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Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo conservar a la especie Caucaea pichinchae, mediante el
desarrollo de técnicas de cultivo in vitro, con el fin de disponer de material genético necesario
para su estudio y comercializacion. La colecta del material vegetal se realizé en el mes de marzo
en las faldas del volcan el Corazdn del canton Mejia en el bosque protector Umbria, utilizando
capsulas maduras, empleando la técnica de tetrazolio cuya prueba de viabilidad fue de 96,5%,
posteriormente se realizo la preparacion de los tres medios de cultivo: M1: Medio Knudson plus;
M2: Medio Vacin and Went; M3: Lindeman, manteniendo un pH de 5,8 para favorecer la
posterior absorcion de nutrientes, en cuanto a la preparacion de giberelinas se emplearon tres
concentraciones de 0,05, 0,1 y 0,2 mg/L, a partir de una solucién madre de 1 ppm. Para la
desinfeccion de las semillas, se empled una jeringa de 10 mL con un trozo de algodon que retenia
las semillas, con una solucion de hipoclorito al 3% suplementada con dos gotas de tween, luego
se las enjuagd con agua destilada, posterior a esto se inoculé sobre los medios de cultivo dos
gotas por tubo de ensayo, dispersando uniformemente para que cubran bien la superficie, el
proceso se realizo dentro de la camara de flujo laminar bajo condiciones asépticas. Los resultados
mostraron que el medio de cultivo M2 con la concentracién de giberelinas (GA3) al 0,1 mg/L,
presentd un mayor nimero de protocormos, por lo cual se pudo concluir que esta fitohormona
incrementa la cantidad de protocormos al inducir la division celular a una baja concentracion, y
que el medio Vacin and Went puede ser empleado para obtener un mayor porcentaje de
protocormos de la especie, en conjunto con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de obscuridad.

Palabras clave: Caucaea, cultivo in vitro, protocormo.



Abstract

This research aimed to conserve the Caucaea pichinchae species, through the development of in
vitro culture techniques, in order to have the genetic material necessary for its study and
commercialization. The plant material was collected in march on the slopes of the Corazén
volcano in the Mejia canton in the Umbria protective forest, using mature capsules, employing
the tetrazolium technique whose viability test was 96.5%, later prepared the three culture media:
M1: Knudson plus medium; M2: Middle Vacin and Went; M3: Lindeman, maintaining a pH of
5,8 to favor the subsequent absorption of nutrients, in terms of the preparation of gibberellins,
three concentrations of 0,05, 0,1 and 0,2 mg/L were used, from a 1 ppm stock solution. For the
disinfection of the seeds, a 10 mL syringe was used with a piece of cotton that retained the seeds,
with a 3% hypochlorite solution supplemented with two drops of tween, then they were rinsed
with distilled water, after these two drops per test tube were inoculated on the culture media,
dispersing uniformly so that they cover the surface well, the process was carried out inside the
laminar flow chamber under aseptic conditions. The results showed that the M2 culture medium
with the concentration of gibberellins (GA3) at 0,1 mg/L, presented a greater number of
protocorms, for which it was possible to conclude that this phytohormone increases the amount
of protocorms by inducing cell division at a higher rate. low concentration, and that the Vacin
and Went medium can be used to obtain a higher percentage of protocorms of the species,
together with a photoperiod of 16 hours of light and 8 hours of darkness.

Keywords: Caucaea, in vitro culture, protocorm.
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Introduccion

En la actualidad se han registrado 4187 especies de orquideas en Ecuador, de estas 1707 son
endémicas, la mayoria de orquideas ecuatorianas habitan en un rango de 300 a 3000 m s.n.m, en
cambio en altitudes superiores se han encontrado 588 especies que representan el 18% de la
poblacion de orquideas del pais, las zonas con mayor abundancia en cuanto a la familia
Orchidaceae corresponden a las estribaciones occidental y oriental de la Cordillera de los Andes
(Mites et al., 2022).

La deforestacion de los bosques Andinos, la destruccion de su hébitat y la comercializacion
ilegal, ha hecho que varias especies de orquideas se encuentren amenazadas (Tejeda-Sartorius et
al., 2017). Siendo probable que entre el 50% y 80% de las especies endémicas se encuentren en
las categorias de vulnerabilidad (Orejuela-Gartner, 2010). Ademas, el tamafio pequefio de sus
semillas y escasas reservas alimenticias representan algunas limitantes para la propagacion de
orquideas de la familia Orchidaceae, ya que en condiciones naturales el proceso de germinacion
puede ser Unicamente de 2-3% (Pérez & Castafieda, 2016).

Para contribuir en la solucién de esta problematica el uso de propagacién in vitro es una opcién
viable, puesto que permite la obtencién de mayor cantidad de germoplasma, sin que ello implique
un riesgo para la especie en cuestion, es por eso que para su conservacion se aplicaron protocolos
de germinacion de semillas in vitro, ya que la ventaja de este es obtener material libre de
patdgenos, tasas de multiplicacion altas y conservar su integridad genética (Bonilla et al., 2015).
Este trabajo de investigacion, fue desarrollado con el propésito de ayudar a la conservacion y
brindar mayor informacion sobre la especie Caucaea pichinchae Orchidaceae, mediante el
desarrollo de un protocolo de cultivo in vitro, esto a través de la identificacion de la identificacién

de muestras de germoplasma, una evaluacion de medios de cultivo 6ptimos, concentracién de
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giberelinas adecuada y un fotoperiodo conveniente para esta especie, con el fin de disponer

material genético necesario para su estudio y comercializacion.



I. Marco conceptual

1.1 Generalidades de las orquideas

Las orquideas son conocidas como plantas con flores que presentan gran diversidad de tamafios,
colores y formas, la palabra orquidea proviene del término griego orchis que significa testiculo,
haciendo referencia a los pseudobulbos (Esqueviel et al., 2021).

La familia Orchidaceae constituye uno de los grupos mas extendidos de plantas que comprende
especies terrestres, saprofitas y epifitas, se encuentran en todas las regiones del mundo con
excepcion de la Antértida, con una mayor distribucién en las zonas tropicales y subtropicales,
mantienen un alto valor ornamental debido a la belleza de sus flores, ademés esta familia es

considerada como la més diversa de las monocotiledoneas angiospermas (Palareti et al., 2016).

1.2 Habitat

Las orquideas pueden desarrollarse en casi cualquier habitat, la mayoria de las epifitas y algunas
especies terrestres son tolerantes a un alto grado de sequia, el mismo que seria mortal para
cualquier otro grupo de plantas, también pueden crecer en sitios con deficiencia de nutrientes y

minerales, algunas especies pueden crecer en lugares bastante sombreados (Lorea et al., 2005).

1. 3 Distribucion en Ecuador

Ecuador es un pais pequefio con una elevada diversidad de habitats y microclimas los cuales
favorecen a la biodiversidad, se encuentra entre unos de los 17 paises megadiversos del mundo y
consta con una mayor biodiversidad por kilometro cuadrado que cualquier otro pais (Bravo,
2019). Con respecto a la biodiversidad de las orquideas, factores como la altura de la Cordillera
de los Andes y la influencia de corrientes oceanicas atmosféricas calidas (El Nifio) y frias
(Humboldt), permiten la proliferacion de estas especies en el pais (Mites & Ofia, 2018).

