase 5 de desarrollo, a los 6 meses se analizaron
los datos y se observo que en KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) existe un mayor nimero de
plantulas en esta fase. (Figura 8B). Ademas, en este tratamiento se obtuvo el porcentaje mas
alto de plantulas en fase 5 (41.7%) en comparacion con los otros tratamientos. (Figura 8A).
Cabe recalcar que en MS y MS+CA(2g/L) se evidencié la germinacion de las semillas a los
tres meses, pero no se logré observar plantulas en fase 5 a los seis meses de cultivo in vitro.

El andlisis de los datos sustentdé que existen diferencias significativas entre los
tratamientos probados (p<0.05 para ANOVA). La prueba de comparacién multiple Tukey con
95% de confiabilidad, indicé que KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) presenta diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los demas tratamientos (p>0.05). Por tanto, se
tiene el apoyo para decir que este tratamiento es el mejor para inducir el desarrollo de las

plantulas hasta fase 5 en esta especie.

3.7 Germinacion Elleanthus capitatus a partir de capsulas secas

En el caso de las semillas secas de E. capitatus, las primeras semillas germinadas se
observaron a las 3 semanas en KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L). A los 3 meses de cultivo, se
analizaron los datos y se encontré que dicho tratamiento poseia mas semillas que estaban o ya
habian pasado fase 1 de desarrollo (Figura 7B) . En KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2¢g/L) se obtuvo
la tasa de germinacion mas alta (25%) en comparacion con los otros tratamientos. (Figura 7A).
De igual forma que en el ensayo con semillas frescas, no hubo germinacion en el medio

MS+GA3(0.2mg/L) después de tres meses del cultivo in vitro.

El analisis de los datos sustentd que existen diferencias significativas entre los
tratamientos probados (p<0.05 para ANOVA). La prueba de comparacion multiple Tukey con

un 95% de confiabilidad sostuvo que KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) presenta diferencias
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estadisticamente significativas con los demas tratamientos (p>0.05). Por tanto, se puede decir

que este tratamiento es el mejor para lograr la germinacion de esta especie.

3.8 Desarrollo de las plantulas de Elleanthus capitatus hasta fase 5 del ensayo de
semillas frescas

Al cabo de 6 meses de cultivo in vitro, se analizé el porcentaje de plantulas que
alcanzaron la fase 5 de desarrollo. Se encontré que igual que en el ensayo de semillas frescas
de esta especie los mejores resultados se obtuvieron con en KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L), ya
que en este tratamiento se observé el porcentaje de plantulas en fase 5 mas alto (40.1%)
comprado con otros medios. (Figura 8A 'y 8B). Igualmente, en los medios MS y MS+CA(2g/L)
se obtuvo la germinacion de semillas a los tres meses, pero no se observé plantulas en fase 5 a
los seis meses de cultivo in vitro.

Asimismo, la prueba de comparacion maltiple Tukey con 95% de confiabilidad,
sustento que KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) presentd diferencias estadisticamente
significativas con los demas tratamientos (p>0.05). Por tanto, se puede decir que este
tratamiento fue el mejor para inducir el desarrollo de las plantulas hasta fase 5 de esta especie.
3.8.1 Comparacion de germinacion y desarrollo a fase 5 entre el ensayo de semillas
frescas y secas en Elleanthus capitatus

A los tres meses del cultivo se observo que habia una mayor tasa de germinacion en
los ensayos realizados con semillas frescas (26%), mientras que en los ensayos realizados con
semillas secas hubo un menor porcentaje de germinacion (11%). (Tabla 3). La prueba “t” de
Student soport6 que existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la tasa de

germinacién entre ambos ensayos (P<0.05).

