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RESUMEN

Encyclia aspera es una orquidea epifita que se encuentra en Colombia, Perd y Ecuador; se
conoce muy poco de esta especie, la cual es sindnima de Epidendrum asperum. Sin embargo,
al igual que la mayoria de orquideas del pais esta se encuentra amenazada por la extraccion
masiva de especimenes silvestres, asi como por la destruccién de su habitat. El cultivo in vitro
constituye una técnica eficiente para la conservacion efectiva de esta especie. En este trabajo
se evalué la germinacién asimbiética de semillas de Encyclia aspera, en tres medios de cultivo
adicionados con diferentes concentraciones de acido naftalenacético (ANA) y 6-benciladenina
(BA) (2-0.5, 1-0.5 y 0.5-0.5 mg/ L). Las semillas se obtuvieron del banco de germoplasma de
la UTPL (almacenadas durante seis afios), las mismas fueron desinfectadas y sembradas
usando el método del sobre para después de cuatro semanas de cultivo evaluar el efecto de
diferentes concentraciones de fitohormonas en la germinacion de Encyclia aspera. Los
resultados muestran que el tratamiento 2 (1-0.5) fue el mas efectivo con un porcentaje de
germinacion de 52%.

PALABRAS CLAVES: &cido naftalenacético (ANA); banco de semillas; cultivo in vitro; Encyclia

aspera,; fitohormonas; germinacion asimbiética; 6-benciladenina (BA)



ABSTRACT

Encyclia aspera is an epifita orchid found in Colombia, Peru and Ecuador; Very little is known
about this species, which is synonymous with Epidendrum asperum. However, like the majority
of orchids in the country, it is threatened by the massive extraction of wild specimens, as well
as the destruction of their habitat. In vitro germination is an efficient method for the effective
conservation of this species. In this work it was evaluated the asymbiotic germination of
Encyclia aspera seeds using three cultivation means with different concentrations of
naftalenacetico acid (ANA) and 6-benciladenina (BA) (2-0.5, 1-0.5 and 0.5-0.5 mg / L). The
seeds were obtained from the UTPL's germplasm bank (stored for six years), they were
disinfected and seeded using the packed method in order to, after four weeks, evaluate the
effect of different concentrations of phytohormones on the germination of Encyclia aspera. The
results show that treatment 2 (1-0.5) was the most effective with a germination percentage of
52%.

Key words: asymbiotic germination; Encyclia aspera; in vitro culture; naphthaleneacetic acid
(ANA); phytohormones; seed bank; 6-benzyladenine (BA).



INTRODUCCION

La familia Orchidaceae cuenta con alrededor de 35 000 especies a nivel mundial
(Condemarin, Chico, & Vargas, 2007), siendo los trépicos su punto de explosion (Menchaca,
2011). Los Andes de Colombia y Ecuador son considerados los sitios mas ricos en cuanto a
diversidad de orquideas se refiere ya que por lo menos un cuarto de las especies conocidas
se encuentran aqui (Cribb, Kell, Dixon, & Barrett, 2003). Esta familia es considerada una de
las mas especializadas entre las plantas herbaceas perennes debido a su gran capacidad
adaptativa y reproduccion (Barnuevo, 2011). Sin embargo, también se caracteriza por
presentar un alto porcentaje de especies en peligro de extincidn, esto como resultado de la
destruccién de su hébitat, asi como a la indiscriminada extraccion de ejemplares silvestres
(Cueva, 2014). A esto se suma el diminuto tamafio de sus semillas y las pocas reservas que
contienen estas, por lo que es esencial la asociacion con algun tipo de hongo compatible para

gue se establezca la germinacion (Jaramillo, 2018).

Por lo descrito es necesario tomar medidas para la preservacion de la valiosa diversidad de
la familia Orchidaceae, los bancos de semillas constituyen una buena alternativa para esta
problematica ya que permiten conservar el germoplasma de especies ortodoxas. La
conservacion ex situ de semillas de orquideas que han sido almacenadas por largos periodos
de tiempo requiere de un monitoreo constante para verificar su calidad y viabilidad. Determinar
la viabilidad de semillas es un punto importante para conocer si una determinada semilla esta
viva y tiene la capacidad de germinar. Las técnicas comunmente utilizadas para determinar el
porcentaje de viabilidad son: prueba rapida de tetrazolio y la prueba de germinacién (Aguirre-
bolafios, Benitez-flores, Gonzalez-valle, Hernandez-portilla, & Flores-ortiz, 2017; Lee-

espinosa, Trompillo, Llave, Trompillo, & Llave, 2016).

Entre las pruebas de germinacion esta la asimbiotica bajo condiciones in vitro que aparece
como una valiosa herramienta contra la posible extincion de las especies de orquideas (Arditti,
2008; Arditti & Krikorian, 1996), ademas de que permite el andlisis del estado de viabilidad de
las semillas que por efecto de las condiciones de almacenamiento (temperatura y humedad)
pudo haberse perdido. (Gongalves, Priz8o, Auxiliadora, & Gutierre, 2015; Gutiérrez,
Navarrete, & Espin, 2014; Jara, 2009).

Encyclia aspera es una orquidea epifita que se encuentra en los bosques tropicales himedos

y secos de Ecuador, Colombia y Pera (Dodson & Dodson, 1980). Esta sin6nima de

Epidendrum asperum se caracteriza por su inflorescencia rojiza, aspera (Pupulin & Bogarin,

2011). No existen estudios en cuanto al crecimiento y desarrollo de esta especie en fuentes
3



especializadas, tampoco se han reportado estudios de germinacion asimbiética de esta

especie en la literatura.