La distribucion y riqueza de estas plantas en Ecuador se encuentra restringida debido a las

actividades humanas que destruyen su habitat, en especial la region andina donde debido a la
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deforestacion se pone en riesgo la permanencia de sus ecosistemas nativos, como es el caso de los

bosques montanos, debido a la expansion agricola y ganadera (Jadan et al., 2016).

1.4 Caracteristicas botanicas de las orquideas

Las orquideas son perennes herbaceas, debido a su crecimiento lento y capacidad fotosintética
reducida, algunas especies tienen un periodo vegetativo prolongado, tienen simetria bilateral
(zigomorfas), algunas resupinan, un pétalo el cual estd muy modificado, estambres y carpelos

fusionados y con semillas extremadamente pequefias (De, L.C., 2020).

1.4.1 Raices

Estructuras vegetativas carnosas, simples o ramificadas, surgen del tallo y su funcion es la de
almacenar y absorber nutrientes y agua, en especies epifitas y litéfitas fijan a la planta al arbol
hospedero o sustrato, presentan un tejido especializado llamado velamen que es de color blanco,
estas raices estdn en contacto y/o albergan a las micorrizas que se asocian a las orquideas
(Esqueviel et al., 2021).

1.4.2 Pseudobulbos

En algunas especies de orquideas, uno o mas entrenudos de los tallos se espesan para formar
pseudobulbos, los cuales pueden almacenar nutrientes y agua en periodos secos (Zhang et al.,
2018).

1.4.3 Tallo

Dependiendo de su habito de crecimiento, se dividen en orquideas monopodiales y simpodiales,
el tallo de las orquideas monopodiales nace de un solo brote, se alarga y produce sus hojas desde
el apice cada afio, en las orquideas simpodiales, estas producen una serie de brotes adyacentes
gue crecen hasta un tamafo especifico, florecen y luego dejan de crecer para posteriormente ser

reemplazadas (De, L.C., 2020).



1.4.4 Hojas

Muestran hojas con venacion paralela o venacion reticulada, con bordes enteros, por lo general se
observan tres tipos de hojas: plegada, conduplicada y cilindrica o terete (Ministerio del Ambiente,
2017).

1.4.5 Flores

Sus flores tienen 3 sépalos y 3 pétalos, con simetria bilateral (zigomorfas), los sépalos en algunas
especies presentan coloracion, el pétalo central es el labelo, que presenta mayor protagonismo en
el proceso de atraccién a los polinizadores, el polen se produce en la columna y se encuentra
empaquetado en entre 4 y 8 paquetes en masas que se denominan polinios, el labelo llega a
presentar formas y estructuras variadas que son clave al momento de identificar a las especies, las
flores son hermafroditas y son las estructuras reproductoras que en su conjunto reciben el nombre
de ginostemo, el ovario tricarpelar se dispone por debajo de los pétalos y sépalos (ovario infero),

como se observa en la Figura 1, (Moya & Paris, 2018).

Estructura basica de las flores de Orchidaceae
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Figura 1: Representacion grafica de las partes de una flor representante de
Orchidaceae
Fuente: (Osorio, 2015)




1.4.6 Frutos y semillas

Los frutos de las orquideas se encuentran en capsulas que se encuentran recorridas
longitudinalmente por tres nervios de tamafio prominente y tres pequefios que corresponden a los
del ovario, cuando el fruto madura se abre (dehiscente), a través de hendiduras longitudinales que
se encuentran en los laterales de estos engrosamientos (Ayuso, 2017). El fruto de las orquideas se
compone de al menos dos carpelos que contienen miles o millones de semillas diminutas de 0,05
mm a 0,06 mm de longitud con un peso de 0,31 pg a 24 g, no cuentan con endospermo, estas
caracteristicas hacen que la gran mayoria de semillas de orquideas sean disipadas por el viento

(Banda-Sanchez et al., 2017).



Estructura basica de una semilla de Orchidaceae
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Figura 2: Representacion grafica de una semilla de Orchidaceae
Fuente: (Aguilar-Morales et al., 2017)

1.5 Taxonomia

La clasificacion taxonémica de la familia Orchidaceae de acuerdo a Chase et al. (2016) es de la
siguiente forma:

Reino: Plantae

Division: Angiospermae

Clase: Monocotyledoneae

Orden: Asparagales

Familia: Orchidaceae

Subfamilias: Apostasioideae, Cipripedioideae, Orchidoideae, Spiranthoideae y Epidendroideae.
La familia Orchidaceae cuenta con aproximadamente 26 985 especies, distribuidas en alrededor

de 800 géneros (Angiosperm Phylogenetic Group, 2022).



1.6 Género Caucaea:

1.6.1 Distribucion Geografica

Las especies del género Caucaea, generalmente se encuentran creciendo como epifitas en
bosques montanos frios y himedos o bosques nubosos andinos montanos altos, con mayor
frecuencia arriba 2500 m s.n.m, el género se distribuye a través del Noroccidente de América del
Sur, por lo general en Colombia, Ecuador y Venezuela (Szlachetko & Kolanowska, 2015).
Comprende 23 especies descritas y de estas: 9 son aceptadas y tres son endémicas (Fernandez et
al., 2018).

1.6.2 Descripcion del género

Actualmente al género Caucaea se las identifica por pseudobulbos ovoides a cilindrico ovoides
revestidos basalmente con 1-3 bracteas y 2 hojas conduplicadas en su parte superior,
inflorescencias con 1 hasta muchas flores, bracteas florales méas cortas que los pedicelos y los
ovarios, los sépalos laterales se encuentran parcial o completamente fusionados, el sépalo dorsal
como los pétalos estan libres, el labelo es panduriforme o profundamente trilobulado, con un
callo basal que consiste méas a menudo de 2-3 crestas, el ginostemo esta ligeramente arqueado y
bastante robusto, con la parte de la columna 2-3 veces mas largo como la antera, alado y
agrandado en la base, la antera subapical es titular, operculada o elipsoide, se producen dos
polinias ligeramente comprimidas dorsiventralmente, el estigma es transversalmente eliptico y
profundamente céncavo (Szlachetko & Kolanowska, 2015).

1.6.3 Especie a estudiar: Caucaea pichinchae Szlach. & Kolan

Segun la informacion obtenida por Szlachetko & Kolanowska (2015), la especie al ser nueva no
ha sido totalmente evaluada, existen registros de coleccion en dos localidades las faldas del

volcéan el corazén y en Tabacundo la quebrada Chimburlo debido a que el ambiente circundante
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estd muy alterado. Para Dodson (2003) el acceso para este género resulta practicamente
imposible debido a que actualmente las locaciones propias del género se encuentran en constante
amenaza por la deforestacion de su héabitat, todo esto ha limitado su estudio, lo que hace que
exista poca informacién para comprender a este grupo. Otero (2018), indica que es necesario

realizar mas investigaciones ya que hay mucho por descubrir acerca de este género.