Por otra parte, a los 6 meses se compararon los resultados de desarrollo de las plantulas
germinadas provenientes de semillas frescas y secas. En el primer ensayo un 50% de las

plantulas germinadas llegaron a fase 5 de desarrollo, mientras que en el ensayo de las semillas
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secas fue un 44% de plantulas. (Tabla 3). Se encontr6 que no existen diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al porcentaje de plantulas en fase 5 de desarrollo entre
los dos ensayos (P>0.05 para prueba “t” de Student).

3.8.2 Comparacion de germinacion y desarrollo a fase 5 entre Oncidium pentadactylon
y Elleanthus capitatus a partir de semillas frescas

A los tres meses del cultivo se analizaron los resultados obtenidos en la tasa de
germinacién de las dos especies en el ensayo de las semillas frescas y se observé que O.
pentadactylon tuvo un porcentaje mayor de semillas germinadas (43%) en comparacion de
Elleanthus capitatus (26%). (Tabla 4). La prueba “t” de Student sostuvo que hay diferencias
estadisticamente significativas entre la tasa de germinacion de las dos especies (P<0.05).

Por otro lado, a los 6 meses se determind que entre ambas especies no habia diferencias
en cuanto al porcentaje de plantulas que llegaron a fase 5 de desarrollo. En O. pentadactylon
se logrd el 54% y en E. capitatus el 44%. (Tabla 4). Se vio que no existen diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al porcentaje de semillas que llegaron a fase 5 entre

estas dos especies (P>0.05 para prueba “t” de Student).

3.9 Elongacion de plantulas de Oncidium pentadactylon

Después de los tres meses del ensayo se midio el crecimiento de las plantulas de O.
pentadactylon en los diferentes tratamientos. El tratamiento en el que hubo mayor crecimiento
fue Phy (16mmz=0.37). Después se este, los tratamientos KC, KC+GA3(0.2mg/L) vy
KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) se alcanzaron los segundos mejores resultados, ya que las
plantulas en dichos medios crecieron 15.13mmz+0.26, 15mm+1.36 y 15.25mm=0.34
respectivamente en el mismo periodo de tiempo. (Tabla 5y Figura 5).

La prueba de comparacion multiple Tukey sustentd que Phy es estadisticamente
diferente en comparacion con los otros medios (p<0.05). Por tanto, se puede decir que este

medio es el mejor para lograr una elongacién mayor en esta especie.
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Ademas, prueba de comparacion multiple Tukey sustenté que KC, KC+GA3(0.2mg/L)
y KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) no presentan diferencias estadisticamente significativas entre

ellos, pero si entre los demas medios (p<0.05).

3.10 Enraizamiento de plantulas de Oncidium pentadactylon

Al finalizar el ensayo (3 meses) se analizo6 el crecimiento de la raiz y el nimero de
raices de O. pentadactylon. En Phy+IBA(1.5 mg/L) se obtuvo en promedio 5+1.09 raices por
plantula, las cuales crecieron 15.00mmz=0.93. Estos fueron los mejores resultados en
comparacion con los otros tratamientos. Cabe mencionar que las plantulas que estuvieron en
los tratamientos control (Phy y KC) no presentaron crecimiento en el periodo de duracion del
ensayo (3 meses). (Tabla 6y Figura 6).

La prueba de comparacion multiple Tukey con 95% de confiabilidad, apoy6 en que
Phy+IBA(1.5 mg/L) es estadisticamente diferente con respecto a otros tratamientos (p<0.05).
Por tanto, se puede decir que este medio es el mejor para lograr un enraizamiento mayor en

esta especie.

