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RESUMEN

Las orquideas son diversas y cosmopolitas, con alrededor de 700 géneros y mas de
25,000 especies, con morfologias variadas. Se desarrollan en diferentes nichos ya sean
terrestres o epifitas. Estas pueden exhibir colores, formas y aromas diversos. Las semillas de
orquideas, al no poseer endospermo requieren del vinculo con hongos micorricicos para
desarrollarse en la naturaleza. El cultivo in vitro asimbiotico puede ser una alternativa para
impulsar su propagacion. Se seleccionaron dos especies de orquideas, Pleurothallis pulchella
y Caucaea olivacea, para experimentos de cultivo in vitro e induccion de germinacion
asimbidtica. El estudio tiene como objetivo evaluar los efectos de distintas composiciones de
medios de cultivo para la germinacion y desarrollo de sus semillas y elongacion (crecimiento)
de protocormos en fase 5. Los resultados indican porcentajes variables de germinacion para
P. pulchella (20.11%) y C. olivacea (55,70%) en el medio ¥ MS con carbon activado y
Phytamax con carbdn activado respectivamente. El desarrollo de protocormos, P. pulchella
presentd 45,75% en base a la germinacién (177 protocormos), mientras que C. olivacea, se
identificé que el medio Phy con carbon activado con GAs generd la mayor cantidad de
protocormos en fase 5 (124 protocormos). Para los ensayos de elongacion, cada especie
mostro respuestas especificas hacia los medios de cultivo con sus aditivos, siendo el mejor
medio MS con carbon activado y GAz para C. olivacea, mientras que para P. pulchella, no
se evidenciaron diferencias entre los medios de cultivo probados. La comparacion entre
orquideas terrestres y epifitas revel6 diferencias en las tasas de germinacion y el desarrollo

de protocormos.

Palabras clave: Orquideas, cultivo in vitro, germinacién asimbiotica, Pleurothallis

pulchella, Caucaea olivacea, medio de cultivo.



ABSTRACT

Orchids are diverse and cosmopolitan, with about 700 genera and more than 25,000
species, with varied morphologies. They develop in different niches, either terrestrial or
epiphytic. They can exhibit diverse colors, shapes and scents. Orchid seeds, not having
endosperm, require the link with mycorrhizal fungi to develop in nature. In vitro asymbiotic
culture can be an alternative to promote their propagation. Two orchid species, Pleurothallis
pulchella and Caucaea olivacea, were selected for in vitro culture experiments and
asymbiotic germination induction. The study aims to evaluate the effects of different culture
media compositions on the germination and development of their seeds and elongation
(growth) of protocorms at stage 5. The results indicate variable germination percentages for
P. pulchella (20.11%) and C. olivacea (55.70%) on %> MS medium with activated charcoal
and Phytamax with activated charcoal, respectively. The development of protocorms, P.
pulchella presented 45,75% based on germination (177 protocorms), while C. olivacea, it
was identified that the Phy medium with activated charcoal with GA3 generated the highest
amount of protocorms in phase 5 (124 protocorms). For the elongation assays, each species
showed specific responses to the culture media with their additives, being the best MS
medium with activated charcoal and GA3 for C. olivacea, while for P. pulchella, no
differences between the culture media tested were evident. The comparison between
terrestrial and epiphytic orchids revealed differences in germination rates and protocorm

development.

Key words: Orchids, Pleurothallis pulchella, Caucaea olivacea, in vitro culture,

asymbiotic germination, culture media.
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1. INTRODUCCION
Las orquideas forman parte del orden Asparagales, compartiendo similitudes con las
plantas del orden Liliales, y este conjunto abarca un total de 30 familias (Orddiiez, 2016). La
familia Orchidaceae es uno de los grupos taxonémicos con el mayor numero de especies
documentadas (Chemisquy, 2010). Aproximadamente 700 géneros y mas de 25,000 especies
de orquideas se presentan en todo el mundo, consideradas cosmopolita por habitar en la

mayoria de las regiones alrededor del mundo (Tamay et al., 2020).

La morfologia de las especies de orquideas difiere en colores, formas y aromas, desde
pequefias orquideas terrestres hasta epifitas que crecen sobre arboles y rocas (Vazquez,
2019). Sus hojas son variadas en forma y tamafio, la flor indica tres pétalos y tres sépalos
importantes para atraer a los polinizadores; generalmente las flores se agrupan en
inflorescencias (tallo o raquis), dependiendo de su posicion en este se considera a la flor
basal, apical o axilar (Freuler, 2008). Las semillas de las orquideas son muy pequefias
semejantes al polvo, no son endospérmicas y precisan de una simbiosis con hongos
micorristicos para germinar en la naturaleza (Koene et al., 2020). Al no poseer endospermo
las semillas pasan por una fase inicial no fotosintética donde obtienen el carbono organico
de las micorrizas mediante el intercambio simbidtico (Smestad, 2010), que comprende a las
hifas de los hongos micorricicos generando estructuras en espiral denominadas pelotones en
la zona parenquimatosa del tejido cortical de las raices, los cuales seran funcionales durante
periodos (Chemisquy, 2010), suministrando a las orquideas con otros nutrientes ademas del
carbono, como nitrégeno y fésforo (Smestad, 2010). En lugar de poseer endospermo, un
espacio aéreo envuelve el pequefio embridn globular protegido por una testa membranosa,