1.6.4 Descripcion morfoldgica Caucaea pichinchae Orchidaceae

Presenta una similitud con C. cucullata (Lindl.) N. H. Williams & M. W. Chase, sus principales
diferencias son: sépalo dorsal ovado-eliptico, obtuso y callo glabro en forma de dos crestas
paralelas, la especie consta de las siguientes partes: pseudobulbo de 7 cm de largo por 1.8 de
ancho, cilindrico-ovoide, comprimido bilateralmente y bifoliado, sus hojas son lineales y
lanceoladas de hasta 42 cm de largo por 2.7 cm de ancho; inflorescencias llegan hasta los 100 cm
de largo, racimosas, ramificadas de color rosa y manchas moradas; una bractea floral de 3 mm de
largo, aguda y ovada-triangular, con un pedicelo y ovario de 27 mm de largo; su sépalo dorsal es
nervado ovado-eliptico de 15 mm por 6.5 mm de ancho; sus pétalos miden 15 mm de largo por 8
mm de ancho, gruesos, elipticos y de forma obtusa, ligeramente oblicuos con sus margenes
levemente ondulados y con 7 nervaduras; sus sépalos laterales miden 15 mm de largo por 7.5 mm
de ancho, se encuentran juntos, connados; el labio mide 20 mm de largo por 17 mm de ancho;
con lébulos laterales de 3.5 mm de ancho de margenes crenados; un apice subagudo, istmo
prominente con 7 mm de largo y estrecho; el 16bulo medio mide 12 mm de largo y en la base
cordado, flabelado, poco bifido, con margenes ondulados; el callo esta formado por dos crestas
paralelas en forma de quilla extendidas hasta cerca de 1/3 de la longitud del labio; y el ginostemio
mide 7 mm de largo, apicalmente se encuentra doblado hacia atrés y el clinandrio poco dentado,

como se observa en la Figura 2, (Szlachetko & Kolanowska, 2015).
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Figura 3: Descripcion morfoldgica de Caucaea pichinchae Szlach. & Kolan

Nota: Descripcion morfoldgica (A: labio, B: sépalo dorsal, C: pétalo, D: sépalos
laterales, E: ginostemio. Barras de escala = 5 mm, dibujado por N. Olgdrzynska.)
Fuente: (Szlachetko & Kolanowska, 2015)

1.7 Identificacién, almacenamiento y conservacion de semillas de Orchidaceae

1.7.1 Generalidades

Las semillas pueden ser colectadas a partir de cépsulas verdes o maduras, preferiblemente se
deben colectar capsulas que han estado expuestas al sol, cuando las semillas estén secas, se las
puede almacenar durante muchos meses en frascos cerrados dentro de un refrigeradora4 05 °C,
el tiempo desde el florecimiento hasta la maduracion de las semillas varia de manera significativa
de acuerdo a la especie y el lugar, las semillas de las orquideas varian de forma (filiforme,
fusiforme vy elipsoidal), y sus dimensiones se encuentran desde 1 a 2 mm de largo y 0,5 a 1 mm
de ancho, sus frutos contienen hasta 4000000 de semillas por capsula dependiendo de la especie
de orquidea (Banda-Sanchez et al., 2017). El establecimiento de estrategias para la conservacion

de especies en un pais megadiverso como el Ecuador, es una tarea imprescindible, para esto el
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pais mantiene una lista de especies en peligro de extincion debido a que es un pais botanicamente
bien explorado (Cerna et al., 2014).

1.7.2 Evaluacion de la viabilidad de semillas

Es necesario brindar informacién acerca de la viabilidad de las semillas para su conservacion ex
situ e in situ, por lo general las pruebas de viabilidad de las semillas dan a conocer si una semilla
estd viva y si cuenta con enzimas cuya funcion es catalizar reacciones metabolicas necesarias
para la germinacion y crecimiento de las plantulas, de esta manera las pruebas evallan la
viabilidad del tejido y de la semilla completa (Pradhan et al., 2022). Para evaluar la viabilidad se
puede aplicar el método del Tetrazolio, una prueba que permite conocer aspectos fundamentales
de un lote e identificar la confiabilidad de las semillas al momento de su siembra o
almacenamiento, esta es una prueba eficaz y facil de usar, obtiene de forma répida la viabilidad
de las semillas mediante una coloracion roja generada por la reduccion del tetrazolio a formazan
en el proceso de respiracion causada por la actividad deshidrogenasa (Duarte et al., 2017). Este
color rojizo muestra la actividad respiratoria en la mitocondria y consecuentemente la viabilidad
del tejido, los tejidos muertos (no viables) no reaccionan con la solucién y conservan su color

natural (Soares et al., 2021).

1.7.3 Conservacion de semillas

Dependiendo del método de conservacién, la via mas adecuada para la preservacion de las
especies es la conservacion in situ en su ambiente natural, pero en casos donde el deterioro de su
habitat es alto las poblaciones de alguna especie se ha reducido drasticamente y se encuentra
cerca de la extincion, los métodos de conservacion ex situ, pueden ser una alternativa
considerable, estos son diversos en cuanto a su forma y efectividad, siendo necesario emplear los

que logren conservar la mayor cantidad genética posible, los bancos de germoplasma tienen
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diversas modalidades y se simplifican en: a) preservacion de semillas a baja humedad y
temperatura, b) conservacion de plantas en viveros o invernaderos y c) la preservacion de células,
tejidos y organos bajo cultivo in vitro y en nitrogeno liquido (Ortega-Larrocea et al., 2007).

1.8 Cultivo in vitro

El uso del cultivo in vitro ha sido empleado ampliamente para la conservacion de recursos
fitogenéticos, ademas se considera importante a la germinacién in vitro para la produccién
comercial de muchas especies de orquideas, por esto su implementacion es una alternativa para la
propagacion de especies en problemas, siendo importante para la conservacion y
comercializacion de diversas especies (Lépez & Rangel-Villafranco, 2018). Para conseguir que
una conservacion sea eficaz se pueden controlar temperatura, oxigeno, la humedad y el estado de
las semillas para que tengan condiciones aptas de viabilidad y capacidad de sobrevivencia, se
pueden emplear en tubos de ensayo, plasticos o fundas ziploc para conservar la calidad de las
semillas (Magrini et al., 2019).

El cultivo in vitro de plantas significa cultivar plantas al interior de un frasco y presenta dos
caracteristicas fundamentales como son asepsia y condiciones controladas (Sharry, 2020). La
técnica de micropropagacion se emplea con mucho éxito ya que ademas del tamafio reducido de
las plantulas minimiza los requerimientos de espacio y costos de mantenimiento en los bancos de

germoplasma (Pedraza-Santos, 2017).