4 DISCUSION

4.1 Germinacion

El cultivo in vitro de orquideas presenta una gran ventaja comparado al cultivo en
condiciones naturales, ya que es posible obtener una mayor germinacion. Segun, Luan, et al
(2006) en condiciones naturales germinan solo el 2 0 3% de las semillas que estan dentro de
una capsula, no obstante, en este trabajo se obtuvo un 43% de germinacién en condiciones in
vitro con O. pentadactylon, una orquidea epifita, y 26% con E. capitatus, una orquidea
terrestre. Otros estudios también han reportado que en condiciones in vitro se logran altos

porcentajes de germinacion (Valencia, 2019; Aucapifia & Lopez, 2016; McKendrick, 2000).
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Dentro del cultivo in vitro existen diversos medios de cultivo que pueden estar
suplementados con varias sustancias adicionales como: hormonas de crecimiento, carbon
activado, vitaminas, entre otros. Estas mezclas se prueban para lograr resultados mas eficientes
tanto en la germinacién como en el posterior desarrollo de la planta (Rahman et al., 2005). El
medio de cultivo en el que se obtenga los mejores resultados sera el que se adapte mejor a las
necesidades nutricionales especificas de cada especie (Castellanos & Torres, 2018). Por esta
razon, para identificar cuél es el medio de cultivo éptimo para la germinacion, se probaron 10
tratamientos diferentes.

En el caso de O. pentadactylon el tratamiento en el que se obtuvo los mejores resultados
en germinacion fue Phy+GA3(0.2mg/L); mientras que para E. capitatus, el mejor tratamiento
fue KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L). (Figura 2A, 2B y Figura 7A, 7B). Ambos tratamientos
poseen la fitohormona GAsy carbon activado. Se reporta en la literatura que la hormona GA3
favorece a la activacion del embrion y la produccion de hidrolasas que estan involucradas en
la ruptura de la testa (Cevallos, 2016). Aucapifia y Lopez (2016) reportan que al usar dicha
hormona en una concentracion de 0.1mg/L lograron un porcentaje de germinacion de 96% en
la orquidea Cymbidium sp.

Ademas, Phy+GA3(0.2mg/L) y KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) poseen carbdn activado.
Se ha reportado que el carb6n activado se utiliza para impulsar la germinacion de orquideas
epifitas mas que terrestres debido a que adsorbe compuestos fendlicos y carboxilicos que
producen las semillas de las orquideas epifitas en sus primeras etapas (Nadarajan et al., 2011).

El contraste entre ambos tratamientos es el diferente medio de cultivo: Phy y KC.
Ambos poseen micro, macronutrientes y sacarosa. Sin embargo, el medio Phy, ademas, posee
otros componentes como vitaminas, peptonas, mioinositol y carbon activado. (ANEXO A). Las
vitaminas sirven como catalizadores en diversos procesos metabdlicos ayudando asi al

crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Abrahamian & Kantharajah, 2011). Por otro
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lado, el mioinositol desempefia un papel en la division celular aumentando asi el desarrollo de
todas las partes de este organismo (Singh et al., 2018). Por Gltimo, las peptonas son utilizadas
como fuentes de carbono y nitrogeno, los cuales tienen un efecto positivo en la germinacién de
las semillas de orquideas debido a que nutren al embrion para que empiece el proceso de
imbibicion (Shekarriz et al., 2014).

Los resultados obtenidos coinciden con otros estudios que reportan buenos resultados
con el medio Phy en orquideas epifitas. Por ejemplo, Hossain (2008) reporta que con este medio
de cultivo logré porcentajes altos de germinacion (70%) en la orquidea epifita Epidendrum
ibaguense. Musharof, et al., (2009) también reportan altos porcentajes de germinacion (90%)
en la orquidea epifita Cymbidium aloifoium utilizando dicho medio.

Por otro lado, el medio KC se caracteriza por poseer una gran concentracion de amonio
en comparacion con los otros dos medios (ANEXO A). Las orquideas terrestres como E.
capitatus necesitan de gran cantidad de nitrégeno para germinar y desarrollarse (Kauth et al.,
2007), por tanto, es posible que por eso los resultados de esta especie hayan sido mayores en
este medio.

