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RESUMEN

En los Gltimos afos las investigaciones de conservacion realizadas por diferentes
naturalistas y cientificos, se han enfocado a preservar la Flora, ya que es parte
fundamental de ecosistemas equilibrados. En el Ecuador, el nivel de endemismo de la
familia Orchidaceae es alto, por lo que investigar alternativas de conservacion es una
importante herramienta con el fin de prolongar y asegurar su permanencia. El presente
estudio se baso en el desarrollo de un protocolo de crioconservacion de semillas de
cuatro géneros de orquideas Elleanthus, Odontoglossum, Epidendrum y Oncidium;
mediante la evaluacion de la interaccion de los siguientes crioprotectores: C1 (1,5ml
DMSO 1M), C2 (0,75ml de DMSO 1M+ 0,75ml de Sucrosa 1M), C3 (0,75ml de
DMSO 1M+ 0,75ml de Glicerol 1M), C4 (0,5ml de DMSO 1M+ 0,5ml de Sucrosa 1M
+ 0,5ml de Glicerol 1M) vy, dos técnicas de enfriamiento: Répido (sumergidas
directamente a -196°C); y, Escalonado (descenso de temperatura a -80°C vy
posteriormente a -196°C en nitrogeno liquido). El material vegetal se obtuvo del Banco
de germoplasma de Orquideas del Ecuador Fase | (seccion Cotacachi-Cayapas)
almacenado en el centro de investigacion y valoracion de biodiversidad CIVABI-UPS.
Los resultados muestran que en la técnica de enfriamiento rapido, el mejor
crioprotector es el C1 (Dimetilsulféxido), con los mayores porcentaje de viabilidad en
la prueba de tetrazolio (ex vitro) en los géneros Elleanthus, Epidendrum y Oncidium
con un promedio de 66,3%, 57,9% y 47,5%, respectivamente. Mientras que, en
Odontoglossum el C2 (Dimetilsulfoxido+Sucrosa) con técnica de enfriamiento
escalonada, presentd los mejores resultados con un 66,55% de viabilidad. Para la
variable porcentaje de turgencia (in vitro) el protocolo éptimo de almacenamiento de
semillas para todos los géneros, fue la técnica rapida mas C1 (Dimetilsulfoxido),

presentando un rango de turgencia desde un 55% a 83,3%.

Palabras claves: crioconservacién, crioprotector, dimetilsulféxido, orquideas,

turgencia, viabilidad.



ABSTRACT

In recent years conservation research conducted by different naturalists and scientists
have focused on preserving the flora, since it is a fundamental part of balanced
ecosystems. In Ecuador, the level of endemism of Orchidaceae is high, so investigate
alternative conservation is an important tool in order to prolong and ensure their
permanence. This study was based on the development of a cryopreservation protocol
seed four orchid Elleanthus Odontoglossum, Epidendrum and Oncidium; by
evaluating the interaction of cryoprotectants following: C1 (1,5ml DMSO 1M), C2
(0,75ml DMSO 1M + 0,75ml Sucrose 1M), C3 (0,75ml DMSO 1M + 0,75ml Glycerol
1M), C4 (0,5 DMSO 1M + 0,5ml Sucrose 1M+ 0,5ml Glycerol 1M) and two cooling
techniques: Fast (submerged directly to -196 ‘C); and shoulder (temperature drop to -
80 "C and subsequently in liquid nitrogen at -196 “C). The plant material was obtained
from the genebank of Orchids of Ecuador Phase | (section Cotacachi-Cayapas) stored
in the research and biodiversity assessment CIVABI-UPS. The results show that in the
rapid cooling technique, is the best cryoprotectant C1 (Dimethylsulfoxide), with the
largest percentage viability tetrazolium test (ex vitro) in Elleanthus gender, Oncidium
and Epidendrum averaging 66, 3%, 57,9% and 47,5% respectively. While in
Odontoglossum C2 (Dimethylsulfoxide + Sucrose) with stepwise cooling technique,
showed the best results with a 66,55% viability. For variable rate turgor (in vitro) the
optimal seed storage protocol for all genders was more rapid technique C1

(Dimethylsulfoxide), presenting a range of turgor from 55% to 83,3%.

Keywords: cryopreservation, cryoprotectant dimethyl sulfoxide, orchids, turgor,

viability.



INTRODUCCION

La familia Orchidaceae constituye uno de los grupos de plantas mas diversos, con
alrededor de 25000 especies conocidas a nivel mundial (Chase , Freudenstein,
Cameron, & Barrett, 2011) (Dressler, 2005), se considera que una de cada 10 plantas
en el mundo es una orquidea. En Ecuador se han catalogado 228 géneros con 4023
especies, sin embargo, el nimero podria superar facilmente las 4500, por lo que es
considerado uno de los 17 paises con mayor diversidad de orquideas en el mundo
(Jijon, 2007, pag. 336). Del total de orquideas que existen en el pais, aproximadamente
el 40% son endémicas por la presencia de gran variedad de microclimas, razén por la
cual las orquideas tienen propension natural a la formacion de nuevas especies (Jijon,
2007, pag. 336) (Ecuagenera, 2011).

Esta familia aunque es muy numerosa, algunas especies se encuentran amenazadas 0
en peligro de erradicacion, debido al saqueo indiscriminado, destruccion de espacios,
contaminacion ambiental, incendios y deforestacion (Mayo, Cazares, Lazaro, &
Flores, 2010), el cambio climatico es también un factor relevante ya que provoca una
baja tasa de reproduccion natural por la disminucién de polinizadores (Tellez,
Hernandez, & Hernandez, 2007) (Arditti, Fundamentals of Orchis Biology, 1992, p.
692). Las alteraciones mencionadas han contribuido a que algunas orquideas se
encuentren catalogadas y reportadas en el libro rojo de especies amenazadas de
Ecuador, por esta razon es importante evaluar métodos eficientes de conservacion in

situ y ex situ (Valencia, Pitman, Ledn-Yénez, & Jorgensen, 2000).

Entre las técnicas ex situ mas usadas para la conservacion de tejidos esta, la criogenia
la cual consiste en someter a los tejidos vegetales a temperaturas muy bajas, de -196
°C temperatura a la que se encuentra el nitrégeno liquido. Se utiliza dos tipos de
enfriamiento: el rapido que consiste en la inmersidn rapida a nitrégeno liquido v, el
lento que se basa en el descenso escalonado de la temperatura hasta 40 °C y después
inmersion en nitrégeno liquido. Mediante la técnica de crioconservacion los tejidos
tratados pueden ser recuperados. Ademas, presenta ventajas frente a otras técnicas
tradicionales como la conservacion in vitro o in vivo; la principal razon es la
suspension completa del metabolismo, evitando asi el deterioro del material

conservado, la variabilidad en la herencia y el riesgo fitopatoldgico y fisiologico
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(Gonzalez A. , 2001). Segun la investigacion realizada en Rusia por Nikishina, Popov,
Kolomeitsevay, & Golovkin (2001), al efectuar la crioconservacion de semillas de
orquideas tropicales no presentaron efecto negativo y las semillas después del
almacenamiento germinaron con éxito, ademas se demostro la posibilidad de crear un

banco criogenético de orquideas.

El objetivo del presente estudio es plantear a la crioconservacion, como una técnica
alternativa de almacenamiento de semillas de orquideas nativas de Ecuador en
nitrogeno liquido para asegurar la conservacion del material vegetal sano a largo plazo,
y contribuir a la preservacion de un valioso recurso fitogenético de Ecuador, como son
las orquideas pertenecientes a los géneros Elleanthus, Epidendrum, Odontoglossum y
Oncidium, mediante la evaluacién de tres crioprotectores (Dimetilsulfoxido, Sucrosa
y Glicerol) y dos técnicas de enfriamiento (Ré&pido y Escalonado), para la
determinacion de un protocolo 6ptimo de almacenamiento de semillas por tiempo
indefinido y que sirvan como material de estudio e investigaciones cientificas en el

futuro.

El material base actualmente se encuentra almacenado en el centro de investigacion y
valoracion de biodiversidad (CIVABI) como el resultado del proyecto Banco de
germoplasma de Orquideas del Ecuador Fase I (seccion Cotacachi-Cayapas) ejecutado
por el Doctor Marco Fernando Cerna Cevallos, docente de la Universidad Politécnica
Salesiana, con Autorizacién de investigacion cientifica N° 08-2013-0869-1C_FAU-
FLO-DAPI-UNO-MAE emitido por el Ministerio del Ambiente.



Hipotesis

Hipdtesis alternativa

Al menos uno de los crioprotectores propuestos permitird una adecuada
crioconservacion de la mayoria de las semillas de orquideas nativas de Ecuador.

Hipdtesis nula

Ninguno de los crioprotectores propuestos permitirdn una adecuada crioconservacion

de la mayoria de las semillas de orquideas nativas de Ecuador.

Objetivos
Obijetivo general

Evaluar tres crioprotectores mediante la aplicacion de dos técnicas de enfriamiento
para la conservacion de semillas de cuatro géneros de orquideas nativas de Ecuador

utilizando nitrégeno liquido.

Objetivos especificos

e Describir morfolégicamente las semillas de cuatro géneros de orquideas
nativas de Ecuador para facilitar su identificacion.

e Determinar la viabilidad de semillas de cuatro géneros de orquideas sometidas
a procesos de crioconservacion usando dos metodologias de evaluacion.

e Determinar un protocolo 6ptimo de almacenamiento de semillas para cuatro
géneros de orquideas, mediante la evaluacidn de tres crioprotectores y dos
técnicas de enfriamiento, buscando obtener la mayor cantidad de semillas

viables.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Orquideas

1.1.1 Generalidades

Las orquideas forman parte de las monocotiledoneas, herbaceas y
perennes, constituyen una de las familias mas numerosas, con
aproximadamente 25000 especies y 800 géneros, su nombre proviene
del latin orchids que aparecid por primera vez en un manuscrito del
filosofo griego Theophrastus (371-285 a.C) el cual significa testiculo

por alusion a los pseudobulbos de algunas especies (Freuler, 2007).

1.1.2. Habitat

Las orquideas segun su hébitat se clasifican en:
-Epifitas: en su mayoria, estas crecen sobre los arboles, usandolos solo de apoyo.
-Terrestres: crecen en un compuesto de tierra y detritos vegetales.

-Litdfitas: crecen sobre roca, en pequefias cavidades donde quedan depositadas
(Fischer, 2007).

1.1.3 Taxonomia

Segun la clasificacion taxonémica APGIII Mark y James (2009).

