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RESUMEN
Ecuador es uno de los paises mas diversos de orquideas con aproximadamente 4200
especies distribuidas en las cuatro regiones naturales; Cattleya iricolor es una especie epifita
endémica de Ecuador y Pera de valor ornamental, pero a causa de la constante extracciéon y
abusiva comercializacion se encuentra en peligro de extincion. A través del cultivo in vitro esta
investigacion evalu6 la germinacién asimbiética y caracterizacion del crecimiento de semillas
de Cattleya iricolor que han estado almacenadas durante seis afios y seis meses. La
germinacion se evaluo utilizando cuatro tratamientos de desinfeccion (T1), T2, T3, T4) segun
la concentracion de NaClO y dos medios denominados (MS + AC) y (MS); y para la
caracterizacion del crecimiento se evalué semana a semana el desarrollo a través de las fases
de desarrollo de orquideas adaptadas por Vasudevan & Staden (2010). Los tratamientos T1
y T2 son los mas aptos para la germinacion y el mejor medio de cultivo es el MS + AC con
16.6%; el medio suplementado con agua de coco demostré ser influyente para acelerar el

desarrollo de la primera fase.

PALABRAS CLAVE: Cattleya iricolor, cultivo in vitro, medio de cultivo, germinacién.



ABSTRACT
Ecuador is one of the most diverse orchid countries with approximately 4 200 species
distributed in four natural regions; Cattleya iricolor is an endemic epiphytic species from
Ecuador and Peru which has an ornamental value, due to constant extraction and abusive
marketing it is in danger of extinction. Through in vitro culture, this research evaluated the
asymbiotic germination and growth characterization of Cattleya iricolor seeds that have been
stored for six years and six months. Germination was evaluated using four disinfection
treatments (T1), T2, T3, T4) according to the concentration of NaCIlO and two culture media
denominated (MS + AC) and (MS); and for the characterization of growth, the development
through the stages of development of orchids adapted by Vasudevan & Staden (2010) was
evaluated week by week. The T1 and T2 treatments are the most suitable for germination and
the best culture medium is the MS + AC with 16.6%; the medium supplemented with coconut

water proved to be influential in accelerating the development of the first phase.

KEY WORDS: Cattleya iricolor, in vitro culture, culture medium, germination.



INTRODUCCION
El tema planteado consiste en hacer uso de la biotecnologia para estandarizar los protocolos
de desinfeccion idoneos para permitir la germinacién in vitro de semillas almacenadas de
Cattleya iricolor asi también determinar los medios de cultivo mas idéneos para su
germinacion comparando medio de cultivo estandar con y sin suplemento organico. A partir
de la germinacioén caracterizar las fases de desarrollo a través del tiempo (semana a semana)
con el objetivo de determinar el tiempo en el que se desarrolla cada una de las fases tomando
en cuenta el medio en el que se encuentra; debido a que cada especie puede tener sus
propias exigencias nutricionales y tiempos de desarrollo especificos, los resultados nos
permiten tener un conocimiento preliminar para investigaciones futuras especialmente
dirigidas a semillas almacenadas con las que poco o casi nada se ha trabajado a nivel local.
Bajo estas premisas se pretende activar el orquideario UTPL mediante el uso del material
existente en el banco de semillas y a su vez demostrar e incentivar la importancia de la
conservacion ex situ para programas de restauracion, reintroduccion y produccion con fines

comerciales.

El documento consta de tres capitulos que se distribuyen de la siguiente manera: el primer
capitulo se denomina marco tedrico en donde se indican las bases conceptuales del tema
propuesto bajo los temas de familia orchidaceae, germinacion de semillas de orquideas,
almacenamiento ex situ y objetivos general y especificos; el segundo capitulo materiales y
métodos explica todo lo necesario para que la investigacion sea reproducible entonces se da
a conocer el area de estudio en este caso el lugar en donde se llevaron a cabo las
manipulaciones, también la procedencia del material vegetal y las metodologias utilizadas
para cada uno de los objetivos; y para el tercer capitulo denominado resultados y discusion
se incluye el producto del trabajo a través de tablas y figuras para su respectivo analisis e

interpretacion.

La investigacion dirigida al presente tema es de suma importancia para la institucion educativa
debido a que es la base para la reactivacion del orquideario y a su vez promover futuros
proyectos de investigacion similares o de continuidad en donde el primer beneficio es el
conocimiento para la conservacion a largo plazo y mejorar el estado poblacional afectadas
principalmente por la recoleccion excesiva; por otro lado la importancia econémica producto
del impacto de las orquideas dentro del comercio ornamental puede ser un beneficio mutuo a
través de convenios entre la institucion y las empresas dedicadas a su comercio debido a que
su desarrollo y produccion bajo condiciones in vitro disminuye su costo y tiempo de produccién
convirtiendo a la actividad de recoleccion silvestre como segunda opcion por la dificultad que

esta genera, con esto se demuestra que también se puede conservar a través de la



investigacion y beneficiar a la comunidad en general ubicando en el mercado ornamental

plantas sanas a costos accesibles y sin causar impacto al ambiente.

