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Resumen

Ecuador es considerado un pais con altisima diversidad de especies de orquideas; sin
embargo, algunas especies se encuentran en estado de vulnerabilidad y otras en peligro
critico de extincion. Los principales factores que amenazan a las orquideas son la
destruccion de habitat, el manejo inadecuado de recursos, la contaminacion ambiental y la
sobrecoleccion de muestras. Las capsulas de orquideas contienen generalmente de 2-3
millones de semillas, pero en condiciones naturales Unicamente germina el 2-3%. Estos
bajos porcentajes de germinacion se deben principalmente a la carencia de endospermo, la
necesidad de formar relaciones simbioticas con micorrizas y su lento crecimiento. Una
alternativa para obtener una germinacion eficiente, que permite sobrellevar estas
limitaciones, es emplear técnicas de cultivo in vitro. El objetivo de este estudio fue
introducir a condiciones in vitro semillas de las especies Epidendrum jamiesonis y
Pleurothallis pulchella. Se colectaron capsulas maduras de plantas de orquideas y se probo
dos formas de siembra, una con semillas obtenidas directamente de la capsula desinfectada
y otra con semillas secadas previamente en silica gel. Para la siembra se emplearon 8
tratamientos, usando 2 medios de cultivo basales (%2 MS y KC), suplementados o no con
carbon activado (2000 mg L) y 4cido giberélico (0.2 mg L™). Mediante un anélisis de
varianza se determind que el medio de cultivo es el factor que mas aporta sobre cada
variable de respuesta analizada, desde el avance hasta fase 5 y elongacién. Los mejores
resultados se obtuvieron en el medio de cultivo 2 MS, que se caracteriza por presentar una
mayor concentracion y variedad de sales. El tratamiento de 2 MS con GAj; fue el mas
eficiente para el desarrollo hasta fase 5 de semillas de E. jamiesonis, (ademds que mostré el
menor numero de dias para iniciar la germinacion). Mientras que en el caso de
Pleurothallis pulchella, el medio ideal para la etapa inicial de germinacion resultd ser 'z
MS con carbon activado. Para el desarrollo posterior de elongacion el mejor medio fue el
de 2 MS con carbon activado para semillas de E. jamiesonis (1.54 cm en 17 semanas). Para
la aclimatacion de E. jamiesonis, se probaron 3 sustratos diferentes, siendo la combinacion
de musgo Spaghnum y piedra pomez, donde se obtuvo la mayor supervivencia (cercana al
100%). Los resultados obtenidos representan una alternativa adecuada para introducir a la
especies E. jamiesonis y P. pulchella, en condiciones in vitro, para su propagacion y
pueden servir como herramienta para la conservacion y el estudio de especies de
importancia para Ecuador.



Abstract

Ecuador is considered a country with a high diversity of orchid species; however, some
species are in a vulnerable state and others are critically endangered. The main factors that
threaten orchids’ species are the destruction of their habitat, the inadequate management of
resources, environmental contamination and overcollection of specimens. Orchid capsules
generally contain 2-3 million seeds, but under natural conditions only 2-3% germinate.
These low percentages of germination are mainly due to the lack of seeds endosperm, to the
need of forming symbiotic relationships with mycorrhizae and to their slow growth. An
alternative to overcome these limitations and obtain an efficient germination, is the use of
in vitro culture techniques. The objective of this study was to introduce seeds of
Epidendrum jamiesonis and Pleurothallis pulchella to in vitro conditions. Mature capsules
of orchid plants were collected, and two forms of germination were tested, one with seeds
obtained directly from the disinfected capsule and another with seeds previously dried in
silica gel. For the germination, 8§ treatments were tested, using 2 basal culture media (2 MS
and KC), supplemented or not with activated charcoal (2000 mg L) and gibberellic acid
(0.2 mg L™"). An analysis of variance was performed, and it was determined that the culture
medium is the factor that contributes the most to each response variable analyzed, nil seeds
reached to phase 5 and elongation. Overall, the best results were obtained in the 2 MS
culture medium, which is characterized by a higher salt concentration and variety, which is
essential for the plant development. For the development of E. jamiesonis’ seeds to phase 5,
the culture media 2 MS supplemented with GA; was the most efficient (in addition, it
showed the first case of germination). In the case of Pleurothallis pulchella seeds, the best
medium for the initial stage of germination was 2 MS with activated charcoal. For the
elongation, the best culture medium was 2 MS with activated charcoal for E. jamiesonis
plantlets (1.54 cm in 17 weeks). For the acclimation of E. jamiesonis plants, 3 different
substrates were tested, and the combination of Spaghnum moss and pumice stone, presented
the highest survival rate (close to 100%) and growth rate. The results obtained in this study
represent an adequate alternative to introduce E. jamiesonis and P. pulchella seeds to in
vitro conditions, for their propagation. The protocols presented in this study could serve as
a tool for the conservation and study of species of importance in Ecuador.
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1. Introduccion
1.1. Orquideas

1.1.1. Diversidad, distribucion y caracteristicas generales

La familia Orchidaceae constituye uno de los filos de plantas mas diversos,
incluyendo alrededor de 900 géneros, de los cuales se estima que existen entre 25000 y
35000 especies (Dressler, 1993; Mabberley, 1997). Toda su diversidad esta relacionada con
un alto numero de especies, que se caracterizan por una amplia variedad de formas,
tamafios y colores, como un sinnimero de habitats (Dressler, 1993).

Las orquideas son consideradas cosmopolitas, puesto que se encuentran en casi en
todos los ambientes a excepcion de los desiertos y glaciares, mientras que su mayor
diversidad se encuentra en los tropicos. De forma general en el 4rea tropical de América del
Sur existen alrededor de 350 género, en la zona tropical de Asia alrededor de 300 géneros,
en la zona tropical de Africa alrededor de 150 géneros, en Oceania alrededor de 70 géneros,
en Europa y Asia alrededor de 60 y por ultimo en América del Norte alrededor del 30
géneros (Lakshman, 2015). Muchas especies de orquideas son endémicas, es decir estan
limitadas a areas geograficas y rangos altitudinales especificos (Cardelus et al., 2006). Se
han identificado areas con alto endemismo entre las que destacan: Ecuador, Colombia,
Madagascar, Guayana, Nueva Guinea y la costa de Brasil (Pridgeon et al., 2009)

Las orquideas se caracterizan por ser monocotiledoneas (Menchaca & Moreno,
2011) y pueden ser diferenciadas segun su tipo de crecimiento: monopodial o simpodial. El
crecimiento monopodial hace referencia a una planta que desarrolla un solo tallo principal,
con hojas alternadas, inflorescencia axilar y con raices aéreas que se originan entre los

nudos. Mientras que el crecimiento simpodial, mas comin en orquideas, es un tipo de
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crecimiento en el cudl se desarrollan varios tallos, del cual regeneran yemas laterales y

pseudobulbos (Ruiz et al., 2016).

1.1.2. Descripcion morfologica

Las orquideas presentan varias caracteristicas morfologicas que las convierten en
plantas atractivas y distintivas. Se destaca la presencia de tallos de diferente forma y
tamafio, raices carnosas, flores llamativas y capsulas llenas de millones de pequefias
semillas.

El tallo de una orquidea es terete, es decir, cilindrico y engrosado. Una de las
variantes de tallos caracteristicos de las orquideas epifitas son los pseudobulbos. Estos son
tallos fotosintéticos, que tienen una forma engrosada ovoide y que tienen la funcién de
almacenar agua, carbohidratos y nutrientes (Freuler, 2008). Dependiendo de la especie de
orquideas, las hojas pueden brotar desde la base del tallo, desde la zona apical de la planta o
a lo largo de todo el tallo. En su mayoria, las hojas carecen de un peciolo, por lo que
directamente la hoja se une al tallo, con una vaina envolvente (Freuler, 2008).

Las raices son carnosas o tuberosas y estan recubiertas por una capa celular
conocida como velamen que protege a la epidermis, absorbe la humedad e impide el
desecamiento. Debajo del velamen se encuentra una capa de células llamada cortex, que es
una zona en la que se alojan los hongos simbidticos micorrizicos (Porembski & Barthlott,
1988).

Las flores de las orquideas en su mayoria son hermafroditas, es decir que tienen
organos reproductivos masculinos y femeninos. Se caracterizan por ser zigomorfas, en otras
palabras, presentan un Unico plano de simetria bilateral. Ademas son trimeras, puesto que

tienen tres sépalos y tres pétalos, uno de los cuales tiene un tamafio, color o textura
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distintivo y diferente a los demads pétalos y es conocido como labelo. Asimismo, consta de
una columna o ginostemo, estructura que fusiona estambres y pistilos. Esta estructura
incluye un rostelo, que esta encargado de separar el estigma de las anteras, que inhibe la
autopolinizacién en algunas especies y en otras especies facilita a los polinizadores a
adherir el polen. Los granos de polen se encuentran unidos formando una agrupacion que
lleva el nombre de polinio. Los polinios se ocultan en una cavidad detras de la capucha de
la antera (Freuler, 2008).

Las capsulas de las orquideas cumplen el rol de frutos. Estas estructuras pueden
almacenar millones de diminutas semillas, que pueden medir en largo de 0.05 mm hasta un
maximo de 6 mm. Por su pequefio tamafio, las semillas carecen de endospermo, por lo que
para su germinacion es indispensable que se asocien a hongos micorrizicos. Las semillas se
liberan cuando la capsula se seca y se abre, y son dispersadas principalmente por el viento

(Arditti & Ghani, 2000).

Hasta el dia de hoy el mecanismo de formacion de las semillas desde la polinizacién no
estd completamente claro. Existen pocos casos descritos en los que la doble fecundacion en
las orquideas no ocurre (Batygina & Bragina, 2003). Mientras que en la mayoria de los
casos descritos si se produce una doble fecundacion, pero el desarrollo del endospermo no
es completo o se produce una degeneracion del mismo (Vinogradova & Andronova, 2002;
Yasugi, 1983). Se ha descrito que el grado de desarrollo del endospermo asi como su
degeneracion difiere segin la especie (Batygina & Bragina, 2003). Algunos autores
describen que la reduccién del endospermo depende directamente de la reduccion del
tamafio del embrion (Teryokhin & Kamelina, 1969). Otros autores sugieren que la pérdida

del endospermo aparecid como una ventaja adaptativa para poder ocupar hébitats que han
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quedado libres en zonas perturbadas; puesto que las semillas de pequefio tamafio pueden
dispersarse con mayor facilidad y son mds adaptables. Esta idea estd vinculada con su
capacidad de asociarse con micorrizas, que obvid su necesidad de producir endospermo

(Benzing, 1981).

1.1.3. Tipos de reproduccion

Las orquideas pueden reproducirse tanto de forma sexual como asexual. La
reproduccion sexual se da por medio de semillas, lo que facilita el incremento de la
variabilidad genética (Menchaca & Moreno, 2011). Sin embargo, para una reproduccion
sexual exitosa es necesario que se produzca una asociacion entre la semilla con un hongo
micorrizico; puesto que las semillas de las orquideas carecen de endospermo, las micorrizas
cumplen la funcion de suplir la accion del endospermo (Semithn & Retad, 1997; Arditti &
Ghani, 2000). Las micorrizas son hongos basidiomicetos de los filos Basidiomycota y
Ascomycota, que tienen la capacidad de penetrar el embrion de una semilla de orquidea y
proporcionar los suficientes nutrientes, proteinas importantes en la sefializacién celular,
organizacion celular, transporte, defensa y aumentar el area de captacion de agua
(Dearnaley et al., 2017) . No obstante, ya que la unién de un hongo micorrizico con una
semilla de orquidea tiene un nivel de especificidad alto, es decir comiinmente una especie
de orquidea se puede asociar solamente con una especie de micorriza en especifico y el
encuentro de la micorriza especifica con una diminuta semilla de orquidea puede resultar
complicado (Shefferson, Weiss, Kull, & Taylor, 2005).