Reino: Plantae (vegetal)
Division: Angiospermas
Clase: Monocotiledoneas
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae



Subfamilias segiin Menchaca & Moreno (2011).
Epidendroideae
Orchidoideae
Vanilloideae
Cypripedioideae

Apostasioideae

1.1.4 Morfologia de las orquideas

De acuerdo con el eje de crecimiento las orquideas suelen clasificarse en:
monopodiales, el tallo crece apicalmente provisto de raices en toda su longitud con
direccién longitudinal de forma indefinida y; simpodiales, poseen tallo o pseudobulbos
de crecimiento definido (Fig.1), una vez que ha florecido no pueden seguir creciendo,
dan origen a nuevos brotes a partir de una yema localizada en la base del tallo (Jijon,
2007, pag. 336).

Crecimiento de las orquideas.

Planta de creci

: Planta de crecimiento
simpodial con pseudobulbos

monopodial sin pseudobulbos

Figura 1. Crecimiento de las orquideas segln su eje de crecimiento.

Fuente: (Dodson, 1991)

Sus flores son muy caracteristicas y varian de tamarfio de unos pocos milimetros hasta
45 centimetros de didmetro, se encuentran de todos los colores e incluyen muchas
flores multicolores. Algunas orquideas son inodoras, mientras que otras tienen una

variedad de fragancias como la Maxillaria tennuifolia (Larson, 1996).



Su flor es hermafrodita de simetria bilateral (zygomorfa), posee tres sepalos (céliz) y
tres pétalos (corola); uno de los pétalos (el del medio) se ha modificado y por ello
recibe el nombre de labelo (Freuler, 2007). El labelo es la parte de la flor que desarrolla
mayores adaptaciones con la finalidad de atraer a los insectos polinizadores de la flor,
puede presentar caracteristicas como callos, producir néctar, aceites 0 compuestos
aromaticos. También envuelve a una pieza central llamada columna, es el lugar donde
se produce el polen y contiene los érganos sexuales femenino y masculino, entre estas
partes se encuentra el rostelo de forma puntiaguda y sirve como barrera para evitar que

se autopolinice (Fig. 2) (Jijon, 2007, pag. 336).

Estructura floral de Orchidaceae

Sépalo Sepalo

Columna L abelo

Péralo modifc e

Figura 2. Partes de la flor de una orquidea.
Fuente: (Freuler, 2007)

El ovario es infero esté situado debajo de todas las demas estructuras florales (sépalos,
pétalos, estambre y estigma) y se une a la vara de floracion a través de un pequefio
tallo llamado pedicelo o pedunculo, estos pueden contener miles y millones de évulos
(Jijon, 2007, pag. 336).

El polen es una masa llamado polinio ubicada en la antera formado por
dos, cuatro, seis u ocho paquetes amarillos, blancos o de otro color, en
algunos casos contienen unos apéndices Ilamados caudiculas
constituidas por una sustancia elastica formada dentro de la antera o

estipite como soporte celular mas o menos largo. La antera y polinios



se encuentran encerrados en una especie de receptaculo de la columna

Ilamado clinandrio (Dodson, 1991).

La inflorescencia se produce desde la axila de la hoja u opuesta a esta, en la base del
pseudobulbo, en la punta del vastago. Su estructura tipica es un racimo; también hay

inflorescencias en panicula, espiga y umbela (Fanfani & Rosi, 1988).

El tallo de las orquideas presenta tres tipos: tallos cilindricos, son alargados y erectos
con entrenudos de donde salen las hojas e inflorescencias; pseudobulbos son aéreos,
engrosados y abultados; y, cormosubterraneos gruesos, casi esféricos con varios
entrenudos (Menchaca & Moreno, 2011, pag. 48). “Presentan las hojas tipicas de
monocotiledoneas, con prominentes nervios paralelos y de forma alargada, algunas
especies tienen hojas peninervadas o profundamente lobuladas” (Jijon, 2007), pueden
ser gruesas o delgadas, suaves o frecuentemente plegadas, con variedad de formas
desde lineales, ovaladas o circulares y estdn formadas alternadamente a lo largo del
tallo (Larson, 1996).

La semillas de las orquideas son muy pequefias, su dimension varia entre 0,4 y 1,25
mm de longitud, consiste de un embrion indiferenciado suspendido dentro de una
estructura reticulada (la testa) y rodeado de un gran volumen de aire (Fig. 3), lo que le
permite flotar por periodos largos. Algunas especies pueden producir 1300 semillas
por fruto, mientras que otras pueden producir hasta 4 millones (Arditti, Fundamentals
of Orchis Biology, 1992). Las semillas estan desprovistas de reserva alimenticia
(endospermo) por lo que para lograr su germinacidn necesita la presencia de un hongo
(Lépez, 2004).

Semilla de orquidea género Epidendrum

Figura 3. Fotografia de semilla de orquidea género Epidendrum,

por E. Cueva & Moya, 2014




No presentan raiz principal, su sistema radicular esta formado por raices secundarias
que emergen del tallo (Jijon, 2007), estan cubiertas por un velamen; una especializada
epidermis de una 0 muchas capas de células que mueren paulatinamente a medida que
la raiz madura, este actiia como esponja para tomar agua y nutrientes, las puntas de las
raices son de color verde y el resto si esta en buenas condiciones son de color blanco
(Fischer, 2007).

“Los frutos son nombrados botanicamente como capsulas, divididos en tres en su
interior, los hay largos y ovalados o casi redondos, y pueden tener verrugas o ser muy
angulosos” (Menchaca & Moreno, 2011).

1.1.5 Orquideas en el Ecuador

“El Ecuador se encuentra entre los 17 paises con mayor diversidad de plantas en el
mundo, que a pesar de representar menos del 0,2% de la superficie del planeta, alberga
la mayor cantidad de especies por km?” (Jijon, 2007) (Vasquez & Saltos, 2009).

En los Gltimos 13 afios se han reportado 2433 especies vegetales nuevas en el pais, de
las cuales 1663 son nuevas para la ciencia. Actualmente se registran 18198 especies
de plantas vasculares de estas 17748 son nativas. La familia Orchidaceae actualmente
registra 228 géneros y 4300 especies, lo que representa que una de cada cuatro especies
de plantas que crecen en los habitats silvestres del pais es una orquidea (Garcia, Parra,
& Mena) (Ledn-Yénez, Valencia, Pitman, Endara, Ulloa, & Navarrete, 2011) (Neil &
Ulloa-Ulloa, 2005) (Ambiente, 2010a).

1.1.5.1 Endemismo de orquideas en Ecuador

La Familia Orchidaceae, aporta al fitoendemismo ecuatoriano con un tercio del total
de especies. En el pais existen orquideas en todos los pisos altitudinales desde los 0
hasta los 4500 msnm (Endara, 2009), sin embargo “la mayor cantidad de orquideas se
encuentran en microhabitats de los sistemas montafiosos comprendidos entre los 1500-
3000 msnm” (Sierra, Cerdn, Palacios, & Valencia, 1999).

“El endemismo registrado en el pais se debe a su posicién estratégica ya que es un

punto de convergencia de flora tiene presencia de la cordillera de Los Andes, corrientes
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marinas como la calida del Nifio y la Fria de Humbolt” (Jijon, 2007), las orquideas son
especialistas en ambientes y espacios restringidos, los microclimas que acogen a estas
especies poseen caracteristicas especiales y se encuentran distribuidas a lo largo del
territorio, asi mismo estas especies se encuentran amenazadas por el cambio acelerado
de los patrones climéticos y otros factores que pueden tener un impacto significativo
en la supervivencia principalmente en algunas regiones de los bosques de la Costa, asi
como en los bosques de Los Andes, donde se presenta el mayor endemismo de especies
(Sierra, Patrones y factores de deforestacion en el Ecuador continental 1990-2010 y un
acercamiento a los préximos 10 afios, 2013) (Ledn-Yanez, Valencia, Pitman, Endara,
Ulloa, & Navarrete, 2011).

1.1.5.2 Distribucion de orquideas Endémicas en Ecuador

En general se puede mencionar que “la diversidad de orquideas en el Ecuador, se
encuentra en un rango de altitud entre los 1000 y 3000 msnm. Bajo este rango la
diversidad representa el 22% del total de especies, en tanto que sobre los 3000 msnm
el 18%” (Jijon, 2007).

Las orquideas con su capacidad de adaptacion pueden colonizar cualquier ecosistema,
en nuestro pais no existe region o formacion vegetal en la que no hayan conquistado,
se las encuentra en las cuatro regiones y en las diversas altitudes de las formaciones
naturales (Jijon, 2007). "El estado de conservacion de la flora en el Ecuador continta
siendo un desafio. La mayoria de especies de plantas endémicas 3504 especies — cerca
del 78%, enfrenta algin grado de amenaza. Es asi, que 353 especies (8%) se encuentran
En Peligro Critico de extincion (CR), 1071 (24%) estan En Peligro (EN) y 2080 (46%)
se consideran Vulnerables (VU) (Ledn-Yanez, Valencia, Pitman, Endara, Ulloa, &
Navarrete, 2011).

“Actualmente las actividades de conservacion ex situ en el Ecuador tiene muchas
limitaciones; la principal es la financiera dado los costos elevados que este tipo de
conservacion conlleva y la falta de un presupuesto pre-asignado por el Estado para
estas actividades” (INIAP, 2008).

A continuacion se describen los géneros evaluados en el presente estudio.