Debido al peligro constante de extincién al que se enfrentan las orquideas, preliminarmente
se ha tratado de evaluar la capacidad de germinacién respecto al tiempo de almacenamiento
de las semillas de orquideas mediante siembras constantes tomando en cuenta diferentes
protocolos anteriormente planteados para especies similares/distintas acerca de condiciones
asépticas y medios de compaosicion quimica definida, pero no siendo suficiente y efectiva esta
informacién se plantearon tratamientos de desinfeccion a criterio propio los que dieron
resultados favorables. A partir de esto se evalud detenidamente cada una de las fases de
desarrollo y también detectar los tiempos en los que las plantas requieren un cambio de medio

para evitar su muerte y promover su desarrollo posterior.

Los objetivos planteados tuvieron cumplimiento total con un alcance especifico debido a que
se demostré la germinacion durante la semana cuatro después de la siembra y la respectiva
caracterizacion de todas las fases de desarrollo, como se ha demostrado en la bibliografia. Si
bien es cierto el cumplimiento de nuestros objetivos tienen un alcance especifico, pero forma
la base para el cumplimiento de objetivos mas amplios por los cuales se podria avanzar a la
etapa de adaptacion bajo protocolos también ya sugeridos para luego en los mejores de los

casos lograr la reintroduccion al medio natural.

Para cumplir con los objetivos planteados se utiliz6 medio basal MS (Murashige & Skoog,
1962) modificado y medio MS modificado mas agua de coco (MS + AC) al 20%, se adicioné
al medio 2g/l de carb6n activado y el pH se ajusté a 5,8. La desinfeccidn se realiz6 en sobres
de papel filtro los mismo que usan como método para la siembra (Seaton & Ramsay, 2005),
con 0.008g de semilla; los sobres se sumergieron en etanol al 70% durante 30 segundos, y
luego en cuatro diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio (0.1%, 0.2%, 0.3%, 0.4%)
mas la adicion de 5 gotas de jab6n liquido durante cinco minutos con agitacion constante y
finalmente 6 enjuagues con agua estéril. Se realizaron cinco siembras por cada tratamiento y
por cada medio, es decir un total de 40 frascos. El desarrollo de las semillas se evalu6é semana

a semana a partir de la siembra durante catorce semanas.



CAPITULO I. MARCO TEORICO



1.1 La familia Orchidaceae
El término “orquidea” proviene del vocablo griego orchis que fue encontrado y mencionado
por primera vez en un manuscrito de Theophrastus (371-285 a.C.); el mismo que tiene por
significado “testiculo” que representa a los pseudobulbos presentes en algunas especies y al
uso medicinal que la flor asignaba para potenciar la fertilidad (Segura & Ripa, 2009);
posteriormente orchis se convirtié en Orchidaceae término que representa a la familia botanica
de las orquideas que actualmente forma uno de los grupos mas diversos del reino Plantae
con 25 000 especies a nivel mundial (Chase et al., 2003; Dressler, 2005), y aproximadamente
800 géneros reconocidos(Arditti, 1980; Fay & Chase, 2009).
En Ecuador se calcula que existen aproximadamente 4 200 especies descritas, 228 géneros
catalogados y 1 300 son endémicas, se calcula que por cada cuatro especies una pertenece
a la familia de las orquideas (Dodson, 2003; Jgrgensen & Ledn-Yanez, 1999; Jgrgensen,
Ulloa, & Maldonado, 2006), esta alta diversidad se debe a distintos factores: posicion
geografica ecuatorial, influencia orografica de la cordillera de los Andes, también de las
corrientes ocednicas de Humbolt y la célida del nifio, consecuentemente se originan diversos
microclimas ocasionando un mosaico de ecosistemas desde zonas semiaridas con poca
precipitacion hasta selvas tropicales en donde mejor se adaptan y con una elevada propension
natural a la formacién de nuevas especies (Aguirre, Palomeque, Weber, Stimm, & Glnter,
2011).

1.1.1 Distribucion.
Se encuentran distribuidas alrededor de todo el mundo ya que han colonizado practicamente
todo el planeta, a excepcién de los polos, desiertos extremos y sitios que superen los 4 500
m s.n.m.; son muy diversificadas y predominan en las regiones tropicales y subtropicales
localizadas entre 300 y 4500 m s.n.m. estimando alrededor de 15 500 especies para el bloque
neotropical de Centro y Sur América (Calderon, 2007; Dressler, 1993) también las regiones
andinas de Ecuador, Colombia y Peru abarcan gran diversidad de orquideas (Gil, 2012). En
Ecuador las orquideas se extienden en todos los pisos altitudinales; su excelente capacidad
para adaptarse les ha permitido colonizar una gran variedad de ecosistemas por lo tanto estan
presentes en las cuatro regiones naturales: Costa, Amazonia, Andes y Galdpagos, sin
embargo, su distribucion se concentra en micro habitats de los sistemas montafiosos desde 1
500 y 3 000 m s.n.m. (MINTUR, 2013; Sierra, 1999); y la zona Andina contiene el mayor

endemismo de especies (Lebn-Yanez et al., 2011)

1.1.2 Habitat.
Se consideran plantas herbaceas perennes que pueden ser: epifitas que crecen sobre arboles

cumpliendo la funcion de sustrato brindando condiciones idéneas (cantidad de luz, lluvia,



corrientes de aire para permitir ser drenadas) para su desarrollo; terrestres que crecen en un
compuesto de tierra o desechos vegetales; y litéfitas sobre rocas (Paredes, 2012); siendo las
epifitas de climas tropicales humedos y las terrestres de lugares frios. La mayoria de las
plantas epifitas pertenecen a la familia de las orquideas representando el 68% de todas las
epifitas y el 59% de todos los géneros epifitos (casi 19 000 y 543, respectivamente), y su vez
la mayoria de orquideas son epifitas ya que el 69% de sus especies y 60% de sus géneros
tienen este crecimiento (Zotz, 2013); en América el 90% de las especies de orquideas también

son epifitas y tan solo el 10% son terrestres (Dressler, 1993).