una caracteristica Unica de las semillas de orquideas que varia dependiendo la especie (Koene
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et al., 2020). Las orquideas epifitas utilizan arboles como forofito, pero adicionalmente estos
aportan carbono organico a las orquideas microbiontes, a través de raices ectomicorricicas y
restos de hojarasca y lefia, Utiles para los micobiontes saprétrofos (Rasmussen et al., 2015).
Ademas, los factores abidticos como la temperaturay la humedad también son un punto clave
porque generan sefiales estacionales que liberan latencia de las semillas para potenciar su

germinacion (Rasmussen et al., 2015).

Pleurothallis pulchella, es una especie de orquidea que se destaca por su pequefio
tamafio. Sus hojas son generalmente pequefias y lanceoladas, mientras que las flores son
diminutas y presentan una paleta de colores variados (Karremans, 2019). P. pulchella se
desarrolla en el suelo en habitats especificos, como bosques tropicales y zonas de sotobosque.
Posee tallos de hasta 20 cm de altura, con inflorescencias que llevan flores de 4-6 mm de

largo. Es nativa de los Andes y crece a altitudes de 2000 a 3500 metros (Prada, 2023).

Caucaea olivacea es una especie epifita que se encuentra tipicamente en altitudes que
oscilan entre los 2300 y 3960 metros en Colombia y Ecuador, especialmente en bosques
montanos frescos y humedos, asi como en los bosques nublados de alta montafia de los Andes
(Alban & Toapanta, 2019). Sus caracteristicas distintivas incluyen pseudobulbos agrupados
de forma ovalada y color verde opaco, con crestas longitudinales en los lados, y hojas apicales
(Szlachetko & Kolanowska, 2015). Esta orquidea tiene la notable capacidad de florecer
durante todo el afio, produciendo inflorescencias basales delgadas que pueden ser erectas o
pendientes, alcanzando longitudes de 40 a 80 cm y llevando de 8 a 12 flores vistosas (IOSPE

PHOTOS, s f.).

La preservacion de las orquideas en Ecuador es critica debido a su abundancia y

diversidad, incluyendo muchas especies endémicas en peligro por la degradacion del habitat
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y la influencia humana (Olértegui, 2018). Ecuador alberga 1707 especies, con la familia
Orchidaceae liderando esta lista (Ledn, 2014). En Ecuador, la Reserva Geobotanica
Pululahua, ubicada en la provincia de Pichincha, es un sitio de conservacion destacado por
conservar flora y fauna nativa en una superficie de 3,383 hectareas y se encuentra en un crater
volcénico inactivo (Zafrir & Rodriguez, 2014). Pululahua es un bosque nublado que alberga
una asombrosa variedad de orquideas, incluyendo especies endémicas. La conservacion en
Pululahua es esencial para preservar estos habitats Unicos y las orquideas que los habitan

(Sénchez et al., 2018).

La supervivencia de las orquideas esta sujeto a un conjunto de factores bioticos y
abioticos que influyen en su desarrollo, sin embargo, experimentan un futuro ambiguo en
consecuencia del cambio climatico, la perdida de habitat y sobrexplotacion (Koene et al.,
2020). Por este motivo, la germinacién asimbidtica es una opcion, al ser un proceso mas
independiente, donde las semillas pueden germinar en un medio de cultivo con nutrientes sin
la necesidad de una asociacion simbiotica (Dutra et al., 2009). Las condiciones in vitro se
consideran una opcion para la propagacion y preservacion, siendo la germinacion asimbiotica
un enfoque éptimo para comprender el desarrollo de semillas y plantulas (Koene etal., 2020).
La germinacion asimbioética se justifica en muchos casos, debido a su mayor eficiencia y
menor dependencia factores bidticos, siendo méas controlable para ciertos procesos de

propagacion (Otero & Bayman, 2009).