1.1.6 Género Elleanthus

Este género es comudn en bosques humedos, bancos humedos abiertos;
pueden ser terrestres, epifitas o litdfitas, crecen hasta 2400 msnm.
Generalizada en las Antillas, México, América Central, Per( y el sur de
Brasil. Es una planta alta de 0,6 — 0,3 m de altura, robusta con simple
ramificacion anterior, en grupos dispersos; tallo frondoso, de 3-5 mm
de diametro, cubierto con vainas de las hojas. Hojas cartéceas, eliptico-
lanceoladas a estrechamente lanceolada, acuminadas larga,
conspicuamente nervadas, 10-23 c¢cm de largo, 2-7 cm de ancho.
Presenta inflorescencias con cabezas hemisféricas de muchas flores
cubiertas con liquido mucilaginoso, 3-8,5 cm de largo, 2,5-6 cm de
didmetro. Brécteas florales imbricadas, ovado-triangulares, los
exteriores sin flores, 2,5-6 cm de largo, 8-15cm de ancho. Flores color
rosa parpura (Fig. 4), en ovarios pedicelados que son 1-1,1cm de largo.
Sépalos oblongo-elipticos, de 9-13 mm de largo, 35 mm de ancho;
sépalo dorsal obtuso a subagudo, subaguda sépalos laterales a aguda,
apiculados. Pétalos lineal o blanceolados, obtuso 9-12 mm largo 1,5-
2,2 mm de ancho por encima de la media. Labio ampliamente
emarginado, sacada y con 2,5 mm de largo y 1,5 mm de ancho.
Columna ligeramente dilatada anteriormente, con un proyectar, proceso
obtuso en el lado anterior justo debajo de la estigma. Capsula elipsoide,
alrededor de 12 cm de largop y 5 mm de diametro.
Esta especie es muy comun en la mayor parte de América Central y el
norte de América Sur. Alcanza su maximo desarrollo en Los Andes de
Colombia y Per( (Oakes & Donovan, 1985) (Cavero, Collantes, &
Patroli, 1991).
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Elleanthus capitatus

Figura 4. Flor de Elleanthus capitatus
Fuente: (ECUAGENERA, 2014)

1.1.7 Género Epidendrum

Su nombre proviene del griego epi que significa sobre y dendrom arbol,
en alusion al habito de la mayoria de las especies que viven sobre
arboles. Uno de los géneros mas amplios de la familia, sobrepasando
las 1000 especies. Se encuentra principalmente en Centro y Sur
América. Aunque la mayoria son epifitas, algunas son litéfilas o
terrestres, generalmente presentan un tallo en forma de cafia que puede
llegar a medir hasta 2 metros de longitud. La inflorescencia es un
racimo terminal, con un numero variable de flores segun la especie.
Muy escasos individuos generan su inflorescencia lateralmente. Las
flores son de color, tamafio y aroma muy variados (Cavero, Collantes,
& Patroli, 1991). Estas especies también son conocidas como
“crucifijo” de tallo junciforme, la mayoria de especies tienen finos
tallos como juncos, otras los tienen gruesos formando pseudobulbos
funcionales (Fig. 5) estas catalogada en el mismo grupo de Brassavola,
Cattleya, Encyclia, Laelia Rhyncholaelia y Sophronitis (Nash & La
Croix, 2007).
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Epidendrum macrocarpum Rich.

Figura 5. Flor de Epidendrum macrocarpum Rich.

Fuente: (Aguirre, Leon, Yaguana, & Merino, 2011)

Debido a que la mayoria de especies proceden de diferentes altitudes, estas prefieren
ambientes célidos y luminosos. “Los tipos de Crucifijo o de tallo junciforme pueden
crecer en el suelo en zonas de clima frio y sin heladas. Algunas tienen un periodo de

reposo y otras crecen continuamente” (Nash & La Croix, 2007).

1.1.8 Género Odontoglossum

Su nombre proviene del griego odous, diente y glossa, lengua en alusién al callo del
labelo.“Crece en las regiones montafiosas del Centro y Sur America desde México
hasta Los Andes peruanos. EI mayor grupo de especies se encuentran en elevaciones
entre 1500-2700 msnm, aunque algunas especies se han encontrado a 3660 msnm”
(Cavero, Collantes, & Patroli, 1991).

Es un género que cuenta con unas 60 especies, es caracteristico de
entornos frios procedentes de las regiones montafiosas de Sudamérica,
se encuentra emparentado con Oncidium y Miltoniopsis. La mayoria de
especimenes poseen espigas largas o cortas con flores grandes y
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vistosas, amarillas y pardas a menudo araneiformes (Fig. 6). Las
especies ornamentales méas populares son las blancas y rosas, con los
segmentos mas anchos que hacen que parezcan redondas. En cuanto a
su cultivo prefieren ambientes frios y semisombreados, poco tolerantes
a sol directo en sus hojas (Nash & La Croix, 2007) (Fischer, 2007).

Odontoglossum halli Elegans

Figura 6. Flor de Odontoglossum halli Elegans

Fuente: (ECUAGENERA, 2014)

1.1.9 Género Oncidium

Etimologia del griego ankidion, tubérculo, en alusién a las callosidades del labelo de
todas las especies del género, sus especies son denominadas bailarinas, debido a la
dispersion floral semejante a un conjunto de bailarinas de ballet (Nash & La Croix,
2007).

Orquideas epifitas caracterizadas por sus flores que se presentan generalmente en varas

o ramilletes, crecen a mas de 2000 msnm (Fischer, 2007).

Constituyen un gran género de orquideas simpddicas, procedentes de

América tropical, este género contiene mas de 650 especies diferentes,
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en general se presentan con flores pardas y amarillas grandes
inflorescencias ramificadas (Fig. 7). La mayoria tiene un pseudobulbo
definido, 4 hojas en el apice. Sus inflorescencias crecen normalmente
en la axila de los brotes recién maduros. En muchas de las especies de
este género, el labelo es el rasgo més prominente. Florecen una vez del
pseudobulbo. Las necesidades de estas orquideas son diferentes
dependen del habitat y la altitud a la que crece la especie, la mayoria

prefiere ambientes intermedios (Nash & La Croix, 2007).

Oncidium sp

Figura 7. Flor de Oncidium sp

Fuente: (Grobler, 2012)

1.2 Conservacién de recursos fitogenéticos

“Los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la agricultura (RFAA) son cualquier
material de origen vegetal, incluido el material reproductivo y de propagacion
vegetativa que contiene unidades funcionales de la herencia, y que tiene valor real o

potencial para la alimentacion y la agricultura” (SMICS, 2014).
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1.2.1. Importancia de los recursos fitogenéticos

Los recursos fitogenéticos son importantes porque “permite la utilizacién de métodos
para captar la maxima diversidad de genotipos, asi como el uso de técnicas de
conservacion para una posterior regeneracion, amortiguando las pérdidas a través del

tiempo del material vegetal” (Rao N. , 2014).

Entre la conservacion de los recursos genéticos de la flora se distinguen principalmente

dos formas bésicas de almacenamiento:

1.2.2 Conservacion in situ

Se basan en la conservacion de las plantas en sus habitats naturales e
incluyen la conservacion en Parques Nacionales y en Reservas
Ecoldgicas, los cuales requieren un considerable espacio fisico, altos
costos asociados a la necesidad de mano de obra especializada, control
permanente de enfermedades y malezas, a la par que las plantas estan
expuestas a las inclemencias del clima y de los incendios (Scocchi &
Rey, 2001).

1.2.3 Conservacion ex situ

La conservacion ex situ complementa la conservacion in situ, almacenando a largo
plazo germoplasma representativo de las poblaciones, permitiendo un mejor
conocimiento de las caracteristicas anatdmicas, fisioldgicas y bioquimicas del material
almacenado, y proporcionando propagulos para su utilizacion en programas
educativos, programas de mejora genética de especies cultivadas y en planes de
reforzamiento, reintroduccion o introduccion (Mcnelly, Miller, Reid, Mittermeier, &
Werner, 1990).

Los métodos de conservacion ex situ implican la recolecciébn de muestras

representativas de la variabilidad genética de una especie y su mantenimiento fuera de

las condiciones naturales en las que la especie ha evolucionado. Las ventajas que
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proporcionan estos métodos son control directo sobre el material, facil accesibilidad y
disponibilidad (Mcnelly, Miller, Reid, Mittermeier, & Werner, 1990).

1.2.3.1 Tipos de conservacion ex situ

1.2.3.1.1 Bancos de semillas

“Son sitios convenientes para la conservacion de germoplasma ex situ, porque
permiten almacenar una gran variabilidad genética en forma econdmica y practica”
(Scocchi & Rey, 2001). Este protocolo de conservacion en general es mas
recomendado para semillas ortodoxas que resisten la desecacion y almacenamiento a
bajas temperaturas (entre 5°C y -20 °C) sin que ello implique pérdida de viabilidad,
sin embargo es inadecuado para semillas recalcitrantes que no resisten la desecacién
(Abdelnour, A, 1994, pag. 38).

1.2.3.1.2 Coleccion de campo

Constituyen el método tradicional de conservacion ex situ de recursos fitogenéticos,

existen:

Jardines Botanicos: Son instituciones que mantienen colecciones documentadas de
plantas vivas con el propdsito de realizar investigacion cientifica, conservacion,
exhibicion y educacion. Los jardines botanicos y algunas colecciones afines posibilitan
la conservacion ex situ de las especies, es decir, que las plantas vivan y se preserven
fuera de su ambiente original, asi como también permiten la conservacion in situ, es
decir, en su propio ambiente, en los jardines que se encuentran ubicados en areas con
vegetacion natural. Desempefian un papel importante en la clasificacion, evaluacion y
utilizacion sostenible de la riqueza genética vegetal del planeta (Sanchez, 2011) (Wyse
& Sutherlan, 2000).

Colecciones de plantas: “constituyen el método tradicional de conservacion ex situ de

recursos fitogenéticos que permiten mantener plantas vivas, se aplica en aquellas

especies que permiten una reproduccion vegetativa” (Abdelnour, A, 1994, pag. 38).
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1.2.3.1.3 Conservaciéon in vitro

“Son centros orientados al almacenamiento mediante propagulos de una parte
representativa de la variabilidad genética correspondiente a una determinada especie”
(Iriondo, 2001). En los mismos se busca maximizar la diversidad de ejemplares
recolectados de poblaciones en campo o en su centro de origen (Wang, Fan, & Liaw,
2005).

1.2.3.1.3.1 Tipos de conservacion in vitro

Almacenamiento mediano plazo: consiste en mantener los cultivos
(yemas, plantulas o meristemos) en condiciones fisicas (factores
ambientales) y quimicas (composicién del medio), que permita
extender al méximo el intervalo de transferencia a los medios de cultivo
frescos, sin afectar su viabilidad y reduciendo la posibilidad de pérdida
por manipulacion y contaminacion. La reduccion en la tasa de
crecimiento se logra disminuyendo en unos grados la temperatura del
ambiente o intensidad de la luz dependiendo la temperatura de

almacenamiento y la especie (Abdelnour, A, 1999, pag. 870).

Almacenamiento largo plazo: “consiste en suprimir totalmente el crecimiento y
metabolismo del material almacendndolo a ultras bajas temperaturas con nitrégeno
liquido por tiempo indefinido” (Abdelnour, A, 1994).