1.1.3 Importancia.

Sus hermosas y en algunos casos extrafias flores, su extensa gama de aromas y
sobresalientes colores ha sido motivo suficiente para que el campo de la horticultura centre
su atencion en ellas debido a que brindan una agradable y fina decoracion en lugares publicos
y privados, de igual forma en el campo de la industria alimenticia dando sabor a bebidas y
alimentos como es el conocido caso de Vainilla panifolia (Escobar, 1990; Griesbach, 2002;
Tiza, 2010), ademds son de uso para indicar la estabilidad de ecosistemas debido a que se
consideran las mas evolucionadas por estar ocupando un lugar importante en la cadena
evolutiva de las plantas superiores producto de su complejidad floral, interacciones con
polinizadores y hongos mycorrizicos (Rivera, Linares, & Pilz, 2002).

En Ecuador se ha registrado que la importancia se dirige al sector comercial especialmente
por la diversidad floristica existente, la comercializacién de esta familia de plantas genera
constantemente fuentes de trabajo a través de las pequefias y grandes industrias dedicadas
al cultivo para su venta en el mercado ornamental local e internacional (Serrano, 2011; Smith
& Read, 2008).Sin embargo, nuestro pais no ha proporcionado los suficientes recursos para
investigacion y control para regular la abusiva extraccion natural con fines comerciales ilegales

lo cual afecta fuertemente en la preservacion de orquideas (Rasmussen, 2002).

1.1.4 Cattleya iricolor.
Cattleya iricolor es una orquidea epifita poco conocida frente a las de su género sin embargo
se conoce que posee sépalos y pétalos de color amarillo cremoso pélidos, y el labelo blanco
con marcas lavanda y amarillas (Figura 1). Se distribuye en Pera en las regiones de Junin y
San Martin, y en Ecuador en las provincias de Sucumbios, Napo y Morona Santiago en

elevaciones desde los 400 a 850 m (Alvarez et al., 2015; Govaerts, 2003)



Figura 1. Cattleya iricolor Rchb.f.

Fuente: Pereira (2018)

1.2 Germinacién de semillas de orquideas

Las plantas que producen grandes cantidades de semillas diminutas favorecen las tasas de
dispersidn y expresion de la variabilidad genética a través de limites geograficos y ecoldgicos
(Batty, Dixon, Brundrett, & Sivasithamparam, 2002). Es el caso de las orquideas que pueden
producir 1 300 semillas y dependiendo la especie hasta entre 2 y 3 millones por capsula sin
embargo en la naturaleza no todas tienen éxito germinativo por su limitado tamafio que varia
entre 0.4y 1.25 mm de longitud (Arditti, 1992), la ausencia de reservas nutricionales debido a
su carencia de endospermo (Arditti & Ghani, 2000; Batty, Dixon, & Sivasithamparam, 2000)
por tal razon se hace necesaria la germinacion simbidtica es decir la asociacion de un hongo
micorrizico (Thulasnella) para que las semillas puedan acceder a nutrientes del suelo como
nitrégeno, fésforo, vitaminas y/o aminoacidos durante las fases tempranas de la germinacion
a cambio de proveer al hongo carbono derivado de plantas fotosintéticas (Leake, 1994;
Paredes, 2012; Waterman & Bidartondo, 2008) y en ciertos casos algunas especies pueden
cambiar o adquirir asociaciones nuevas segun la madurez de la planta (Bidartondio & Read,
2008) en consecuencia a esta dependencia s6lo alrededor del 5% de las semillas germinan
en la naturaleza; en un estudio se determiné que una capsula con aproximadamente 30 000
semillas de Caladenia arenicola germind solamente el 1% (Batty, Dixon, Brundrett, &

Sivasithamparam, 2001).

El crecimiento de sus semillas es muy lento y en su mayoria el estado de floracién comienza
entre los tres y cinco afos, y unas pocas florecen mas temprano lo que hace imposible
recuperar de forma rapida la poblacién de determinadas especies. Frente a este problema se

ha determinado que se puede disminuir el tiempo para incrementar las poblaciones afectadas
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mediante técnicas biotecnoldgicas brindando a las semillas las condiciones necesarias para
su crecimiento (Arditti, 1994), es decir bajo condiciones asimbibticas.