1.8.1 Desarrollo de protocormos

Posterior a la siembra de las semillas se observa una hidratacion y aumento de tamafio de las
semillas, asi como la ruptura de la testa seminal que dio lugar a la formacion de estructuras
esféricas, una estructura tuberizada o masas de células indiferenciadas producidas por el aumento

de volumen, se observan cambios en la coloracion, pasando por diferentes tonalidades,
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comenzando por el blanco-amarillento, amarillo, verde-amarillento y verde (Fochi et al., 2017).
Esta estructura se encuentra envuelto en una epidermis la cual puede llegar a producir otros
protocormos por gemacion adventicia a partir de los tejidos superficiales, el protocormo puede
seguir creciendo en semanas, meses o incluso afios dependiendo de la especie, hasta llegar a la
edad adecuada para producir raices y hojas, lo cual indica que tiene la funcién de actuar como
organo de almacenamiento de lo cual permitira la aparicion de los brotes foliares y radicales
(Yeung, 2017).

1.8.2 Factores ambientales de los cultivos in vitro

La temperatura 6ptima para el crecimiento de las orquideas se encuentra en 27°C + 1°C, la luz
fluorescente que se utilizara con una duracion en el dia de 12 a 16 horas, aunque en ocasiones se
empleara luz continua, se podra emplear una baja irradiacién para el aislamiento, el cual debera
ser intensificada cuando las plantulas se vayan desarrollando a partir de los protocormos (Tiza,
2010).

1.8.3 Fotoperiodo

Promueve el desarrollo vegetativo al aumentar el nimero de pseudobulbos, de brotes y sus hojas.
Asimismo con relacion a la floracién, ayuda al incremento de numero de escapos,
inflorescencias y el diametro del escapo floral (Hernandez, 2017).

Es la respuesta de las plantas al tiempo de luz del dia, una forma de modificar las condiciones de
éste es mediante la interrupcion de la noche, la cual interrumpe un periodo largo y oscuro para
promover una iluminacién fotoperiddica, resultando en una modificacion de las condiciones de

dia largo para las plantas (Londofio-Lopera & Villanueva-Mejia, 2018).

1.8.4 Protocolo para cultivo in vitro

El desarrollo de protocolos de cultivo, permite elevar la proliferacion y minimizar los tiempos de
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propagacion de las plantas que se da en forma natural, iniciando con explantes como son:
semillas, yemas, fragmentos de hoja o tallo para colaborar con la conservacion de la
biodiversidad y también salvaguardar bancos de germoplasma importantes, la creacion de estos
protocolos para la reproduccion de orquideas in vitro, ha logrado estandarizar los procedimientos

y medios empleados y asi conservar varias especies (Gomez et al., 2010).

1.8.5 Protocolo de desinfeccion y siembra in vitro del explante

La contaminacion fangica del medio de cultivo es un problema al emplear las técnicas de cultivo
in vitro, por esto es necesario implementar una etapa de desinfeccion de las semillas antes de su
siembra (Marquez-Bravo, 2000).

Para el protocolo de desinfeccion se emplea el uso de un cepillo de dientes, solucién jabonosa,
agua esteéril, hipoclorito de sodio al 3%, alcohol al 90%; para la siembra se corta de forma
longitudinal la capsula, se utiliza un bisturi desinfectado y pinzas dando golpes suaves para dejar
caer las semillas (McKendrick, 2000).

Las semillas expuestas en el caso de las orquideas, deben ser tratadas con un desinfectante, se
dispone de papel filtro o frasco pequefio, solucion de hipoclorito de calcio o de sodio con cinco a
diez veces su volumen y también con una o dos gotas de un agente humectante, agua estéril, haza

de alambre o con una espatula se realiza la siembra (Billard et al., 2014).

1.9 Germinacion in vitro de semillas de Orchidaceae

Las semillas de las orquideas debido a su diminuto tamafio son denominadas “semillas de polvo”,
a pesar de esto presentan un sin numero de variedades en cuanto a su forma, color, peso y testa,
en general los embriones de las orquideas son pequefios y algunas veces consisten en unas pocas
células y en su mayoria sin endospermo (Utami & Hariyanto, 2020). Ademas, no todas las

semillas de una cépsula son fertiles o se desarrollan completamente, lo que hace que sea dificil su
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reproduccion natural ya que por lo general unicamente germina el 1% de las semillas producidas
por estas, sumado a esto requieren la simbiosis con hongos micorricicos y condiciones
ambientales favorables (Pedraza-Santos, 2017).

La germinacion de diversas especies de orquideas ha sido posible gracias a las técnicas de
germinacion in vitro, la germinacién asimbiética es un sistema ideal para estudiar el crecimiento
y desarrollo de las semillas de orquideas (Vudala & Ribas, 2017).

El proceso de germinacion de las orquideas consta de cuatro etapas, la Etapa 0 son semillas sin
germinar, la Etapa 1 ocurre el crecimiento del embridn (protocormo) y se da la ruptura de la testa,
Etapa 2, se da el desarrollo del protocormo y la aparicion de rizoides, Etapa 3, crecimiento del
protocormo y se desarrolla una yema apical, terminada esta etapa se da la aparicion de las hojas y
el desarrollo de las raices las cuales permiten el establecimiento de las plantulas (Crispa et al.,
2007).

1.10 Crecimiento in vitro de las semillas de Orchidaceae

Las semillas absorben agua a través de la testa, lo que genera un aumento en el volumen del
embrion y posteriormente una division celular en la region anterior lo que provoca la ruptura de
la testa, dando lugar a una estructura esférica denominada protocormo, seguido a esto se da la
formacion de rizoides alrededor de la parte inferior del protocormo, las hojas fotosintéticas se
desarrollan a partir de un primordio foliar, luego en la parte basal del protocormo se desarrollan
las raices dando lugar a una planta completa (Rodriguez, 2013).

1.11 Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un elemento del cultivo in vitro que funciona como sustrato y fuente de
energia para el desarrollo de los tejidos (Oseni et al., 2018). Uno de los factores determinantes en

el desarrollo de plantulas es la composicion del medio de cultivo, en general se encuentran
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basicamente conformados por macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, aminoacidos y una
fuente de carbono (Gongalves et al., 2016).

1.11.1 Macronutrientes

Por lo general los macronutrientes necesarios para alcanzar un crecimiento estructural 6ptimo por
parte de las células vegetales son: nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio
(Mg) y azufre (S), su dosis va a variar dependiendo del medio de cultivo, las concentraciones de
nitrégeno en la mayoria de los medios nutritivos son elevadas, pero en algunas especies su exceso

genera desordenes fisiologicos como la vitrificacion de los tejidos (Perea, 2009).

1.11.2 Micronutrientes

Los micronutrientes esenciales para las plantas son: zinc (Zn), cobre (Cu), hierro (Fe),
manganeso (Mn), boro (B), molibdeno (Mo), cloro (CI) y niquel (Ni), de estos el hierro es el méas
necesario (Shukla et al., 2018). Este es fundamental para el crecimiento de las plantas y la
produccion de clorofila e indispensable para algunas actividades fisioldgicas, como la sintesis de
clorofila, las reacciones bioquimicas, la fotosintesis, la respiracion y la actividad enzimatica (Al-
Mayahi, 2021).