El presente trabajo tuvo como objetivo la germinacién asimbiética in vitro de semillas de
Encyclia aspera almacenadas en el banco de germoplasma de UTPL, para que en un futuro
esta especie pueda ser introducida en el orquideario de la institucion, asi como en su habitat
natural. La informacién generada es un aporte mas al conocimiento de la familia Orchidaceae

en nuestro pais, especialmente para la conservacion y manejo sostenible de Encyclia aspera.



CAPITULO |
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1.1Diversidad en Ecuador

Ecuador esta incluido dentro de los 17 paises mas diversos del mundo. El Catalogo de Plantas
Vasculares del Ecuador registra que existen 16087 especies de plantas en el pais de las
cuales 15 306 son nativas y 41736 de estas son endémicas. Al ser comparada esta diversidad
con la de los paises vecinos se puede concluir que el Ecuador es un pais sumamente rico a

pesar de su pequefio tamafio (Jgrgensen & Ledn-Yanez, 1995).

Esta explosion de diversidad se debe principalmente a la existencia de diversos sistemas
ecoldgicos que permiten el establecimiento de diferentes especies vegetales. La presencia de
la Cordillera de los Andes ha dado al Ecuador una fisonomia diversa propiciando la existencia
de diferentes pisos altitudinales con microclimas, una exquisita diversidad de ecosistemas y

formas de vida propias de cada area (Le6n Chufiir & Romero Jiménez, 2016; Patzelt, 1996).

1.2 Orquideas en Ecuador

A pesar de ser un pais pequefio, Ecuador alberga una gran variedad de orquideas
documentadas y muchas que aun no han sido descritas por la ciencia. Ecuador es el pais con
mayor registro de orquideas a nivel mundial (Gutiérrez et al., 2014). Cuenta con cuatro de las
cinco subfamilias documentadas a nivel mundial, existen 4032 especies de las cuales 1714
son endémicas (40%), constituyendo la familia mas grande ya que representa el 12 % de la
flora del pais (Aguilar Palma, 2003; Iza, 2018), debido a la diversidad que ostenta esta familia
mediante Decreto Ejecutivo No. 172 en Diciembre del 2013 el Ecuador fue declarado

oficialmente como “El pais de las orquideas” (Ministerio de Turismo del Ecuador, 2014).

Sin embargo, mas de 80% de las orquideas del Ecuador se encuentran amenazadas, 35 estan
en peligro critico, 132 en peligro, 920 como vulnerables, 123 casi amenazadas, 13 estan en
preocupacién menor y de al menos 62 aln no se cuenta con datos. Este escenario se
magnifica ya que la mayoria de especies estan fuera del Sistema Nacional de Areas
Protegidas (SNAP) (Ledn-Yanez et al., 2012). Las amenazas principales que enfrenta esta

familia son: destruccion de su hébitat y extraccion indiscriminada de especies silvestres



debido a su alto valor comercial (Avila & Salgado-Garciglia, 2006; Diengdoh, Kumaria,
Tandon, & Das, 2017; Loreto, 2016; Salazar-Mercado, 2012).

1.3 Familia Orchidaceae

El nombre de esta familia hace referencia a la palabra griega “orkhis” cuyo significado es
“testiculos” esto por la apariencia de los tubérculos subterrdneos de algunas especies
terrestres, estas monocotiledoneas se distinguen por la complejidad de sus floras ademas de
las interacciones ecoldgicas que realizan con agentes polinizadores y algunos hongos
(micorrizas) (Celi, 2011; Ordéfez Blanco, 2016). Son consideradas omnipresentes ya que se
encuentran en todos los continentes llegando a habitar inclusive algunas islas antarticas
(Swarts & Dixon, 2009).

Como ya se menciond, Orchidaceae constituye una de las familias de angiospermas mas
diversas a nivel mundial, se estima que cuenta con alrededor de 35000 especies con 880
géneros distribuidos en todo el mundo, siendo los trépicos su mayor punto de diversidad
(Aguilar Palma, 2003). Las areas con mayor riqueza de orquideas son: Sudameérica,
Madagascar, Sumatra y Borneo (Cribb et al., 2003). El 73% de las orquideas del mundo tiene
hébito epifito y pueden vivir desde el nivel del mar hasta los 4000 msnm; en América este
porcentaje se incrementa (90 %), estas habitan en ramas de arboles y obtienen recursos del
aire, lluvia y desechos organicos y las especies terrestres constituyen el 10% restante las
cuales obtienen recursos del suelo y agua (Le6n Chudir & Romero Jiménez, 2016; Loreto,
2016).

1.4 Clasificacién Taxonémica

La familia Orchidaceae es investigada constantemente por lo que a través de los afios se han
presentado nuevos estudios que han permitido identificar elementos mas clasificatorios.

Actualmente esta familia pertenece al orden Asparagales segun el sistema APG IIl de 2009
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ver Tabla 1 (Byng & Soltis, 2009) y consta de cinco subfamilias: Epidendroideae,
Orchidoideae, Vanilloideae, Cypripedioideae y Apostasioideae (Palacios, 2014).

Tabla 1. Clasificacién taxondmica de orquideas.

Reino Plantae

Fhyllum Angiospermas

Clase Liliopsida

Subclase Lilidae

Orden: Asparagales u Orchidales

Fuente: (Iza, 2018).
Elaboracion: (Iza, 2018).

1.5 Generalidades de Encyclia aspera

Sinénimo de Epidendum asperum, es una orquidea epifita que se encuentra en los bosques
tropicales humedos y secos de Colombia, Perl y Ecuador a elevaciones entre los 20 y 600
metros (Dodson & Dodson, 1980). Su inflorescencia aparece al finalizar el invierno y se
caracteriza por ser rojiza y aspera, pudiendo ser racemosa o0 paniculada, presenta

pseudobulbos con forma de cebolla (Pupulin, 2012; Pupulin & Bogarin, 2011).