Estudios sugieren que esta alta especializacion de los hongos micorrizicos a
orquideas es resultado de la evolucion por el abundante nimero de las semillas diminutas a

un amplio rango de ambientes. Considerando que se necesita un alto numero de semillas
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para su dispersion en habitats especializados y que su carencia de endospermo, se
desarrolld un mecanismo que permita una germinacion y desarrollo a partir de los
nutrientes accesibles en la zona y posibles compuestos limitantes para el desarrollo.
Tomando en cuenta que el metabolismos de cada especie de hongo micorrizico es distinto,
ciertas especies se pueden adaptar con mayor facilidad a ciertos ambientes que a otros.
Siendo que cada una de las especies logré conquistar un lugar especifico en el ambiente,
aprovechando los recursos que de este ambiente, se dio una coevolucion y especializacion
de orquideas y hongos micorrizicos (Benzing & Atwood, 1984; Rasmussen & Rasmussen,
2009)

Por otro lado, cada especie de micorriza se desarrolla unicamente dentro de un
rango especifico ambiental, es decir necesita de condiciones especificas ambientales de
temperatura, humedad; cambios en estos factores ambientales especificos pueden causar
susceptibilidad de los mismos (Rasmussen & Rasmussen, 2009).

Al analizar la reproduccion sexual de las orquideas, un aspecto esencial es la
polinizacion de las flores, que es mediada por insectos, aves o el viento (Arditti & Karin,
2000). Las formas vistosas de su flores y sus agradables aromas son dos ejemplos de
adaptaciones que las orquideas han desarrollado para atraer a los polinizadores. Las flores
de las orquideas también presentan una simetria dorsiventral, que obliga al polinizador a
adoptar una posicion especifica para tomar polinios. Ademds cuentan con un labelo, que
produce néctar y sirve como posadero para insectos (Menchaca & Moreno, 2011).

Por otro lado, la reproduccién asexual o vegetativa es aquella en la que no esta
involucrada la fecundacion, y de la cual se forma una planta hija con caracteristicas
idénticas a la planta madre. Esto puede darse por multiplicacion por Keikis (Menchaca &

Moreno, 2011). La reproduccion por Keikis consiste en la formacion de un nuevo brote con
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raices, que nace de la planta madre desde la vara floral en la etapa floral. De forma general,
la reproduccion vegetativa en orquideas es mas rapida que la reproduccion sexual, sin
embargo, no contribuye al incremento de la variabilidad genética de las mismas. (Rojas et

al., 2004).

1.1.4. Limitaciones fisiologicas de germinacion de orquideas

Las orquideas presentan limitaciones relacionadas a su proceso de germinacion.
Pese a que cada capsula de orquidea contiene generalmente entre 2-3 millones de semillas,
en condiciones naturales inicamente germinan el 2 0 3% (Luan et al., 2006). Incluso, segiin
Menchaca y Moreno, de forma natural por cada millon de semillas producidas, solamente
germinan de 10 a 15 semillas, y de estas solo 1-2 semillas llegan a convertirse en plantas
adultas después de un periodo de 3 anos (Menchaca & Moreno, 2011). Estos bajos
porcentajes de germinacion de las orquideas en la naturaleza se deben a la carencia de
endospermo en sus semillas y la necesidad de formar relaciones especificas simbioticas con

hongos micorrizicos (Hadley, 1997).

1.1.5. Adaptaciones a distintos habitats

Seglin el habitat donde se desarrollan las orquideas se pueden clasificar como: epifitas,
terrestres o litofitas. El grupo de las orquideas epifitas corresponde a aquellas orquideas
que se desarrollan sobre la superficie de otras plantas, obtienen humedad y nutrientes del
ambiente y lluvia. Generalmente las orquideas epifitas tienen hojas gruesas y suculentas,
con estomas pequefios, con paredes celulares y cuticulas gruesas. Estas adaptaciones
permiten que su transpiracion sea limitada y la retencién de agua (de condensacion o de
lluvia) en sus oOrganos sea alta. En su mayoria sus tallos son engrosados y forman

pseudobulbos que contienen tanto nutrientes como agua. Por otro lado, las orquideas
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terrestres son aquellas que crecen en tierra, a nivel fisioldgico las orquideas terrestres se
diferencias de las orquideas terrestres es que sus sus estomas son de mayor tamafio, y en su
mayoria no presentan pseudobulbos. Por ultimo, las orquideas litéfitas son aquellas
orquideas que crecen sobre rocas, se caracterizan por tener raices muy duras, que permiten
tomar nutrientes de forma directa desde los suelos de piedra. Debido a que existen tantas
adaptaciones para las orquideas a muchos tipos de sustratos, estas se han podido adaptar a
una amplia variedad de ambientes, desde bosques tropicales hasta pastizales (Menchaca &

Moreno, 2011).

1.1.6. Importancia de las orquideas a nivel ecologico

Todas las especies de orquideas cumplen funciones ecosistémicas importantes.
Tomando en cuenta que una funcion ecosistémica hace referencia a la presencia de un
organismo vivo que tiene interaccién esencial con otros organismos y que su actividad
permite el el equilibrio a nivel ecologico. Es por eso que en estudios ecoldgicos las
orquideas han sido usadas como indicadores ecosistémicos. Puesto que los resultados del
estudio de las tasas de polinizacion, las relaciones simbidticas tanto con micorrizas y el
nimero de nuevos individuos en periodos especificos de tiempo se pueden relacionar con
los cambios en condiciones ambientales y ecologicas (Newman et al., 2007).

Una de sus funciones ecoldgicas esta relacionada con el mantenimiento de
condiciones del habitat en el que se desarrollan, como la regulacion hidrica asociada al
crecimiento de orquideas epifitas en la zona alta de los bosques. Las orquideas epifitas
junto con otras especies epifitas vegetales forman una barrera en el dosel del bosque, que
detiene la neblina y las nubes bajas, resultando en un aumento de la precipitacion local de

forma constante y disminuye el deslizamiento rapido de agua en el bosque (Pypker et al.,



18

2006). Por lo que estas especies ayudan a disminuir la erosion, almacenar y filtrar agua de
forma lenta y continua en el suelo (Stuntz et al., 2002).

Una segunda funcién ecologica de las orquideas esta relacionada a su interaccion
con organismos eucariotas. Se ha reportado que la relacion con hongos micorrizico es
importante, puesto que estos son esenciales en el ciclo de nutrientes a nivel ecosistémico
(Ospina, 1996). Por otro lado, la interaccion animales-orquideas, provee varios beneficios a
los animales, quienes reciben refugio y alimento. Algunos animales que se ven beneficiados
por esta relacion son las abejas, avispas, hormigas y mariposas; asi como también, las aves,
principalmente los colibris y también mamiferos como los murciélagos (Ospina, 1996).

1.1.7. Estado de conservacion de orquideas

A pesar de ser una familia extensa, hasta la fecha hay mas de 1300 especies de
orquideas en la Lista Roja Global (IUCN, 2018), de las cuales alrededor del 60%
pertenecen a una categoria critica de amenaza (Fay, 2018). Las orquideas dentro de estas
listas han sido catalogadas como vulnerables, en peligro o incluso en estado critico de
peligro de extincion, debido a varios factores (Luan et al., 2006). El primer factor que
amenaza a las orquideas es la destruccion de su habitat. Esto se ha dado como resultado de
la pérdida y fragmentacion de areas naturales, con fines de expansion agricola y ganadera,
petrolera, mineria o incluso por incendios forestales. Considerando las altas tasas de
endemismo, la pérdida de cobertura vegetal, elimina la posibilidad de supervivencia de
ciertas poblaciones de orquideas (Gomez et al., 2016).

El segundo factor que afecta a las orquideas es el cambio en la temperatura y
humedad del ambiente, consecuencia del calentamiento global (Sletvold et a/, 2013). Las

especies epifitas son especialmente susceptibles, ya que son dependientes a factores
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ambientales y recursos atmosféricos al obtener agua y nutrientes desde la lluvia o vapor de
agua (Nadkarni, 2010). De igual forma, los hongos micorrizicos son muy susceptibles a
cambios climaticos, y considerando que es esencial la formacion de relaciones simbioticas
con las micorrizas, puede haber afectacion en las orquideas cuando existen limitaciones en
el crecimiento de estos hongos (Rasmussen & Rasmussen, 2008).

El tercer factor que afecta a las orquideas es la sobrecoleccion de individuos,
suscitado por el interés comercial por la belleza y exuberancia de las flores de orquideas.
Las orquideas son muy valoradas en el mercado de la horticultura. La venta de orquideas
empezo en el siglo 19, en el cual se empezaron a transportar en gran medida orquideas
desde los tropicos hacia Europa. Actualmente se continua realizando una recolecciéon no
sostenible de esta familia de plantas desde su hdbitat natural, que ha provocado una
disminucién de las poblaciones de algunas especies de orquideas, que ha acelerado su paso

a un estado de vulnerabilidad (Fay, 2018; Keel, 2007).
1.2. Orquideas en el Ecuador

1.2.1. Diversidad

Puesto que Ecuador tiene alrededor del 11% de las especies de orquideas a nivel
mundial, ha sido declarado como “Pais de las orquideas”. La familia Orchidaceae es la
familia mas diversa de plantas vasculares dentro del pais, debido a que aproximadamente el
24% de toda la flora nativa ecuatoriana corresponde a orquideas (Ministerio de Turismo del
Ecuador, 2014). Este 24% de flora nativa corresponde a orquideas que crecen en todos los
pisos altitudinales, desde los O hasta los 4500 msnm, que acoge a alrededor de 4 032
especies de orquideas. Entre los géneros con mayor niumero de especies en el pais se

encuentran: Pleurothallis, Epidendrum y Masdevallia (Endara et al., 2010).
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Dentro de las 4032 especies que se encuentran en el Ecuador, 1710 de estas son
especies endémicas (Endara et al, 2010). Siendo que el mayor niimero de orquideas
endémicas se encuentra en microhdbitats en los sistemas montafiosos (1500 - 3000 msnm)

(Ministerio de Turismo del Ecuador, 2014).

1.2.2. Conservacion

A pesar de la amplia diversidad de orquideas en el Ecuador, segin CITES (Convencion
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre) todas
las orquideas ecuatorianas se encuentran agrupadas dentro del apéndice I y su mayoria en el
apéndice II. El apéndice I corresponde a especies que estan en estado critico de peligro de
extincion y el apéndice II agrupa a aquellas especies que no estan en peligro de extincion,
pero si en vulnerabilidad (CITES, 2017). La conservacién de muchas de las especies dentro
del pais es complicada, puesto que unicamente un 13% de las orquideas estan dentro del
Sistema Nacional de Areas Protegidas, que monitorea y protege directamente estas especies.
Ademas, existen gestores publicos y privados como por ejemplo Jardines Botanicos tienen
programas de conservacion, que van desde la educacion ambiental, iniciativas de turismo en
la naturaleza, como empresas autorizadas que reproducen y comercializan especies de

orquideas (Ministerio de Turismo, 2013).
1.3. Epidendrum jamiesonis

Epidendrum jamiesonis, también descrita como Epidendrum quitensium y Epidendrum
evectum, y conocida popularmente como Maiwa, es una orquidea epifita, nativa de la zona
Andina, que se desarrolla en un rango altitudinal entre los 2000 a los 3500 msnm. En
Ecuador, Epidendrum jamiesonis se encuentra distribuida en las provincias de Carchi,

Cotopaxi, Imbabura y Pichincha (Reichenbach, 1856; Lojtnant, 1977; Jorgensen & Ulloa,
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1994). Se caracteriza por crecer hasta 1 metro de altura, tener hojas suculentas y flores lilas
y llamativas (Figura 1). De forma general esta especie ha sido usada como planta medicial.
La infusion de su flor es empleada para tratar problemas del corazén, mientras que la
infusion de sus hojas es destinada al tratamiento de la inflamacion (Jardin Botanico de
Quito, 2019).

Su clasificacion es la siguiente: reino: Plantae; filo: Tracheophyta; clase: Liliopsida;
familia: Orchidaceae; género: Epidendrum; Especie: jamiesonis.