1.11.3 Vitaminas

Las plantas en su estado natural satisfacen sus necesidades vitaminicas, pero en el caso de los
tejidos vegetales cultivados in vitro necesitan de suplementos externos de estos componentes para
lograr sus procesos de crecimiento y desarrollo, las vitaminas mas comunes son las siguientes:
Tiamina (Vitamina Bi1), es un cofactor que actia en el ciclo de Krebs y se encuentra en la
mayoria de medios de cultivo; Acido nicotinico (Niacina o Vitamina Bs), es un componente de
las enzimas involucradas en las reacciones activadas por la luz; Mio-inositol, es un constituyente

del complejo B y es un componente regular de la mayoria de medios de cultivo; Acido ascorbico
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(Vitamina C), se usa como antioxidante en cultivos de especies que generan grandes cantidades
de fenoles in vitro (Suarez, 2020).

1.11.4 Reguladores de crecimiento

Las fitohormonas u hormonas vegetales actan como mensajeros quimicos al intervenir en la
regulacion de procesos de desarrollo y crecimiento de las plantas, dependiendo de su
concentracion pueden inhibir o estimular su desarrollo, el tipo y concentracion de los reguladores
de crecimiento depende del objetivo del cultivo celular (Aucapifia & LoOpez, 2016). Las
principales fitohormonas empleadas en el crecimiento vegetal son auxinas, giberelinas,

citoguinas, entre otras (Alcantara et al., 2019).

1.11.4.1 Auxinas

Forman parte de todos los procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, como la
organogénesis, embriogénesis, patrén de tejidos y el tropismo, el acido indol-3-acético (IAA) es
su forma natural mas abundante, la cual se encuentra ampliamente distribuida en plantas, le sigue
el &cido indol-3-butirico (IBA), estudios han demostrado que IAA tiene control sobre la
arquitectura del sistema de raices y algunas etapas del desarrollo de raices, en cambio IBA

fomenta el desarrollo de raices adventicias (Kondhare et al., 2021).

1.11.4.2 Giberelinas

Son diterpenoides que por lo general se sintetizan en el mismo sitio de accion, en su sintesis
intervienen los plastidios, reticulo endoplasmatico y el citosol, todos los tipos de giberelinas se
sintetizan en la ruta del acido mevalonico, esta hormona se encuentra relacionada con la
germinacion de semillas, elongacion del tallo, maduracion del polen, expansion de las hojas y el

desarrollo de flores, frutos y semillas (Ricardo et al., 2020).
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1.11.4.3 Citoquinas
Actlan en la interrupcion de la dominancia apical, desarrollo de yemas axilares, retardo de la
senescencia de las hojas y division celular, se sintetizan en los apices radicales y son

transportadas a las yemas apicales y axilares (Suarez, 2020).

1.11.5 Materiales de soporte

Los materiales de soporte determinan la consistencia de los medios de cultivo y pueden ser
liquidos que generalmente se encuentran conformados por la formulacion del medio disuelta en
agua sin adicionar ningn medio de soporte, 0 medio semisélido que adquieren cierta dureza
generada por agentes gelatinizantes, en medios semisélidos por lo general se emplea agar (0,6% a
1,0%), es necesario considerar la pureza del agar, ya que frecuentemente puede contener

impurezas de naturaleza variada (Suarez, 2020).

1.12 Medios de Cultivo para orquideas

Los medios de cultivo mas comunes para la germinacion de orquideas son: Knudson C y Vacin y
Went, se puede adicionar fitohormonas al medio de cultivo para estimular la germinacién como
las giberelinas, estas estimulan el crecimiento del embrién y la germinacion de las semillas,
mediante la produccion de hidrolasas que provocan la ruptura de la estructura de alrededor al
embrion, uno de los métodos de suministro de las giberelinas se encuentra la aplicacion de estas
en el proceso de inhibicion, durante el cual la semilla deshidratada absorbe agua para estimular el
desarrollo del embrion (Quintero et al., 2018). Ademas después de la germinacion los
protocormos de las orquideas pueden ser subcultivados en un medio de cultivo suplementado con
un regulador de crecimiento vegetal (PGR) con auxinas y citoquininas para la multiplicacion de

protocormos o en un medio de cultivo sin PGR (Franceschi et al., 2019).
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En esta investigacion se emplearon tres medios de cultivo (Medio Knudson, Medio Vacin y Went
y Medio Lindemann), los cuales han sido ampliamente utilizados para procesos de cultivo in
vitro de orquideas, segun Aguirre-Bolafios et al.(2017), la composicion de estos medios de
cultivo (macro y micronutrientes), cumplen con los requerimientos nutritivos necesarios para el
proceso de germinacion, sin embargo, difieren en cuanto a la cantidad (mg) de sus componentes
(Anexos 1,2,3), lo que sirve para hacer las respectivas comparaciones acerca de qué medio de
cultivo es el adecuado para obtener un mayor numero de protocormos de Caucaea pichinchae.
Los medios de cultivo Lendeman y Knudson C, mantienen la menor cantidad de fosfato la cual es
una fuente de fosforo, a diferencia del medio Vacin and Went, ademéas Chelate (2014) indica la
existencia de una baja capacidad amortiguadora del pH en el medio Knudson C, el cual afecta la
calidad del material vegetal. Sin embargo, estudios demuestran que se deben determinar medios
adecuados para cada especie (Stancato et al., 2008).

1.13 Camara de flujo laminar

La camara de flujo laminar brinda condiciones de asepsia, ya que disminuye el niumero de
agentes contaminantes, este es un equipo dotado de una turbina la cual toma el aire del exterior y
lo impulsa a través de un filtro de alfa eficiencia, para luego expulsarlo hacia el interior de la
camara, el filtro que permite el paso del aire, retiene particulas que normalmente se encuentran en
suspension y que pueden convertirse en contaminantes potenciales deteriorando la calidad de los
cultivos (Suarez, 2020).

1.14 Manejo in vitro de las plantulas a nivel de camara de crecimiento

Este tipo de camaras permiten simular las condiciones ambientales variables de temperatura y
humedad, de acuerdo a los entornos de investigacion que se pretenden estudiar, luego de

aproximadamente un afio después de la siembra, es posible que las plantas jovenes sean trasladas
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a macetas o recipientes adecuados para su tamafio (Llorente, 2002). El explante mas usado para
los procesos de propagacion in vitro son las yemas vegetativas de las plantas, los frascos que
contienen las plantas se ubican en estanterias con luz artificial dentro de la camara de
crecimiento, donde se fija la temperatura en valores que oscilan entre los 21 y 23°C, ademas de
controlar la cantidad de horas de luz (Tiza, 2010). La luz es un factor determinante en el
desarrollo de algunas plantas con semillas pequefias, debido a que promueve la division celular
(Villacréz, 2022), ademas tanto el desarrollo como el crecimiento de las especies vegetales se
encuentran bajo el control de la luz a causa de dos procesos: la fotosintesis aunque en los medios
de cultivo in vitro es considerablemente baja ya que la mayoria de los medios son nutridos con
sacarosa y la fotomorfogénesis en la que la luz promueve el desarrollo y la forma de las

estructuras vegetales (Pardo, 2020).
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I1. Metodologia
2.1 Area de estudio

La investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad
Politécnica Salesiana (UPS) iniciando el 25 de abril del 2022 y finalizando el dia 17 de junio del

2022.