Cabe recalcar que en E. capitatus se obtuvo un porcentaje menor de germinacion
comparado con O. pentadactylon. (Tabla 4). Estos porcentajes son coherentes con lo descrito
por la literatura. Valencia (2019) reportd un porcentaje de germinacién menor en la orquidea
terrestre P. punchela (16.41%) en comparacion con la orquidea epifita E. jaimsonis (65%).
Ademas, Luan et al., (2006) obtuvo que el porcetaje de germinacion de la orquia epifita
Esmeralda clarkei fue mayor en comparacién con la orquidea terrestre Phaius tankervilliae.
Los porcentajes difieren entre orquideas epifitas y terrestres debido a sus diferentes
requerimientos nutricionales (Hicks & Lynn, 2007). Es posible que este estudio se hayan
utilizado variables que favorecen mas a la germinacion de orquideas epifitas como: el carbon

activado y el medio Phy.
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En las dos especies de estudio no se obtuvo germinacion en el tratamiento
MS+GA3(0.2mg/L) es posible que esto haya dado porque las orquideas en general no requieren
de una concentracion muy alta de nutrientes minerales (Bacuilima, 2015). EI medio Murashige
& Skoog posee el doble de la concentracion de minerales a comparacion de los otros dos
medios (ANEXO A). Por tanto, es posible que la alta cantidad de nutrientes haya inhibido el
desarrollo. Varios estudios reportan que han obtenido buenos resultados con el medio 12,MS,
el cual posee la mitad de la concentracion de Murashige & Skoog (Akatar et al., 2008; Escobar
et al., 2008).

Otro factor que se analiz6 fue la germinacién de las semillas frescas con respecto a las
semillas secas, puesto que Valencia (2019) y Cueva & Moya (2015) reportan diferencias en la
tasa de germinacion dependiendo del almacenamiento de las semillas. En O. pentadactylon, la
germinacion solo fue posible en el ensayo de las semillas frescas, en cambio en E. capitatus,
la germinacion se obtuvo tanto en el ensayo de las semillas frescas como en las semillas secas.
(Tabla 3).

Los resultados anteriores concuerdan con los que se obtuvieron en la prueba de
viabilidad con tetrazolio. Esta prueba se basa en que las semillas viables tendran
deshidrogenasas, las cuales al librear iones hidrégeno reducen al tetrazolio en formazan, el cual
tiene un color rojo (Salazar & Gélvez, 2015). Por tanto, las semillas viables se veran rojas, en
comparacién con las no viables, que se veran blancas (Salazar & Gélvez, 2015).

Las semillas de O. pentadactylon tuvieron un porcentaje de viabilidad de 0%. (Figura
4). Durante el secado, las semillas pierden humedad y oxigeno, en el caso de O. pentadactylon,
la perdida de estos ocasiona que las células del embrién mueran (Cueva & Moya, 2015). Esto
es debido a que la falta de oxigeno produce alteraciones fisioldgicas irreversibles causando la

muerte celular del tejido (Cabrera, 2008).
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En cambio, para E. capitatus, las semillas provenientes de la capsula fresca obtuvieron
una mayor viabilidad (93%) comparada con las semillas secas (64%). (Figura 4). La pérdida
de humedad y oxigeno, en esta especie, ocasion0 la pérdida de viabilidad y ademas
desencadend un estado de dormancia que produce un retardo en la germinacién (Taiz & Zeiger,
1998). Concordante a eso, la germinacion de las semillas secas se dio en menor porcentaje en
comparacion con las semillas frescas. (Tabla 3). Estos resultados coinciden con lo reportado
por Valencia (2019), ya que en dicho estudio también se observd que el porcentaje de
germinacién fue mas bajo en el ensayo de semillas secas de Epidendrum jamiesonis, en
comparacion con el de las semillas secas. También, Cueva & Moya (2015) reportan que para
orquideas de los géneros Oncidium, Elleanthus, Epidendrum y Odontoglosum se observa que
los porcentajes de germinacion disminuyen cuando se trabaja con semillas que hayan pasado

por un proceso de secado.