Otro aspecto importante que puede limitar la germinacion es el estado de maduracion de las
semillas debido a que si estdn inmaduras el embrion no estara completamente desarrollado y
la testa tampoco lo suficientemente lignificada para permitir la permeabilidad de agua y
nutrientes mientras que las capsulas que contienen semillas maduras presentan una testa
bien formada y un ligero contenido de agua pueden ser capaces de alcanzar un alto potencial
de propagacion y almacenamiento (Jiang et al., 2016; Miyoshi & Mii, 1998; Zhang et al., 2015).
Se ha documentado que semillas provenientes de capsulas colectadas antes de los 150 dias
después de la polinizacion no mostraron germinacion a diferencia de capsulas colectadas
después de los 150 dias posteriores a la polinizacion mostraron inicio de la germinacién
(Diengdoh, Kumaria, Tandon, & Das, 2017). Sin embargo, el estado de madurez puede diferir

entre especies de orquideas (Deb & Pongener, 2013)

1.3 Cultivo in vitro de orquideas

El cultivo in vitro comprende una diversidad de técnicas, mediante las cuales los explantes o
semillas son cultivadas bajo condiciones estrictas de asepsia en un medio de composicién
guimicamente definida e incubadas a condiciones controladas (Roca & Mroginski, 1991).
Estas técnicas ideadas por Knudson (1922) han sido ampliamente utilizadas para la
conservacion de especies de orquideas especialmente las que se encuentran en peligro de
extincion (Arditti & Krikorian, 1996), ya que se obtienen individuos en gran cantidad; de
acuerdo a esto se han probado distintos medios de cultivo con el fin de estandarizar un medio
especifico para cada especie. La composicién de estos medios de cultivo tiene influencia
directa en la germinacion de orquideas; en la mayoria de los casos es necesario solamente
un medio de cultivo sencillo como por ejemplo el medio Murashige y Skoog (1962) que ha
sido ampliamente utilizado principalmente para orquideas aun asi Lo et al. (2004) y Chen et
al. (2015) mencionan gue la germinacion de una misma especie varia de acuerdo al medio y
gue también difiere entre especies incluso entre las del mismo género; se ha demostrado que
ciertas semillas necesitan un medio con elevado contenido de sales para germinar (Dohling,
Kumaria, & Tandon, 2008; Paul, Kumaria, & Tandon, 2011) mientras que Paphiopedilum
insigne requiere un medio con bajo contenido de sales (Diengdoh et al., 2017), en otros
informes se respalda que inclusive algunas especies requieren menos de la mitad de la
composicion de micro y macronutrientes para el inicio de la germinacion (Nikabadi et al., 2014;
Pierik, Sprenkels, Van Der Harst, & Van Der Meys, 1988; Zeng et al., 2015); asi también otros
compuestos especificos como la glucosa también tienen influencia directa ya que se ha

comprobado que induce una alta germinacion temprana al ser comparada con otros medios
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carentes de glucosa(Long, Niemiera, Cheng, & Long, 2010; Traore & Guiltinan, 2006; Zeng et
al., 2012); y para las diferentes etapas posteriores de crecimiento los requerimientos

nutricionales varian (Nadarajan, Wood, Marks, Seaton, & Pritchard, 2011; Zeng et al., 2013).

1.3.1 Medios de cultivo alternativos.

Se puede definir a un medio de cultivo como la suma de componentes nutritivos en forma
liqguida o semisdlida en donde células vegetales, tejidos y 6rganos se pueden desarrollar
(Chavez & Rincén, 2006) . Para algunas especies de orquideas los medios de cultivos
convencionales no han sido suficientes para su germinaciéon y crecimiento por lo tanto se han
implementado medios de cultivo adicionando fitohormonas y suplementos organicos con el fin
de favorecer la germinacioén; por su bajo costo y facil obtencion los nutrientes naturales como
agua de coco, pulpas de pifia, banano y tomate hoy en dia han reemplazado a las hormonas,
especialmente el agua de coco que ha sido el mas utilizado porque se ha demostrado ser el
mas efectivo debido a que sus componentes cumplen funciones similares a las de hormonas
citoquininas que promueven la division y diferenciacion celular (Arditti, 2008; Asghar, Ahmad,
Ahmad, & Yaseen, 2011; Pedroza, 2009; Salazar, 2012; Salazar & Cancino, 2012).

1.4 Almacenamiento ex situ

Debido a la alta presion que han sufrido las poblaciones de orquideas en los ultimos afios su
conservacion se ha convertido en una prioridad para la comunidad cientifica; por lo tanto la
ejecucion de programas de conservacion in situ ha sido fundamental pero no suficiente ya
siguen disminuyendo de forma alarmante a causa de las diversas actividades antropogénicas
(Tandon, Kumaria, & Nongrum, 2009), alternativamente esta la conservacion ex situ que se
refiere al almacenamiento de semillas fuera de su sitio natural contenidas en bancos de
semillas bajo ciertos protocolos, uno de ellos es el almacenamiento a bajas temperaturas
(entre 6° C y -20°C) lo que implica no perder la viabilidad durante algunos afios (Chugh, Guha,
& Rao, 2009; Engelmann, 2011). El almacenamiento ex situ ofrece un medio para
salvaguardar la conservacién a largo plazo en caso de posibles extinciones en la naturaleza,
también una fuente de material para proyectos de evaluacion cientifica enfocados a la
recuperacion de poblaciones y a su vez la produccion de plantas dirigidas al biocomercio
(Stewart & Kane, 2006). Las semillas de muchas especies de orquideas tienen
comportamiento de almacenamiento ortodoxo (Seaton, Hu, Perner, & Pritchard, 2010) es decir
gue posterior a la desecacion a niveles bajos de humedad (entre 5% y 7% de peso fresco) y
bajas temperaturas de almacenamiento la germinacién sigue siendo posible; lo que no puede
ser posible para otros grupos de semillas denominadas recalcitrantes las cuales no son
resistentes a la desecacion. Por la ventaja que presentan las semillas de orquideas es que se

ha optado cada vez mas las técnicas de conservacion ex situ, un claro ejemplo es el proyecto
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denominado “Orchid Seed Science And Sustainable Use” de la iniciativa Darwin que tiene por

objetivo recolectar y almacenar semillas de orquideas de méas de 20 paises (OSSSU, 2017).