2.2 Recoleccidén material vegetal

Se colectaron 8 capsulas de la especie Caucaea pichinchae orchidaceae, el materia vegetal se
obtuvo en marzo del 2022 en las faldas del volcan el Corazén del canton Mejia en el bosque
protector Umbria (anexo 4), siguiendo la técnica descrita por Valencia (2018), para lo cual se usé
una tijera de podar con la que se colecté un ejemplar completo fértil y diez capsulas maduras,
segun Banda-Sanchez et al. (2017), el nimero de semillas puede variar de 13 000 a 4 000000 por
capsula y el rango de tamafio de una semilla de orquidea varia alrededor de 0,7 mm de largo por
0,3 mm de ancho, luego con cinta masking y marcador indeleble se etiquetd cada individuo, a los
que se les asigno el cddigo 4434 del libro de campo de Marco Cerna, las muestras fueron
prensadas, etiquetadas en el sitio con papel periddico, luego se deshidrataron y procesaron en el
herbario de la UPS. Para las capsulas se modifico la técnica de Cruz et al. (2017), y fueron
colectadas en sobres de papel Kraft con su respectivo cédigo de libro de campo 4434, se
almacenaron en fundas ziploc, posteriormente se las trasladé al laboratorio de Biotecnologia

Vegetal de la UPS.

2.3 Viabilidad en semillas

Se adaptd la técnica descrita por Cerna et al. (2014), para el caso se pesaron 10 mg de semillas
del cédigo 4434 en microtubos de 2mL se afiadié 1,5 mL de agua destilada durante 24 horas a
temperatura ambiente. Posterior a eso se elimind el agua destilada con una pipeta Pasteur y se

afiadié 1,5 mL de solucion de sacarosa al 10 %, durante 24 horas a temperatura ambiente,
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después se retird la solucion de sacarosa y se afiadio la solucion de tetrazolio al 1 % (1g en 100
mL de buffer fosfato, pH 6.5), a continuacion se incubo en bafio Maria a 40 °C, durante 24 horas,
en total oscuridad, los resultados se observaron en el microscopio realizando un conteo de
semillas tinturadas en rojo (viables) y las no tinturadas (no viables) (anexo 5).

2.4 Preparacion medios de cultivo y giberelinas

En esta investigacion se emplearon tres medios de cultivo (Medio Knudson, Medio Vacin y Went
y Medio Lindeman), los cuales han sido ampliamente utilizados para procesos de cultivo in vitro
de orquideas, por ejemplo el medio Vacin y Went su composicién es una mezcla de nutrientes de
sales inorganicas, vitaminas, carbohidratos y agentes gelificantes (HiMedia, 2017), en el caso del
medio Knudson contiene carbdn vegetal el sacarosa, polvo de platano, agente gelificante etc.
(Knudson, 2007). Por otro lado, el medio Lindeman comparte alguno de los componentes
anteriormente mencionados los cuales se pueden observar en (anexos 1,2,3). segin Aguirre-
Bolafios et al. (2017), la composicion de estos medios de cultivo (macro y micronutrientes),
cumplen con los requerimientos nutritivos necesarios para el proceso de germinacién, sin
embargo, difieren en cuanto a la cantidad (mg) de sus componentes (Anexos 1,2,3), lo que sirve
para hacer las respectivas comparaciones acerca de qué medio de cultivo es el adecuado para
obtener un mayor numero de protocormos de Caucaea pichinchae.

Para la elaboracion de los medios de cultivo se siguié la metodologia descrita por Garcia (2011)
con modificaciones. Se trabajé con el medio Knudson C plus modificado (Mediol), el cual se
peso en una balanza analitica 47.46 g; el medio medio Vacin and Went modificado (Medio2) en
el cual se pes6 17.20 g y por ultimo se prepar6 el medio basal Lindeman (Medio3) pesando 13.5
g suplementado con 22.2 g de Agar Agar (anexo 6), a estos medios se los llevé a un vaso de

precipitacion con 600 mL de agua destilada por cada medio en donde se los calenté sobre una
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plancha agitadora durante 20 minutos alcanzando el punto de ebullicién, a continuacion se los
ajusté a un pH de 5.8 con gotas de NaOH y se vertié 5mL a cada tubo de ensayo, a continuacion
se sellé con papel aluminio como tapa, y se trasladé al autoclave durante 25 minutos, a una
temperatura de vapor aproximada de 121 °C y 15 PSI posteriormente se los llevé a un
refrigerador donde se colocaron de forma inclinada con un angulo de 60 grados para su
solidificacion y ampliar la superficie de contacto de siembra.

En cuanto a las giberelinas (GA3), se modifico la técnica descrita por Aucapifia & Lopez (2016),
a partir de una solucién madre de 1 ppm se prepararon 3 concentraciones de 0,05; 0,1 y 0,2,
posteriormente se colocaron dos gotas de cada concentracién de hormonas en los tubos de ensayo

a los 30 dias a partir de la siembra.

2.5 Desinfeccion de semillas

Se tom6 como guia el método descrito por PhytoTechnology Laboratories (2003), realizando
modificaciones, donde dentro de la cdmara de fujo laminar horizontal se tomo una jeringa de 10
mL que contenia un trozo de algoddn en la punta como tampén (anexo 7), con el fin de retener a
las semillas que entran en contacto con las soluciones, se absorbieron 4 mL de semillas que
entraron en suspensién con hipoclorito al 3 % suplementado con dos gotas de tween 20 por 3
minutos en agitacion, luego se expulso la solucion y se lavo tres veces con agua destilada estéril.
Posterior a eso se inoculd sobre los medios de cultivo una gota por tubo de ensayo y se los
dispersd de tal forma que cubran bien la superficie del medio, inmediatamente cada tubo de
ensayo fue tapado y cubierto con rollo pack, los tubos inoculados fueron llevados a dos camaras

de crecimiento.
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2.6 Camaras de crecimiento

Se tomo como guia el trabajo de investigacion de Hernandez (2017), se trabajo con dos camaras
una abierta de 16 horas luz, 8 horas de obscuridad con una temperatura de 27 °C, y una camara
cerrada de 14 horas luz, 10 horas de obscuridad con una temperatura de 24 °C, donde se evalud el

numero de protocormos a los 45 dias (anexo 8).
2.7 Anélisis estadistico

2.7.1 Disefio experimental
Los datos se analizaron mediante una ANOVA con un nivel de significancia de a: 0.05. Se aplico
un disefio completamente al azar en funcién a los factores planteados (Tabla 1), con analisis

factorial 4x2x3 y pruebas de diferenciacion de medias de Duncan al 5 %.
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Tabla 1.
Tratamientos en funcion a los siguientes factores planteados, concentraciones de
giberelinas, medios de cultivos, camara de crecimiento abierta y cerrado se disefiaron

los siguientes tratamientos.