Este estudio tiene como objetivo introducir semillas de Pleurothallis pulchella y
Caucaea olivacea a condiciones in vitro con la finalidad de inducir una germinacion

asimbidtica y evaluar su desarrollo. Ademas, investigar los efectos de cada uno de los
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tratamientos (medios de cultivos) con y sin la presencia de carbén activado y GAs sobre la

germinacion, desarrollo de protocormos y la etapa de elongacion de estas dos especies.
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2. METODOS

2.1 Recoleccién y Almacenamiento del Material Inicial

Se identificaron morfoldgicamente Pleurothallis pulchella y Caucaea olivacea en la
Reserva Geobotanica Pululahua. Se recolectaron capsulas frescas y maduras de ambas
especies en febrero de 2023 bajo autorizacion de investigacion MAATE-ARSFC-2022-2445
otorgada por el Ministerio del Ambiente, Agua y Turismo del Ecuador (MAATE). Las
capsulas se transportaron al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ para su

conservacion y procesamiento.

2.2 Desinfeccion de Semillas a partir de Capsulas Frescas

Las cépsulas de C. olivacea y P. pulchella se desinfectaron superficialmente en una
camara de flujo laminar (Labconco Purifier Clean Bench) con una solucién de etanol al 70%
por 5 minutos. Luego, se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio al 2.5% con 4
gotas de detergente Tween-20® durante 15 minutos, seguido de 4 enjuagues con agua

destilada estéril.

2.3 Introduccion de Semillas al Cultivo In Vitro

Las capsulas previamente desinfectadas se cortaron longitudinalmente con la ayuda
de un bisturi y pinzas dentro de la camara de flujo laminar para extraer las semillas. Estas
fueron dispersadas homogéneamente en la superficie de distintos medios de cultivo para cada
especie, tomando en cuenta tres medios basales: Murashige and Skoog (MS), Knudson C
(KC) y Phytamax (Phy) (ANEXO 1). En el caso de P. pulchella, basdndose en un estudio
previo realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ, determiné que el

medio %2 MS+CA (carbon activado) es el que proporciona mayor porcentaje de germinacion,
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por tanto, se utilizé en el presente estudio. Mientras que para C. olivacea, como no ha sido
sujeta a experimentacion previa, se utilizaron 9 medios de cultivo: MS; MS+CA;
MS+CA+GAs3 (0.2 mg L de éacido giberélico-3); KC; KC+CA; KC+CA+GAs; Phy;
Phy+CA; Phy+CA+GAas. Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave (BIOBASE
BKQ-BL) por 15 min a 120°C y 20 psi, y dispensados en cajas Petri de plastico estériles de
60 x 15 mm. Se realiz6 subcultivos en un medio fresco cada 3 meses, utilizando la misma
composicion del medio donde inici6 su germinacion. Los datos se tomaron cada 3 semanas
en el estereomicroscopio (Nikon SMZ745T) con cdmara digital (Major MS60), hasta las 12
semanas en cultivo. Los cultivos se mantuvieron en una cdmara climatica (BIOBASE, BJPX-
40011) a 23 + 1°C con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad y 75% de

humedad relativa.
2.4 Desarrollo de protocormos en fase 5

Los ensayos de elongacion se llevaron a cabo con los protocormos fase 5
desarrollados durante 24 semanas en los distintos medios de cultivo de cada una de las
especies, tomando en cuenta los mejores medios para germinacion y desarrollo de
protocormos, se utilizo los medios de cultivo %2 MS + CA+ GA3, KC + CA; KC + CA + GA3
para P. pulchellay MS + CA+ GA 3; Phy; Phy + CA; Phy + CA + GA3 para C. olivacea. La
toma de datos se realizd en una cdmara de flujo de laminar, donde se tomaron las fotos de
material vegetal cada 30 dias durante 2 meses con ayuda de un celular y previo a su subcultivo
a un medio fresco. Los cultivos se mantuvieron en repisas dentro de un cuarto de cultivo a

23 + 1°C con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

2.5 Analisis de datos
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En cuando a la germinacidn total, para los ensayos de C. olivacea las semillas fueron
cultivadas en 4 cajas Petri por medio de cultivo y para los ensayos de P. pulchella se
utilizaron 13 cajas Petri del medio de cultivo para el cultivo. Para evaluar la germinacion y
desarrollo de protocormos, se identificd la fase de germinacion de cada semilla en base a la
referencia descrita por Seaton & Ramsay (2005) (ANEXO 2). En la toma de datos de
germinacion, las primeras fases de desarrollo se tomaron imagenes en 5X y posteriormente
en 2X segun el estado de desarrollo de cada semilla o protocormo. Para las dos especies la
cantidad de campos se mantuvo en 6 campos aleatorios por caja Petri por medio de cultivo.
Las semillas en sus distintas fases de germinacion se las contabilizaron con el software Dot
dot goose (version 1.6.0) (Ersts, 2023) y posteriormente importados a MS Excel (version
2102) y GraphPad Prism (version 10.1.1) para su analisis. Para la germinacion se considero
a “Germinacion total” como variable de respuesta y para el desarrollo de protocormos se

consider6 los porcentajes de cada fase de desarrollo como variables de respuestas.