En el 2014, Epidendrum jamiesonis fue declara orquidea emblematica de la capital del
Ecuador, Quito, por su capacidad de adaptacion al clima cambiante de Quito, sus multiples

usos y su belleza (Ministerio de Turismo del Ecuador, 2014).
1.4. Pleurothallis pulchella

Pleurothallis pulchella es una especie cuya clasificacion no es clara, porque su
pequefio tamafio dificulta su caracterizacion morfolégica y aln no existen estudios
moleculares filogenéticos de este género. Es por eso que también es descrita bajo los
siguientes nombres cientificos segin su morfologia:  Stelis pulchella, Pleutothallis
bogotensis, Pleutothallis sphenochila, Pleutothallis naraiensis, Humboltia naraniensis,
Kuntze, Humboltia pulchella, Humboltia sphenochila, Pleutothallis ecuadorensis,
Pleutothallis pteroglossa y Pleutothallis lloensis (Dodson, 1988; Luer, 1998). Es una
especie nativa de los Andes y crece entre los 2000-3500 msnm. Se encuentra distribuida
principalmente en las provincias de Azuay, Carchi, Imbabura, Loja, Pichincha y Zamora.
Esta especie se caracteriza por ser terrestre y tener tallos de hasta 20 cm de alto. Presenta
una o varias inflorescencias, con flores de un tamafio de 4-6 mm de largo de color amarillo

(Figura 1) (IUCN T. , 1996).
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Su clasificacion es la siguiente: reino: Plantae; filo: Tracheophyta; clase: Liliopsida;

familia: Orchidaceae; género: Pleurothallis y especie: pulchella
1.5. Germinacion y cultivo in vitro de orquideas

Una alternativa para sobrellevar las limitaciones de germinacidon y crecimiento de
orquideas es el uso de las técnicas de cultivo in vitro. El cultivo in vitro puede ser usado
para la conservacion de germoplasma ya que permite la germinacion de semillas bajo
condiciones controladas, asépticas y con o sin hongos micorrizicos. Asi también, el cultivo
in vitro permite el estudio del desarrollo, la conservaciéon y el mantenimiento de la
variabilidad genética de orquideas (Mayo et al., 2010).

Existen dos formas de germinacion in vitro de semillas de orquideas. La primera
forma estd relacionada con una germinacidon simbiotica, en la que las semillas son
sembradas junto con hongos micorrizicos especificos para la especie en estudio. Cuando el
hongo empieza a crecer, este llega a colonizar la semilla, establece una relacion simbiotica,
en la que el hongo brinda los nutrientes requeridos para la germinacion y desarrollo. A
pesar de que esta germinacion puede resultar muy beneficiosa, es necesario un paso inicial
de aislamiento de las micorrizas especificas para la especie que se desea cultiva
(Rasmussen & Rasmussen, 2009).

La segunda forma de germinacion in vitro es el cultivo asimbidtico. El cultivo
asimbidtico de orquideas inicid en 1922, cuando Lewis Knudson encontré una formulacién
adecuada de nutrientes en un medio de cultivo, que permiti6 la germinacioén de semillas sin
la necesidad de micorrizas (Knudson, 1946). Es decir el medio de cultivo suple la accion

del hongo micorrizico brindando los nutrientes necesarios para la germinacion y el
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desarrollo. Es importante considerar que cada especie de orquidea presenta requerimiento

distintos para germinar y desarrollarse (McKendrick, 2000).

1.5.1. Medios de cultivo

Los medios de cultivo pueden contener una combinacioén de nutrientes, reguladores
de crecimiento y otros componentes, que proporciona las condiciones necesarias para el
desarrollo vegetal en condiciones in vitro. Los componentes que incluyen los medios de
cultivo son: sales inorganicas, compuestos orgdnicos, elementos gelidificantes y
componentes inertes. Las sales inorganicas incluyen al nitrégeno, foésforo, potasio, azufre,
calcio, magnesio y hierro (Radice, 2010). En el grupo de componentes organicos se
incluyen vitaminas, hormonas, azlicares y aminoacidos. Los componentes gelidificantes,
son componentes inactivos que generan una matriz que brinda soporte para los tejidos que
seran cultivados in vitro. Por Ultimo, se pueden agregar otros componentes inertes como lo
son el carbon activado, que tiene la funcion de adsorber compuestos no deseados

(Abdelnour & Escalant, 1994).

1.5.2. Reguladores de crecimiento
Los reguladores de crecimiento o fitohormonas son sustancias quimicas que
producen las plantas y tienen una funcidon estimulante, inhibitoria o regulatoria en la
comunicacion intracelular en las plantas (Abdelnour & Escalant, 1994). Estos reguladores
de crecimiento pueden ser agregados al medio de cultivo, con la finalidad de inducir un
proceso fisiologico especifico en la planta. En el caso de las giberelinas, las cuales son
producidas en su mayoria de forma natural, producen un estimulo en la division celular,

germinacion y formacion de yemas; sin embargo, si sus concentraciones son altas puede
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traer efecto de supresion de morfogénesis en las plantas (Smith, 2006; Taiz & Zeiger,

1998).
1.6. Aclimatacion

Las plantas que crecen bajo condiciones controladas in vitro, presentan ciertas
modificaciones en su fisiologia. Las plantulas que se desarrollan en condiciones in vitro no
tienen estomas totalmente funcionales, por lo que la pérdida de agua por traspiracién no
puede ser controlada. Asi como su capacidad fotosintéticas es reducida, puesto que durante
su crecimiento in vitro la planta toma energia directamente del medio de cultivo, es decir se
desarrollaron de forma heter6trofa. Mientras que para pasar a condiciones ex vitro deben
ser autotroficas, es decir deben ser capaces de sintetizar sustancias esenciales para el
desarrollo mediante fotosintesis (Pierik, 1997). Ademas, las plantas in vitro carecen de una
cuticula cubierta por cerca que controla la pérdida de humedad. Por estas razones, la
transferencia de un planta obtenida in vitro a condiciones ex vitro puede provocar estrés y e
incluso llevar a su muerte. Por lo que es necesario aplicar un técnica eficiente aclimatacion
y un sustrato adecuado para permitir la supervivencia y el desarrollo correcto de los
estomas, la cuticula y su capacidad fotosintética (Seeman, 1993).

Ya que los estomas de plantulas obtenidas de un proceso de desarrollo in vitro
presentan limitantes, las plantulas pasadas a condiciones ex vitro deben pasar por un
progresivo cambio de humedad relativa, que puede ser controlado con una cubierta de
plastico.

1.6.1. Sustratos
Para escoger el sustrato ideal se debe considerar el hébito de la planta y las

caracteristicas fisicas del sustrato de: porosidad total, capacidad de retencion de agua y
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densidad aparente. La porosidad representa el total de la porcion no sélida del volumen del
sustrato. La capacidad de retencion de agua es el volumen de agua que se retiene después
del riego y del drenaje. Mientras que la densidad aparente es el peso seco del sustrato en
relacién al volumen total que ocupa (Cruz et al, 2013). Dependiendo del habito de la
especie se debe escoger el sustrato a usarse para la fase de aclimatacion. Se ha reportado
que en el caso de especies epifitas, se necesita sustratos con alta porosidad y alta capacidad
de retencion de agua. En el caso de las especies terrestres, se conoce que necesitan sustratos

con mayor densidad (Pire & Pereira, 2003).

2.  Objetivos

2.1. Objetivo general

Introducir semillas de Epidendrum jamiesonis y Pleurothallis pulchella a condiciones in
vitro con la finalidad de inducir una germinacion asimbidtica y describir el desarrollo in

vitro de estas especies.

2.2. Objetivos especificos
. Investigar los efectos del medio de cultivo, y la presencia de GA; y carbdn activado
sobre el desarrollo inicial de Epidendrum jamiesonis y Pleurothallis pulchella, evaluado a
través de las distintas etapas de germinacion de ambas especies.
. Investigar los efectos del medio de cultivo, y la presencia de GA; y carbdn activado
sobre la etapa de elongacion de Epidendrum jamiesonis.
. Determinar diferencias en la viabilidad y tasa de desarrollo de Epidendrum

Jjamiesonis al usar semillas frescas y semillas secas en los distintas medios de cultivos.
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. Identificar el mejor sustrato y tiempo adecuado para para la aclimatacion de

plantulas en condiciones de invernadero.

3. Area de estudio

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
del Colegio de Ciencias Bioldgicas y ambientales (COCIBA) en la Universidad San
Francisco de Quito (USFQ). Las capsulas de orquideas estudiadas fueron recolectadas en el
Bosque Nublado del Pululahua, bajo la autorizacién de investigacion cientifica N° 013-

2018-IC-FLO-DNB/MA otorgada por el Ministerio del Ambiente del Ecuador.

4. Justificacion

El Ecuador, considerado como un /hotspot para la diversidad de orquideas, acoge a
algunas especies catalogadas como vulnerables, en peligro o en peligro critico de extincion
segun CITES (CITES, 2017). En la actualidad existen un alto nimero de amenazas para
estas especies vegetales, de las cuales la mayoria se asocian a actividades antropogénicas
como la destruccion de habitats, el manejo inadecuado de recursos, la contaminacién
ambiental y la sobre-recoleccion de individuos (Luan et al., 2006). Estas amenazas externas
son exacerbadas por limitaciones fisiologicas de las orquideas que limitan sus tasas de
germinacion (Hadley, 1997). Una alternativa para obtener una germinacion eficiente que
permite sobrellevar estas limitaciones y facilita la conservacion ex sifu de estas especies es
la germinacion in vitro. Puesto que muchas de las especies de orquideas nativas de
Ecuador, han sido poco estudiadas, es importante conocer y establecer protocolos eficientes
de germinacion de orquideas in vitro de especies nativas y endémicas, tanto epifitas como

terrestres o litofitas. La germinacion in vitro permite producir de forma masiva plantas
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libres de patogenos, en espacios pequeios y en menor tiempo, lo cual resulta en una
alternativa para la conservacion o incluso el establecimiento de bancos de germoplasma.
Por otra parte, el establecimiento de protocolos de germinacion in vitro de semillas provee
también una plataforma para el estudio de procesos fisioldgicos del desarrollo de especies
vegetales de orquideas, lo cual permite entender a profundidad procesos especificos de
interés, para poder aplicarlos en la produccion, estudio u obtencion de compuestos de
interés.

Esta investigacion tiene como finalidad establecer protocolos de germinacion
asimbidtica in vitro de semillas de orquideas de dos especies: Epidendrum jamiesonis (una
especie de orquidea epifita nativa) y Pleurothallis pulchella (una especie de orquidea
terrestre). Los resultados aqui reportados describen algunos de los requerimientos de las
semillas de las orquideas en estudio y las etapas de desarrollo a partir de semillas, pasando
por protocormos hasta plantulas. Este estudio servird de referencia para la propagacion in
vitro de otras especies de orquideas de importancia para el pais. Finalmente, se espera que
la informacién que se obtenga de esta investigacion sea divulgada en congresos y revistas

cientificas.