1.6 Morfologia de las orquideas

1.6.1. Hojas.
Son simples, con margenes enteros y no presentan espinas, generalmente son angostas y
alargadas. Las epifitas se caracterizan por presentar hojas gruesas con cuticula encerrada lo
gue les confiere proteccién contra depredadores ademas de protegerlas de los fuertes vientos
secos especialmente en los trépicos. Las especies que habitan lugares con temperaturas altas
presentan hojas cilindricas como estrategia para evitar la deshidratacién (Menchaca, 2011).

Ver Figura 1.
Figura 1. Tipos de hojas de orquideas.
Fuente: (Menchaca, 2011).
Elaboracion: (Menchaca, 2011).
1.6.2. Raices.

En orquideas terrestres, las raices forman estructuras alargadas y muy ramificadas las cuales
se encuentran recubiertas por pelillos absorbentes. Las epifitas presentan raices envueltas
por fundas de células muertas con apariencia esponjosa (velamen) lo que facilita la absorcion
de minerales del aire, agua de lluvia o de las ramas en donde se desarrollan. En epifitas las
raices nacen casi en cualquier parte del tallo, ramificandose en todas las direcciones, ademas
estas poseen clorofila por lo cual son capaces de realizar fotosintesis (Jara, 2009; Murrguia
Gonzales, 2007).



1.6.3. Pseudobulbos.
Son tallos aéreos con forma de papa, presentan formas muy diversas. Las hojas pueden salir
tanto de la parte alta como media de estos y la inflorescencia aparece en la base, parte media

o0 alta del pseudobulbo (Cerna, Cardenas, Cruz, & JAcome, 2012; Menchaca, 2011).

1.6.4. Flores.
Las flores constituyen la parte mas llamativa de las orquideas debido a su forma, aroma y
gran diversidad de colores; por lo que son admiradas en todas partes del mundo (Menchaca,
2011). Ademas de que las flores se encuentran boca abajo (resupinacion) debido a que en el
desarrollo los pedicelos (donde se abren las flores) giran 180° , siendo una caracteristica Unica
(Ordénez Blanco, 2016).

Generalmente son hermafroditas y constan de seis partes: tres sépalos colocados detras e
idénticos entre si y tres pétalos en frente, dos de ellos iguales y un tercero insertado en el
centro también llamado labelo y que es en donde se encuentran los érganos reproductivos
(masculinos y femeninos) envueltos en una pieza central llamada columna (Figura 2). El labelo
presenta diversas caracteristicas para atraer a polinizadores, entre estas estan: presencia de
callos, aceites aromaticos, presencia de néctar (Menchaca, 2011; Sedano, Manzo, Roldan, &
Castellanos, 2015).

La antera se localiza en la punta de la columna y se caracteriza por presentar una forma de
casco por lo que también se denomina casquete que le sirve para proteger al polen, por debajo
del casquete se localiza el estigma, parte donde se localiza el polen y se produce la formacion
de frutos. El polen de las orquideas se encuentra formando polinios (paquetes) que pueden
ser: polinios con cadiculas o polinios con estipe y que solo algunos polinizadores son capaces
de transportar el polen hacia otra flor, por lo que existen un vinculo muy importante entre estos

insectos y la sobrevivencia de estas especies (Menchaca, 2011; Paredes Sandoval, 2012).
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Estigma

Base de la columna

Figura 2. Flor de orquidea: a. Partes de la flor b. Columna.

Fuente: (Menchaca, 2011).
Elaboracién: (Menchaca, 2011).

1.6.5. Frutos.
Son cépsulas dehiscentes y pueden ser largos, ovalados e incluso casi redondeados. Pueden
presentar verrugas o ser angulosos, se componen de al menos dos carpelos; estas capsulas

pueden contener miles de semillas (Mayo, Cazares, de la Cruz, & Flores, 2010). Ver Figura 3.

Figura 3. Frutos de orquideas.

Fuente: (Menchaca, 2011).
Elaboracion: (Menchaca, 2011).

1.6.6. Semillas.
Conocidas como “semillas polvo” debido a que son diminutas (0.11 a 1.97 mm de largo y 0.07
a 0.4 mm de ancho). Las cépsulas albergan alrededor de cuatro millones de semillas y cada
semilla consta de un embrion suspendido de la testa y rodeado de aire por lo que son capaces

de flotar por periodos largos (Sedano et al., 2015).
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El embrién no se encuentra diferenciado, presenta una forma elipsoidal y contiene reservas
de proteinas y lipidos en la epidermis y parénquima, aunque no cuenta con almidén mas que
algunas trazas ya que las semillas estan desprovistas de endospermo (fuente de nutrientes
durante la germinacion) ademdas de que requieren de polinizadores especificos (Billard,
Alberto, & Hugo, 2013).

En condiciones naturales la germinacién se ve favorecida solamente cuando las pequefas
semillas encuentran un ambiente favorable mediante asociaciones simbidticas con micorrizas
las cuales suplen de azUlcares y nutrientes a las plantulas jovenes; el pequefo tamafio de las
semillas es una caracteristica que favorece a las tasas de dispersion, sin embargo, tienen
pocas posibilidades de sobrevivencia. Estos factores hacen que el nimero efectivo de
semillas que pueden germinar se vea muy por debajo con respecto al niumero de semillas
producido (Rodrigues et al., 2001). (Rodriguez, 2013) sefiala que los porcentajes de
germinacion en estado silvestre de las orquideas no sobrepasa el 10 % y que de este

porcentaje tan solo el 4% alcanza un estado adulto.