Respecto a los ensayos de elongacion, para P. pulchella y C. olivacea se utilizaron
108 y 144 protocormos fase 5 respectivamente, los cuales se distribuyeron 6 protocormos por
frasco y 6 frascos por medio de cultivo, respectivamente por especie. Los datos se tomaron
con ayuda de una camara de celular y una regla, estos datos se analizaron utilizando Image J
(version 1.54d) (Schneider, et al., 2012), donde se midi6 el tamafio del brote, tamafio de

raices y numero de hojas, como variables de respuesta.

Los datos presentados se basaron en las diferencias de medidas como medida
tendencia central y se calcul6 la desviacion estdndar de cada uno. Posteriormente, para
observar diferencias entre los medios de cultivo y desarrollo de los brotes, se realizaron

ANOVA de una sola via, seguido de pruebas de comparacion mdultiple de Tuckey.
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3. RESULTADOS

3.1 Germinacién asimbiotica y desarrollo de protocormos

3.1.1 Pleurothallis pulchella

Para esta especie, se lanzaron 8 ensayos (Tabla 1) a partir de febrero 2023, sin
embargo, para los analisis posteriores solo se utiliz un ensayo (Ensayo 6) tomando en cuenta

el tiempo en cultivo, porcentaje de germinacién y cantidad de protocormos fase 5 formados.

Se evaluo el estado germinativo en diferentes fases de la 0 a la 5 (ANEXO 3)
utilizando Unicamente el medio %2 MS + CA, después de 12 semanas en cultivo. La
germinacion total obtenida fue del 20,11% en el medio de cultivo %2 MS + CA, al evaluar un
total de 1357 semillas (Tabla 3, A; Figura 1). En base a la cantidad de protocormos (fase 5),
que se determind hasta las 24 semanas en cultivo, se obtuvo un promedio del 45,75% en base
al total de semillas germinadas (Tabla 3, B; Figura 1). Adicionalmente, se observo que la
fase 5 presento la mayor cantidad de protocormos (177 protocormos) a diferencia de las fases

3y 4 que presentaron la menor cantidad de protocormos (Tabla 3, B).

3.1.2 Caucaea olivacea

Para esta especie, se lanzaron 6 ensayos (Tabla 2) a partir de febrero 2023, sin
embargo, para los analisis posteriores Unicamente se tomé en cuenta un ensayo (Ensayo 2)
en base a diversas variables como el tiempo en cultivo, porcentaje de germinacion y cantidad

de protocormos fase 5 formados.

La germinacion total y desarrollo de protocormos se evalué mediante promedios de
la cantidad de semillas en diferentes fases de la germinacion de la 0 a la 5 (ANEXO 3) en

diferentes medios de cultivo durante 12 semanas en cultivo. Con un nivel de confianza del
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95%, los mayores promedios en cuanto a la germinacion total se observaron en los medios
cultivo Phy (55%), KC + CA (50,52%) y Phy + CA + GA3 (44,47%) (p < 0,0001) (Tabla 4,

A; Figura 2A).

Después de analizar el desarrollo de protocormos durante 24 semanas, bajo un nivel
de confianza del 95%, los promedios con mayor cantidad de protocormos en fase 5 se
observaron en los medios MS + CA + GAs (69,23%), Phy + CA + GAz (52,63%), MS + CA
(40%), Phy (10,83%), y KC + CA (3,51%) en base al total de semillas germinadas (p <
0,0001) (Tabla 4, B; Figura 2, B). Adicionalmente, los medios de cultivo con menor
promedio de protocormos en fase 5 fueron KC (0,83%), KC + CA + GA3 (0%) y MS (1,94%)
(Tabla 4, B; Figura 2, B). A pesar de que existieron cinco medios de cultivo con la misma
respuesta significativa, los tres medios con mayor promedio en desarrollo de protocormos
fase 5 fueron utilizados para los ensayos de elongacion. De igual manera, como un patrén
general de todos los medios de cultivo, se observo que la mayoria de protocormos se

desarrollaron en la fase 4 y 5 (Tabla 4, B).