1.5 Objetivos
1.5.1 General.
Evaluar la germinacion y crecimiento en Cattleya iricolor en cultivo in vitro utilizando agua de
coco como aditivo potenciador.
1.5.2 Especificos.
e Evaluar la germinacion de semillas de Cattleya iricolor utilizando diferentes
tratamientos de desinfeccién y dos medios de cultivo.
e Caracterizar el desarrollo de las semillas de Cattleya iricolor en dos medios de

cultivo.
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2.1 Area de estudio

El presente trabajo se ejecutd en el laboratorio de fisiologia vegetal perteneciente al
Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Técnica Particular de Loja.

2.2 Material vegetal

Las semillas de Cattleya iricolor se obtuvieron del banco de germoplasma de la Universidad
Técnica Particular de Loja; las cuales se mantuvieron en almacenamiento durante seis afios
y medio, en viales herméticos compartimentalizados con silica gel con la identificacién

correspondiente y mantenidas a 4°C (Anexo 1)

2.3 Métodos
2.3.1 Objetivo 1.

2.3.1.1 Medios de cultivo.

Se utiliz6 medio basal MS (Murashige & Skoog, 1962) modificado (MS) (Tabla 1) y
medio MS mas agua de coco como suplemento organico (MS + AC) el cual se preparé
adicionando 200ml/l (20%) (Salazar, 2012), a cada medio se le adicion6 2g/l de carbon

activado. Las condiciones de pH se ajustaron a 5,8.

Tabla 1. Medio MS modificado

Medio de cultivo modificado
(MS)/1000 ml

Fertilizante 0.20g
Azlcar morena 20g
Agar 6.8g
Carbdn activado 2g

Elaboracién: Tapia, L (2018)

2.3.1.2 Desinfeccion y siembra de semillas.

La desinfeccién se realizé en sobres de papel filtro los mismo que usan como método
para la siembra (Seaton & Ramsay, 2005), se coloc6 0.008g de semilla en el centro de
un cuadro de papel filtro doblado y sellado con una grapa para evitar que las semillas
se desperdicien en el proceso de la desinfeccion. Los sobres con semillas se
sumergieron en una solucién de etanol al 70% durante 30 segundos, y luego en cuatro
diferentes tratamientos de desinfeccion las mismas que corresponden a las siguientes
concentraciones de hipoclorito de sodio: 0.1% (T1), 0.2% (T2), 0.3% (T3) y 0.4% (T4)
mas la adicién de 5 gotas de jabon liquido durante cinco minutos con agitacion
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constante para lograr una mejor concentracion del tratamiento sobre las semillas,
luego fueron llevadas a la camara de flujo laminar para realizar de cinco a seis lavados
con agua destilada estéril para retirar el tratamiento y el exceso de jabon.

La siembra se realiz6 en frascos a través del método del sobre que consiste en cortar
el costado que contiene la grapa y con ayuda de pinzas estériles abrir el sobre y
esparcir las semillas los mas homogéneamente posible sobre el medio de cultivo
(Anexo 2). El material sembrado se trasladé a la sala de crecimiento a temperatura de

24° C y fotoperiodo de doce horas luz y doce horas oscuridad.

2.3.1.3 Disefio experimental y andlisis estadisticos.

Para evaluar la germinacion de semillas se tomaron porcentajes de cada siembra
después de que la siembra haya cumplido la semana 15 de evaluacion; se evalué en
dos medios de cultivo (MS y MS + AC) y con cuatro tratamientos de desinfeccion (T1,
T2, T3, T4); se hicieron cinco repeticiones por cada tratamiento para cada uno de los
medios contabilizando un total de 40 repeticiones (Tabla 2). Los datos obtenidos se
colocaron en una matriz de Microsoft Excel en donde se ordend cada una de las
variables para realizar una prueba estadistica de ANOVA mediante el programa
estadistico (R version 3.1) para saber qué tan variables son nuestros datos respecto a

cada tratamiento sobre los medios de cultivo.

Tabla 2. Disefio experimental para la evaluacion de la germinacion

Concentracion de hipoclorito de sodio

Medio de
cultivo Tl Tz T3 T4
0,1% 0,2% 0,3% 0,4%
MS S siembras | 5siembras | 5 siembras | 5 siembras
MS + AC 5 siembras | 5siembras | 5siembras | 5 siembras

Elaboracién: Tapia, L (2018)

2.3.2 Objetivo 2.

El desarrollo de las semillas se evalué semana a semana a partir de la siembra durante
quince semanas a través de las fases de desarrollo de orquideas adaptadas por
Vasudevan & Staden (2010) (Tabla 3) y para mejorar la identificacién se tomé como
referencia fotogréfica los resultados de Salazar (2012) en donde la especie estudiada

fue Cattleya mendelii.
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Tabla 3. Fases de desarrollo de semillas de orquideas.