1.3 Crioconservacién

Es una técnica que consiste en llevar material bioldgico desde su temperatura
fisiolégicamente normal hasta ultra bajas temperaturas (-196 °C) y de nuevo a su
temperatura normal sin causar dafio (Abdelnour, A, 1994, pag. 38), para alcanzar
condiciones de ausencia de agua en estado liquido, baja cinetica molecular y una
difusion extremadamente lenta y asi lograr que las reacciones quimicas se paralicen

(Pritchard, Cryopreservation of seeds, 1995).
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Permite el almacenamiento durante periodos prolongados (mayores a un afio)
utilizando nitrégeno liquido, en algunas ocasiones se puede combinar con otros gases
inertes (como helio o argdén) (Garcia-Aguila, De Feria, & Acosta, 2007). El nitrégeno
liquido se utiliza porque detiene todas las actividades metabdlicas, inmediatamente al
hacer contacto con el explante (Withers, Wheelans, & Williams) (Engelmann, 1991)
y, a la vez, permite que los tejidos conserven la viabilidad sin que ocurran alteraciones
fisioldgicas (Benson, Johnston, Muthusamy, & Harding , 2006). EIl éxito de la
crioconservacion depende del acondicionamiento del material para que resista tanto al

congelamiento como el descongelamiento (Villalobos & Engelman, 1995).

1.3.1 Ventajas de la crioconservacion

El material vegetal crioconservado se puede preservar sin variabilidad genética en
espacios reducidos, en condiciones seguras (Hirai & Sakai, 2000), ya que una vez
almacenado no se manipula, se encuentra protegido de agentes contaminantes y en
caso de necesitar una muestra especifica esta puede ser descongelada y las plantas
recuperadas y multiplicadas en corto tiempo. EI mantenimiento requerido es minimo
solo el llenado del tanque para que permanezca a un nivel aceptable de seguridad
(Abdelnour, A, 1999).

1.3.2 Métodos de crioconservacion

Actualmente existen dos tipos de metodologias para llevar a cabo la crioconservacion:

tradicional y vitrificacion.

1.3.2.1 Método tradicional

Involucra un pretratamiento con un crioprotector, que después es sometido a una
congelacién lenta, empleando un aparato de enfriamiento programado y su posterior
inmersion en nitrégeno liquido (Engelmann, F, 2000). Se utilizan sustancias
crioprotectoras para proteger al material vegetal de los dafios del congelamiento y
descongelamiento, los mas utilizadas son DMSO (5%-15%) y glicerol; también se
emplean otras sustancias como azUcares, azUcares-alcoholes, aminoacidos y polimeros

de alto peso molecular (Roca & Mogrinski, 1991).
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Etapas de crioconservacion:

Segun Abdelnour (1994), las etapas de crioconservacion son cinco:

a)

b)

Seleccion y aislamiento del material a conservar: se debe considerar la
estabilidad intrinseca.

Pretratamiento y crioproteccion: se induce cierto grado de deshidratacion en
las célula vy tejidos para evitar dafios causados por la formacion de cristales de
hielo, puede mantenerse desde unos pocos minutos hasta varios dias en
presencia de sustancias crioprotectoras.

Congelamiento: puede ser ultra rdpido por inmersion directa en nitrégeno
liguido o lento siendo necesario un congelador programable para obtener
resultados precisos y reproductibles.

Descongelamiento: se lo realiza por inmersion de los crioviales que contienen
las muestras en bafio de agua a 40 °C.

Recuperacion: consiste en el lavado o dilucion de los crioprotectores y el

cultivo de las muestras en condiciones Optimas para asegurar su crecimiento
(pag 38).

1.3.2.1.1 Agentes crioprotectores

Los criopreservantes son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad,
que disminuyen el punto eutéctico de una solucién (punto en el cual una
composicion dada de A y B solidifica como un elemento puro), el
descenso implica que se alcanzard una concentracién de solutos a una
temperatura menor, de forma que la célula estard mas deshidratada y el
gradiente osmotico al que estara sometido sera menor (Avila-Portillo,
L; Ledn, M; Acosta, L; Gomez, C; Delgado, L; Gémez, C; Lozano, J;
Reguero, M, 2006).
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1.3.2.2.1 Tipos de agentes crioprotectores

Crioprotectores penetrantes:

Incrementan el volumen de la solucion intracelular, evita una excesiva concentracion
de electrolitos toxicos en la fase no congelable o aumentan la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica contribuyendo a la deshidratacion. Adicionalmente, a los
crioprotectores penetrantes se les atribuye la accion de disminuir el punto de fusion de
la solucidn intracelular, factor decisivo para evitar la formacion de cristales de hielo
en el medio intracelular (Mazur, 1984).

Entre los crioprotectores penetrantes se pueden citar el glicerol, propanediol y el mas
utilizado el DMSO.

El DMSO (dimetilsulfoxido) es facilmente miscible y rapidamente absorbido por las
células, no es toxico a bajas concentraciones y se elimina facilmente en el lavado
(Jijon, 2007). “Su accion crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de
prevenir acumulacion excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de
congelamiento y la formacion de cristales de hielo que rompen la estructura de la
membrana, su bajo peso molecular permite la entrada rapida través de la membrana
celular’ (Garcia, 1984).

Crioprotectores no penetrantes

Son sustancias de alto peso molecular, efectivas a velocidades altas de congelacion,
son importantes por ejercer su accién crioprotectora promoviendo la réapida
deshidratacion celular y suelen usarse asociadas a los agentes penetrantes. Los
crioprotectores mas utilizados son: sacarosa, glucosa, dextrosa y dextrano. Estos
compuestos generalmente son polimeros, que forman puentes hidrogeno con el agua,
reduciendo la actividad del agua a una magnitud mucho mayor que la que se predeciria
por su concentracion molar (Avila-Portillo, L; Le6n, M; Acosta, L; Gémez, C;
Delgado, L; Gémez, C; Lozano, J; Reguero, M, 2006).
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1.3.2.2 Método basado en vitrificacion

“Permite la transicion del agua a una fase amorfa o vitrea, en la que se impide la
formacion de cristales de hielo durante el proceso de congelacion” (Villa & Sanchez,
2003), agregandole crioprotectores para luego deshidratar los tejidos con soluciones
vitrificantes, la cual contiene altos niveles de sacarosa y otros crioprotectores en un

medio de cultivo, que suele ser Murashige y Skoog (Pérez, 2006).

Etapas de vitrificacion segun Pérez (2006).

a) Tratamiento del material vegetal con crioprotectores: es similar al método
tradicional se somete a pretratamientos con manitol, sorbitol, glicerol entre
otros crioprotectores.

b) Deshidratacién de los tejidos con soluciones vitrificantes: se colocan las
muestras en la solucion de vitrificacion, la cual contiene altos niveles de
sacarosa y otros crioprotectores en un medio de cultivo que suele ser MS.

¢) Rapido enfriamiento por inmersion en nitrégeno liquido.

1.4 Métodos de congelamiento

1.4.1 Congelamiento rapido

El material genético se coloca directamente en nitrogeno liquido (NL). La velocidad
de disminucion de la temperatura puede ser de hasta 1000 °C /min. Uno de los riesgos
de este procedimiento, es la formacion de cristales intracelulares de hielo que pueden
dafar el material vegetal. Este efecto se evita empleando sustancias crioprotectoras
adecuadas, procurando que el congelamiento se produzca tan rapidamente como sea
posible a mayor velocidad de congelamiento menor tamario de los cristales de hielo.
También es conveniente emplear un volumen pequefio de material vegetal cuyo

contenido de agua sea bajo (Nitzsche, 1983).
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1.4.2 Congelamiento lento

El material vegetal se congela de modo gradual. La disminucion de la temperatura
oscila entre 0,1 y 3 °C/ min. “Este procedimiento permite una deshidratacion celular
protectora, de manera que los cristales de hielo se forman extracelularmente”.
Generalmente el material se congela lentamente, a una velocidad adecuada, hasta que
alcance la temperatura determinada usualmente -40 °C, punto en el que la mayor parte
del agua ha sido congelada extracelularmente en nitrogeno liquido. También puede
mantenerse durante un periodo de tiempo a esa temperatura antes de su transferencia
al nitrégeno liquido. EI congelamiento lento ha sido empleado en crioconservacion de

materiales vegetales en numerosas especies (Roca & Mogrinski, 1991).

1.5 Nitrégeno liquido

“El nitrogeno liquido (N,) es un gas licuado, incoloro, inodoro, no combustible, no
toxico, es un liquido no agresivo con una temperatura de ebullicion de -196°C, a esta
temperatura es muy Util en una amplia gama de aplicaciones especialmente como

refrigerante” (Palma, 2007).

“Se usa en el ambito sanitario como elemento de criopreservacion bioldgicay con fines
terapéuticos, los principales peligros que presenta el nitrogeno liquido son:
qguemaduras frias, congelacién, hipotermia, deficiencia de oxigeno en el aire, asfixia,
dafos a equipos, presurizacion y explosion” (Gonzalez, Gémez, Garcia, & Chaves,
2007, pag. 37).

1.6 Viabilidad de semillas de orquideas

La longevidad de las semillas de orquideas depende de las condiciones de
almacenamiento de las mismas. Muchas pierden rapidamente su viabilidad si se
mantienen a temperatura ambiente (20-24°C). La viabilidad puede mantenerse por mas
tiempo si las semillas se guardan con un desecante apropiado (cloruro de calcio o
silicagel) y a bajas temperaturas (0-10°C) (Arditti, J, 1979).
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Los test de viabilidad permiten comprobar las zonas de tejido que han muerto y cuales
han sobrevivido al frio, se puede llevar a cabo la evaluacion de forma visual, realizando
el re-cultivo y determinando la capacidad de regeneracion utilizando TTC (cloruro de
2, 3,5- trifeniltetrazolio) que colorea el tejido que ha sobrevivido o midiendo la
conductividad eléctrica, que permite estimar el dafio producido en las membranas
celulares (Scocchi & Rey, 2001).
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CAPITULO 2
MARCO METODOLOGICO

2.1 Materiales

Semillas de orquideas, espatula, portaobjetos, cubreobjetos, pinzas, criovales de 2ml,
tubos eppendorf de 2ml, vacutainer, tubos de pléastico de 50ml, vasos de precipitacion,
tubos de ensayo, cajas petri, matraz erlenmeyer, mechero, jeringuillas de 5y 10 ml,
frascos Boeco de 500 y 1000 ml, papel rollopack, servilletas esterilizadas, pinzas,

gradillas, papel aluminio, guantes, gafas de seguridad, fosforos.

2.2 Reactivos

Silica gel, sacarosa 10%, agua destilada, alcohol 96%, alcohol 70%, nitrégeno
liquido, tetrazolio 1%, DMSO (Dimetilsulféxido) 1M, glicerol 1M, sucrosa 1M,
Buffer 6,5, medio Comercial MS (Murashige y Skoog), agar, hidroxido de sodio,
hipoclorito de sodio al 3%, carbén activado, tween 20, isopropanol, agua oxigenada
10%.