1.7 Germinacion

La germinacion de orquideas sucede en 5 estadios secuencias; la primera etapa, comienzan
con laimbibicién de las semillas a través de la testa lo cual produce un aumento en el volumen
del embrion; en la segunda etapa, existe division celular que ocurre en la regién anterior y la
cual propicia la ruptura de la testa y se produce el embrién (protocormo); en la tercera etapa,
el protocormo empieza a desarrollarse y aparece rizoides en la parte inferior del protocormo;
en la cuarta etapa, el protocormo sigue creciendo y se desarrolla una yema apical; finalmente,
en la quinta etapa, aparecen las primeras hojas fotosintéticas y raices (Barbery Knaudt &
Morales Benavent, 2011). Segln la especie llevara semanas, meses 0 afios para que se forme
una planta completa; en las especies terrestres durante estas primeras etapas es
imprescindible la presencia de un hongo que le provea de alimento al protocormo enterrado
(McKendrick, 2000).
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1.8 Tipos de crecimiento

El crecimiento de las orquideas puede ser monopodial o simpodial (Figura 4), el primero se
refiere a aquellas orquideas que crecen desde un determinado punto y cuyo desarrollo es
anual, no presentan pseudobulbos y sus raices suelen ser aéreas; la forma de crecimiento
simpodial se caracteriza por que a partir de un brote terminal muerto aparecen nuevos brotes

hacia los lados de este y siempre hay presencia de pseudobulbos (Vasquez, 2000).

Figura 4. Tipos de crecimiento de orquideas:

a. monopodial, b. simpodial.

Fuente: (Menchaca, 2011).
Elaboracion: (Menchaca, 2011).

1.9 Ecologia

Las orquideas son consideradas entre las plantas mas desarrolladas y especializadas ya que
son capaces de adaptarse a diversos habitats, pudiendo vivir en suelos (terrestres), lagunas
y pantanos (acuaticas), sobre troncos y ramas (epifitas), sobre piedras (litéfitas), sobre materia
organica en descomposicion (saprofitas) y hasta subterraneas (Mosquera & Bayman, 2010;
Smith & Read, 1997).

Algunas orquideas ofrecen refugio a algunos animales como ranas, hormigas y pequenas
serpientes que habitan a los alrededores de sus raices, ademas de que brindan alimento
(néctar) a los agentes polinizadores como insectos y aves. Finalmente, algunas especies de
orquideas tienen la capacidad de fijar carbono en bajos niveles de luz y temperatura,

caracteristicas que otros grupos vegetales no poseen (Mendoza Abarca, 2016).
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1.10 Importancia de las orquideas

Las orquideas son apetecidas en todo el mundo debido a su gran valor ornamental ya que no
existe otra familia de plantas que presente esta variacién impresionante de flores. La belleza
de sus flores asi como su interaccidén ecoldgica con micorrizas ha llamado la atencién en el
mundo turistico, cientifico y comercial (Klaus, 2015; Mayo et al., 2010; Salazar-Mercado,
2012).

Una de las especies mas representativas de esta familia, la famosa vainilla (Vanilla planifolia)
fue utilizada por los Aztecas para darle aroma al chocolate nahuatl (chocolate), también era
utilizada en esta cultura como un poderoso afrodisiaco. En el siglo XVI los conquistadores
espanoles transportaron esta especie a Europa,; luego fue llevada a varias regiones tropicales
entre ellas Madagascar, el cual hoy en dia es el primer productor de vainilla del mundo la

misma que es comercializada como saborizante y aromatizante (Ossenbach, 2007).

Paises como Estados Unidos, Inglaterra, Francia, Japén, China, Tailandia, Australia, Hawaii
y Singapur cultivan orquideas para ser exportadas y de esta manera abastecer el mercado de
floricultura; siendo Cattleya, Dendrobium, Epidendrum, Paphiopedilum, Phalaenopsis, Vanda,
Brassia, Cymbidium, Laelia, Miltonia, Oncidium, Encyclia, y Coelogyne los géneros mas

utilizados para cultivos (Téllez-Velasco, 2011).

Por otro lado, las orquideas son utilizadas en muchas comunidades por sus propiedades
medicinales, tal es el caso de Arpophyllum spicatum utilizada para curar la disenteria y
Encyclia citrina que cura heridas infectadas. También han sido utilizadas en actos religiosos

para adornar altares (Téllez-Velasco, 2011).

1.11 Conservacion ex situ de semillas

La creciente presencia de disturbios, principalmente ocasionadas por la pérdida de habitat y
la extraccion indiscriminada de especies silvestres con alto valor comercial han dado como
resultado que varias orquideas se encuentren amenazadas o en peligro de extincion (Zettler
& Hofer, 1998). Frente a esto se ha propiciado el establecimiento de varias técnicas de

conservaciéon; debido a que muchos ecosistemas naturales han sido deteriorados
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irreversiblemente, la conservacion in situ resulta ser una tarea titnica e inclusive poco viable.
Actualmente se han implementado diversos mecanismos para impulsar la conservacion ex
situ de este grupo amenazado entre ellas esta la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro

(Izquierdo Fernandez, Diamante, & McCarthy, 2013).

Las técnicas de micropropagacion in vitro son un recurso extremadamente valioso frente a la
posible extinciéon de algunos ejemplares silvestres ya que permiten la generacion masiva de
individuos en periodos relativamente cortos, ademas de que supone una reduccion de costos
debido al pequefio tamafio de las plantulas (Dalzotto & Lallana, 2013; Sharry, Adema, &
Abedini, 2015).

1.11.1. Banco de germoplasma.
La conservacion de la biodiversidad fuera de su ambiente natural es el principal objetivo por
el cual fueron creados los bancos de germoplasma, estos lugares enfocan esfuerzos
especialmente a especies amenazadas o0 aquellas que son utiles. Debido a que la familia
Orchidaceae presenta serios problemas al tener una gran proporcién de especies en peligro
de extincion, el almacenamiento de semillas constituye un aporte importante para su

conservacién (Cerna et al., 2012).