Giberelina
Tratamiento| Cémara Medio (GA3)

T1 CcC Medio 1 0,05
T2 CcC Medio 1 0,1
T3 cC Medio 1 0,2
T4 CC Medio 1 0

T5 CcC Medio 2 0,05
T6 CcC Medio 2 0,1
T7 cC Medio 2 0,2
T8 CC Medio 2 0

T9 CcC Medio 3 0,05
T10 CcC Medio 3 0,1
T11 cC Medio 3 0,2
T12 CC Medio 3 0

T13 CA Medio 1 0,05
T14 CA Medio 1 0,1
T15 CA Medio 1 0,2
T16 CA Medio 1 0

T17 CA Medio 2 0,05
T18 CA Medio 2 0,1
T19 CA Medio 2 0,2
T20 CA Medio 2 0

T21 CA Medio 3 0,05
T22 CA Medio 3 0,1
T23 CA Medio 3 0,2
T24 CA Medio 3 0

Nota. CC: Camara cerrada; CA: Camara abierta; Mediol: Knudson Plus; Medio2: Vacin and Went; Medio3:
Lindeman.

Fuente: Las autoras, (2022)
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2.7.2 Factores de estudio

a) Medios de cultivo
Se evalud tres medios de cultivo el Mediol(Knudson modificado), Medio2 (Vacin and Went) y
Medio3 (Lindeman).

b) Concentracion giberelinas
Se evaluo tres concentraciones de giberelinas (GA3) a (0,05; 0,1; 0,2) mg/L.

c) Céamaras de crecimiento
Se evalu6 dos camaras de crecimiento, una camara abierta con un fotoperiodo de 16 horas luz, 8
horas de obscuridad y la otra una camara cerrada con un fotoperiodo de 14 horas luz, 10 horas de

obscuridad.

2.7.3 Variable evaluada
Se evalud el porcentaje de protocormos desarrollados a los 45 dias bajo la influencia de los tres

factores en estudio anteriormente mencionados.
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I11. Resultados y Discusion
3.2 Viabilidad de semilla.
La prueba de tetrazolio (Figura 4) permitié conocer la viabilidad de las semillas de la especie
Caucaea pichinchae, de un total de 173 semillas, el 96,5% se tornaron de un color rojizo,
mediante este resultado podemos evidenciar que la viabilidad es alta ya que a niveles sobre el 90

% se les considera adecuado deacuerdo a los estudios planteados de vibilidad de diferentes

Viabilidad de las Semillas de Caucaea pichinchae Szlach. & Kolan

Figura 4: Prueba viabilidad tetrazolio cddigo 4434

Nota. Se obtuvo una vialiddad del 96,5%
Fuente: Las autoras, (2022)

especies de orquideas (Salazar & Gélvez, 2015).
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3.3 Evaluacién de los medios de cultivo para el desarrollo de protocormos de la especie
Caucaea pichinchae.

Analisis interaccion tratamientos codigo 4434

35,97

26,55

17,13

Protocormos

CAMedio 30,10
CC:Medio 3:0,00
CAMedio 2:0,004
C AMedio 3:0,054
CC:Medio 2.0,104
CC:Medio 3.0,054
C AMadio 1:0,204
CC:Medio 2:0,204
C AMedio 1:0,004
CC:Medio 1:0,004
CC:Medio 1:0,10
CAMedio 2:0,104

o
=3
o
&
2
k-]
H
H
153
o

CC:Medio 1:0,20
CAMedio 3.0,20-
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€ AMedio 10,10
CAMedio 2.0,20
€ AMedio 30,00
CC:Medio 20,05
€ AMedio 2.0,05
CC:Medio 3.0,20
CC:Medio 3.0,10
CC:Medio 1.0,05

Camara*Medio*Giberelina

Figura 5. Interaccion de tratamientos codigo 4434

Nota: CA: Camara abierta; CC: Camara cerrada; M1: Medio Knudson plus; M2: Medio Vacin and Went; M3:
Lindeman, concentracién giberelina 0,1;0,05;0,2, testigo=0,0
Fuente: Las autoras, (2022)

En funcidén del andlisis estadistico se observa que existe un grupo de tratamientos que comparte
caracteristicas similares al estar dentro del grupo C (Figura 5), sin embargo, se puede resaltar
como la mejor interaccion al tratamiento (CA; camara abierta; Medio 2: Vacin and Went; y
concentracion de giberelinas al 0,10 mg/L) con mayores diferencias significativas cuyo Fisher es
de 2,45 y un p-valor de 0,0044. Los resultados obtenidos con el medio de cultivo Vacin and
Went (VW) que fueron de 14,09%, tiene similitud con los estudios realizados por Lakshmanan et

al.(1995), donde detalla que obtuvo una cantidad favorable de protocormos utilizando el medio
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VW con un 13,6%, resultados superiores fueron obtenidos por Utami y Hariyanto (2019),
quienes reportaron que al utilizar el medio VW en P. amboinensis se obtuvo el 51,4% de nimero
protocormos, sus resultados reflejaron que el medio VW contiene una concentracion mas elevada
de P (fosforo) que los otros medios, esto coincide con informes realizados por Sinha y Roy
(2004); Pakum et al. (2016), los cuales resaltan una relacion entre el desarrollo de protocormos
con una alta concentracion de P en el medio VW promoviendo el desarrollo de semillas en
Vanda teres y Bulbophyllum nipondhii.

A la concentracion de 0,10 mg/L Aucapifia y Lopez (2016), obtuvieron resultados favorables para
la germinacién de semillas de orquideas con un 96%. De la Cruz et al.(2017), en su investigacion
nos informa que las giberelinas cortan la interfase del ciclo celular al inducir a las células a
sintetizar acido desoxirribonucleico, Valencia (2018), indica que estas fitohormonas regulan la
germinacion induciendo la produccion de enzimas hidrolasas y logran romper la testa.

Por otro lado el mejor fotoperiodo resulto ser el de camara abierta con ciclo de de 16 horas luz, 8
horas de obscuridad a una temperatura de 27 °C, Dutra et al. (2008), y Cazarez-Favela et al.
(2016), reportaron resultados similares con el desarrollo de protocormos empleando un
fotoperiodo de 16 horas de luz con 8 de obscuridad con el medio VW. Pardo (2014), menciona
que las cdmaras de crecimiento intervienen en los procesos fisioldgicos evitando a su vez la
dormancia y proveen

en algunas especies un manejo del ciclo reproductivo y vegetativo.
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Diferentes medios de cultivo empleados en el desarrollo de protocormos

Figura 6: Desarrollo protocormos
A: Medio Plus concentracion 0,1; B: Medio
Vasin y Went concentracion 0,1 C: Medio Lindeman concentracion 0,2.
Fuente: Las autoras, (2022)

Se observé en los medios de cultivo (figura 6), (anexos 6,8) mediante un microscopio el aumento
de protocormos viables, cuya coloracion verde acentuada del embrion es resultado del inicio del

proceso de germinacion.
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Concentracion giberelinas codigo 4434

16,904

14,094

11,284

Protocormos

8,474

5,66

0,05 0,20 0,00 0,10
Giberelina

Figura 7: Analisis de concentracion de giberelinas cédigo 4434

Nota. Concentracion giberelina 0,1;0,05;0,2, testigo=0,0
Fuente: Las autoras, (2022)