3.2 Elongacion de protocormos fase 5
3.2.1 Pleurothallis pulchella

Para la elongacién de protocormos en fase 5, se evaluaron los promedios de las
variables de respuesta “Longitud de brote”, “Numero de hojas” y “Numero de raices” en
diferentes medios de cultivo durante 60 dias. EI medio de cultivo con mayor promedio de
crecimiento en los brotes durante los 30 primeros dias fue KC + CA a diferencia de los otros
dos tratamientos utilizados para este analisis (*2MS con carbon activado y con 0.2 mg L™ de

GA;zYy KC con carbon activado y con 0.2 mg L™t de GA3) que se obtuvo un menor crecimiento,
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sin embargo, hasta los 60 dias se observa una disminucién de la tendencia de crecimiento de
los brotes de todos los tratamientos analizados (Tabla 3, C; Figura 5), también considerando
que algunos protocormos fueron descartados. Estos valores son significativos bajo un nivel
de confianza del 95%. Adicionalmente, el mayor promedio de nimero de hojas del brote se
obtuvo con el medio de cultivo KC con carbén activado y GAz (3,34) mientras que el mayor
promedio del nimero de raices se presentd con %2 MS con carbon activado y GAz(3,26) Tabla

3,C)

3.2.2 Caucaea olivacea

Tomando en cuenta que en todos los medios de cultivo se observé germinacion y
desarrollo de protocormos, para esta especie, se evaluaron las mismas variables de respuesta
descritas anteriormente para la especie P. pulchella en el mismo periodo de 60 dias. Respecto
a elongacion se analizaron cuatro tratamientos (MS + CA + GA3 y todas las combinaciones
con el medio basal Phy). El medio de cultivo con mayor promedio de crecimiento durante
los 30 primeros dias fuero Phy + CA y Phy + CA+ GAs a diferencia de los otros dos
tratamientos utilizados para este analisis (Phy y MS + CA +GA3), sin embargo, para los 60
dias se observa una disminucion en el tamafio de los brotes desarrollados en los medios de
cultivo Phy + CA + GAs. Los otros medios basados en Phy no mostraron una tendencia de
crecimiento alto a partir del dia 30, sin embargo, se identifica que el mejor resultado
corresponde a los brotes desarrollados en el medio de cultivo MS + CA + GAs (Tabla 4,C;
Figura 6), porque mantiene una tendencia positiva a lo largo del tiempo, es decir una mayor
proyeccion de crecimiento, bajo un nivel de confianza del 95% estos valores son

significativos. Ademas, el mayor promedio de nimero de hojas del brote se obtuvo con los
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medios de cultivo MS + CA + GAz y Phy + CA + GA3 (2,72 y 2.8 respectivamente), mientras

que el mayor promedio del nimero de raices se presentd con Phy + CA (0,19) (Tabla 4, C).
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4. DISCUSION

4.1 Germinacion asimbiotica y desarrollo de protocormos

Se conoce que el cultivo in vitro de orquideas mejora la eficacia de germinacion al
conseguir gque las semillas germinen en una cantidad superior al 70% en orquideas epifitas,
en contraste condiciones ex vitro que pueden conseguir rangos menores de hasta 5% de
germinacion (Koene et al., 2020). En el presente estudio se obtuvo 55% de germinacion para
la especie epifita y 20,11% para la especie terrestre, estos porcentajes son buenos resultados
tomando en cuenta otros estudios donde se ha reportado que una especie de orquidea epifita
(O. pentadactylon) en el medio de cultivo éptimo obtuvo un 43% de germinacién, y una
especie de orquidea terrestre (E. capitatus) obtuvo 26% de germinacién bajo condiciones in

vitro asimbiéticas (Ofia, 2020).
4.1.1 Pleurothallis pulchella

Para P. pulchella el porcentaje de germinacion fue inferior en comparacion al
obtenido por Valencia (2019), que a las 12 semanas obtuvo 62,99% con el medio %2 MS con
carbdn activado, sin embargo, esto posiblemente a causa de factores no controlados durante
la realizacion del estudio como, el estadio de las capsulas o la temporada de recoleccion del
material vegetal utilizado para cada uno de los ensayos. Esto puede establecer la viabilidad
de las semillas en su interior, ya que el uso de semillas de orquideas inmaduras determina un
estado Optimo de desarrollo (Vasudevan & Staden, 2010). Las semillas éptimas para una
germinacion eficiente son las que empiezan a madurar y no han comenzado la deshidratacién
para la dispersion (Mensa, et al., 1989). Respecto al desarrollo de protocormos, P. pulchella

generé aproximadamente 177 protocormos fase 5 a pesar de su bajo porcentaje de
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germinacion. En un estudio previo con 4 especies de orquideas terrestres (Anacamptis) se
determind que el desarrollo de protocormos fue 6ptimo y rapido con el medio de cultivo BM-
1 (Terrestrial Orchid Medium) que contiene nitrégeno organico, logrando diferenciar las
hojas en los brotes de 3 a 4 semanas a partir de la siembra en condiciones in vitro (Margrini,
et al., 2018). Tomando en cuenta esto, es posible que para el desarrollo de protocormos a
diferencia de la germinacion, P. pulchella requiera de otros nutrientes presentes en medios

de cultivo especificos para orquideas terrestres.