El uso de esta técnica significa una solucion viable para la conservacion a largo plazo de los
recursos filogenéticos. En Ecuador el Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones
Agropecuaria (INIAP) y la Universidad Nacional de Loja (UNL) cuentan con los bancos de
germoplasma donde se conserva el mayor nUmero de especies del pais. El INIAP guarda
17920 muestras de semillas de las cuales 13 711 corresponden a géneros de cultivos y 4209

de muestras de especies forestales (Tapia, Zambrano, & Monteros, 2008).

Asi también el banco de germoplasma de la Universidad Técnica Particular de Loja UTPL
conserva semillas de méas de 500 especies representativas del Sur del Ecuador dentro de las
cuales se encuentra la familia Orchidaceae (Lopez, 2015). Finalmente, el Jardin Botanico de
Quito mantiene desde el 2008 el banco de germoplasma de orquideas, cuenta con una
coleccién ex situ de orquideas nativas del Ecuador, asi como la conservacion in vitro de
Cyrtochilum loxense, Masdevallia cucullata, Caucaea olivaceum, Cattleya maxima, entre otras
(Jardin Botéanico de Quito, 2018).
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1.12 Cultivo in vitro de orquideas

La propagacion de orquideas en estado natural presenta grandes dificultades, por lo que la
germinacion in vitro resulta ser una solucién a corto plazo, ya que en estado silvestre la
propagacion resulta después de al menos 10 afios. En contraste con esto, las técnicas in vitro

generan individuos propagados en meses 0 pocos afios (Salgado Moncada, 2002).

La germinacion in vitro consiste en llevar las semillas a frascos de vidrio sobre un medio de
cultivo rico en vitaminas, sales minerales, sacarosa y reguladores de crecimiento propiciando
un ambiente idoneo para que las semillas germinen y se desarrollen hasta formar plantas
(Barbery Knaudt & Morales Benavent, 2011; Lallana et al., 2016).

Existen dos tipos de germinacion in vitro: germinacion simbiética (adicion de una pequefa
porcion de micorriza), esta técnica utiliza un medio generalmente simple que consiste
basicamente en avena en polvo y extracto de levadura, sin embargo, es hecesario incluir un
tipo de micorriza adecuado segun la especie para que no exista parasitismo; y la germinacion
asimbiética (uso de un medio estandar con nutrientes) este medio suple las veces del hongo
y en condiciones controladas suministra los nutrientes necesarios para que las semillas
germinen facilmente, este medio se puede modificar de acuerdo a las necesidades de cada
especie (Buendia, 2017; Téllez-Velasco, 2011).

1.12.1. Medios de cultivo.
Es muy dificil conocer los requerimientos especificos de cada especie con respecto a
minerales y nutriente, sin embargo, en la actualidad el medio de cultivo mas utilizado para

germinacion asimbidtica de orquideas es Murashige Skoog MS (Jara, 2009).

Este medio de cultivo se caracteriza por contener compuestos quimicos como: Fuentes de
carbono (sacarosa), macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg y S), micronutrientes (Fe, Mn, Zn, B,
Cu, Co y Mo), vitaminas (tiamina, niacina, pridoxina, vitamina E, vitamina K, vitamina B12,),
agente gelificante (agar) y también ha sido suplementado con carbén activado (0.1 a 5%),
extracto de frutas (manzana y banana), agua de coco y jugo de pifia. Adicionalmente se ha
probado la efectividad de reguladores de crecimiento como acido naftalenacético, ANA
(auxina); benciladenina, BA (citoquinina) y acido giberélico, GA3 (giberelina) que optimizan la
germinacion y el desarrollo de las especies vegetales (Chen, Goodale, Fan, & Gao, 2015;
Jara, 2009; Paredes Sandoval, 2012; Sedano et al., 2015; Vasquez, 2000).
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1.12.2. Fitohormonas.

También llamadas hormonas vegetales, intervienen en la regulacién celular de los procesos
de crecimiento y desarrollo de plantas; asi una misma hormona es capaz de intervenir en
varios procesos y esto depende de la concentracion de la mismay su respuesta ocurre en un
tiempo determinado. De acuerdo a la especie que se utilice como objetivo de estudio se
aplicara un tipo y concentracion determinada de estos reguladores de crecimiento (Aucapifia
& Lopez, 2016).

Existen cinco grupos de fitohormonas: promotores de crecimiento (auxinas, giberelinas,
citoquininas), inhibidor de crecimiento (acido abscisico) y etileno; cada una de ellas es
especifica en cuanto a su accién, pueden intervenir regulando el crecimiento, diferenciacion y

divisién celular; organogénesis, senescencia y latencia (George, Hall, & Klerk, 2008).

1.12.2.1. Auxinas.

Fue la primera hormona vegetal en ser descubierta, en 1926 a esta hormona se le atribuyé la
causa por la que los coledptilos en la avena se curvaran siguiendo la luz. Son compuestos
capaces de inducir la elongacion celular, tropismos, dominancia apical y el enraizamiento.
Existen auxinas sintéticas como el acido naftalenacético (ANA), acido indolacético (IAA) vy el
acido indolbutirico (IBA); que han sido creadas para promover el enraizamiento, favorecer la
floracién y como herbicidas (Aucapifia & Lépez, 2016; Gil, Contreras, & Gutierrez, 2016).

El acido naftalenacético se utiliza en concentraciones que van desde 0.1 a 10.0 mg/L, el punto

Optimo esta cerca de 0.2 mg/L (Guizado, 2014).

1.12.2.2. Citoquininas.

Este grupo de hormonas tienen la caracteristica de promover la division de células vegetales
(citocinesis) (Leal, 2003). En combinacion con otras hormonas, las citoquininas son capaces
de favorecer las respuestas de germinacion, formacion de yemas y el desarrollo reproductivo,
desarrollo de cloroplastos y retardan la senescencia de las hojas (Werner, Motyka, Strnad, &
Schmudilling, 2001).