Fase Descripcion

0 Semillas con embrién no germinaron.
1 El embrion aumenta de tamafio.

2 Ruptura de la testa.

3 Formacion de protocormos y rizoides.
4 Aparicion de la primera hoja.

5 Elongacion de la primera hoja y su

desarrollo posterior.

Fuente: Modificado de Vasudevan & Staden (2010).
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3.1 Resultados

Para dar respuesta a nuestro primer objetivo se observé que para el medio MS + AC el inicio
de la germinacion se dio al finalizar la semana 4 de evaluacion después de la siembra mientras
gue para el medio MS fue al finalizar la semana 5 considerando que la fase 1 es el inicio de

la germinacion.

Segun los resultados de germinacién frente a concentracion de NaClO y medio de cultivo la
figura 2A muestra un P<0.05 lo que puede definir una diferencia significativa entre los
tratamientos (T1, T2) y (T3, T4) frente a los porcentajes de germinacién para el medio MS +
AC; y la figura 2B indica un P>0.05 dando como resultado una no significancia es decir los
tratamientos (T1,T2,T3,T4) no tuvieron influencia significativa sobre la germinacion en el
medio MS.

MS + AC MS
o |
A _ <18 a
51 a a ANOVA ;‘Bag’gg 5921 o ANOVA: F value= 1.671,
C ’ C
S —_ S l p<0.213
o oo ]
o | J
291 = 2®
E P E
) )
o
8 1 g |
© © ™
i) i)
Q5 Q
BUIRSVEY © a
o o
O O 2 1 a a
5 o (e} b b 5 s —
o v o -
% p— T [ H —
O A fo) O A 1 - 1
1 2 3 4 1 2 3 4
Concentracion de NaClO Concentracion de NaClO

Figura 2. Porcentaje de germinacion frente a la concentracién de NaClO (1,2,3,4 corresponden a los

tratamientos T1, T2, T3, T4 respectivamente) para los medios MS + AC y MS.
Elaboracioén: Tapia, L (2018)

Se observo que las siembras para el tratamiento T2 y el medio MS + AC tuvieron las
cantidades mas altas de germinacion (23.7 y 16.6 respectivamente) siendo la variable
concentracion de NaClO las mas influyente sobre la germinacion (Tabla 4), la figura 3
contrasta la germinacion por cada tratamiento en cada medio, en donde el T2 favorece la

germinacion para el medio MS + AC y T3 afecta negativamente para los dos medios.
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Tabla 4. Porcentaje del promedio de germinacién para las variables medio de cultivo y tratamiento de

desinfeccion.

% de Medios de cultivo Tratamientos de desinfeccion
> I MS+AC MS | T1 T2 T3 T4
germinacion
16.6 8.2 20.4 23.7 2.6 2.9

Elaboracién: Tapia, L (2018)

030
|

Porcentaje de germinacion
0.10
|

Medios

- MS
— MS+AC

™ T2 T3

T4

Tratamientos de desinfeccién

Figura 3. Porcentaje de germinacion en proporcion/100

Elaboracioén: Tapia, L (2018)

Finalmente, a través de las medias de germinacién tanto para tratamientos y medios de cultivo

se evidencia que los valores por encima de la media corresponden a los tratamientos T1, T2

y medio (MS + AC) es decir las concentraciones de NaClO al 0.1 % y 0.2% son aceptables

para la germinacion de C.iricolor y el medio de cultivo suplementado con agua de coco resulta

ser favorable para potenciar la germinacion; mientras que los tratamientos al 0.3% y 0.4%

inhiben las germinacién de forma drastica y el medio MS presenta valores por debajo de la

media (Figura 4) .
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Figura 4. Media de germinacién para tratamientos y medios.
Elaboracioén: Tapia, L (2018)

Para el segundo objetivo se tomaron datos de las fases de desarrollo semana a semana hasta
culminar la semana quince (Tabla 5); la fase 0 se mantuvo durante las primeras tres semanas
para el medio MS + AC y las primeras cuatro para el medio MS, las fases 1 y 2 permanecieron
durante una semana (cada una) para los dos medios, la fase 3 durante seis semanas para el
medio MS + AC y cinco para el medio MS, la fase 4 duré tres semanas para los dos medios y

la fase 5 se mostré simultaneamente en la semana quince (Figura 5).

Tabla 5. Control semana a semana de las fases de desarrollo de semillas de Cattleya iricolor.

Medios Observacion (semanas)
decultivo| 1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8]|9 10 11 12 13 14 15

MS + AC ojojof1f(2|3|3]3|3 3 3 4 4 4 5

FASES DE
DESARROLLO

MS ojofofoj1|2 (3 (3|3| 3|3 (4|4 | 4|5

Elaboracion: Tapia, L (2018)

Se identificé la fase 0 como “semillas con embrién no germinaron” (Figura 6A), fase 1 como
“embrién aumenta de tamafo” (Figura 6B), fase 2 como “ruptura de la testa” (Figura 6C), fase
3 como “formacion de protocormos y rizoides” (Figura 6D), fase 4 como “aparicion de la
primera hoja” (Figura 6E), y fase 5 como “elongacion de la primera hoja y su desarrollo

posterior” (Figura 6F).