4.1.2 Caucaea olivacea

En el caso de C. olivacea, podemos determinar que para la germinacion los
tratamientos basados en KC y Phy demuestran mayores promedios de germinacion a
diferencia de MS. Una posible explicacion se puede deber a que el medio MS contiene
concentraciones mas altas de nutrientes en contraste con los otros medios de cultivo (KC y
Phy), lo que posiblemente inhibe el desarrollo germinativo; ya que las orquideas epifitas para
su crecimiento 6ptimo obtienen los minerales en concentraciones bajas provenientes del agua
de lluvia que se escurre por las ramas de los arboles en la naturaleza, por tanto, son
intolerantes al exceso de minerales y sales (Bacuilima, 2015). Segun Duarte (2014), en los
primeros estadios de germinacion las orquideas requieren de agua para que su embrion se
ensanche, las células crezcan y rompan la testa; pero, despues de la germinacion, es esencial
la disposicion externa de glucidos para la organogénesis en su habitat natural, y vitaminas,

aminodcidos, sales inorganicas, etc.

C. olivacea muestra altos promedios de desarrollo de protocormos fase 5 en la

mayoria de las combinaciones probadas, lo que significa que todos los medios basales
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probados tienen los nutrientes y minerales que necesita esta especie para esta etapa de
desarrollo, sin embargo, el carbon activado y GAs son los que influyen directamente en las
diferencias entre los tratamientos. Pero podemos recalcar, que los tratamientos establecidos
en base a Phy son los mejores para el desarrollo de los protocormos fase 5, en comparacion
a los otros medios de cultivos probados. Este fendmeno también se lo evidencié en estudios
similares donde el Phy mostr6 una mayor germinacién, multiplicacion de protocormos y
generacion de plantulas a Vanda coerulea (orquidea epifita) (Roy, et al., 2011). En cuanto a
los componentes nutricionales, en la propagacion de especies de la familia Orchideae en
cultivo in vitro, el nitrégeno se considera el nutriente mas importante en los medios de cultivo
(Tavares, etal., 2012). Segun Mitra, durante la germinacion de semillas de Brassia verrucosa
(orquidea epifita) la mejor fuente de nitrégeno es el nitrato de amonio (1987), presente tanto

en Phy como en MS.

4.2 Elongacion de protocormos fase 5

4.2.1 Pleurothallis pulchella

Respecto a elongacién, P. pulchella solo demostré resultados positivos durante los 30
primeros dias de anélisis, posiblemente los medios de cultivo seleccionados no fueron ideales
para esta etapa debido a las composiciones nutricionales. Se afirma que los hongos
micorricicos favorecen el desarrollo postgerminacion y en algunas especies este apoyo no es
critico durante la germinacién, pero si necesario para garantizar un mayor desarrollo de
protocormos y plantulas, por tanto, es probable que la composicion optima de nutrientes
requerida sea diferente a medida que avanza la germinacién (Diantina et al.,2020). Entonces
una alternativa para lograr el desarrollo de plantulas de P. pulchella es la incorporacion del

hongo micorricico. También, Stewart y Kane (2006) mencionan que la adicion de
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citoquininas exdgenas es importante para el desarrollo de protocormos. Sin embargo, se
puede probar otros tratamientos con diferentes concentraciones de los nutrientes requeridos.
En un estudio previo de Diantina et al., Dendrobium strebloceras (especie de orquidea
terrestre) presento un consistente crecimiento de plantulas, asi como su altura, hojas y raices

con el medio de cultivo %2 MS con la adicion de 2% de sacarosa (2020).

4.2.2 Caucaea olivacea

Los brotes de C. olivacea mostraron buenos resultados con el medio MS con carbon
activado y con GAz a lo largo del tiempo, sin embargo, los medios basados en Phy para esta
etapa no son los éptimos, posiblemente en esta etapa esta especie requiere de concentraciones
de nutrientes mas altas en contraste con Phy; adicionalmente el desarrollo de raices fue lento
comparando con P.pulchella. Segun un estudio de Kabir et al., %2 MS con 1,0 mg/I de &cido
indol-3-acetico (IAA) fue exitoso para inducir el crecimiento de raices adventicias en
plantulas de Dendrobium fimbriatum (especie epifita) micropropagadas (2013). Esto también
corresponde a lo mencionado por Knudson, depende de la especie de orquidea la variacion
del tiempo que requiere el desarrollo de cada estadio o fase (Duarte, 2014). Existen diversos
factores que no se controlaron y posiblemente afectaron la germinacién y desarrollo de las
semillas de orquideas como: el estado de maduracién de la cépsula corresponde a la
obtencion de semillas maduras o inmaduras. Si los embriones son inmaduros implica
condiciones especiales que difieren a los medios de cultivo utilizados cominmente para la
germinacion asimbiotica (Pérez-Martinez & Castafieda-Garzon, 2016). El tratamiento
térmico (autoclave) de los medios de cultivo complejos en ocasiones puede provocar la
perdida de nutrientes por degradacion térmica o reacciones quimicas entre componentes

(Trivedi, et al., 2015).
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5. CONCLUSIONES
Se logro el cultivo in vitro asimbiotico de dos especies nativas del Ecuador,
Pleurothallis pulchella y Caucaea olivacea, es decir logramos que las semillas de estas
especies germinen, desarrollen sus embriones hasta protocormos y formen pléantulas,

estableciendo el medio de cultivo mas eficiente para cada una de estas etapas.