5. Materiales

5.1. Material vegetal fresco
* Capsulas frescas de Epidendrum jamiesonis
* Capsulas frescas de Pleurothallis pulchella
* Semillas previamente secadas en silica gel de Epidendrum jamiesonis
5.2. Material vegetal seco

* Capsulas frescas de Epidendrum jamiesonis

* Silica gel LOBA Chemie
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Sobres de papel filtro
Frascos herméticos de vidrio

Tubos Falcon™ estériles

. Material para desinfeccion

Cémara de flujo laminar (LABCONCO)
Alcohol etilico al 70%

Hipoclorito de sodio al 2.5%

Hipoclorito de sodio al 0.39%
Detergente Tween "\ -20 Sigma - Aldrich
Vasos de precipitacion de 500 ml

Cajas Petri de vidrio autoclavadas

Agua destilada estéril

Cernidor

. Material para siembra

Cémara de flujo laminar (LABCONCO)
Cajas de Petri de vidrio
Pinzas
Bisturi
Cucharilla de laboratorio
Medios de cultivo
o Y% MS (Murashige y Skoog Modificado, concentracion media) (Murashige &
Skoog, F., 1962) sin hormonas y sin carbon activado
o % MS con carbon activado (2000 mg L™)
o % MS con hormona: acido giberélico (GA3) (0.2 mg L™)
o % MS con hormona GA; (0.02 mg L") y carbén activado (2000 mg L™)
o KC (Knudson C) (Knudson, 1946) sin hormonas y sin carbon activado
o KC con carbén activado (2000 mg L)
o KC con hormona GA; (0.2 mg L™)
o KC con hormona GA; (0.2 mg L") y carbén activado (2000 mg L™)
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Toma de datos

Estereomicroscopio

Subcultivo
Cémara de flujo laminar (LABCONCO)
Plantulas de orquideas germinadas in vitro
Pinzas
Medios de cultivo
o Y% MS (Murashige y Skoog Modificado, concentracion media) (Murashige &
Skoog, F., 1962) sin hormonas y sin carbon activado
o % MS con carbon activado (2000 mg L™)
o % MS con hormona: acido giberélico (GA3) (0.2 mg L™)
o % MS con hormona GA; (0.02 mg L") y carbén activado (2000 mg L™)
o KC (Knudson C) (Knudson, 1946) sin hormonas y sin carbon activado
o KC con carbén activado (2000 mg L™)
o KC con hormona: GAs3 (0.2 mg L™)
o KC con hormona GA; (0.2 mg L") y carbén activado (2000 mg L™)
Cajas Petri estéril
Material para aclimatacion
Sustratos autoclavados
o Musgo Spaghnum + piedra pémez (Sustrato comercial, Ecuagenera)
o Cascara de arroz + cuesco de palma africana
o Aserrin + piedra pémez
Vasos de plastico con orificios en la base

Programas para analisis de datos

ImageJ (ImagelJ, 2018)
Minitab 17 Statistical Software (Minitab 17 Statistical Software, 2017)
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6. Metodologia

6.1. Recoleccion de material inicial y almacenamiento de material vegetal

En primer lugar, se identifico morfologicamente a las dos especies en estudio. Por
un lado, para identificar a la especie Epidendrum jamiesonis se observo el tipo de
inflorescencia, sus flores moradas y su habito epifitico (Figura 1). Después identificar esta
especie se recolectaron 2 capsulas frescas y maduras (color verde oscuro y morado) de una
misma planta en el mes de septiembre del 2017. Por otro lado, se identifico plantas de
Pleurothallis pulchella con ayuda de expertos en orquideas de la reserva geobotanica del
Pululahua, en base a las caracteristicas de la planta terrestre, con pequefio tamafio, una
inflorescencia en forma de espiga y flores pequefias de color amarillo. Se recolectaron
alrededor de 50 capsulas de esta especie en junio del 2018. La recoleccion fue realizada
bajo la autorizacion de investigacion cientifica N° 013-2018-IC-FLO-DNB/MA. Las

capsulas fueron trasladadas al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ.

Para el ensayo con semillas frescas las capsulas fueron guardadas a temperatura
ambiente hasta su uso. Mientras que para el ensayo de semillas secas de la especie
Epidendrum jamiesonis, una capsulas de orquidea de E. jamiesonis colectadas fue cortada
de forma longitudinal, las semillas se pasaron a sobres de papel filtro. Los sobres fueron
secados durante 20 dias en frascos herméticos con silica en gel. Después de este tiempo, los
sobres con semillas se guardaron en tubos Falcon™ estériles, guardados a su vez en envases

de vidrio con silica en gel durante dos meses hasta su uso.
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6.2. Siembra de semillas de orquideas a partir de capsulas frescas
6.1.2. Desinfeccion

Las capsulas selladas de las dos especies de estudio fueron desinfectadas
superficialmente en una cdmara de flujo laminar con una solucion de etanol al 70 % por 5
minutos, seguido por un enjuague con agua destilada estéril. A continuacion, se sumergio
las capsulas en una solucion de hipoclorito de sodio al 2.5% con 4 gotas de detergente

Tween20 por 15 minutos. Por tltimo se realiz6 4 enjuagues con agua destilada estéril.
6.1.3. Introduccion del material a condiciones in vitro

Las capsulas desinfectadas fueron cortadas longitudinalmente en condiciones
estériles con la ayuda de un bisturi. Las semillas fueron transferidas a ocho tratamientos
que combinan dos medios de cultivo basales (/2 MS y KC), solos o suplementados con
carbon activado (2000 mg L) y/o 4cido giberélico (0.2 mg L") (Tabla 1). En el caso de la
Epidendrum jamiesonis se emple6 tinicamente una capsula para realizar la siembra, con la
finalidad de evitar sesgos. Para distribuir las semillas de forma equitativa en cada uno de
los tratamientos de esta cépsula, se tomd una medida de semillas (en este estudio una
medida corresponde al numero de semillas que se pueden tomar con una cucharilla de
laboratorio como medida referencial). Se estima que esta medida corresponde a alrededor
de 200-250 semillas en cada caja Petri (esta estimacion se realiz6 en base al nimero de
semillas promedio que se observaron por campo de observacion bajo el microscopio y el
aproximado de campos que incluye cada caja Petri). Se realizé una siembra total de 5 cajas
Petri por cada tratamiento. Mientras que en el caso de Pleurothallis pulchella, se sembrd

todas las semillas de una cépsula sobre cada una de las cajas Petri de cada tratamiento, con
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la finalidad de randomizar el ensayo. Es decir que se utilizaron 40 capsulas de P. pulchella

para este ensayo.

Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 20 g L™ de sacarosa, y su

pH fue ajustado acorde a su formulacion (pHyms = 5.8; pHgc = 5.1).

Las semillas sembradas en cajas Petri se mantuvieron en condiciones de cuarto de
cultivo, a una temperatura de 23 + 1°C y con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 oscuridad. Se
realizd un seguimiento continuo de las semillas y se tom6 datos cualitativos de las distintas
fases de desarrollo de germinacion (Tabla 2) (Seaton & Ramsay, 2009). Después del primer
mes in vitro se realizd la toma de datos cualitativos y cuantitativos del desarrollo de las
semillas bajo un estereomicroscopio. La tasa de germinacion fue estimada a través de un
conteo total de semillas germinadas en cinco campos al azar dentro de cada caja Petri y un
conteo segun la fase de desarrollo de las semillas. Se consideraron cinco fases de desarrollo
para este fin, estas fases fueron adaptadas de Cultivo de orquideas por semillas, de Seaton y

Ramsay (2009) (Tabla 2).
6.2. Siembra de semillas secas de orquideas

Este ensayo fue realizado unicamente con la especie Epidendrum jamiesonis.
6.2.1. Desinfeccion

Dentro de la cadmara de flujo laminar, los sobres de papel filtro que contenian las
semillas secas fueron desinfectados mediante inmersién en una solucion de etanol al 70%
por 30 segundos, seguido por una solucioén de hipoclorito de sodio al 0.36% con detergente
Tween20 por 5 minutos. Los sobres fueron finalmente enjuagados cuatro veces con agua

destilada estéril.



33

6.2.2. Introduccion del material a condiciones in vitro

Los sobres desinfectados fueron cortados con un bisturi estéril. Las semillas fueron
transferidas a cajas Petri con los ocho tratamientos que combinan dos medios de cultivo
basales (% MS y KC), solos o suplementados con carbén activado (2000 mg L) y/o acido

giberélico (0.2 mg L") (Tabla 1).

Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 20 g L™ de sacarosa, y su

pH fue ajustado acorde a su formulacion (pHyms = 5.8; pHkc = 5.1).

Las semillas sembradas en cajas Petri se mantuvieron en condiciones de cuarto de
cultivo, a una temperatura de 23 + 1°C y con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 oscuridad. Se
realizod un seguimiento continuo de las semillas y se tom6 datos cualitativos de las distintas
fases de desarrollo de germinacion (Tabla 2) (Seaton & Ramsay, 2009) . Después del
primer mes in vitro se realizd la toma de datos cualitativos y cuantitativos del desarrollo de
las semillas bajo un estereomicroscopio. La tasa de germinacion fue estimada a través de un
conteo total de semillas germinadas en cinco campos al azar dentro de cada caja Petri y un
conteo segun la fase de desarrollo de las semillas. Se consideraron cinco fases de desarrollo

para este fin (Tabla 2).
6.3. Ensayos de elongacion y aclimatacion de plantulas obtenidas de
semillas frescas y secas

6.3.1. Subcultivos
Se realizaron subcultivos cada 3 meses con el objetivo de renovar el medio de
cultivo de cada plantula. El subcultivo se realizo dentro de la cdmara de flujo laminar, en

donde se transfirieron los protocormos y las plantulas obtenidas de la germinacion de las
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semillas a nuevos medios de cultivo en frascos de vidrio de 6 cm de diametro y 9 cm de
alto. Las plantulas subcultivadas fueron mantenidas en cuarto de cultivo bajo las
condiciones previamente mencionadas (23 = 1°C y con fotoperiodo de 16 horas luz y 8

oscuridad).

Se obtuvo la tasa de elongacion de las plantulas mediante el registro del crecimiento
de las plantulas con fotos de los frascos de cultivo. Para obtener las medidas de elongacion,
se utilizo el software Imagel que permiti6 realizar mediciones exactas de la longitud de las
plantulas cada 15 dias de cultivo durante 17 semanas. Se tomo datos de la distancia entre la
base de la hoja més larga de cada plantula (alrededor del tallo) hasta la punta de la misma

fue registrada.

6.3.2. Aclimatacion

Una vez que las plantulas enraizaron, fueron extraidas del medio de cultivo y sus
raices fueron lavadas con agua potable para asegurar la eliminacion de residuos del medio
de cultivo. Las plantulas fueron transferidas a sustratos previamente autoclavados y

colocados en vasos plasticos con huecos en la base. Los sustratos evaluados para esta etapa

fueron:
L Musgo Spaghnum y piedra pémez
IIL. Céscara de arroz y cuesco de palma africana
I1I. Aserrin y piedra poémez

Todos los vasos con plantulas sembradas fueron ordenados dentro de macetas mas
grandes (22 vasos en cada maceta), los cuales fueron cubiertos con film pléstico

transparente y sellados, con la finalidad de conservar la humedad. Se realizo orificios en el
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plastico de recubrimiento cada siete dias por un periodo de 21 dias, después de este tiempo
se retird por completo el plastico. Las plantas y sus sustratos fueron regados cada tres dias
con agua potable usando un atomizador para cubrir en forma de lluvia todas las plantulas.
Durante seis meses se tomd datos semanalmente tanto de supervivencia como de

crecimiento de las plantulas en cada uno de los sustratos.

6.4. Analisis de datos

Los datos se recopilaron en tablas en MS Excel y se analizaron usando el software

Minitab 17 (Minitab 17 Statistical Software, 2010).

Las variables de respuesta relacionadas con la germinacion hasta la formacion de
plantulas que se analizaron fueron: la tasa de germinacion a las 4 semanas de cultivo y la
proporcion de semillas que avanzaron hasta la fase de desarrollo 5 después de 12 semanas
de cultivo. Estas variables de respuesta fueron analizada para las semillas frescas y secas de
E. jamiesonis y para las semillas frescas de P. pulchella. La siguiente variable de respuesta
analizada fue la elongacion de las plantulas de E. jamiesonis, especificamente del

crecimiento de sus hojas (diferencia de tamafio de la primera y Gltima medicion).

El disefio experimental escogido fue un disefio factorial completo, al cual se le
aplicd un andlisis de varianza (ANOVA), con la finalidad de evaluar 3 factores y sus
respectivos niveles (tipo de medio de cultivo (2 MS o KC), presencia o ausencia de GA3y
presencia o ausencia de carbon activado) asi como la interaccion de estos factores, con un
95% de confianza. A partir del ANOVA se obtuvo un modelo lineal, del cual se recuper6
los coeficientes de cada factor, que permiten determinar la magnitud del efecto sobre cada
una de las variables de respuesta. A partir de los coeficientes obtenidos, se realizaron

graficas que describen en proporcion cual es la magnitud en la que un factor influye sobre
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el promedio de una variable de respuesta. Ademas, se uso la prueba de comparacion
multiple de Tukey para encontrar las diferencias significativas entre los distintos

tratamientos probados.