2.3 Equipos

Desecador, refrigerador, balanza analitica, agitador magnético, microscopio con
camara incorporada marca Micros®, potenciometro, autoclave, camara de
crecimiento, microondas, estufa, camara de flujo laminar, desecador, micropipeta,

tanque de nitrégeno liquido y congelador a -80 °C.

2.4 Ubicacion

Las semillas de orquideas se encuentran almacenadas en el Banco de germoplasma de
Orquideas del Ecuador Fase | (seccién Cotacachi-Cayapas) ejecutado por el Doctor
Marco Fernando Cerna Cevallos docente de la Universidad Politécnica Salesiana con
autorizacion de investigacion cientifica N° 08-2013-0869-1C_FAU-FLO-DAPI-UNO-
MAE (Anexo 4).

El trabajo experimental se desarrollo en la Universidad Politécnica Salesiana, Sede
Quito, Campus EI Giron, en los laboratorios del Centro de Investigacion y Valoracion
de la Biodiversidad (CIVABI) ubicado en: 0°12'28.34" S 78°29'15.09" W.

El cuarto de crecimiento se encontré a 18 °C con un fotoperiodo de 16/8 horas de

luz/oscuridad con 50%-60% de humedad relativa.
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2.5 FASE 1: Descripcion morfoldgica de semillas de cuatro géneros de orquideas.

2.5.1 Procedimiento

Las semillas de los cuatro géneros de orquideas fueron sometidas a un pretratamiento,
en un desecador con silica gel por un periodo de 15 dias con el fin de reducir la

humedad para su mejor conservacion.

Para determinar la morfologia de las semillas de orquideas se procedio a observar 20
semillas aleatoriamente bajo el microscopio, la muestra se coloco en un portaobjetos

con ayuda de un asa.

Se realizaron las observaciones de los cuatro géneros con el lente 40X, identificando
el color de las semillas con la referencia de una escala colorimétrica (Anexo 1) y la
forma con la ayuda de Clifford y Smith (1969) (Anexo 2) y Arditti, J (1979) (Anexo
3), para la longitud y didmetro mayor se utiliz6 el programa “Measure” preinstalado
en el microscopio. La medicién se realiz6 en milimetros y se tomaron fotos como

soporte grafico.

En la balanza analitica se pesé 1 mg de semillas sobre un portaobjetos, luego se
procedio al conteo de las semillas bajo el microscopio, marca Micros® modelo
CROCUS I, con la finalidad de determinar cuantas semillas de orquideas hay en un

miligramo.
Disefio Experimental

a) Tipo del disefio

Se utiliz6 el Disefio Completamente al Azar.

b) Caracteristicas del experimento
Unidad experimental: una semilla por género de orquideas.
Géneros experimentales: cuatro géneros.

Numero de repeticiones por tratamiento: veinte repeticiones.
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c) Andlisis Estadistico
Se evaluaron los resultados a través de un andlisis de varianza. Las comparaciones
multiples de medias se analizaron con la prueba de Duncan. Para la significancia se

consider6 a. = 0,05.

Variable independiente: cuatro géneros de semillas de orquideas.
Variable dependiente: morfologia de las semillas.
Indicadores:

Color: se determin por observacion bajo el microscopio, se otorgaron valores que
fueron desde: amarilla, verde, verde claro, verde grisaceo, verde oscuro y verde
amarillento, a cada color se le otorgo un cédigo constituido por letras y nimeros segin

la escala colorimétrica y un equivalente numérico (Anexo 1) (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis de color en semillas de cuatro géneros de orquideas.

Color Equivalente Numérico | Cddigo del Color
Amarillo 2 2A
Amarillo Verdoso 8 8AV
Verde 1 v
Amarillo verdoso 3 3AV

Nota: Analisis, por E. Cueva & M.Moya, 2014

Forma: Se observd bajo el microscopio y se identificd la forma comparando con los
gréficos descritos por Clifford y Smith (Anexo 2) y Arditti.J, 1979 (Anexo 3), los

cuales muestran la diversidad de formas de las semillas de orquideas.

Longitud y Diametro de la semilla: se midié en mm desde el apice hasta la base de la
semilla y, el diametro mayor de la misma (Fig. 8) con la ayuda del programa
“Measure” pre instalado en el microscopio. Se eligié el lente de acuerdo al tamafio de

las semillas.
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Medicién de longitud y diametro de las semillas de los cuatro géneros bajo el microscopio.

Figura 8. A género Elleanthus, B género Odontoglossum, C género Epidendrum, D género Oncidium,
por

E. Cueva & M. Moya, 2014
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Numero de semillas de orquideas en un miligramo: se pesd en un portaobjetos un
miligramo de semillas de orquideas, posteriormente se procedié al conteo de las

semillas con la ayuda del microscopio.

Los indicadores descritos fueron evaluados antes del proceso de crioconservacion.

2.6 FASE 2: Determinacion de la viabilidad de semillas de orquideas sometidas a

procesos de crioconservacion.
2.6.1 Procedimiento

2.6.2 Prueba de Tetrazolio

Para el desarrollo de la prueba de tetrazolio [2, 3,5- cloruro trifenil tetrazolio (CTT)]
se prepard una solucion buffer 6,5. Segin la metodologia de (INSTA, 2006), se
disolvio 3,63g de fosfato monobasico de potasio (KH,P0,) mas 7,139 de fosfato acido
de sodio (Na,HPO,) en agua destilada con un pH entre 6 a 8, la solucidn de tetrazolio
al 1% se prepar6 con 100ml de la solucién buffer mas 1g de sal de tetrazolio con pH
de 5,8.

Se procedio6 a pesar 1mg de semillas en un tubo eppendorf, embebiéndolas en agua
destilada por 24 horas a temperatura ambiente como pre acondicionamiento, con ayuda
de una jeringuilla se elimind el agua y se afiadio 1,5 ml de sacarosa al 10% por 24
horas a temperatura ambiente, el liquido fue eliminado, se afiadié 2ml de solucion de
tetrazolio. Las semillas fueron incubadas en bafio Maria a 30°C por 24 horas,

transcurrido el tiempo se eliming el tetrazolio y se agreg6 agua destilada.

Las semillas de los géneros Epidendrum y Oncidium fueron incubadas en bafio Maria

por 48 horas para que se tifian de mejor manera.

La variable evaluada en esta fase fue la viabilidad de la semilla, para ello se prepar6
una placa con dos gotas de semillas en un portaobjetos, cubierta con un cubre objetos,
se observo en el microscopio y se determiné su viabilidad realizando un conteo de las
semillas por divisién de cuadrantes de acuerdo a su tincidn e intensidad de coloracion.
Si la semilla present6 color rojo-rosa, se clasificd como viable, si no present6 color, se
catalogé como no viable (Fig. 9), indicativo de la muerte o0 poca viabilidad de las

células.
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Metodologia de evaluacidn de semillas con tetrazolio

Figura 9. a)Semilla tefiida con tetrazolio, b) Semilla sin tefiir con tetrazolio, por

E. Cueva & Moya, 2014

2.6.2 Prueba de Presencia de embrién

Sobre un portaobjetos se colocd 0,5 mg de semillas de orquideas sumergidas en agua
destilada, se observd bajo el microscopio y determind su viabilidad realizando un
conteo de acuerdo a la presencia o ausencia de embrion. Si la semilla presenté embridn,
se clasific6 como viable, si no presentd embrion, se catalogé como no viable (Fig. 10),
se considero el numero de semillas con embrion sobre el total de semillas evaluadas

por cien (Cerna, 2014).
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Metodologia de evaluacion con presencia de embrion

A

Figura 10. a) Semilla tefiida con presencia de embrion, b) Semilla sin embridn, por
E. Cueva & Moya, 2014

Disefio Experimental

a) Tipo del disefio

Se utiliz6 el Disefio Completamente al Azar.

b) Caracteristicas del experimento
Unidad experimental: 0,5 mg de semillas de orquideas en un tubo eppendorf de 2ml.
Géneros experimentales: cuatro géneros.

NUmero de repeticiones por tratamiento: tres repeticiones.

c) Analisis Estadistico
Método de anélisis:
Se evaluaron los resultados a través de un analisis de varianza confrontando las
respuestas de las semillas de orquideas en relacion al tetrazolio (semillas viables versus
no viables). Las comparaciones multiples de medias se analizaron con la prueba de

Duncan. Para la significancia se consideré a = 0,05.

Variable independiente: cuatro géneros de semillas de orquideas.
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Variable dependiente: viabilidad por tetrazolio y presencia/ausencia de embrion.

Indicadores:

Porcentaje de viabilidad: se obtuvo mediante la division del niamero de semillas tefiidas

sobre el total de las semillas evaluadas por cien.

Porcentaje de semillas con presencia de embridn: se obtuvo mediante la division del

namero de semillas con embridn sobre el total de semillas evaluadas por cien.

Las pruebas mencionadas se realizaron a las semillas de los cuatro géneros antes y

después del proceso de crioconservacion.

2.7 FASE 3: Determinacion de un protocolo de almacenamiento de semillas de

orquideas utilizando nitrégeno liquido.

2.7.1 Preparacion de medio de cultivo

El medio utilizado para la evaluacion in vitro fue:

M&S (Murashige y Skoog): En un vaso de precipitacion con 600ml de agua destilada,
se disolvieron 34,4 g de medio comercial homogenizado con agitador magnético, una
vez disuelto el contenido se afor6 con agua destilada hasta un litro, se ajusto el pH a
5,8 utilizando hidréxido de sodio en caso de acidez o &cido clorhidrico por alcalinidad,
luego se adiciond 8g de agar, con la ayuda del microondas se homogenizé la mezcla y
agregd 1g de carbdn activado. EI medio fue dispensado en tubos de ensayo con
aproximadamente 10ml, se cubrieron con tapas de papel aluminio y rollo pack;

finalmente el medio se autoclav6 a 121 °C durante 40 minutos.

2.7.2 Protocolo de desinfecciéon de semillas

Para la desinfeccion se pesd 20 mg de semilla de orquidea por cada género, en camara
de flujo laminar las semillas fueron colocadas en una jeringuilla de 50ml, ubicando en

la punta de la misma algodon como filtro. El protocolo de desinfeccion se llevo a cabo
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con una solucion de cloro al 3% méas tween 20 (agente tenso-activo), se agitd
constantemente por 3 minutos, se dejo sedimentar las semillas, pasado el tiempo de
contacto se desechd la primera solucién, posteriormente se realizd el mismo
procedimiento con alcohol al 70%, seguidamente se realizé el enjuague de las semillas
con agua destilada estéril por tres ocasiones con una duracion de 3 minutos por

enjuague para proceder al proceso de crioconservacion (Anexo 5).