3.4 Evaluacion del efecto de giberelinas sobre la formacion de protocormos

Segun el andlisis estadistico se puede observar que existen diferencias significativas con la
concentracion de 0,1 mg/L( B) (figura 7), al obtener un 14,09% de porcentaje de protocormos,
Kang et al. (2020), obtuvieron resultados similares, registrando que la germinacion de semillas se
vio afectada positivamente por un bajo nivel de giberelinas. También se analiza que con las
concentraciones de 0,05 mg/L (A) y 0,20 mg/L (A) se obtendria un bajo rendimiento. Por lo tanto
se puede decir que a menor concentracion de giberelinas mejor induccion de protocormo ya que
favorecio positivamente el aumento y desarrollo de protocormos de la especie Caucaea
pichinchae Orquidaceae, segun Pedroza-Manrique (2016), una caracteristica de las giberelinas es
que en concentraciones bajas, estimulan el metabolismo y desarrollo de los embriones, en cambio
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a concentraciones altas lo reprime, ademas Pedroza et al. (2007), menciona que estas

fitohormonas atendan el efecto inhibitorio en el desarrollo del embrién.
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Conclusiones:

Se logré colectar muestras de germoplasma de la especie Caucaea pichinchae en las zonas de
estudio, y al emplear la técnica de tetrazolio para evaluar la calidad de las semillas se obtuvo un
96,5% de viabilidad, lo cual eleva la probabilidad de que se formen protocormos con los medios

empleados.

El medio Vacin and Went, presenta una mayor produccion de protocormos a diferencia de los
medios Knudson plus y Lindeman, esto confirma la relacién que existe entre el desarrollo de

protocormos y una alta concentracion de P en el medio.

Al emplear fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, se obtuvieron mejores resultados
que con el de 14 horas luz y 10 de oscuridad, indicando que es el mejor fotoperiodo para la
especie Caucaea pichinchae, esto confirma el papel de la luz en el cultivo in vitro promoviendo

el desarrollo de los protocormos.

La concentracion ideal de giberelinas (GA3) para la especie Caucaea pichinchae, fue de 0,1

mg/L, indicando que a bajas concentraciones de esta fitohormona se obtuvo un desarrollo

considerable de protocormos.
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Recomendaciones

Se recomienda recolectar muestras de la especie Caucaea pichinchae en las faldas del volcan el
Corazon del canton Mejia, en la zona del Rio Pita y Cochasqui, entre los meses de abril y junio

donde hay mayor cantidad de capsulas.

Se pueden ensayar los tres medios empleados en el estudio, en otras especies del género Caucaea
para el desarrollo de protocormos, ya que los resultados pueden variar dependiendo de la especie

y el medio.

Se recomienda seguir evaluando el uso de las giberelinas (GA3), con otras especies del género
Caucaea, a bajas concentraciones (0,1 mg/L), y realizar ensayos sobre el desarrollo de

protocormos.

Es recomendable emplear méas horas de luz lo que corresponderia a un fotoperiodo igual al de la

investigacion, ya que la luz juega un papel fundamental en el proceso de divisién celular y

desarrollo in vitro.
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ANEXxos:

Anexo 1. Formulacién de medio Knudson modificado

Cantidad Componente
(mg)

500 Sulfato de amonio
0.056 Acido bérico
694.4 Nitrato de calcio
0.0624 Sulfato cuprico 5 H20
25.0 Sulfato ferroso 7 H20
122.125 Sulfato de magnesio
5.682 Sulfato de manganeso H.O
0.016 Trioxido molibdeno
250.0 Fosfato de potasio monobasico
0.031 Sulfato de zinc 7 H20
20000 Sacarosa
2000 Phytagel
pH: 4.7

Fuente: (Paredes, 2013)
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Anexo 2. Formulacién de Medio Vacin y Went Medio de orquidea modificado

Formulacion Cantidades

Sulfato de amonio 500
Fosfato de calcio, tribasico 200

Na2 EDTA*2H20 37.26
Sulfato ferroso*7H20 27.8

Sulfato de magnesio, anhidro 122.1
Sulfato de Manganeso*H20 5.6
Nitrato de potasio 525
Fosfato de potasio, monobasico 250
Sucrose 20
Tiamina*HC 0.4

Fuente: (Vacin & Went, 2007)
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Anexo 3. Formulacién del medio Lindemann Orquidea Basal Medio

Componentes Cantidades
Fosfato de potasio, monobésico 135
Cloruro de aluminio*6H20 0.0561
Sulfato de amonio 1000
Acido bérico 1.014
Nitrato de calcio 347.2
Sulfato cuprico*5H20 0.019
Citrato férrico 4.4
Sulfato de magnesio, anhidro 58.62
Sulfato de Manganeso*H20 0.0515
Cloruro de niquel*6H20 0.0312
Cloruro de potasio 1050
Yoduro de potasio 0.099
Tiamina*HCI 10
Sulfato de zinc*7H20 0.565
Glicina (Base Libre) 2
mioinositol 100
Acido nicotinico (acido libre) 1
PiridoxinasHCIl 1
sacarosa 20

Fuente: (Lindemann EG, JE Gunckel, 2010)
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Anexo 4. Recoleccion de las muestras de la especie Caucaea pichinchae Szlach. & Kolan, en las faldas del

volcan el Corazdn del cantén Mejia en el bosque protector Umbria.

Nota. a: Uso de la tijera de podar para alcanzar las muestras. B: Especimen de Caucaea pichinchae Szlach. & Kolan
Elaborado por: Las autoras, (2022)
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Anexo 5. Prueba de tetrazolio para la viabilidad de las semillas

Nota: Se emplea la técnica de tetrazolio para evaluar la calidad de las semillas, las semillas viables se tornan de un
color ligeramente rojizo. A: Muestra de semillas con tetrazolio salidas del congelador, B: Colocacion de
semillas en el portaobjetos para observar con el estereoscopio el porcentaje de viabilidad.
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Anexo 6. Medios de cultivo empleados para el desarrollo de protocormos de Caucaea

pichinchae Szlach. & Kolan.

Nota: Los medios de cultivo fueron empleados a un pH de 5.8 para mejores resultados, a: Medio Knudson
modificado, b: Medio Vacin and Went. C: Medio Lindeman
Elaborado por: Las autoras, (2022)
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Anexo 7. Protocolo de desinfeccion de las semillas de de Caucaea pichinchae Szlach. &

Kolan.

Nota. Se lleva a cabo un protocolo de desinfeccion de las semillas en la camara de flujo laminar. A:
Absorcion empleando la jeringa de la solucidn de hipoclorito al 3% con dos gotas de tween, B:
Expulsion y lavado de la solucién con agua esteéril.

Elaborado por: Las autoras, (2022)
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Anexo 8. Formacion de protocormos en los medios de cultivo.

Nota: Medios de cultivo en rejilla para la camara de crecimiento abierta CA, b: Conteo de protocormos
empleando estereoscopio.
Elaborado por: Las autoras, (2022)
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