Para comparar los porcentajes de germinacion, el desarrollo hasta fase 5 y el
crecimiento de las plantulas obtenidas desde semillas frescas y semillas secas, se realizo
una prueba pareada, considerando el origen de la semilla como un factor adicional de
analisis.

Para la fase de aclimatacion se realiz6 un ANOVA para identificar diferencias entre
los tres sustratos probados para la tasa de supervivencia y para el crecimiento de las

plantulas.

Resultados

7. 1. Germinacion

Se analiz6 el efecto de los factores medio de cultivo (2 MS o KC), presencia o
ausencia de carbon activado (2000 mg L™ ) y presencia o ausencia de 4cido giberélico (0.2
mg L") sobre la tasa de germinacion y el avance en el desarrollo hasta la formacion de
plantulas (fase 5). Las variables medidas fueron el porcentaje de germinacion y el
porcentaje de semillas que se desarrollaron hasta la quinta fase; ambas variables se

evaluaron a las 4, 8 y 12 semanas desde el inicio del ensayo.
7. 1. 1. Germinacion de Epidendrum jamiesonis a partir de semillas frescas

El primer caso de germinacion se observo a los 9 dias en el medio de cultivo 2 MS
con 0.2 mg L' GA;. Después de 4 semanas de cultivo in vitro los porcentajes de

germinacion mas altos corresponden a las semillas sembradas en los tratamientos: /2 MS
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con carbon activado (72.98 % de semillas germinadas), 2 MS con carbon activado y GA3
(71.86 %), KC (70.97 %) y KC con carb6n activado (72.94 %) y KC con carbdn activado y
GA; (73.29%); sin embargo, segin la prueba de comparaciéon multiple entre tratamientos,
Tukey, no existen diferencias significativas entre estos porcentajes de germinacion
(p>0.05) (Tabla 3). Mientras que los tratamientos: 2 MS (40.34%), 2 MS con GA;
(56.66%) y KC con GA; (61.66%) fueron menos eficientes para la etapa de germinacion,
mostrando diferencias significativas en relacion con los tratamientos descritos inicialmente

(p < 0.05) (Tabla 3).

Con un ANOVA del diseno factorial se determind que el factor carbon activado es
el que més contribuye a la germinacion (con 31.1% de contribucion) (p<0.05). De igual
forma el factor medio de cultivo contibuye de forma significativa a la germinacién (con un
18%) (p<0.05). Mientras que el aporte de factor GA3 no es significativo (p>0.05). Por otro
lado, la interaccion de tercer orden: medio de cultivo*carbdon activado*GAj es significativa
(p<0.05). Asi como las interacciones dobles, donde la presencia o ausencia de carbon
activado con el medio de cultivo y el GAsz en conjunto con el medio de cultivo aportan de

forma significativa a la germinacion (p<0.05) (Figura 3.A).

En cada tratamiento evaluado se logré identificar individuos en distintas fases de
desarrollo a las 4, 8 y 12 semanas de edad (Figura 4). Los resultados indican que el
tratamiento de 2 MS con 0.2 mg L™ de GA; generd una mayor porporcion de semillas que
avanzaron hasta la fase de desarrollo 5, con un 39.76% del total de semillas germinadas
que alcanzaron esta fase después de 12 semanas in vitro (Figura 5.A). A partir de un
ANOVA se determind que el medio de cultivo es el factor que contribuye en mayor

proporcion al avance en el desarrollo hasta fase (con un 35% de contribucion) (p< 0.05), de
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igual forma el carbon activado contribuye de forma significativa (21%), asi como el GA;
(con 14%) (p<0.05). Por otro lado, la interaccién de segundo orden entre el medio de
cultivo y la presencia de GA; (p<0.05), y la presencia carbon activado con la presencia de

GA; (p< 0.05) tienen un efecto significativo sobre el desarrollo hasta fase 5 (Figura 5.A).
7. 1. 2. Germinacion de Epidendrum jamiesonis a partir de semillas secas

El primer caso de germinacion se observo a los 15 dias en el medio de cultivo /2 MS
con 0.2 mg L' GA;. Después de 4 semanas de cultivo in vitro los porcentajes de
germinacion mas altos corresponden a las semillas sembradas en los tratamientos: 2 MS
(63.05 %), 2 MS con carbon activado (66.31 %), Y2 MS con GA3 (73.98 %), %2 MS con 0.2
mg L' GA; y con carbon activado (72.60 %) y KC con GA3 (60.37 %); siendo que sus
porcentajes de germinacion no difieren estadisticamente segin la prueba de Tukey

(p>0.05) (Tabla 3).

Mediante la prueba de ANOVA se logré determinar que el medio de cultivo es el
factor que contribuye en mayor magnitud al porcentaje de germinacién (con un 42% de
contibucion) (p< 0.05). De igual forma el factor individual GAj3 contribuye de forma
significativa (p< 0.05), (con un 13%). Asi mismo, se determind que la interaccion de
segundo orden entre el medio de cultivo y la presencia o ausencia de GAj, como la
presencia o ausencia de carbon activado y GAj tienen un efecto significativo sobre la tasa

de germinacion (p< 0.05) (Figura 3.B).

En cada tratamiento probado se logré identificar individuos en distintas fases de
desarrollo a las 4, 8 y 12 semanas de edad (Figura 4.B). Los resultados indican el
tratamiento de » MS con GAs3 0.2 mg L' genera una mayor proporcion de semillas que

avanzaron hasta la fase de desarrollo 5, con un 33.72% del total de semillas que alcanzaron
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esta fase después de 12 semanas in vitro. A partir de un ANOVA se determind que el
medio de cultivo contribuye en mayor medida al avance de desarrollo hasta fase 5 (con un
47% de contibucion) (p<0.05). Asi como también los factores inidividuales de GAjzy
carbon activado contibuyen de forma significativa (p<0.05) (con un 11% y 10% de
contribucion respectivamente). Por otra parte, existen dos interacciones dobles que aportan
con una magnitud significativa al avance hasta fase 5 de desarrollo. Estas interacciones
corresponde a los factores medio de cultivo y presencia de GAs; y medio de cultivo

presencia de carbon activado (p<0.05) (Figura 5.B).

7. 1. 3. Comparacion de germinacion entre semillas frescas y secas

Mediante una prueba pareada, se evalu6 las diferencias tanto en germinacion como
en desarrollo hasta fase 5, considerando el origen de las semillas (frescas y secas). Las
semillas obtenidas de cépsulas frescas presentaron porcentaje total de germinacion del
65.3% vy las semillas secas presentaron un porcentaje total de 62.5% de germinacion
después de 4 semanas in vitro; no existen diferencias significativas en las tasas de
germinacion de semillas sembradas al estar frescas y semillas secadas previamente
(p>0.05) (Tabla 4). En el caso de la comparacion en el avance en el desarrollo hasta fase 5
de semillas frescas y secas, tampoco se presentaron diferencias significativas (p>0.05),
con el 14.62% del total de semillas frescas germinadas y el 14.55% del total de semillas

secas germinadas que llegaron a fase 5 en 12 semanas (Tabla 4).

7. 1. 4. Germinacion de Pleurothallis pulchella a partir de semillas frescas

El primer caso de germinacion se distinguid a los 21 dias en el medio 2 MS con
carbon activado. Los porcentajes mas altos de germinacion después de 4 semanas se

evidenciaron en el tratamiento 2 MS con carbon activado (33.15% de semillas que
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germinaron) (Tabla 5). Analizando los factores de forma individual, se determind que los
tres factores estudiados tienen un efecto significativo sobre el porcentaje de germinacion en
esta especie (p< 0.05). El mayor aporte para la variable de respuesta germinacion es el
medio de cultivo (con 40% de contribucion). Asi como también los factores individuales
carbon activado y GAj; tienen un aporte significativo (p<0.05) (con un 23% y 12% de
contribucion respectivamente). Por otro lado, la interaccion de segundo orden entre el

medio de cultivo y la presencia de GAj es significativa (p<0.05) (Figura 3. C).

En cada tratamiento evaluado se logré identificar individuos en distintas fases de
desarrollo a las 4, 8 y 12 semanas de edad (Figura 4.C). Los resultados indican que los
tratamientos 2 MS y el 2 MS con carbon activado generan una mayor proporcion de
semillas que avanzaron hasta la fase de desarrollo 5, con un 54.43% y 62.99% de desarrollo
respectivamente después de 12 semanas in vitro. En cuanto al ANOVA del disefio factorial
se puede observar el factor individual medio de cultivo brinda el aporte mayoritario al
desarrollo hasta fase 5 (con un 47% de aporte) (p<0.05). De igual forma, los factores
individuales carbon activado y GAj; presentan un aporte significativo a esta parte del
desarrollo (p<0.05) (con un 12% y 11% de contribucidn respectivamente). Ademas, existen
dos interacciones significativas de segundo orden que aportan al avance hasta la fase de
desarrollo 5, estas corresponden al medio de cultivo y la presencia o ausencia de GAs; y el

medio de cultivo en presencia o ausencia de carbon activado (p<0.05) (Figura 5.C).

7. 1. 5. Comparacion de la germinacion de Epidendrum jamiesonis y Pleurothallis
pulchella a partir de semillas obtenidas de capsulas frescas
Se analiz6 si existen diferencias significativas en germinacion y el desarrollo hasta

fase 5 (independiente del tratamiento) de ambas especies, por medio de una prueba pareada.



41

Agrupando todos los tratamiento, se obtuvo que E. jamiesonis presenta un porcentaje de
germinacion total de 65.31% a los 4 semanas de su introduccion in vitro; por otro lado, P.
pulchella presenta tinicamente un 16.41% de germinacion en este periodo de tiempo, lo
cual corresponde a una diferencia significativa (p< 0.05) (Tabla 6).

Al contrario, en el caso de desarrollo hasta fase 5 se logra identificar un porcentaje
mas alto de desarrollo hasta fase 5 en P. pulchella con un 31.70% de semillas germinadas
que alcanzan fase 5 dentro de las primeras 12 semanas in vitro, mientras que en el caso de
E. jamiesonis Unicamente un 14.62% de semillas germinadas alcanzan esta fase de

desarrollo, mostrando diferencias significativas (p< 0.05) (Tabla 6).

2. Elongacion

Para analizar la elongacion de las plantulas, se realiz6 un ANOVA de los datos de
crecimiento de la hoja, considerando como crecimiento total la diferencia en el largo de las

hojas en la ultima y la primera medicion.

7. 2. 1. Elongacion de plantulas

La mayor tasa de elongacion corresponde a las plantulas que crecieron en el
tratamiento 2 MS con carbon activado, que muestran en promedio un crecimiento de 1.54
cm durante 17 semanas de un periodo de elongacion. Este tratamiento presenta diferencias
significativas con respecto a los demads tratamientos (p<0.05) (Tabla 7;

Figura 6). Mediante el ANOVA del disefio factorial se logro determinar que el factor
individual de medio de cultivo aporta en mayor magnitud (con un 27.5% de contribucion) a
la elongacion. Asi como también el carbon activado presenta un aporte significativo a la

elongacion (con un 21% de contribucion) (p<0.05). De igual forma, la interaccion doble
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entre el medio de cultivo y presencia o ausencia de GA3, como la interaccion entre el
carbon activado y el GAj es significativa (p<0.05) (
Figura 7).