4.2 Desarrollo de las plantulas hasta fase 5

La fase 5 de desarrollo se caracteriza por la formacion de la primera hoja o raiz. Se
considera a esta fase como la ultima dentro del desarrollo de las orquideas, ya que es la
formacién de la plantula como tal (Seaton & Ramsay, 2009). Para O. pentadactylon los
tratamientos en los que se obtuvieron los mejores resultados fueron: Phy+GA3(0.2mg/L), Phy,
MS+CA(2g/L) y KC. (Figura 3). Mientras que para E. capitatus tanto para las semillas secas
como para las frescas el tratamiento fue KC+GAz (0.2mg/L)+CA(2g/L). (Figura 8A).

Seguln los resultados obtenidos en O. pentadactylon para el avance hasta fase 5 de
desarrollo no hay diferencias estadisticamente significativas entre los cuatro diferentes
tratamientos. Sin embargo, al observar las fotografias (Figura 3)se puede sugerir que
Phy+GA3(0.2mg/L) es el mejor debido a que posee mas plantulas en comparacién con los otros
tratamientos. Ademas, cabe recalcar que Escobar et al., (2008) reportan que para la especie

Oncidium stramineum el medio que obtuvo los mejores resultados en cuanto al porcentaje de
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plantulas en fase 5 contenia carbon activado y la hormona GAs, al igual que

Phy+GA3(0.2mg/L).

Por otro lado, en E. capitatus si se observa una tendencia en la que
KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) es el que tenga los mejores resultados en germinacion y
desarrollo hasta fase 5. Como ya se mencion6 antes el medio KC es indicado para orquideas
terrestres debido a que suple su necesidad de altas concentraciones de nitrogeno (Kauth et al.,
2007).

Se observa que los tratamientos: Phy+GA3(0.2mg/L), Phy, MS+CA(2g/L) vy
KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) poseen carbon activado. Pacek et al., (2010) reportan que para
orquideas epifitas tanto terrestres se obtiene un mayor porcentaje de plantas que crecieron hasta

tener su primera hoja, en tratamientos que poseen carbén activado.

4.3 Elongacion

Al analizar el crecimiento de O. pentadactylon se observa que el mejor tratamiento fue
Phy. (Tabla 5y Figura 5). Como ya se mencion0 antes, este medio posee componentes que
favorecen el crecimiento de la planta en general. Después del tratamiento Phy, los mejores
resultados se obtuvieron con KC, KC+GAz(0.2mg/L) y KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L). (Tabla
5 y Figura 5). Estos tres tratamientos tienen en comun el medio de cultivo Knudson C. Lo
mencionado concuerda con la literatura debido a que Aktar, et al. (2008) reportan que para la
orquidea epifita Dendrobium sp. dicho medio fue el que logré los mejores resultados de
elongacion.

El medio Phy y KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) poseen carbon activado, se ha reportado
que se utiliza carbon activado para la conversion de la fase 4 (protocormo avanzado) a fase 5

(brote de la primera hoja) (Kim, Kang, Enkhtaivan, Jan, & Sivanesa, 2019).
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4.4 Enraizamiento

Al analizar las dos variables de enraizamiento de O. pentadactylon se observa que el
mejor tratamiento fue Phy+IBA(1.5mg/L). (Tabla 6 y Figura 6). Resultados similares se
observaron en Rahman et al., (2005), quienes reportan que utilizando dicha hormona en una
concentracion de 1.5mg/L se obtiene un mayor nimero de raices y mayor crecimiento en la
orquidea Oncidium taka. (Cueva & Moya, 2015). La hormona &cido indol butirico (IBA) es
una auxina que sirve principalmente para inducir el crecimiento de las raices debido a que
induce la division celular repetitiva de dicho 6rgano (Rizwan et al., 2012).