1.12.2.3. Relacién auxina-citoquinina.

Combinar niveles bajos de auxinas y altos de citoquininas induce la formacién de brotes a
partir de callos, la combinacion de niveles altos de auxinas y citoquininas estimula la formacion
17



de raices, la combinacion de niveles bajos de ambas hormonas produce la formacion de tallos
y en niveles intermedios se produce un callo indiferenciado. Sin embargo, estas
combinaciones varian mucho de acuerdo al tipo de planta (Aucapifia & Lopez, 2016). En la
fase G1, la combinacion de citoquininas y auxinas induce la acumulacion de ciclinas,

promoviendo un nuevo ciclo celular (Guizado, 2014).

1.13 Objetivos

General:
Evaluar el potencial germinativo de semillas de Encyclia aspera conservadas ex situ

utilizando tres tratamientos de germinacion.

Especificos:
¢ Analizar la influencia de reguladores de crecimiento vegetal en la germinacion
de semillas de Encyclia aspera.

e Obtener individuos sanos a partir de la germinacion in vitro.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
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2.1 Areade estudio

La investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Fisiologia Vegetal del Departamento de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Técnica Particular de Loja.

2.2 Material vegetal

EL material biolégico (semillas) se obtuvo del banco de germoplasma de la Universidad
Técnica Particular de Loja, provenientes del Vivero Municipal de la ciudad de Loja (10/01/12)
y conservadas a 4 °C en envases herméticos hasta la fecha de siembra (04/07/18 y 17/07/18)
(Anexo 1).

2.3 Material fisico

Frascos de vidrio

Cajas Petri

Erlenmeyers

Pipetas

Pinzas
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2.4 Materiales quimicos

Alcohol (70%)

Hipoclorito de sodio comercial (5%)

Agua destilada

Agar

Nitrato de amonio (NH4NO3)

Carbén activado

AzUcar

Hidroxido de potasio (KOH) y &cido clorhidrico (HCL)

Reguladores de crecimiento ANA, AB

Hidroxido de sodio (NaOH)

2.5 Equipos

Balanza analitica

Autoclave

Camara de flujo laminar

Potenciémetro

Plato agitador-calentador
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2.6 Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo fue el MS (Murashige & Skoog, 1962) modificado (20g de azucar, 6.8g de
agar, 0.165g de nitrato de amonio, 2g de carbdn activado, 0,20g de fertilizante). Se utilizé
cuatro medios de cultivo: medio MS como control, MS suplementado con 2 mg/l de acido
naftalenacético (ANA) y 0.5 mg/l de 6-benciladenina (BA), MS con 1 mg/l de ANA y 0.5 mg/l
de BA y MS con 0.5 mg/l de ANA y 0.5 mg/l de BA (Tabla 2). El pH de todos los medios fue
ajustado a 5.8 usando HCIl o KOH antes de ser colocados en frascos de vidrio y cerrados con
tapas plasticas para ser sometidos a un proceso de esterilizacion a 121 °C por un lapso de

treinta minutos, para luego ser almacenados en un cuarto estéril (Anexo 2).

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados

Tratamiento Combinacién de reguladores de crecimiento
TO (Control) MS

T1 MS+ 2 ANA + 0.5 BA

T2 MS+ 1 ANA + 0.5 BA

T3 MS+ 0.5 ANA + 0.5 BA

Fuente: autor.

Elaboracién: autor.

2.7 Desinfeccion de semillas

Utilizando en método del sobre (McKendrick, 2000): se pes6 0. 006 g de semillas, las cuales
fueron colocadas en un sobre de papel filtro y selladas con una grapa, con la ayuda de pinzas
estériles el sobre con semillas fue sumergido durante 30 segundos en alcohol al 70 % y luego

en la solucion esterilizante (20 ml): hipoclorito de sodio comercial al 0.5% (v/v), mas una gota
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de Tween 20 durante 5 minutos agitando suavemente el frasco para su esterilizacion

(Khamchatra, Dixon, Tantiwiwat, & Piapukiew, 2016) (Anexo 3).

2.8 Siembra de semillas

En la cadmara de flujo laminar los sobres fueron retirados de la solucién esterilizante y
enjuagados haciendo por lo menos seis lavados consecutivos con agua destilada estéril,
finalmente los sobres fueron abiertos cuidadosamente con el uso de tijeras y pinzas estériles
y se coloco su contenido (semillas) sobre el medio de cultivo. Al finalizar la siembra, los frascos
con semillas fueron sellados con parafilm, etiquetados y posteriormente trasladados al cuarto
de incubacién a una temperatura de 23 °C, con un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas

de oscuridad (Anexo 4).

2.9 Evaluacion de la germinacion

La evaluacion de germinacion asimbiotica se la realizd tomando en cuenta la fecha en que
fueron sembradas (dia 1) y a partir de este se evalué semanalmente, considerandose como
presencia de germinacion cuando el embrién presentd engrosamiento y se observo coloraciéon
verde en el tejido, el registro se llevé a cabo por observacion directa mediante la determinacion
del area (dentro del frasco) ocupada por las semillas que iniciaron el proceso germinativo para
luego determinar si existi6 un efecto positivo con los reguladores de crecimiento. El

seguimiento del porcentaje de germinacién se efectudé durante un mes.
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2.10 Disefio experimental

Para el ensayo se utilizd un disefio de bloques al azar con cuatro tratamientos (medios de
cultivo), 2 bloques (nimero de siembras por tratamiento) y 6 repeticiones (frascos) por cada

blogue, dando un total de 48 frascos o unidades experimentales (Tabla 3).