7. 3. Aclimatacion

7. 3. 1. Supervivencia y crecimiento de plantulas aclimatadas, que pasaron por dos
periodos distintos de elongacion (32 y 55 semanas en periodo de elongacion)

Para determinar la eficiencia del proceso de aclimatacion se evalud la supervivencia
de las plantulas y el crecimiento de las mismas. Por medio de un ANOVA, se logro
identificar que el sustrato influye significativamente a estas dos variables de respuesta (en
ambos casos p<0.05) (Tabla 8). El sustrato ideal para la aclimatacion de E. jamiesonis es el
sustrato comercial de musgo Sphagnum con piedra pémez. El 90.48% de plantulas que
tuvieron un periodo de crecimiento de 32 semanas in vitro sobrevivieron en este sustrato
comercial. Mientras que el 100% de las plantulas que tuvieron un periodo de crecimiento
mayor in vitro (de 55 semanas) sobrevivieron (Tabla §;

Figura 9). Al analizar el crecimiento de las plantulas durante 12 semanas de aclimatacion
en musgo y piedra pomez se logra identificar que este es el que permiti6 un mayor
crecimiento en relacion a los demas sustratos. Siendo que plantulas que pasaron 32 semanas
in vitro previo a la aclimatacion crecieron 0.56 cm; mientras que plantulas que pasaron 55
semanas in vitro crecieron 0.66 cm (Tabla 8;

Figura 9).

Al comparar por medio de una prueba pareada la supervivencia entre las plantulas,
que pasaron por dos periodos de elongacion distintos (32 y 55 semanas) no se observan

diferencias significativas entre ambos grupos (p<0.05). En cuanto a crecimiento, si se
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encontraron diferencias significativas que muestran que las plantulas que pasaron mayor
tiempo de elongacién in vitro presentan tasas mayores de crecimiento al ser aclimatadas

(p<0.05) (Tabla 8).

8. Discusion

La germinacion asimbiotica y el cultivo in vitro de orquideas presentan ventajas,
empezando por que brindan la posibilidad de favorecer una germinacién en una mayor
proporcion en comparacion a la tasa de germinacion que se da en condiciones naturales
(Luan et al., 2006). Es por eso que el cultivo in vitro puede ser una proximacion ideal para
una produccién masiva con fines de conservacion, teniendo un alto potencial para la
propagacion y mantenimiento de la variabilidad genética (Mayo et al., 2010). El éxito de la
obtencion de altas tasas de germinacion y un eficiente desarrollo depende de un medio de
cultivo y condiciones abioticas adecuadas. Sin embargo, poder describir los requerimientos
nutricionales para cada especie de orquidea resulta complicado, por la inmensa diversidad
de orquideas y sus requerimientos nutricionales especificos. Por lo que el estudio del
cultivo in vitro de ciertas especies puede ser usados como guias de los requerimientos

nutricional de otras especies (Hicks & Lynn, 2007).

8. 1. Componentes de medios de cultivo

Durante los ensayos probados para la germinacidon asimbidtica y elongacion la
primera variable evaluada fue el medio de cultivo: 2 Murashige and Skoog (MS) y
Knudson C (KC) (Tabla 9). El medio MS es ampliamente usado en el cultivo de tejidos
vegetales puesto que la mayoria de plantas reaccionan de forma favorable en este medio de

cultivo (Pierik, 1997). En el caso de las orquideas este medio de cultivo se suele modificar,
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reduciendo su concentracion de sales a la mitad, puesto que en varios estudios se describe
altos porcentajes de germinacion y desarrollo en medios de cultivos con baja concentracion
de sales (Mayo et al., 2010). Por otro lado, el medio de cultivo Knudson C fue desarrollado
inicialmente para la germinacion in vitro de orquideas del género Cymbidium, aunque su
uso se ha ampliado para otras especies (Knudson, 1946).

Los dos medios de cultivo evaluados se asemejan en la presencia de algunos
macroelementos: magnesio (Mg), nitrato (N), potasio (K); y microelementos: hierro (Fe) y
manganesio (Mn). A pesar de las semejanzas en la composicion de estos medios de cultivo,
estos presentan varias diferencias. El medio de cultivo 2 MS contiene una mayor variedad
de sales en relacion al medio KC, asi como mayores concentraciones de las mismas (Tabla
9). Esto conlleva a que 2 MS tenga un contenido iénico més alto (alrededor de 47 mg L™)
que el medio KC (alrededor de 23.35 mg L) (Pierik, 1997).

El segundo factor evaluado es el carbon activado, un producto de la carbonizacion
de la madera a altas temperaturas en presencia de vapor, que pasa por un proceso de
purificacion y separacion de impurezas. Se caracteriza por ser un complejo de carbén con
alta porosidad y amplia area superficial en su interior que incluso puede llegar a tener 1500
m® g' (Rey & Llopiz, 2007), que le da la caracteristica de adsorber con facilidad
substancias tanto solidas como gaseosas (Fridborg & Erikson, 1975). En el area de cultivo
in vitro, el carbon activado es usado por varias razones: adsorbe compuestos toxicos 0 no
deseados, tales como productos de la oxidaciéon del metabolismo vegetal, produce un
oscurecimiento del medio de cultivo, que tiene efectos sobre la formacion y el crecimiento
de raices, aunque también se ha determinado que puede adsorber compuestos organicos que
pueden ser beneficiosos para el desarrollo vegetal, como reguladores de crecimiento (Pan &

van Staden, 1998). La concentracion de carbon activado escogida fue de 2000 mg L™, ya
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que se ha demostrado que el carbon activado en esta concentracion favorece la germinacion
y el desarrollo de orquideas (Chen ef al., 1999).

El tercer factor evaluado es el acido giberélico, un regulador de crecimiento del
grupo de las giberelinas. Su funcién corresponde a la regulacion de la germinacion, porque
estimula la produccion de enzimas hidrolasas, que son las encargas de romper la testa y
estimular la division y elongacion celular, produciendo induccion de la elongacion
(Srivastava, 2002). En condiciones naturales se ha determinado que los niveles de
giberelinas en las semillas de orquideas se ven controlados por las micorrizas presentes en
las mismas, puesto que durante la germinacion y el desarrollo inicial de las semillas son
producidas en concentraciones altas por estos hongos (Pedroza et al., 2005). A causa de la
germinacion y crecimiento lento de las orquideas, las fitohormonas pueden ser agregadas al
medio de cultivo para acelerar le germinacion y el desarrollo (Hew & Clifford, 1993).
Segiin estudios, concentraciones de acido giberélico en un rango de 0.1 — 0.4 mg L™
producen resultados positivos en la germinacion y desarrollo in vitro de orquideas; sin
embargo se debe analizar cada especie de orquidea por separado para obtener resultados

ideales (Fonnesbech, 1972).
8. 2. Germinacion

El primer elemento a ser analizado, es el primer caso de germinacion que se
distingui6 en cada una de las especies, y el origen de las semillas utilizadas. En el caso de
las semillas frescas de Epidendrum jamiesonis la germinacion mas rapida se dio a los 9
dias, mientras las semillas secas de esta especie se dio a los 15 dias. Esta diferencia en el
tiempo de germinacion puede deberse a que las semillas secas al pasar por un periodo de

secado, pierden humedad y oxigeno. Esta pérdida de humedad y oxigeno conduce a que las
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semillas entren en un estado de dormancia, que se traduce en un retardo en la germinacion
(Taiz & Zeiger, 1998). La germinacién mas rapida tanto en semillas frescas como secas de
E. jamiesonis se identifico en el tratamiento /2 MS con GA;. Esto apunta a explicar que el
GA;, promueve la germinacidon en varios pasos del inicio de la germinacién: la activacion
del crecimiento del embrién (Taiz & Zeiger, 1998) y la produccion de hidrolasas (sobretodo
alfa-amylasa) que favorecen el rompimiento de la testa (Srivastava, 2002; Taiz & Zeiger,
1998). Resultados similares en orquideas del género Cymbidium muestran que en presencia
de GAj; se reducen los tiempos de inicio de germinacion (Fonnesbech, 1972). Por otro lado,
el primer caso de germinacion de Pleurothallis pulchella se observéd a los 21 dias en el
medio de cultivo 2 MS con carbon activado. Este tratamiento, que contiene carbon
activado, en el cual se observo el primer caso de germinacion concuerda con reportes de
orquideas terrestres de género Paphiopedilum y Phaleanopsis, en los que se ha demostrado
que la adicion de carbon activado favorece al inicio del desarrollo de especies terrestre.
puesto que estas producen una mayor concentracion de compuestos secundarios, tales como
compuestos fendlicos y carboxilico, en las primeras etapas de desarrollo en relacion
especies epifitas (Nadarajan et al., 2011).

El siguiente andlisis realizado evalta el porcentaje de germinacion a las 4 semanas
después de su siembra in vitro. Se obtuvo que para Epidendrum jamiesonis, tanto para
semillas frescas como para semillas secas existen varios medios de cultivo que permiten
tasas de germinacion altas, de alrededor de 73% para semillas frescas y 74% para semillas
secas (Tabla 3). Lo que sugiere que no existen requerimientos en sales especificos para la
germinacion. Siendo que los mayores porcentajes de germinacion de semillas frescas se
identific6 en medios de cultivo de KC en cada una de las variantes probadas (es decir con o

sin carbon activado y con o sin GAsz) ademas de medios de cultivo 2 MS con carbon
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activado. En el caso de las semillas secas se dio en tratamientos que tienen en comun el
medio de cultivo Y2 MS en cada una de las variantes probadas (con o sin carbon activado y
con o sin GA3), y solo el caso de KC con GAj3. Estos resultados pueden ser comparados con
reportes de otras especies de orquideas, como Phragmapediu longifolium, Guarianthe
bowringiana, que al germinar in vitro no presentan una tendencia de germinar en mayor
proporcion en un medio de cultivo especifico (Nadarajan et al., 2011).

Mientras que al analizar la tasa de germinacion de la especie terrestre Pleurothallis
pulchella se evidencia que esta especie si presenta mayor tasa de germinacion en un medio
de cultivo especifico, correspondiente al medio de cultivo %2 MS con carbon activado. Estos
resultados sugieren que la germinacion de esta especie se ve favorecida por la presencia de
carbon activado. Considerando que el carbon activado adsorbe sustancias inhibitorias que
son exudadas por los tejidos vegetales durante el crecimiento como el etileno y los
compuestos fenolicos (Hicks & Lynn, 2007) y que las especies terrestres producen mayor
cantidad de metabolitos secundarios (como fenoles) que las especies epifitas (Nadarajan et
al., 2011), puede explicar el porqué de que una especie terrestre en condiciones in vitro se
beneficia de la adicion del carbon activado.

Al comparar las tasas de germinacion entre la especie epifita y la terrestre en
estudio, destaca que la especie terrestre presenta bajas tasas de germinacion en
comparacion a la especie epifita. Una posible razon de estos resultados, puede ser el estado
de maduracion de la capsula, ya que un desarrollo insuficiente de las semillas dentro de la
capsula puede ser un factor determinante en su viabilidad al sembrarse. Por esa razon existe
una necesidad de identificar el tiempo Optimo de desarrollo de capsulas para usar las
semillas maduras y tener resultados favorables (Vasudevan & Staden, 2010). Existen

indicadores generales para el estado de maduracion que estan relacionado con el cambio de
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coloracion y el marchitamiento del relicto floral. Sin embargo, para cada una de las
especies pueden existir diferencias en la morfologia de las capsulas maduras (Mayo et al.,
2010). En el caso de P. pulchella se conoce muy poco esta especie. Mientras que para este
la seleccion de capsulas de E. jamiesonis, expertos en orquideas ayudaron en la seleccion
de capsulas con madurez suficiente. Otro aspecto que pudo haber influido sobre la tasa de
germinacion de las semillas de P. pulchella, pueden ser los requerimientos nutricionales de
esta especie. Es decir que una posible razén, es que los medios de cultivo probados podrian

no ser los ideales para el desarrollo para esta especie terrestre.

Al realizar el ANOVA del disefio factorial, se encontrd que sobre el porcentaje de
germinacion de semillas frescas de E. jamiesonis los tres factores individuales estudiados
tienen un efecto significativo, asi como también la interaccion de estos factores influye
significativamente sobre la germinacion. Sin embargo, se logra identificar que el carbon
activado es el factor que influye en mayor magnitud sobre esta variable de respuesta. En el
caso de las semillas secas de E. jamiesonis los factores de medio de cultivo y GAs son
significativos, asi como las interacciones de segundo orden entre el GAj3 con el medio de
cultivo y el GAs con el carbon activado. Mientras que en el caso de P. pulchella se logra
identificar que los tres factores de forma individual son significativos al igual que la
interaccion de medio de cultivo y GA3. Siendo que de forma individual el medio de cultivo

es el factor que aporta en mayor magnitud a la germinacion (Figura 3).