El medio Phy posee carbén activado, Sipayung (2018), reporta que el carbdn activado
oscurece el medio, lo que estimula a las sustancias de crecimiento enddgeno para que trabajen

activamente en el proceso de crecimiento y desarrollo de las raices.

5 CONCLUSIONES

Se logro establecer un protocolo para la germinacion asimbidtica y desarrollo in vitro de
Oncidium pentadactylon y Elleanthus capitatus, obteniendo un porcentaje de germinacion de
81.6% con el tratamiento Phy+GA3(0.2mg/L) y 58.7% con el tratameinto
KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L) respectivamente.

Los tratamientos Phy+GA3 (0.2mg/L), Phy, MS+CA(2g/L) y KC fueron los 6ptimos para
obtener el desarrollo hasta fase 5 de las plantulas de O. pentadactylon. Mientras que para E.
Capitatus, tanto en el ensayo de semillas secas como en el de las frescas el mejor tratamiento
fue KC+GA3(0.2mg/L)+CA(2g/L).

El mejor tratamiento para la elongacion de O. pentadactylon fue Phy con un crecimiento
de 16.24mmz0.39 en tres meses. Pare el enraizamiento el mejor tratamiento fue
Phy+IBA(1.5mg/L) con 5+1.09 raices por plantula y un crecimiento en promedio de

15.00mm=0.93 en tres meses.
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Por ultimo, se concluye gue los resultados obtenidos aportan para la propagacion in vitro

de especies de orquideas en el Ecuador.

6 RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar el ensayo de elongacion de la orquidea E. capitatus, empleando los
mismos medios utilizados en este trabajo para la germinacion. En el caso de que las plantulas
no desarrollen raices suficientemente grandes, se recomienda realizar un ensayo enraizamiento
considerando su cultivo en medios suplementados con IBA, lo cual se ha visto que funciona en
otras especies.
Una vez que se obtengan plantulas con raices bien desarrolladas, se recomienda realizar un

ensayo de aclimatacion, tanto para O. pentadactylon como para E. capitatus.
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8 TABLAS

Tabla 1: Medios de cultivo utilizados en la germinacion de E. capitatus y la germinacion
y elongacion de O. pentadactylon. Cada letra en mayuUscula representa a cada tratamiento. MS:
Murashige y Skoog modificado. KC: Knudson C modificado. Phy: (Phytamax™ Orchid
Medium with charcoal Sigma). GAs: Acido giberélico.

Letra Tratamiento

MS (Murashige & Skoog, F., 1962) sin hormona sin carbon activado
MS con carbon activado (2000 mg L-1)

MS con hormona: &cido giberélico (GA3) (0.2 mg L-1)

MS con hormona GA3z (0.02 mg L-1) y carbdn activado (2000 mg L-1)
KC (Knudson, 1946) sin hormonas y sin carbon activado

KC con carbén activado (2000 mg L-1)

KC con hormona GA3 (0.2 mg L-1)

KC con hormona GA3 (0.2 mg L-1) y carbén activado (2000 mg L-1)
Phy (MERK, 2020)

Phy con hormona GAs3 (0.2 mg L-1)
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Tabla 2: Medios de cultivo utilizados en el enraizamiento de O. pentadactylon. Cada letra
en mayuscula representa a cada tratamiento. KC: Knudson C modificado. Phy: (Phytamax™
Orchid Medium with charcoal Sigma). IBA: Acido indol butirico.

Letra Tratamientos

KC sin hormona IBA

KC con hormona IBA (0.5mg/L)
KC con hormona IBA (1mg/L)
KC con hormona IBA (1.5mg/L)
Phy sin hormona IBA

Phy con hormona IBA (0.5mg/L)
Phy con hormona IBA (1mg/L)
Phy con hormona IBA (1.5mg/L)
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Tabla 3: Comparacion de los resultados de la germinacion y avance hasta fase 5 entre
semillas frescas y secas de O. pentadactylon y E. capitatus. Porcentaje de la germinacion en
los ensayos de semillas frescas y secas. No se evidencié germinacion en el ensayo de semillas
secas de O. pentadactylon.