Tabla 3. Disefio de bloques aleatorios

Tratamiento Siembra 1 Siembra 2
TO (Control) 6 frascos 6 frascos
T1 6 frascos 6 frascos
T2 6 frascos 6 frascos
T3 6 frascos 6 frascos

Fuente: autor.

Elaboracion: autor.

2.11 Anédlisis estadistico

En una matriz se organiz6 los datos obtenidos en cada ensayo (dias de inicio de la
germinacion, porcentaje de germinacion) (Anexo 5). Para el andlisis de datos se realiz6 un
andlisis de varianza (ANOVA) y posteriormente las diferencias entre las medias fueron
establecidas mediante la prueba de rangos multiples de HSD (honesta diferencia significativa)
de Tukey para determinar las diferencias significativas a un nivel de alfa=0.05 usando el

programa estadistico RStudio Version 1.1.419 (R Core Team, 2017).
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CAPITULO 1l

RESULTADOS Y DISCUSION
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Las semillas viables de Encyclia aspera comenzaron la etapa de germinacién a las dos
primeras semanas de cultivo (10 dias), en la siguiente semana la tasa de germinacion
disminuyé y finalmente en la Ultima semana de seguimiento no se observo nuevas semillas

en estado germinativo; esto se dio en todos los tratamientos, incluido el control.

3.1 Efecto de los reguladores de crecimiento vegetal en el porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacion fue mayor en T2 (52%) que en T1 (41%) y T3 (32%), sin haber
diferencias significativas entre T1 y T2. Sin embargo, existié una considerable variacion entre
T2 y TO (Graficas 1).
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Grafical. Media de cada uno de los tratamientos. TO= control;
T1=2-0.5; T2=1-0.5; T3=0.5-0.5

Fuente: autor.

Elaboracion: autor.
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En las dos siembras realizadas el porcentaje mas alto de germinacién se obtuvo aplicando el
tratamiento 2, pero se puede observar que hay una diferencia significativa en los porcentajes
de germinacién de la siembre 2 en comparacién con la siembra 1 que muestra porcentajes
menores (Gréfica 2).
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Grafica 2. Comparacién de las medianas de las dos siembras realizadas

Fuente: autor.

Elaboracion: autor.

De acuerdo con el andlisis de varianza realizado el efecto de las fitohormonas en el porcentaje
de germinacién mostro diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos y siembras
evaluadas (Tabla 4).
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Tabla 4. Andlisis de varianza ANOVA

Fuente de variacion Df Sum Sq Mean Sq F value P value
Tratamiento 6048 2016 10.09 < 0.001***
Siembra 6936 6936 34.7 < 0.001***
Residual 43 8594 200

Fuente: autor.

Elaboraciéon: autor.

Para encontrar las diferencias existentes entre los tratamientos se utilizé la prueba Tukey, asi
se encontrd que el tratamiento 2 (1 ANA - 0.5 BA) es el mejor para aumentar el porcentaje de
germinacion de Encyclia aspera, seguido del tratamiento 1 (2 ANA - 0.5 BA), siendo el
tratamiento 3 (0.5 ANA - 0.5 BA) el menos adecuado en ambas siembras. Sin embargo, es
importante recalcar que se observo que los tratamientos T3-TO, T2-T1 y T3-T1 fueron
parecidos (p>0.05) y los que muestran diferencias (p< 0.05) son T2-T0, T1-TOy T2-T3 (Grafica
3).
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Grafica 3. Diferencias y similitudes entre los tratamientos aplicados.

Fuente: autor.
Elaboracién: autor.

El tiempo que tarda en germinar in vitro una orquidea varia de acuerdo a la especie, pero en
general se ha reportado que inicia a los 30 y 45 dias después de la siembra (Avila & Salgado-
Garciglia, 2006). En contraste con esto, en este trabajo la etapa de germinacién resulté ser
rapida, reportdndose antes de cumplirse las primeras dos semanas de cultivo (10 dias). En
general el promedio de germinacién en los cuatro medios de cultivo (TO, T1, T2 y T3) fue alto
(37%) si se toma en cuenta el tiempo en que estuvieron almacenas, ya que la viabilidad en
muchas especies de orquideas disminuye conforme aumenta el tiempo de almacenamiento
(Vendrame, Carvalho, & Dias, 2007). No se efectué la prueba de viabilidad rapida de tetrazolio
ya que esta evalua solamente las condiciones internas de la semilla y no toma en cuenta la
calidad de estas frente a ciertas condiciones de crecimiento, capacidad de division celular ni
el desarrollo por lo que no es considerada como un buen indicador de germinacion. No se
debe confundir viabilidad con capacidad germinativa, que las semillas resulten viables tras la

prueba de tetrazolio no quiere decir que vayan a germinar, debido a esto es recomendable
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validar o sustentar esta prueba mediante pruebas de germinacion (Izquierdo Fernandez et al.,
2013; Lauzer, Renaut, St-Arnaud, & Barabé, 2007; Mufioz & Jiménez, 2008; Vujanovic, St-
Arnaud, Barabé, & Thibeault, 2000).

En un estudio realizado para Epidendrum radicans evaluaron cuatro concentraciones de ANA
(0.0, 0.1, 1.0 y 3.0 mg/L), en los tres primeras concentraciones hubo germinacion, pero la
concentracion 3.0 mg/L tuvo ausencia de germinacion ademas de que en esta ultima los
embriones se tornaron blanquecinos (Buendia, 2017). Esto es apoyado por (Jara, 2009) que
sefiala que el punto 6ptimo de ANA es de 2mg/L. Por otra parte, para esta especie la
concentracion 0.1 mg/L de ANA mostré en promedio el mayor porcentaje de germinacion
(44%) en el dia 31 después de la siembra, a diferencia de esto, los resultados obtenidos en
este trabajo mostraron que la concentracion mas eficiente fue 1mg/L ANA con un 52% de
germinacion en el dia 10. Esto puede deberse a que el efecto de las concentraciones de
hormonas es independiente en cada cultivo y especie, y ya que para este estudio se combiné
dos hormonas vegetales (auxina-citoquinina) se esperaria que la eficiencia en el porcentaje
de germinacion sea mayor ya que esta combinacién aumenta la eficiencia de germinacion y

el desarrollo de la planta en condiciones in vitro (Garriga Caraballo et al., 2010).