2.7.3 Protocolo de crioconservacion

Para la crioconservacién, se colocaron en los criovales 0,5 mg de semillas,
posteriormente fueron refrigerados a -30 °C durante una hora. Trascurrido este tiempo,
se dejo a temperatura ambiente, hasta estabilizarlos.

Una vez climatizados los criovales, se colocaron los crioprotectores segun el

tratamiento establecido, como se muestra en el Tabla 2.

Tabla 2. Interaccién entre crioconservante, dos técnicas de enfriamiento y tres crioprotectores

por género.

CRIOCONSERVANTE
Nitrogeno Liquido

Técnica Crioprotector
Répida Tratamiento | DMSO 1M (ml) | Sucrosa 1IM(ml) | Glicerol 1M (ml)
C1 1,5 - -
C2 0,75 0,75 -
C3 0,75 - 0,75
C4 0,5 0,5 0,5
Escalonada | Tratamiento | DMSO 1M (ml) | Sucrosa 1IM(ml) | Glicerol 1M (ml)
C1 1,5 - -
C2 0,75 0,75 -
8 0,75 - 0,75
C4 0,5 0,5 0,5

Nota: Crioconservacion, por E. Cueva & B. Moya, 2014.
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En la técnica rapida los criovales son llevados directamente a nitrégeno liquido y en
escalonada fueron colocados en isopropanol por 24 horas a — 80 °C, luego se
trasladaron al tanque de nitrogeno liquido donde permanecieron por 3 mes.

2.7.4 Descongelacion

Posterior al tiempo de almacenamiento, se procedié a la descongelacion, retirando los
crioviales del tanque de nitrégeno liquido y transfiriéndolos a bafio Maria a 40°C

durante 2-3 min hasta observar que los cristales de hielo hayan desaparecido.

2.7.5 Lavado de crioprotectores

En la camara de flujo laminar se procedid a retirar la solucién crioprotectora, se utiliz6
una micropipeta automatica para eliminar el liquido de los criovales, luego se realiz6
el protocolo de desinfeccidn antes mencionado y finalmente se coloco las semillas en

agua estéril.

2.7.6 Protocolo de cultivo in vitro

En cdmara de flujo laminar desinfectada con alcohol al 70%, sablon y 15 minutos con
luz UV se procedio al protocolo de siembra, se utilizaron las semillas previamente
desinfectadas, fueron tomadas con la ayuda de una micropipeta para ser sembrada en
los tubos de ensayo con el medio semisélido MS comercial méas carbdn activado. Se
colocaron 0,25 pl de semillas y agua oxigenada para evitar contaminacion. Finalmente

se etiquetd con el tipo de tratamiento y repeticion.

2.7.7 Incubacion

Los tubos de ensayo sembrados se incubaron durante 3 meses sobre anaqueles a 40
centimetros de distancia de la fuente luminosa, bajo tubos fluorescentes de 20 watts,
en el cuarto de crecimiento, a 18 °C con un fotoperiodo de 16/8 horas de luz/oscuridad.

Al final de este periodo se evalud el estado de germinacion.
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Disefio Experimental

a) Tipo del disefio

Se utilizo el Disefio de Bloques Completamente al Azar.

b) Caracteristicas del experimento

Crioconservacion

Unidad experimental: 1 mg de semillas de un género de orquidea, embebido en una
combinacién de crioprotectores contenidos en criotubos de 2 ml, sumergidas en
nitrogeno liquido.

Géneros experimentales: cuatro géneros.

Numero de repeticiones por tratamiento: cinco repeticiones.

Cultivo in vitro

Unidad experimental: 0,25 pl de la suspension de semillas sembradas en un tubo de
ensayo con 10ml de medio MS mas carbon activado.
Géneros experimentales: cuatro géneros.

NUmero de repeticiones por tratamiento: diez repeticiones.

c¢) Analisis Estadistico

Meétodo de andlisis:

Se evaluaron los resultados a través de un analisis de varianza confrontando las
respuestas de las semillas de orquideas en relacién a los tres crioprotectores
experimentados y las dos técnicas de enfriamiento. Las comparaciones multiples de
medias se analizaron con la prueba de Duncan. Para la significancia se considerd a =

0,05.
Variable independiente: semillas de cuatro géneros de orquideas, tres criopreservantes
(DMSO 1M, Sucrosa 1M, Glicerol 1M) y dos técnicas de enfriamiento con nitrégeno

liquido (rapido/escalonado).

Variable dependiente: viabilidad.
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Indicadores:

Evaluacion ex vitro

Color: se determin6 por observacion bajo el microscopio, se otorgaron valores que
fueron desde: amarilla, verde, verde claro, verde grisaceo, verde oscuro y verde
amarillento, a cada color se le otorgo un cédigo constituido por letras y nimeros segun

la escala colorimétrica y un equivalente numérico (Anexo 1) (Cuadro 1).

Forma: se observd bajo el microscopio y se identificé el nimero de la forma,
comparando con los graficos descritos por Clifford y Smith (Anexo 2) y Arditti.J, 1979

(Anexo 3), los cuales muestran la diversidad de formas de las semillas de orquideas.

Longitud y Didmetro de la semilla: se midié en mm desde el &pice hasta la base de la
semillay, el diametro mayor de la testa (Fig. 8) con la ayuda del programa ‘“Measure”

pre instalado en el microscopio, se eligio el lente de acuerdo al tamafio de las semillas.

Porcentaje de viabilidad por tetrazolio y presencia de embrion: se realizd el test de
tetrazolio y presencia de embridn después de los tres meses de haber introducido las

semillas de orquideas en crioconservacion.

Evaluacion in vitro

Porcentaje de germinacion de semillas crioconservadas: se tomaron 0,25 pl de la
suspension de semillas de cada codigo provenientes de las pruebas de crioconservacién
y se cultivd en medio Murashige y Skoog + carbon activado con 10 repeticiones,

posteriormente se evalud a los tres meses la respuesta de germinacion.

Porcentaje de contaminacion bacteriana y fangica: A los 90 dias de haber sembrado
las semillas de orquideas, se contd los tubos de ensayo contaminados, tomando como
indicador la presencia o ausencia de unidades formadoras de colonias tanto bacterianas

como fungicas.
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CAPITULO 3

RESULTADOS-DISCUSION

3.1 FASE 1: Describir morfologicamente las semillas de cuatro géneros de orquideas.

Las comparaciones multiples de medias se analizaron con la prueba de Duncan. Para
la significancia se considerd a = 0,05. Se realiz6 un analisis de los valores obtenidos
para las variables longitud de semillas y nimero de semillas por un miligramo (Tabla
3), se encontrd que existié diferencia significativa para género (p=<0,0001) con un
coeficiente de variacion de 8,37 y 11,47 respectivamente. Mientras que el didmetro y
la forma de la semilla no presentaron diferencia significativa entre géneros.

Para la variable color de semillas se encontr6 que existio diferencia significativa para

género (p=<0,0001) con un coeficiente de variacién de 17,97.

Tabla 3. Promedio (z) el error estandar de la longitud, diametro nimero de semillas en un mg,

formay color de semillas de cuatro géneros de orquideas.

Longitud | Didmetro
. . , . Forma Color
Cddigo| Género (mm) * (mm) Semillas/mg *
Elleanthus 6+0,14b | 1,8+0,14b
1 0,28+0,01a | 0,06+0,01a| 982,5+18,72a
Odontoglossum 1+0,14 a 8+0,14d
2 0,6+0,01d | 0,08+0,01a | 739,7+18,72b
Epidendrum 1+0,14 a 1+0,14 a
3 0,56+0,01 ¢ | 0,07+0,01a | 702,75+ 18,72b
Oncidium 1+0,14a | 3,25+0,14 ¢
4 0,39+0,01 b | 0,07+0,01a 495,1+ 18,72b

Nota: *Diferencia significativa, Diferentes letras presentan diferencia significativa, por E. Cueva &
M. Moya, 2014.
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3.1.1 Género Elleanthus

Para el género Elleanthus la semilla present un promedio de longitud de 0,28mm en
un rango que va desde 0,231 a 0,362mm, un promedio de didmetro de 0,06 con un
rango entre 0,054 a 0,079mm. El promedio de peso es el mas alto de los cuatros
géneros con 982,5 semillas por miligramo, lo que indica que una semilla tiene un peso

aproximado de 1,017 ug.

La forma de la semilla es ensanchada en el centro con un extremo puntiagudo y el otro
extremo cuadrado (Fig. 11), el cual fue comparado con el grafico de formas de semillas
segun Arditti, J (1979) (Anexo 3), siendo la forma predominante la nimero 6. La
variable de color vista bajo el microscopio obtuvo un promedio de color de 1,8 lo que

significa que su color es amarillo (N°2).

Semillas del género Elleanthus

Figura 11. Semilla, por E. Cueva & M.Moya, 2014

3.1.2 Género Odontoglossum

En relacion a la variable de longitud presenté un promedio de 0,6mm en un rango
desde 0,536 a 0,702mm y un promedio de didmetro de 0,08mm en un rango desde
0,075 a 0,124mm. En miligramo se cuantificaron en promedio 739,7 semillas de

orquideas, lo que indica que una semilla tiene un peso promedio de 1,35 ug.

Su forma es ensanchada en el centro con sus dos extremos puntiagudos (Fig. 12 ) por

lo que se coloco en la forma 1, segun los autores Clifford y Smith (Anexo 2).
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La variable de color present6 un promedio de color 8 que significa que la semillas son
de color amarillo verdoso (N°8).

Semilla del género Odontoglossum

N

Figura 12. Semilla, por E. Cueva & M.Moya, 2014

3.1.3 Género Epidendrum

Con un promedio de la variable de longitud de 0,56mm en un rango entre 0,421 a
0,670mm y un promedio de didmetro de 0,07mm en un rango de 0,046 a 0,095mm
Present6 un promedio de 702,75 semillas de orquideas por cada miligramo, lo que

indica que una semilla tiene un peso aproximado de 1,42 ug.

Su forma fue comparada segun Clifford y Smith (Anexo 2) dando como resultado
predominancia de la forma nimero 1, la semilla es eliptica con una terminacion

puntiaguda y la otra cuadrada (Fig. 13).

La variable de color presentd un promedio de 1 que lo que significa que su color es
verde (N°1).
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Semillas del género Epidendrum

Figura 13. Semilla, por E. Cueva & M.Moya, 2014

3.1.4 Género Oncidium

Para el género Oncidium se encontré un promedio de longitud de 0,39mm en un rango
entre 0,312 a 0,435mm y un promedio de diametro de 0,07 en un rango entre 0,052 a
0,078mm. El promedio de peso es el mas bajo de los cuatros géneros con 495,1
semillas de orquideas por miligramo, lo que indica que una semilla tiene un peso
promedio de 2,019 ug.