20



mMS+AC EMS

FaseO Fasel Fase2 Fase3 Fase4d Fase5
Fases de desarrollo

= = = =
o N » ()]

Tiempo (semanas)
[e)] 0]

Figura 5. Desarrollo de fases semana a semana para los medios (MS + AC) y (MS).
Elaboracién: Tapia, L (2018)
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Figura 6. Desarrollo de las fases de Cattleya iricolor

Fuente: Tapia, L (2018)



3.2 Discusién

El porcentaje de germinacion mas alto de Cattleya iricolor se dio en semillas tratadas con
NaClO al 0.2% (T2) teniendo como resultado 23.7% de germinaciéon y la mas baja en
concentraciones al 0.3% (T3) con 2.6% de germinacion. De acuerdo a estos resultados se
puede inferir que el uso de NaClO tiene influencia directa en la viabilidad de las semillas,
Salazar, (2012) observo que las semillas de Cattleya mendelii sometidas a concentraciones
de hipoclorito de sodio al 1% tuvo mayor porcentaje de viabilidad y el menor en
concentraciones al 3% al igual que Salazar et al. (2013) con hibridos de Phalaenopsis de
forma similar Diengdoh et al. (2017) siguen el mismo patrén en concentraciones al 5% y 7%
para Paphiopedilum insigne, Alvarez-Pardo et al. (2006) también demostraron que las
concentraciones bajas de NaClO (0.4%) para semillas de 11 especies de orquideas epifitas
del sureste de Brasil mantuvieron una mayor viabilidad frente a una concentracién mas fuerte
(0.8%) y ademas sefiala que cinco minutos es el tiempo ideal para desinfectar debido a que
a mayor tiempo de exposicion la viabilidad se ve afectada; en principio se creia que la
viabilidad no era un buen indicador de la germinacion debido a que la germinacion no evaluaba
el potencial para la division celular y posterior desarrollo (Vujanovic, St-Arnaud, Barabé, &
Thibeault, 2000) pero posteriormente se demostré6 en muchas especies que la prueba de
viabilidad puede ser un dato predecible para estimar la capacidad de germinacion (Alvarez-
Pardo & Ferreira, 2006; Salazar, 2012). El NaCIO tiene como funcién esterilizar y escarificar
la cubierta de las semillas para estimular la germinacién, siembargo las altas concentraciones
provocan severas lesiones como deformaciones o incluso su muerte (Diengdoh et al., 2017;
Vasudevan & Staden, 2010; Zeng et al., 2013).

A pesar de que existe una diferencia en los porcentajes de germinacion influenciada por los
tratamientos los resultados obtenidos de germinacion son bajos frente a los estudios antes
mencionados ya que muestran valores del 80% en adelante; la pérdida de viabilidad de
C.iricolor puede atribuirse a la cantidad de afios que las semillas llevaban almacenadas y a la
temperatura que se mantuvieron, varios estudios han demostrado que la viabilidad disminuye
a medida que avanza el periodo de almacenamiento como los casos de Maxillaria picta y
Cattleya labiata que perdieron casi completamente la viabilidad después de 30 meses de
almacenamiento a 5°C mientras que Cattleya intermedia mantuvo su viabilidad durante 24
meses a una temperatura de -18°C; y en los casos de semillas mantenidas a condiciones
ambientales la pérdida de viabilidad es evidente a los 6 meses de almacenamiento y su
completa perdida a los 18 meses (Alvarez-Pardo & Ferreira, 2006), de forma similar ocurrié
con Phalaenopsis amabilis y Dendrobium phalaenopsis que en 20 dias de almacenamiento
ambiental perdié el 30%de la viabilidad (Limartha, 1975). Otro aspecto importante es el

contenido de humedad de las semillas ya que se ha demostrado que la disminucion del
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contenido de agua aumenta su longevidad, las semillas de orquideas son tolerantes a la
desecacion independientemente de las formas de vida de cada especie es asi que las
especies Dactylorhiza fuchsii, Dendrobium anosmum, Eulophia gonychila son tolerantes a la
desecacion al 5% de HR sin afectar la germinacion (Pritchard, Poynter, & Seaton, 1999) de
forma homodloga otros estudios corroboran la importancia de la reduccién de la humedad para
potenciar el almacenamiento a largo plazo siempre y cuando el secado no sea excesivo
porque se sabe que para algunas especies el equilibrio de HR entre 11% y 15% mantiene la
viabilidad mientras que al 5% disminuye (Dowling & Jusaitis, 2012; Hay, Merritt, Soanes, &
Dixon, 2010).