El siguiente elemento analizado es el avance en el desarrollo hasta la fase de 5 en un
periodo de tiempo de 3 meses. En el caso de las semillas frescas como semillas secas de E.
Jjamiesonis se identifico que el tratamiento ideal que favorece este desarrollo es 2 MS con

GA;, tratamiento con el cual se obtuvo alrededor de 39.76% de semillas que germinaron
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lograron avanzar hasta fase 5. Estos resultados sugieren que el GAj esta estimulando la
elongacion y la division celular, asi como puede actuar aumentando la mitosis en la region
subapical del meristema, ademés que aumenta la extensibilidad mecénica y la relajacion de
las paredes celulares (Taiz & Zeiger, 1998). Mientras que para la especie P. pulchella los
mejores resultado se visualizaron en los tratamientos: 2 MS y 2 MS con carbon activado,
que permitieron el avance a fase 5 de alrededor de 62% del total de semillas que
germinaron. Estos resultados apuntan a que el medio de cultivo 2 MS por su concentracion
y variabilidad de sales favorece esta etapa de desarrollo, sin embargo la presencia o
ausencia de carbon activado no presentaria una diferencia. Mientras que la presencia de
GA; puede estar limitando esta etapa de desarrollo. Esto puede sugerir una relacion con una
concentracion de esta fitohormona enddgena. Puesto que se ha descrito que un contenido
alto de este regulador de crecimiento puede resultar en un inhibidor de la germinacion
(Pierik, 1997), como muestras estudios en especies de orquideas terrestres (Vejsadova,
2006).

Mediante el ANOVA se identific6 que en el desarrollo hasta fase 5 tanto las
semillas frescas y secas de E. jamiesonis, como de P. pulchella, los tres factores
individuales son significativos, al igual que existen interacciones de 6rdenes superiores. En
todos estos casos estudiados el medio de cultivo aporta en mayor magnitud al desarrollo
hasta fase 5. Se evidencia que uno de los dos medios de cultivo probados es mejor; por lo
que se apunta a que el medio de cultivo 2 MS permite un mayor avance en desarrollo hasta
la formacién de plantulas. Este medio de cultivo al contener una mayor concentracion y
variedad de sales puede beneficiar en mayor medida al desarrollo, cumpliendo la funcién de

suplir la accion del hongo micorrizico (Arditti & Ernst, 1984).
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Al comparar los resultados de porcentaje de germinacion de los ensayos de semillas
frescas y secas (independiente del tratamiento) de E. jamiesonis, se determind que ni la tasa
de germinacion ni el desarrollo hasta fase 5 se ve afectada por el tratamiento de secado de
las semillas (Tabla 4). No obstante, se debe considerar que el tiempo de almacenamiento de
las semillas fue de Uinicamente un mes. Sin embargo, estos resultados concuerdan con
reportes de almacenamiento de semillas secas de orquideas terrestres de Australia por
periodos largos. En estos reporte se describe que semillas almacenas por 12 meses y
después sembradas in vitro muestran poca disminucidon en la germinacion (Batty et al.,
2001). Resultados como estos sugieren que la viabilidad de las semillas no se ve afectada
por el proceso de secado. Considerando que la estructura de las semillas de orquideas tanto
de especies terrestres y epifitas es igual (embridon recubierto por una testa alrededor)
(Arditti & Ghani, 2000); se puede sugerir que los resultados de este estudio con la especie
E. jamiesonis especie epifita, concuerdan con los descritos por Batty en su estudio. Se ha
determinado que la viabilidad de algunas semillas de orquideas se mantiene cuando el
contenido de humedad, la temperatura y el contenido de oxigeno de la atmoésfera de

almacenamiento se ve reducida (Batty et al., 2001).
8. 3. Elongacion

Al analizar crecimiento de las plantulas obtenidas tanto de semillas frescas como
semillas secas, por medio de un ANOVA, se identifico que los factores medio de cultivo y
carbon activado son significativos individualmente, asi como las interacciones dobles y
triples estos factores. Se observd que para las plantulas de las especies en estudio, el
tratamiento ideal para elongacion es: 2 MS con carbon activado y 4acido giberélico

(creciendo 1.54 cm en 17 semanas). Estos resultados sugieren que la presencia de carbon
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activado puede tener un efecto positivo al adsorber substancias toxicas o inhibitorias, como
compuestos fendlicos y carboxilicos procedentes de los tejidos vegetales (Fridborg et al,
1978). Estos ultimos pueden producirse en mayor cantidad durante la elongacion de los
estructuras vegetales; ademas que el carbon activado crea un ambiente oscuro que favorece
el enraizamiento (Bhadra & Hossain, 2003). Resultados similares se describen en estudios
en la especie epifita Cymbidium aloifolium, en el cual se determina que la presencia de
carbon activado favorece a la elongacion de las plantulas, que estd relacionada con un
crecimiento radicular (Hossain et al., 2009). Por otro lado, el GA; favorece la elongacion
de tallos, puesto que estimula la division celular, asi como la extensibilidad y relajacion de
las paredes celulares vegetales que favorecen la elongacion celular (Taiz & Zeiger, 1998).

Al analizar el aporte de cada uno de estos factores a la elongacion, resalta que el
medio de cultivo aporta en mayor magnitud a la elongacion. Dado que el medio de cultivo en
el que se evidencié mayor elongacion fue 2 MS, se sugiere que la concentracion de sales y la
variabilidad de sales presentes en el medio de cultivo juegan un rol sobre elongacion de las

plantulas.
8. 4. Aclimatacion

Los sustratos probados fueron escogidos por su capacidad de mantener humedad y
permitir aeracion constante de las raices. Especificamente la céscara de arroz tiene una
porosidad del 68% y una capacidad de retencion de humedad de 16% (Pire & Pereira,
2003). Por otro lado, el musgo Sphagnum presenta una capacidad de retencion de agua de
alrededor del 98% (Waddington, 2011). Mientras en el caso del aserrin, se conoce que este
en conjunto con otros materiales como turba y arena presenta una capacidad de retencion de

humedad del 62%, y una porosidad de aire del 11% (Cabrera, 1999). Siendo que estos
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sustratos permiten retener altos porcentajes de humedad, es necesario incluir materiales que
brinden porosidad. Uno de estos materiales es la piedra pémez, que es un silicato de origen
volcéanico que aporta con porosidad al sustrato, puesto que su densidad es muy baja (0.4 g
cm™) (Rodriguez, 2009). Por otro lado, el cuesco de palma africana presenta una densidad
baja (1.375 g/cm’®) con una porosidad del 2% (Medina, 2018).

Puesto que las raices de las orquideas epifitas son sensibles a presiones de agua
altas, es esencial que la aclimatacion se realice en un sustrato con las caracteristicas antes
mencionadas (Pire & Pereira, 2003). Es esencial que para lograr resultados positivos de
aclimatacion se usen plantulas cuyo sistema radicular esté bien desarrollado (Figura 8.A), y
que el proceso de aclimatacion sea paulatino.

La aclimatacion de plantulas provenientes de procesos previos de elongacion in
vitro de 32 y 55 semanas, mostraron tasas equivalentes de supervivencia, con los mejores
resultados obtenidos con el sustrato comercial de musgo Sphagnum y piedra poémez. Como
fue descrito anteriormente, este sustrato se caracteriza por la mayor capacidad de retencion
de agua y la mayor porosidad, en relaciona a los otros sustratos probados. En otros
estudios, donde se ha probado varios tipos de sustratos para la aclimatacion de la especie
epifita Dendrobium primulinum, se han descrito resultados similares, en los que el musgo
formé parte del sustrato que mostrd altos porcentajes de supervivencia de las plantas
aclimatadas (Pant & Thapa, 2012). Independientemente de la edad de las plantulas que
pasaron a la etapa de aclimatacion, se evidencia que en el sustrato de musgo y piedra
poémez se dio un crecimiento exponencial (Figura 9); esto puede funcionar como un
indicador de que tan bien funciona la etapa de aclimatacion.

Por otro lado, al analizar las tasas de crecimiento de las plantulas que pasaron por

periodos distintos de elongacion in vitro, se observa que las plantulas que pasaron por un
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periodo mayor de elongacidon presentan una mayor tasa de crecimiento al aclimatarse. Esto
sugiere que las plantulas que se han desarrollado mas in vitro, un proceso que también
incluye un mayor desarrollo radicular y de brotes, tienen mayor capacidad para adaptarse a

condiciones ex vitro y asi mayor tasa de crecimiento en condiciones de aclimatacion.

9. Conclusion

En este estudio, la introduccidon, germinacion y desarrollo in vitro en condiciones
asimbidticas de las orquideas Epidendrum jamiesonis y Pleurothallis pulchella fueron
exitosos. Adicionalmente, la aclimatacion de Epidendrum jamiesonis presentd resultados
positivos.

En el ensayo de germinacion con semillas frescas y secas de E. jamiesonis se lograron tasas
altas de germinacion (alrededor de 73%) en varios medios de cultivo (para semillas frescas:
%2 MS con carbon activado; 2 MS con carbon activado y GAj;; KC; KC con carbon
activado; KC con GAj3; y KC con carbdn activado y GA3), (para semillas secas: 2 MS; V4
MS con carbon activado; 2 MS con GAj3; 2 MS con carbdn activado y GAs; KC con GA3),
en el primer mes desde la siembra.) en el primer mes desde la siembra.

El tratamiento de 2 MS con GAj permite mayor porcentaje de semillas germinadas que
avanzaron hasta fase 5 tanto de semillas frescas como secas de E. jamiesonis después de 12
semanas.

Los resultados del ensayo de germinacion y desarrollo hasta fase 5 de las semillas secas de
E. jamiesonis concuerdan con los resultados obtenidos para las semillas frescas de la misma
especie.

En el ensayo de germinacion con semillas frescas de P. pulchella, el tratamiento de 2 MS

con carbon activado permite las mayores tasas de germinacion, mientras que para el
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desarrollo de las plantulas, tanto el medio 2 MS con carbon activado como el medio 2 MS
permite el mayor avance hasta fase 5.

El tratamiento que permite mayor elongacion de plantulas de E. jamiesonis es 2 MS con
carbon activado.

El medio de cultivo es el factor que més afecta al desarrollo hasta fase 5 y la elongacion de
E. jamiesonis y P. pulchella a partir de ambos tipos de semillas.

El ensayo de aclimatacion muestra que el sustrato ideal para E. jamiesonis es el sustrato
comercial de musgo Sphagnum con piedra pémez, que permite alta tasa de supervivencia y
mayor crecimiento.

Los resultados de este estudio aportan al desarrollo de estrategias eficientes de propagacion

in vitro de especie nativas importantes de la diversidad ecuatoriana.

10. Recomendaciones

Para futuros ensayos de germinacion y cultivo in vitro de orquideas se recomienda
analizar los resultados con relacion al estado de maduracion de las capsulas. Siendo que el
uso de semillas poco maduras (es decir semillas que alin se encuentran dentro de cépsulas
cerradas) permitird bajos porcentajes de germinaciéon. Por lo que, es importante la
identificacion de un tiempo Optimo de desarrollo de las cépsulas, con la finalidad de tener
un alto nimero de semillas que estén maduras, que puedan germinar y desarrollarse hasta
plantulas (Vasudevan & Staden, 2010). Considerando que cada una de las especies
presenta caracteristicas morfologicas distintas en sus frutos es importante realizar un

estudio previo para determinar el estado de maduracion de los mismos.

También, para el estudio y comparacion de respuestas de germinacion de semillas
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secas y elongacion de las mismas se recomienda secar y almacenar las semillas por
distintos periodos de tiempo para evaluar el cambio de su viabilidad segtn el tiempo de

almacenamiento.

Simultaneamente, previo a los ensayos de introduccion del material a condiciones
in vitro se puede aplicar la prueba de tetrazolio, que permite identificar la viabilidad de las
semillas, para tener un estimado de la proporcion de semillas que se conoce que no podran

germinar.