Oncidium pentadactylon Elleanthus capitatus

Frescas Secas Frescas Secas

% Semillas germinadas 43% 0% 26% 11%

% Plantulas que llegaron a fase 5 54% 0% 50% 44%
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Tabla 4: Resultados de germinacion y avance hasta fase 5 entre O. pentadactylon y E.
capitatus. Porcentaje de la germinacién y plantulas en fase 5 evidenciado en todos los
tratamientos con los que se trabajo.

Oncidium Elleanthus

pentadactylon capitatus
%Semillas germinadas 43% 26%
%Plantulas que llegaron a fase 5 54% 44%

Tabla 5: Resultados elongacién de O. pentadactylon. Media y la desviacion estandar del
crecimiento de las plantulas que se obtuvo en los tratamientos que se mencionan en la Tabla 1.
Las letras en mindscula diferentes representan diferencias significativas segun la prueba de
comparacién multiple Tukey (p<0.05).

Tratamiento | Media del crecimiento en tres meses (mm)
10.08+0.37¢
15.13+0.26"
15.00+1.36"
11.00+0.63¢
16.24+0.39%
10.21+1.62°
10.00+0.16°
15.24+0.34
10.21+0.29¢
14.44+0.85°

o|—T|IOmmgolo|m| >

Tabla 6: Resultados de enraizamiento de O. pentadactylon. Media y la desviacion estandar
del nimero de raices su el crecimiento en los tratamientos que se mencionan en la Tabla 2. Las
letras en minuscula diferentes representan diferencias significativas segun la prueba de
comparacién multiple Tukey (p<0.05).

Tratamiento | Media nimero de raices | Tamafio de la raiz (mm)

A 0° 0°

B 1.42+0.49°¢ 4.31+1.10°
C 3.31+0.59° 11.48+0.58"
D 5.00+1.09° 15.00+0.93%
E 0° 0

F 1.00+0.81° 2.00+1.14¢
G 1.62+0.49° 4.60+0.54°
H 3.17+° 11.26+1.13°




FIGURAS
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Figura 1: Fases de las semillas de orquideas. Fotos tomadas con un estereomicroscopio
indicando las 6 fases en el desarrollo de las orquideas. (0) semillas sin germinar. (1) semillas
con embrién engrosado y verde. (2) semilla con embrion engrosado, rompimiento de la testa.
(3) protocormo inicial. (4) protocormo avanzado. (5) plantula. (A) fotos pertenecientes a
Oncidium pentadactylon (B) fotos pertenecientes a Elleanthus capitatus. La linea blanca
debajo de cada imagen corresponde a la escala de la imagen y representa 1Imm.
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Figura 2: Germinacion Oncidium pentadactylon. (A) Porcentaje de semillas germinadas que
se obtuvo en los tratamientos que se mencionan en la Tabla 1 con su respectiva desviacion
estandar. Las letras en minGscula diferentes representan diferencias significativas segun la
prueba de comparacion maltiple Tukey (p<0.05). (B) Fotos representativas tomadas con un
estereomicroscopio. Debajo de cada imagen esta el nombre de cada tratamiento. En cuanto a
la escala de las fotos, la linea blanca debajo de cada imagen representa Imm.
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Figura 3: Desarrollo de las plantulas de Oncidium pentadactylon hasta fase 5. (A)
Porcentaje de plantulas en fase 5 que se obtuvieron en los tratamientos que se mencionan en la
Tabla 1 con su respectiva desviacion estandar. Las letras en minuscula diferentes representa
diferencias significativas segun la prueba de comparacion mdaltiple Tukey (p<0.05). (B) Fotos
representativas tomadas con un estereomicroscopio. Debajo de cada imagen esta el nombre de
cada tratamiento. En cuanto a la escala de las fotos, la linea blanca debajo de cada imagen
representa Imm.
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Oncidium penaactylon Elleanthus cpiratus Elleanthus capitatus
semillas secas (0%) semillas frescas (93%) semillas secas (64%

Figura 4: Resultados prueba de viabilidad. Fotos representativas tomadas con un
estereomicroscopio. Debajo de cada imagen esta el nombre del origen de cada grupo de
semillas. Ademas, en paréntesis se indica el porcentaje de viabilidad que obtuvo cada grupo de
semillas. En cuanto a la escala de las fotos, la linea blanca debajo de cada imagen representa
Imm.