En otro estudio realizado por (Aucapifia & Lopez, 2016) al comparar la eficiencia de tres
fitohormonas (IBA, KIM y GA3) en la germinacion de Epidendrum jamiensonis y Epidendrum
Schistochilum concluyeron que la adicién 0.1 mg/L de AG3 eleva la tasa de germinacion.
También (Coello, Miceli, Orantes, Dendooven, & Gutiérrez, 2010) recomiendan el uso de GA3
como un factor importante para inducir la germinacion, formacién de raices y brotes de
Guarianthe skinneri, pero enfatizan su uso en minimas concentraciones ya que la adicion de
cantidades grandes causa un efecto contrario, evitando el desarrollo de la planta. Sin
embargo, debe sefialarse que el tipo de fitohormonas y las concentraciones ideales de las
mismas debe ajustarse a la especie de estudio ya que estas no son estandar y por ende no

producen los mismos resultados en otras especies (Aucapifia & Lopez, 2016).

Por otra parte, también existen alternativas naturales y de bajo costo que pueden suplir las
veces de fitohormonas comerciales, tal es el caso de la pulpa de banana la cual produce
efectos parecidos a los producidos por auxinas (IBA o ANA) e incluso en algunos casos al
compararlos, la pulpa de banana ha superado a las hormonas en el desarrollo radicular;
mientras que el agua de coco muestra similitudes con las propiedades estimulantes del
desarrollo de hojas y brotes de las citoquininas (BA y KIN). Esto se presenta como una
alternativa conveniente frente al elevado costo de las auxinas y citoquininas (de Menezes et
al., 2016).
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CONCLUSIONES
En base a los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que:

v' La germinacién in vitro de semillas de Encyclia aspera evidentemente es una
alternativa adecuada para la conservacion de esta especie.

v' Se demostr0 la viabilidad de E. aspera, especie que a pesar de haber sido almacena
durante un largo periodo (6 afios) mostré su capacidad de germinacion, la cual se
obtuvo en el transcurso de pocos dias (10) en todos los tratamientos.

v" El medio que mostré6 mejores resultados en cuanto a la germinacion de E. aspera
durante el periodo de experimentacion fue T2 (1-0.5 mg/L) con un porcentaje de
germinacion promedio de 52%, seguido del T1 (2-0.5) con 41% y finalmente el T3 (0.5-
0.5) con 32 %.

v' El uso de técnicas asépticas adecuadas antes, durante y después del cultivo en
condiciones in vitro garantiza la ausencia de contaminacion y permiten la obtenciéon de

individuos sanos.
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RECOMENDACIONES

Durante la siembra (usando el método del sobre) se dificulta la distribucién homogénea
de semillas dentro del frasco por lo que es idénea la utilizacién de pipetas con agua
estéril que faciliten este proceso.

El medio de cultivo MS mas fitohormonas (ANA y BA) debe ser esterilizado por
periodos no superiores a 30 min ya que estas presentan sustancias termolabiles que
pueden perder sus propiedades con el aumento de temperatura.

Usando el método del sobre es importante pesar cantidades entre 0.004 y 0.006 g de
semillas ya que ha pesos mayores el proceso de esterilizacion no es del todo efectivo
ya que se forman grumos que no permiten la penetracion de las sustancias
esterilizantes y por otra parte evita el correcto enjuague, pesos menores no son
suficientes para cubrir el area total del frasco.

En posteriores experimentaciones con Encyclia aspera es importante probar con otras
concentraciones e inclusive con otras hormonas de crecimiento vegetal con el fin de
encontrar un protocolo 6ptimo para esta especie ya que no existen estudios de este

tipo para E. aspera.
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ANEXOS
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Anexo 1. Semillas de orquideas almacenadas en frascos herméticos en el banco de

germoplasma UTPL.

Anexo 2. Medio de cultivo. a. Preparacion; b. Fitohormonas utilizadas; c. Medio
dispensado; d. Almacenamiento de frascos con medio.
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Anexo 3. Desinfecciéon de semillas. a. Material; b. Sobres con semillas; c. Sobres en

alcohol; d. Sobres en solucion esterilizante.
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Anexo 4. Siembray almacenamiento de frascos con semillas.
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Anexo 5. Tabla de datos.

ID % Germinacién | Siembra Tratamiento Dias
1 20 1|70 10
2 15 1|70 10
3 25 1|70 10
4 10 1|70 10
5 15 1|70 10
6 30 1|70 10
7 28 1|71 10
8 15 1Tl 10
9 20 1Tl 10
10 40 1|T1 10
11 15 1|T1 10
12 25 1Tl 10
13 20 1|72 10
14 50 1|72 10
15 25 1|72 10
16 30 1|72 10
17 50 1|72 10
18 50 1|72 10
19 25 1|73 10
20 30 1|/T3 10
21 10 1|73 10
22 20 1|73 10
23 25 1|73 10
24 10 1|/T3 10
25 25 2|70 10
26 35 2|70 10
27 25 2|70 10
28 15 2|TO 10
29 40 2|T0 10
30 10 2|70 10
31 60 2|T1 10
32 40 2|T1 10
33 80 2|T1 10
34 60 2|T1 10
35 85 2|T1 10
36 50 2|T1 10
37 60 2|T2 10
38 60 2|72 10
39 80 2[(T2 10
40 75 2|T2 10
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