Respecto al porcentaje de germinacion para Pleurothallis pulchella se obtuvo un
20.11% y Caucaea olivacea un 55% para los mejores medios de cultivo respectivamente.

Los medios de cultivo probados también funcionaron para el desarrollo de
protocormos fase 5 de cada especie, en cuanto a P. pulchella con medio ¥ MS con carbén
activado logramos obtener aproximadamente 177 protocormos, mientras que para C.
olivacea los medios de cultivo Phy, Phy con carbén activado y GA3, MS con carbén activado
y GA3 fueron los éptimos para el desarrollo de protocormos de esta especie, de tal manera
obtuvimos una cantidad aproximada de 153 protocormos que fueron utilizados para la etapa

de elongacidn respectivamente para cada una de las especies del estudio.

Pleurothallis pulchella y Caucaea olivacea mostraron respuestas especificas a los
tratamientos en la elongacion, con C. olivacea se determind que el mejor medio de cultivo
para esta etapa es MS con carbdn activado y GA3, sin embargo, P. pulchella no mostrd
resultados positivos para ningun de los tratamientos probados en elongacion durante los 60

dias, por tanto, se requiere mayor experimentacion para la obtencién de plantulas robustas.

Cabe mencionar que estos resultados requieren de optimizacion, pero son la base
preliminar para su propagacion y de esta manera fomentar el estudio de estas valiosas

especies de la flora del Ecuador.
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6. TABLAS
Tabla 1. Germinacion y desarrollo de protocormos de P. pulchella de todos los ensayos
realizados.
Ensavo Germinacion total Desarrollo de protocormos en
y (%+ DE)* fase 5 (Yo DE)**
1 —- —-
2 70,30 (=108 protocormos)
3 — -
4 - —
5 — -
6 20,11+0,35 74,36%0,93 (=177protocormos)
7 —- —-
8 22,09 +0,31

Los valores representan medias + desviacion estandar (DE).

Los espacios sin datos representan que no existié geminacion del ensayo respectivamente.
* La germinacion total se calculd durante 12 semanas en cultivo.

**E| desarrollo de protocormos en fase 5 se calculé durante 24 semanas en cultivo.

Tabla 2. Germinacion y desarrollo de protocormos de C. olivacea de todos los ensayos

realizados.
Ensavo Germinacion total Desarrollo de protocormos en
Y (% + DE)* fase 5 (% + DE)**

1 — —
2 55,70 + 1,66 69,23 £ 5,16 (=144 protocormos)
3 — —-
4 5,35%0,27 13,33 + 5,33 (=35 protocormos)
5 51,55+ 1,77 2,85 + 0,71 (=62 protocormos)
6 — —-

Los valores representan medias + desviacion estandar (DE).
Los espacios sin datos representan que no existié geminacion del ensayo respectivamente.
* La germinacion total se calcul6 durante 12 semanas en cultivo.

** E| desarrollo de protocormos en fase 5 se calculé durante 24 semanas en cultivo.
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Tabla 3. Germinacion total y desarrollo in vitro de semillas de P.pulchella provenientes del

ensayo 6.
Etapa del cultivo in Medio de cultivo
vitro “MS+CA »MS+CA+GA3 KC+CA KC+CA+GA3
A. Germinacion
+
(%)* 20,11+0,35
B. Desarrollo
protocormos
(%)
Fase O 0
Fase 1 0
Fase 2 2,10+ 0,25
Fase 3 2,52+0,19
Fase 4 5,46 + 0,39
Fase 5 45,75+0,17
C. Elongacion ***
Longitud del 0,03+0,03 0,04+0,05 0,03+0,04
brote (cm)
NUmero de 2,96+0,76 3,13+0,89 3,34+1,71
hojas
NUmero de 3,26+1,43 2,08+1,1 2,73+1,07
raices

Los numerales A-C representan las diferentes etapas de desarrollo in vitro de semillas de
P.pulchella cultivadas en distintos medios de cultivo. Los valores representan medias +
desviacion estandar (DE) de 798 semillas en promedio.

*La germinacion total se calculd durante 12 semanas en cultivo.
**E| desarrollo de protocormos se calcul6 durante 24 semanas en cultivo

***|_a elongacion esta basada en el crecimiento durante 60 dias.



Tabla 4. Germinacion total y desarrollo in vitro de semillas de C. olivacea provenientes del ensayo 2.