_E = Phy* H > KC+CA+GAs®

B > KCP C > KC+GAS

Figura 5: Elongacion de Oncidum pentadactylon. Fotos representativas de las plantulas.
Debajo de cada imagen esta el nombre de cada tratamiento. Las letras en minuscula diferentes
representan diferencias significativas segin la prueba de comparacion mdaltiple Tukey
(p<0.05). En cuanto a la escala de las fotos, la linea blanca en la esquina izquierda de cada
imagen representa 1cm.
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Figura 6: Enraizamiento Oncidium pentadactylon. Fotos representativas de las plantulas.
Debajo de cada imagen estd el nombre de cada tratamiento. Las letras en minuscula diferentes
representan diferencias significativas segin la prueba de comparacion multiple Tukey
(p<0.05). En cuanto a la escala de las fotos, la linea blanca en la esquina izquierda de cada
imagen representa 1cm.
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Figura 7: Germinacion de Elleanthus capitatus. (A) Porcentaje de semillas germinadas en
los tratamientos que se indican en la Tabla 1 con su respectiva desviacion estandar, de las
semillas secas y frescas. Las letras en minudscula diferentes representa diferencias significativas
segun la prueba de comparacion multiple Tukey (p<0.05). (B) Fotos representativas tomadas
con un estereomicroscopio. Debajo de cada imagen esta el nombre de cada tratamiento. En
cuanto a la escala de las fotos, la linea blanca debajo de cada imagen representa 1mm.
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Figura 8: Avance hasta fase 5 Elleanthus capitatus. (A) Porcentaje de plantulas en fase 5 en
los tratamientos que se indican en la Tabla 1 con su respectiva desviacion estandar, del ensayo
de las semillas secas y frescas. Las letras en minuscula diferentes representa diferencias
significativas segun la prueba de comparacion multiple Tukey (p<0.05). (B) Fotos
representativas tomadas con un estereomicroscopio. Debajo de cada imagen esta el nombre de
cada tratamiento. En cuanto a la escala de las fotos, la linea blanca debajo de cada imagen
representa 1mm.




10 ANEXO A:Componentes de los medios de cultivo utilizados

Componente (mg/L) KC Phy MS
Nitrato de Amonio 825 1650
Sulfato de amonio 500

Acido borico 0.056 3.1 6.2
Anhidrido clorhidrico de calcio 166 332.2
Nitrato de calcio 694.4
Clorhidrico de cobalto « 6H20 0.0125 0.025
Sulfato ctprico * SH20 0.0624 0.0125 0.025
Na2-EDTA 37.24 37.26
Sulfato ferroso « 7TH20 25 27.85 27.8
Sulfato de magnesio 122.125 90.35 180.7
Clorhidrico de magnesio* 4H20
Sulfato de magnesio * H20 5.682 8.45 16.9
Trioxido de molibdeno 0.016
Sal sddica « 2H20 0.125 0.25
Yodato de potasio 0.415 0.83
Nitrato de potasio 950 1900
Fosfato de potasio monobasico 250 85 170
Zinc sulfate « 7H20 0.331 5.3 8.6
Carbodn activado 2000
MES 1000
Mioinositol 100
Acido nicotinico 1
Peptona 2000
Piridoxina « HCI 1
Sacarosa 20000 20000 20000
Tiamina * HCI 10