La eleccion del medio de cultivo para la siembra es de suma importancia ya que cada especie
puede tener sus propias exigencias nutricionales para la germinacién y otras para las
siguientes etapas de crecimiento (Vogel & Macedo, 2011). Al igual que nuestro estudio se ha
demostrado que la funcién del agua de coco como aditivo potenciador de la germinacion es
favorable debido a que contiene compuestos con funciones similares a las de fitohormonas
(citoquininas), Cattleya iricolor, Ophrys e hibridos de Phalaenopsis obtuvieron el mayor
porcentaje de germinacion en un medio suplementado con agua de coco (Kitsaki, Zygouraki,
Ziobora, & Kintzios, 2004; Salazar, 2012; Salazar et al., 2013) lo que no refleja en la
investigacion de Salazar & Cancio (2012) al ser el jugo de pifia el suplemento ideal para la
germinacion de Prosthechea vespa y Sobralia klotzscheana; por eso es indispensable estudiar
las condiciones nutricionales necesarias para cada especie y poder estandarizar protocolos
para la produccion y conservacion de orquideas (Basker & Bai, 2010; Dutra et al., 2008; Kauth,
Kane, & Vendrame, 2011).Por otro lado, el uso de AC es provechoso en las primeras etapas
de desarrollo (1, 2 y 3) mientras que para las etapas 5y 6 el mejor aditivo es el jugo de pifia
(Kitsaki et al., 2004). Segun los resultados obtenidos es destacable decir que esta
investigacion es la base de futuros proyectos encaminados a hacer recomendaciones sobre

la produccion de plantas para el mercado.
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CONCLUSIONES
La viabilidad de semillas de C.iricolor se mantuvo parcialmente después de seis afios de
almacenamiento a 4°C debido a que los protocolos para almacenar han sido los correctos de
acuerdo a la bibliografia estudiada y a que las semillas han resultado ser ortodoxas, a pesar
de que la germinacion fue baja aun sigue siendo superior a la de vida silvestre debido a que
existe una correlacion directa entre tiempo de almacenamiento y los porcentajes de viabilidad;
el tiempo de inicio de la germinacién identificadas para otras especies es similar al que dio

inicio nuestra especie siendo la semana 4 como la maxima.

Las concentraciones de hipoclorito de sodio utilizados para la desinfeccidn si tienen influencia
en la germinacion ya que su exceso puede provocar la muerte de las semillas, el tiempo (5
minutos) de inmersion de las semillas en el tratamiento desinfectante es el ideal para que los
porcentajes de germinacion no se vean afectados. El tratamiento (T2) correspondiente a la
concentracion 0.2% fue el ideal para la germinacion ya que fue lo suficiente para desinfectar
y escarificar la cubierta de la semilla, mientras que T3 y T4 fueron bastante fuertes lo que

inhibi6 de forma drastica la germinacion.

El medio MS + AC si tuvo influencia en la germinacion, lo que demuestra que si se pueden
usar productos naturales en vez de fitohormonas con el fin de economizar debido al alto costo
gue estas demandan, asi mismo durante las fases de desarrollo el medio de cultivo con
suplemento acelera la germinacion mientras que el medio sin suplemento tardé una semana
mas para resultados de germinacién y al cabo de la semana siete el desarrollo de las fases
se equilibré6 demostrando que el agua de coco es influyente solo en las primeras etapas del
desarrollo; se considera necesario adicionar otro compuesto natural para estimar las etapas

posteriores.

Mediante esta investigacion se estd dando paso a nuevos proyectos que incentiven la
reactivacién del orquideario UTPL a través de futuros proyectos vinculados al proceso de
adaptacion de orquideas al medio ex vitro, al mismo tiempo se demuestra que se pueden
realizar investigaciones innovadoras a través del material disponible en el banco de
germoplasma para la conservacion a largo plazo perfectamente direccionado a este grupo de
plantas que se encuentran en constante peligro debido a su importancia econdémica

ornamental.
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RECOMENDACIONES

Tomar como iniciativa la presente investigacion para desarrollar temas similares con semillas
almacenadas y potenciar su uso para beneficio de la conservacion, biocomercio creando lazos
entre la comunidad cientifica y la comunidad en general a través de convenios, y ademas

porgue a nivel local se ha trabado muy poco o nada en la propagacion de semillas almacenas.

Utilizar las diferentes alternativas de aditivos organicos (agua de coco, jugo de pifia, extracto
de banana, entre otros) para estimular la germinacion y determinar los medios mas adecuados

para el desarrollo de cada especie; teniendo como ventaja el bajo costo y la facil adquisicion.

Segun la bibliografia revisada se podrian hacer andlisis de viabilidad para saber si existe una
relacién por la cual se podria predecir el porcentaje de germinacion, de manera que si existe
alguna urgencia por propagar una especie “X” ya se pueda saber su viabilidad en un corto

periodo de tiempo.

A las autoridades institucionales, apoyar y dar a conocer los proyectos que se trabajan en el
laboratorio para que mas gente se interese y puedan colaborar, aprender e investigar los

proyectos en marcha.

Regular la entrada al cuarto frio del banco de germoplasma ya que los cambios o alteraciones
en la temperatura pueden ser perjudiciales para su viabilidad. Se sugiere una frecuencia

mensual de ingreso programado.

Crear iniciativas al sur de Ecuador de micro empresas para el cultivo, propagacion y
comercializacién de especies propias del pais para posteriormente impartirlas al comercio
nacional e internacional, de tal forma evitar la inadecuada extraccion de especimenes

silvestres.
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Anexo 1. Semillas de C.iricolor almacenadas a 4°C
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