Etapa del Medio de cultivo
cultivo in vitro MS MS+CA  MS+CA+GA3 KC KC+CA  KC+CA+GA3 Phy Phy+CA  Phy+CA+GA3
- | Vitro 4447311
Gtirtg‘l"(‘%'f” 1684023 16,98£046 6794029  17,224030 50,52¢124  3,01#012 55704166 - ATLS,
B. Desarrollo
prOtOCOmeS
0
Fase 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fase 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Fase 2 16,75+1.1 0 0 7474492  0,62+052 0 1,57+0.30 0
Fase 3 36,87+087 204894 0 16,0944.29  7,66+1,19 0 14,24+0,79 0
Fase 4 055+015 40+1095  1538+3.83  4,02+130 3724080 1111+27.38  7.43+045 21,05+1,93
Fase 5 1114022 40+1095  6923+516 1144072 351+0,75 0 10,83+0,43 52.63+1,59
C. Elongacién
*kk
Longitud del 0,48+031 0444036 0524044  0,42+0,37
brote (cm)
Ndmero de 2.72+1 48 1974143 2,550, 2.8+2.18
hojas
N”gir;de 0,11+0.39 0,11#031 0,19+052  0,13+0,35

Los numerales A-C representan las diferentes etapas de desarrollo in vitro de semillas de C. olivacea cultivadas en distintos medios de

cultivo. Los valores representan medias + desviacion estandar (DE) de 5155 semillas en promedio.



*La germinacion total se calculd durante 12 semanas en cultivo.
**El desarrollo de protocormos se calculd durante 24 semanas en cultivo

***|_a elongacion esta basada en el crecimiento durante 60 dias.
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Figura 1. Resultados de germinacion y desarrollo de protocormos fase 5 de P.pulchella.
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Figura 2. Resultados de germinacion y desarrollo de protocormos fase 5 de C. olivacea. A.
Germinacién en 12 semanas, B. Desarrollo de protocormos fase 5 en 24 semanas.
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Figura 3. Fotos referenciales de P. pulchella. A. Capsula fresca, B. semillas no viables, C.
Fase 0, D. Fase 1, E. Fase 2, F. Fase 3, G. Fase 4, H. Fase 5.

NIV IV EE

100 110

Figura 4. Fotos referenciales de C. olivacea. A. Capsula fresca, B. semillas no viables, C.
Fase 0, D. Fase 1, E. Fase 2, F. Fase 3, G. Fase 4, H. Fase 5.
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Figura 5. Resultados de elongacion en diferentes medios en P. pulchella
durante 60 dias.
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Figura 6. Resultados de elongacién en diferentes medios en C.olivacea
durante 60 dias.
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9. ANEXOS

ANEXO 1: FORMULACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Compuestos (mgL™?) Murashige and Knudson C Phytamax
Skoog (MS) (KC) (Phy)
Nitrato de Amonio 1650 825
Sulfato de amonio 500
Acido borico 6.2 0.056 3.1
Anhidrido clorhidrico de calcio 332.2 166
Nitrato de calcio 694.4
Clorhidrico de cobalto « 6H>.O 0.025 0.0125
Sulfato caprico * SH,O 0.05 0.0624 0.0125
Na;-EDTA 37.26 37.24
Sulfato ferroso « 7H>O 27.8 25 27.85
Sulfato de magnesio 180.7 122.125 90.35
Sulfato de magnesio * H>O 16.9 5.682 8.45
Triéxido de molibdeno 0.016
Sal sédica * 2H,O 0.25 0.125
Yodato de potasio 0.83 0.415
Nitrato de potasio 1900 950
Sacarosa 20000 20000 20000
Fosfato de potasio monobasico 170 250 85
Zinc sulfate « 7H>0O 8.6 0.331 5.3
Carbon activado 2000
MES 1000
Mioinositol 100
Acido nicotinico 1
Peptona 200
Piridoxina « HC1 1
Tiamina ¢ HCI 10




ANEXO 2: CICLO DE VIDA DE UNA EPIFITA (LAELIA)

Embridn hinchado
Rompiendo la testa

Semillacon
emkrion viable

Plartula con Prow_oo!mo
Hojasiriciales oont mides
Pratoconmo con
brote gpical
Plarta con

psewiohubos

(Seaton & Ramsay, 2005)

ANEXO 3: FASES DE GERMINACION Y DESARROLLO INICIAL
DE ESPECIES DE ORQUIDEAS

Fase Descripcion
0 Semilla con embrién viable no germinado
1 Embridn creciendo, semilla germinando
2 Embrién hinchado, rompiendo la testa
3 Protocormos con rizoides y yema apical
4
5

Protocormo con brote apical
Protocormo con hojas iniciales
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