La forma de la semilla es ensanchada en el centro tiene una terminacion puntiaguda y
la otra cuadrada (Fig. 14), el cual fue comparado con Clifford y Smith (Anexo 2),

siendo la forma predominante la numero 1.

El promedio de la variable de color es 3,25 que significa que la semillas son de color
amarillo verdoso (N°3).
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Semillas del género Oncidium

Figura 14. Semilla, por E. Cueva & M.Moya, 2014

3.2 FASE 2: Determinacion de la viabilidad de semillas de orquideas sometidas a

procesos de crioconservacion.

3.2.1 Prueba de Tetrazolio

La Figura 15 muestra la viabilidad de las semillas con test de tetrazolio antes y después
del proceso de crioconservacion. Se determiné la viabilidad de los cuatro géneros de
semillas de orquideas, mediante un conteo bajo el microscopio tomando en cuenta
como parametros el cambio de coloracidon de rojo — rosa que es indicadora de la
presencia de células vivas del embridn, la ausencia de tincion es indicativo de la muerte
0 poca Vviabilidad de las células embrionarias (Rao, Hanson, Dullo, Ghosh, & Larinde,
2007, pég. 165).
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Porcentaje de viabilidad en semillas de orquideas en prueba de tetrazolio antes y después de
crioconservacion.

85,63
90 78,9

80 71,44 70,66
61,37

70
o0 53,78 52,15

20 38,14
40
30
20

10

Elleanthus Odontoglossum Epidendrum Oncidium

m Antes Crioconservacion ~ m Después Crioconservacion

Figura 15. Test de tetrazolio en semillas de orquideas de los cuatro géneros, por E. Cueva & M.Moya
2014

El género Elleanthus present6 el porcentaje mas alto de viabilidad por tetrazolio (Fig.
15) antes y después de crioconservacién (Fig. 16) con el 85,63 y 61,37 %
respectivamente, las semillas del género Odontoglossum presentaron un porcentaje de
viabilidad antes de crioconservacion del 78,9 % y después de crioconservacion
53,78%. El porcentaje de viabilidad para el género Epidendrum fue 71,44%, antes de
la crioconservacion y 52,15% después de crioconservacion. EI menor porcentaje de
viabilidad correspondi6 al género Oncidium con 70,66% antes de crioconservacion y

un 38,14% después de crioconservacion (Fig. 15) (Fig. 16).

La Prueba Topografica por Tetrazolio utiliza una solucion incolora de la sal cloruro
de 2, 3,5-trifenil tetrazolio como un indicador de varios procesos de reduccion que
ocurren en las células vivas. Luego que la solucién de tetrazolio es embebida por la
semilla, en las células vivas de los tejidos se lleva a cabo una reaccién quimica de

Oxido-reduccion en la cual participan las enzimas deshidrogenasas presentes en los

41



tejidos vivos. En esta reaccion, los protones hidrdgeno liberados en el proceso de
respiracion reducen a la sal de tetrazolio a formazan. El formazan es una sustancia
estable, no difusible, de coloracion rojiza, que permite distinguir las areas vivas de las
semillas (areas de color rojo o rosado segun la concentracion empleada de la sal), de
las zonas muertas (de color blanco) (Rao, Hanson, Dullo, Ghosh, & Larinde, 2007,
pag. 165).

Cruz & Cardenas (2012) establecieron que el porcentaje de viabilidad para el género
Epidendrum sp. es del 80% teniendo como resultado porcentajes similares al presente
estudio. Sin embargo como muestra la (Fig. 15) (Fig. 16) los porcentajes de tetrazolio
siempre fueron mas bajos después de crioconservacion, esto se debe a que segln Sakai,
Kobayashi, & Oiyama, (1990) el pretratamiento con soluciones crioprotectoras
(sucrosa, glicerol y DMSO) al ser sustancias tdxicas para la célula pueden generar
pérdida de viabilidad, por lo que es importante controlar el tiempo de incubacién y

removerlas gradualmente después de descongelar las muestras.

Positivo tetrazolio género Elleanthus y Odontoglossum

H.
N /
w ‘ -
. \ =

#o\ . .
1

Figura 16. Género 1) Elleanthus 2) Odontoglossum, por E. Cueva & M, Moya, 2014.
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3.2.2 Prueba presencia de embrion

Fotografias de semillas de los cuatro géneros de orquideas antes y después de
crioconservacion

"

Figura 17. Género 1) Elleanthus 2) Odontoglossum 3) Epidendrum 4) Oncidium
A: antes de crioconservacion B: después de crioconservacion, por E. Cueva & M, Moya,
2014.

En cuanto a la presencia de embrién se tomé como pardmetro la verificacion visual del
embrion mediante la preparacion de una placa con semillas sumergidas en agua
destilada, se analiz6 mediante el uso del microscopio considerando el nimero total de
semillas con embridn sobre el total de semillas evaluadas por cien, teniendo en cuenta

que la visualizacion de presencia de embridn se realizé con mayor facilidad después
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de crioconservacion ya que la semillas se encontraba hidratadas (Fig. 17). Los

resultados se detallan en las Figuras 18 y 19.

Para el porcentaje de viabilidad por test de presencia de embrion antes y después de
crioconservacion, se encontr6 que existio diferencia significativa para género
(p=<0,0001) con un coeficiente de variaciéon de 6,17 y 13,72 respectivamente (Fig.
18).

Promedio (%) el error estandar del porcentaje de viabilidad por test de presencia de embrién
antes y después de crioconservacion.
M Antes de Crioconservacion Después de Crioconservacion
952 97,52
86,29
82,7 78,81
65,9 63,09
57,9
Elleanthus Odontoglossum Epidendrum Oncidium
Figura 18. Test por presencia de embrién, por E. Cueva & M, Moya, 2014.

El género Elleanthus obtuvo el porcentaje méas alto de viabilidad por presencia de
embrion antes y después de crioconservacion con el  9520% y 97,52%
respectivamente. El género Odontoglossum obtuvo un 82,70% antes de
crioconservacion y el promedio mas bajo después de crioconservacion con 57,9%, el
género Epidendrum present6 el porcentaje mas bajo antes de crioconservaciéon con
78,81% y 65,9 % después de crioconservacion y el género Oncidium present6 un
86,29% Yy 63,09% antes y después de crioconservacion (Fig. 18) (Fig. 20).
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Porcentaje de viabilidad en semillas de orquideas en prueba de tetrazolio y presencia de

embrion después de crioconservacion.

M Tetrazolio Presencia embridn

97,52

61,37 65,9 63,09

38,14

Elleanthus Odontoglossum Epidendrum Oncidium

Figura 19. Test de tetrazolio y presencia de embrién, por E. Cueva & M, Moya, 2014.

El género Elleanthus (Fig. 20) obtuvo el porcentaje més alto de viabilidad por
presencia de embridn después de crioconservacion con el 97,52% y para tetrazolio
61,37% (Fig. 19). El género Epidendrum y Oncidium tuvieron promedios similares de
viabilidad en presencia de embrién con 65,9% y 63,09% respectivamente luego de ser
sometidas las semillas a crioconservacion, el género Oncidium present6 el porcentaje
mas bajo en test de tetrazolio con 38,14% y el género Odontoglossum (Fig. 20)
present6 el menor porcentaje de viabilidad por presencia de embrion con 57,79% vy
para tetrazolio 53,78% (Fig. 19).

Cotejando resultados entre las dos metodologias utilizadas después del proceso de
crioconservacion, la presencia de embrion tiene resultados méas favorecedores
comparado con el test de tetrazolio, sin embargo, este ultimo es mas eficaz al momento
de determinar la viabilidad de las semillas de orquideas debido a que el tetrazolio tifie
las semillas viables mostrando por su actividad bioquimica el potencial de producir
una plantula normal (INSTA, 2006). La viabilidad de las semillas se determina en
funcién del patrén de tincion del embrion y la intensidad de la coloracion porque se
tifien los embriones que si presentan viabilidad (Pritchard & Prendergast, Viability
testing in terrestrial orchid seed., 1990, pag. 1055), en el caso de presencia de embrion

no significa que todos las semillas que presentan embrion son viables y tendran un alto
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porcentaje de germinacion porque su embrion puede tener deficiencias y
anormalidades de naturaleza (Salazar & Seir, 2012, pag. 78) que no se observaron con

el microscopio por ende no podra producir una plantula normal.

Ademaés, segin Howarth & Stanwood (1993), la interpretacion visual de la tincién es
subjetiva y requiere experiencia especialmente en semillas mintsculas como es el caso
de la familia de las Orchidaceae que presenta semillas pequefias, esto puede ser razén
para que haya bajado la de viabilidad de los cuatro géneros después de
crioconservacion, como también se puede atribuir segin Ferguson (1995), a que la
calidad de las semillas disminuye con el transcurso del tiempo y la tasa de deterioro
depende de las condiciones ambientales durante el almacenamiento y el tiempo en que

estas permanecen almacenadas.

Viabilidad por presencia de embrién de los géneros Elleanthus y Odontoglossum después
de crioconservacion

Figura 20. Género 1) Elleanthus 2) Odontoglossum
A: Presencia de embrién B: Ausencia de embrion, por E. Cueva & M, Moya, 2014,
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3.3 FASE 3 (Evaluacion ex vitro): Determinacion de un protocolo de almacenamiento

de semillas de orquideas utilizando nitrégeno liquido.

Tabla 4. Promedio (%) el error estandar del porcentaje de viabilidad test de tetrazolio y
presencia de embrién en relacién a la técnica de enfriamiento (rapido-escalonado)

Técnica Tetrazolio Embrién
Escalonado 50,91+1,21 66,71+1,43
Rapido 51,56+1,23 75,47+1,41

Nota: Promedio, por E.Cueva & M. Moya, 2014

El la tabla 4 presenta el promedio general en cuanto a la viabilidad en las pruebas de
tetrazolio y presencia de embrion, no presentan diferencia significativa para la técnica
rapida y escalonada. Al analizar los resultados de las variables tetrazolio y presencia
de embridn se observa que ambas presentan promedios similares. En test presencia de
embrion la técnica de congelamiento rapida presenté una viabilidad de 75,47% en
relacién a la técnica escalonada con un promedio de 66,71%. Con respecto a la prueba
de tetrazolio, se encontraron los siguientes resultados la técnica escalonada presento
una viabilidad del 50,91% vy la técnica rapida un 51,56% de viabilidad.