Por ultimo, cabe recalcar en este estudio inicamente se emple6 una planta de estudio
para la especie Epidendrum jamiesonis, por lo que para futuros estudios se podria ampliar
el estudio utilizando cépsulas de distinto origen, es decir de distintas plantas, para lo cual se
recomendaria aplicar un disefio factorial con bloqueo. Este tipo de andlisis permitira
comprender el efecto de los factores sobre la variable de respuesta, minimizando el efecto
de la variabilidad cuando al asociar con elementos discreto (es decir la planta de la que se

obtuvo), segun las plantas de origen que se recolectaron .
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12. Tablas

Tabla 1. Tratamientos probados para las etapas de germinacion y elongacion de las
especies de estudio

Tratamiento Descripcion
A Murashige y Skoog Modificado (concentracién media)
B Murashige y Skoog Modificado (concentracién media) con carbon activado (2000 mg L™
C Murashige y Skoog Modificado (concentracién media) con 4cido giberélico (0.02 mgL™)
D Murashige y Skoog Modificado (concentracion media) con 4cido giberélico (0.02 mg L™)

y carbén activado (2000 mg L™)

KC (Knudson C) sin hormonas y sin carbon activado

KC con carbén activado (2000 mg L™)

KC con 4cido giberélico (0.02 mgL™)

KC con 4cido giberélico (0.02 mg L)y carbon activado (2000 mg L™)

La composicion del medio Murashige and Skoog corresponde a la descrita por Murashige & Skoog
(1962). Mientras que la composicion del medio Knudson C corresponde a la descrita por Knudson
(1946).

=Rl

Tabla 2. Fases de desarrollo inicial de especies de orquideas

Fase Descripcion
0 Semillas con embridon no germinado
1 Embrion con tamafio mayor y con coloracion verde
2 Testa de la semilla se empieza a romper
3 Se forman protocormos con rizoides
4 Protocormo con brote inicial
5 Elongacion de la primera hoja y su desarrollo posterior

Las fases de desarrollo inicial fueron adaptadas de Cultivo de orquideas por semillas, de Seaton y
Ramsay (2009)
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Tabla 3. Porcentaje de germinacién y porcentaje de semillas que se desarrollaron hasta
fase 5, de semillas frescas y secas de Epidendrum jamiesonis en 8 tratamientos probados.

Epidendrum jamiesonis

Porcentaje de avance hasta hasta
fase de desarrollo 5
(12 semanas desde la siembra)

Porcentaje de germinacion
(4 semanas desde la siembra)

Tratamiento .
Semillas frescas Semillas secas Semillas Semillas secas
frescas

A 40.34 ° 63.05°%°°¢ 19.84 °¢ 22.35°
B 72.98 ° 66.31 " 12.60 ¢4 12.16
C 56.60 ° 73.98 ° 39.76 ° 33.72°
D 71.86° 72.60 ° 21.81° 25.11°
E 70.97 ° 55.42°¢ 8.06 4¢ 1.90¢¢
F 72.94 2 56.11°° 3.344¢ 9.12°¢¢
G 61.66*° 60.37 2°¢ 11.55 <4 7.80 ¢d¢
H 73.29° 51.75°¢ 0.0° 0.0°

Las mismas letras dentro de una columna no difieren estadisticamente entre ellas bajo un nivel de
confianza del 95% mediante la prueba de Tukey.

Tabla 4. Porcentaje de germinacion total y porcentaje de desarrollo hasta fase 5
(independiente del tratamiento probado) de semillas frescas y semillas secas de
Epidendrum jamiesonis y resultados de la prueba t pareada

Tipo de semillas Porcentaje de germinacion Porcentaje de
desarrollo hasta fase 5
Obtenidas de capsula 64.8 14.62
fresca
Semillas secas 62.5 14.55

Valor P 0.180 0.969
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Tabla 5. Porcentaje de germinacion y desarrollo hasta fase 5 de semillas obtenidas de
capsulas frescas de Pleurothallis pulchella in vitro sobre los 8§ tratamiento

. .., Porcentaje de avance hasta
Porcentaje de germinacion

Tratamiento (4 semanas desde la siembra) hasta fase de desarrollo 5
(12 semanas desde la siembra)
A 21.39°¢ 56.43°
B 33.15° 62.99 *
C 15.46 ¢ 39.50°
D 22.73° 42.11°
E 529° 24.26 ¢
F 14.06 ¢ 0.80¢
G 7.749¢ 24.81°¢
H 11.50 2.67¢

Las mismas letras dentro de una columna no difieren estadisticamente entre ellas bajo un nivel de
confianza del 95% mediante la prueba de Tukey.

Tabla 6. Porcentaje de germinacion total de semillas obtenidas de cépsulas frescas de
Epidendrum jamiesonis y de Pleurothallis pulchella y resultados del andlisis de varianza
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Tabla 7. Elongacion de plantulas obtenidas de semillas frescas y semillas secas de
Epidendrum jamiesonis durante 17 semanas in vitro en 8 tratamientos probados.

Tratamiento

T EHTS AR >

Crecimiento (cm) de plantulas

obtenidas de semillas frescas
0.7515 ¢
1.0639°
1.0290°
1.5379°
0.8369 ©
0.9900°
0.6986¢
0.0000 ©

Las mismas letras dentro de una columna no difieren estadisticamente entre ellas bajo un nivel de
confianza del 95% mediante la prueba de Tukey.

Tabla 8. Resultados de supervivencia y crecimiento de plantulas aclimatadas durante tres
meses, que pasaron por un periodo previo de elongacion de 32 y 55 semanas in vitro.

Porcentaje de supervivencia

Plantulas que

Tipo de pasaron por
sustrato periodo de
elongacion de
32 semanas in
Vitro
Musgo
Sphagnum con 90.48 %
piedra pomez
Cascara de
arroz con o.67%
cuesco de
palma africana
f&serrln 'con 159
piedra pomez
Total 42.38%

Plantulas que
pasaron por
periodo de
elongacion de
32 semanas in

Plantulas que
pasaron por
periodo de
elongacion de
55 semanas in

Vitro Vitro
100% 0.5649*

55% 0.2333°
2.88% 0.2154°
52.63%

Crecimiento (cm)

Plantulas que
pasaron por
periodo de
elongacion de
55 semanas in
Vitro

0.6600 *

0.4286°

0.3727°

Valor p =0.000



Tabla 9. Composicion de medios de cultivo empleados en los ensayos realizados con
Epidendrum jamiesonis y Pleurothallis pulchella

Compuestos (mg L™)

NH4NO;
KNO3
CaCl, -:2H,0
MgSO,
KH, PO,
(NHy)2 SOy
Ca(NOs3),
H; BO;
MnSOs4 ‘H,O
ZnNO; ‘7TH,0
Naz MOO4
CuSOs4 ‘5H,0
CoCl; -6H,0
KCl
FeSO,4 -7H,0
Na,EDTA-2H,0

%2 Murashige and
Skoog (2 MS)

825
950
166.1
185
85

3.1
11.15
43
0.125
0.0125
0.0125
0.415
13.93
18.635

(Knudson, 1946) (Murashige & Skoog, F., 1962)

Knudson C (KC)

500

122.15

250
500

241.3

5.68

250
25

71
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Epidendrum jamiesonis Pleurothallis pulchella

Figura 1. Fotografias de las especies de estudio Epidendrum jamiesonis y Pleurothallis
pulchella
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Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5

Epidendrum
Jjamiesonis

Pleurothallis
pulchella

Figura 2. Fotografias del desarrollo de las semillas por las distintas 5 fases de desarrollo
iniciales de las dos especies de estudio, tomadas bajo el estereomicroscopio con un
aumento de 1.6X.



Carbon activado

Medio de cultivo

Medio de cultivo*Carbon activado
Medio de cultivo*Carbon activado*GA3
Medio de cultivo *GA3

Carbon activado*GA3

GA3

Medio de cultivo

Medio de cultivo *GA3

Carboén activado*GA3

GA3

Carbon activado

Medio de cultivo*Carbon activado
Medio de cultivo*Carbén activado*GA3

Medio de cultivo

Carbon activado

GA3

Medio de cultivo *GA3

Carboén activado*GA3

Medio de cultivo*Carbon activado
Medio de cultivo*Carbén activado*GA3

74

Magnitud de factores sobre germinacion de
semillas frescas E. jamiesonis

p=10.000
e = (0.000
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p=0.001
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0 10 20 30 40
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Magnitud de factores sobre germinacion de
semillas secas E. jamiesonis
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Magnitud de factores sobre germinacion
Semillas frescas P. pulchella
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Porcentaje de contribucion de cada factor a la germinacion

Figura 3. Magnitud de cada factor probado y sus interacciones sobre el porcentaje de
semillas germinadas después de 4 semanas. A. Ensayo de semillas frescas de E. jamiesonis.
B. Ensayo de semillas secas de E. jamiesonis. C. Ensayo de semillas de P. pulchella. A la
derecha de cada barra se identifican los valores p, resultado del ANOVA del diseio
factorial para la comparacion de porcentaje de germinacion. Las barras de color azul
representan a los factores o interacciones significativas, mientras que las grises representan
a los factores o interacciones no significativas. Los resultados obtenidos se realizaron bajo
disefio factorial con un nivel de confianza del 95%.
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Figura 4. Desarrollo de las semillas por las distintas fases de desarrollo a las 4, 8 y 12
semanas. A) Semillas frescas de E. jamiesonis. B) Semillas secas de E. jamiesonis C)
Semillas frescas de P. pulchella.
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Figura 5. Magnitud de cada factor probado y sus interacciones sobre el porcentaje de
semillas germinadas que avanzaron hasta fase 5 de desarrollo después de 13 semanas. A.
Ensayo de semillas frescas de E. jamiesonis B. Ensayo de semillas secas de E. jamiesonis.
C. Ensayo de semillas de P. pulchella. A la derecha de cada barra se identifican los valores
p, resultado del ANOVA del disefio factorial para la comparacion de porcentaje de
germinacion. Las barras de color azul representan a los factores o interacciones
significativas, mientras que las grises representan a los factores o interacciones no
significativas. Los resultados obtenidos se realizaron bajo disefio factorial con un nivel de
confianza del 95%.
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Figura 6. Fotografias representativas de la elongacion de plantulas en los distintos
periodos de tiempo, en los cuales se lograron identificar diferencias significativas en el
crecimiento. Puesto que el medio KC, mostro poco crecimiento; mientras que %2 MS con
carbon activado presentd el mayor crecimiento.
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Figura 7. Magnitud de cada factor probado y sus interacciones sobre el crecimiento de
plantulas de E. jamiesonis después de 13 semanas en etapa de elongacion. A la derecha de
cada barra se identifican los valores p, resultado del ANOVA del disefo factorial para la
comparacion de porcentaje de germinacion. Las barras de color morado representan a los
factores o interacciones significativas, mientras que las grises representan a los factores o
interacciones no significativas. Los resultados obtenidos se realizaron bajo disefio factorial
con un nivel de confianza del 95%.
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Figura 8. Fotografias representativas de aclimatacion A) Plantulas obtenidas in vitro que
pasaran a aclimatacion. B) Plantulas en aclimatacién en sustrato de musgo Sphagnum y
piedra pomez. C) Plantulas en aclimatacion en sustrato de cdscara de arroz y cuesco de
palma africana. D) Plantulas en aclimatacion en sustrato de aserrin y piedra pémez.
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Figura 9. Porcentaje de supervivencia y crecimiento de plantulas de E. jamiesonis en
aclimatacion. El crecimiento de las plantulas hace referencia a la diferencia de tamafio de
las plantulas desde el inicio de la aclimatacion y el tamafio en cada semana. A) Plantulas
que crecieron durante 42 semanas de in vitro. Resultados del ensayo de aclimatacion
después 24 semanas de aclimatacion. B) Plantulas que crecieron durante 67 semanas in
vitro. Resultados del ensayo de aclimatacion después 12 semanas de aclimatacion.