Segin Roca & Mogrinski (1991), quienes realizaron investigaciones en cinco
variedades de yuca con métodos de enfriamiento rapido y lento, utilizando diversos
tipos de crioprotectores, obteniendo como resultados favorables con la técnica de
enfriamiento rapido que produjo tasas mucho mayor de supervivencia de los tejidos
que en el enfriamiento lento. En funcion de los resultados se puede acotar que la
técnica rapida present6 los mayores promedios de viabilidad tanto en tetrazolio como
en presencia de embrion, esto puede darse debido a que esta técnica al ser empleada
con crioprotectores, evita la formacion de cristales intracelulares de hielo, que pueden

ser los causantes del dafio en el material vegetal (Roca & Mogrinski, 1991).

Al analizar los promedios de la viabilidad de semillas en test de tetrazolio y prueba de
embrion en relacion al crioprotector (Tabla 5), se observa que no existe diferencia
significativa para los criprotectores, sin embargo el crioprotector 1 (DMSO 1M) en el

test de tetrazolio presentd el mayor porcentaje de viabilidad con 54,98% mientras que

47



el de menor viabilidad fue el crioprotector 4 (0,5 ml de DMSO, Sucrosa y Glicerol
1M) con 46,86 %.

Tabla 5. Promedio (%) el error estandar del porcentaje de viabilidad de semillas en las pruebas
de tetrazolio y presencia de embrién en relacion al crioprotector

'Cl  1,5mIDMSO 1M 54,98+1,72 72,48+2,00

C2 0,75ml de DMSO 1M 53,52+1,72 72,49%2,00
0,75ml de Sucrosa 1M

C3 0,75ml de DMSO 1M 49,58+1,72 68,3+2,00
0,75ml de Glicerol 1M

C4 0,5ml de DMSO 1M 46,86+1,72 71,09+2,06
0,5ml de Sucrosa 1M
0,5ml de Glicerol 1M

Nota: Promedio, por E.Cueva & M. Moya, 2014.

En relacion a la variable de presencia de embrion los crioprotectores 1y 2 presentaron
los mayores porcentajes de viabilidad con 72,48 y 72,49% respectivamente, el

porcentaje mas bajo presento el crioprotector 3 con 68,3%.

Los mejores resultados en porcentajes de viabilidad de semillas de orquideas tanto en
el test de tetrazolio y presencia de embrién lo obtuvo el crioprotector 1 (DMSO 1M)
lo que concuerda con los resultados de (Roca & Mogrinski, 1991), quienes realizaron
investigaciones en cinco variedades de yuca con métodos de enfriamiento rapido y
lento, utilizando diversos tipos de crioprotectores, obteniendo como resultados
favorables con la técnica de enfriamiento rapido, que produjo tasas mucho mayor de
supervivencia de los tejidos que en el enfriamiento lento, en cuanto al crioprotector en
DMSO permitié un nivel de més alto de supervivencia en todas las variedades
probadas. Los resultados mencionados pueden deberse a que el DMSO al ser un
poderoso solvente tiene mayor capacidad de penetracion pasando rapidamente a través
de la membrana celular, lo que ejerce su efecto criopotector intracelular y
extracelularmente disminuyendo el efecto adverso que produce la concentracion de
solutos (Shung-Chang, 1989).
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Tabla 6. Promedio (%) el error estandar del andlisis del porcentaje de viabilidad de semillas en
las pruebas de tetrazolio y presencia de embrion en relacion al crioprotector y la técnica de
enfriamiento utilizada.

GENERO TECNICA | CRIOPROTECTOR TETRAZOLIO EMBRION VIABLE
C1 64,77+3,86 hi 100+5,64 g
c2 47,73+4,86 bcdefg 92,67+5,64 fg

Rapida .
C3 64,30+4,86 ghi 88,74+5,64 efg
Elleanthus c4 57,72+4,86 defghi 99,43+5,64 g
Cl 66,30+4,86 hi 99,32+5,64 g
C2 61,78+4,86 fghi 100+5,64 g

Escalonada =
C3 58,96+4,86 efghi 100+5,64 g
C4 50,54+4,86 cdefghi 10045,64 g
Cl 51,13+4,86 cdefghi 52,1045,64 ab
Répida C2 66,56+4,86 i 47,9045,64 a
C3 47,78+4,86 bcdefg 48,3645,64 a
c4 45,39+5,95 bcdef 57,39+6,91 abc

Cticiizglesiy c1 50,37+4,86 efghi | 60,10+564 | abc
C2 59,42+4,86 fghi 69,51+5,64 bed

Escalonada
C3 57,15+4,87 defghi 66,51+5,64 | abcd
c4 58,40+4,86 defghi 60,85+5,64 abcd
C1 57,98+4,86 defghi 59,32+45,64 abc
Réoid C2 56,72+4,86 defghi 59,54+5,64 abc

aplaa
P cs 5183486 | cdefghi | 5347564 | ab
) c4 49,54+4,86 cdefgh 53,9315,64 abc
Epidendrum -
C1 50,33+4,86 cdefghi 68,07+5,64 bed
C2 56,01+4,86 defghi 79 46+5 64 bef
Escalonada : :
C3 47,28+4,86 bedef 805,64 def
c4 47,50+4,86 bcdefg 73,4515,64 cde
C1 47,58+4,86 bcdefg 71,0745,64 bcde
_ C2 41,43+4,86 bed 64,79+5,64 abcd
Répida
C3 32,87+4,86 ab 53,3445,64 ab
o c4 41,61+2,86 bed 65,31+5,54 abcd
Oncidium

Cl 42,41+4,86 bcde 69,77+5,64 bed
C2 38,52+4,86 abc 66,04+5,64 abcd

Escalonada
C3 36,48+4,86 abc 565,64 abc
c4 24,19+4,86 a 58,36+5,64 abc

Nota: Diferentes letras presentan diferencia significativa.
C1:1,5ml DMSO 1M; C2: 0,75ml de DMSO 1M+ 0,75ml de Sucrosa 1M: C3: 0,75ml de DMSO
1M+ 0,75ml de Glicerol 1M; C4: 0,5ml de DMSO 1M+ 0,5ml de Sucrosa 1M + 0,5ml de Glicerol
1M, por E.Cueva & M. Moya, 2014.
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En cuanto al género Elleanthus se obtuvo que el mejor tratamiento para el porcentaje
de viabilidad de semillas en la prueba de tetrazolio fue el C1 con 66,30% por la técnica

de enfriamiento escalonada y con un 64,7% por la técnica rapida (Tabla 6).

En el género Odontoglossum se registro que el mejor tratamiento para el porcentaje
de viabilidad fue el C2 con 66,56% por la técnica de enfriamiento rapida, mientras que
en la técnica escalonada presenté en C1 y C2 con 59,37 y 59,42%, respectivamente.
En el género Epidendrum se registro que el mejor tratamiento fue el C1 con 57,98%
por la técnica de enfriamiento rapida; mientras, que en técnica escalonada el C2 con
56,01%. En el género Oncidium se registré mejores resultados con el crioprotector 1
con 47,58% por la técnica de enfriamiento rapida y con un 42,41% por la técnica

escalonada.

Los mejores valores de viabilidad respecto a la interaccion técnica rapida mas
crioprotector C1; y técnica escalonada mas crioprotectores C2, C3 y C4 en el test
presencia de embrion, presentaron en el género Elleanthus porcentajes del 100%, de
igual forma el género Odontoglossum present6 el menor porcentaje con el 47, 90% de
viabilidad, en la interaccion de la técnica rapida y C2.

El test de presencia de embrion presentd mayores porcentajes de viabilidad en relacion
al test de tetrazolio, como se menciond anteriormente no es un test preciso para
determinar la viabilidad de semillas de orquideas, debido a que la presencia de embrion
no garantiza que todos las semillas son viables y tendrdn un alto porcentaje de
germinacion porque su embrion puede tener deficiencias y anormalidades de

naturaleza (Salazar & Seir, 2012, pag. 78).
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3.3.1 Turgencia (Evaluacion in vitro):

Tabla 7. Promedio (%) el error estandar del porcentaje de turgencia de semillas después de
crioconservacion.

GENERO TECNICA | CRIOPROTECTOR | % TURGENCIA
Cl 82,50 ef
Répida C2 58,33 abcdef
C3 70,00 cdef
C4 47,14 abced
Elleanthus o1 5750 abedet
Escalonada C2 51,67 abcdef
C3 53,33 abcdef
C4 50,00 abcdef
C1 83,33 f
Rapida C2 70,00 cdef
C3 72,00 cdef
Odontoglossum C4 65,00 bedef
Cl 74,00 def
Escalonada C2 50,00 abcdef
C3 57,00 abcdef
C4 71,00 cdef
Cl 70,00 cdef
Répida C2 55,00 abcdef
C3 38,00 abc
Epidendrum C4 56,00 abcdef
Cl 56,00 abcdf
Escalonada C2 48,00 abcde
C3 38,00 abc
C4 40,00 abcd
Cl 55,00 abcdef
Répida C2 53,33abcdef
C3 42,00 abcd
Oncidium C4 35,00 ab
Cl1 52,00 abcdf
Escalonada C2 40,00 abcd
C3 26,25 a
C4 46,67 abcd

Nota: Diferentes letras presentan diferencia significativa.
C1: 1,5ml DMSO 1M; C2: 0,75ml de DMSO 1M+ 0,75ml de Sucrosa 1M: C3: 0,75ml de DMSO
1M+ 0,75ml de Glicerol 1M; C4: 0,5ml de DMSO 1M+ 0,5ml de Sucrosa 1M + 0,5ml de Glicerol
1M, por E.Cueva & M. Moya, 2014.

Para el género Elleanthus el C4 presento el porcentaje méas bajo con 47,14% y 50% en
técnica rapida y escalonada, respectivamente; el C1 obtuvo el porcentaje mas alto tanto
en técnica rapida como escalonada con 82,50% y 57,50%, respectivamente. EI género

Odontoglossum con el C1 obtuvo el porcentaje mas alto tanto en técnica rapida como
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escalonada 83,33% y 74,00% respectivamente; C4 y C2 presentaron el porcentaje mas
bajo, C4 con técnica rapida con 65,00% y C2 con técnica escalonada con 50,00%. El
género Epidendrum obtuvo el porcentaje méas alto tanto en técnica rapida como
escalonada con C1 dando como resultado 70,00% y 56,00%, respectivamente; el
porcentaje mas bajo en técnica rapida y escalonada fue C3 con 38,00% en ambos casos.
Y el género Oncidium mostré un porcentaje alto con C1 tanto en técnica rapida y
escalonada con 55,00% y 52,00% y; el porcentaje mas bajo, en técnica rapida con C4
con 35,00% y escalonada el C3 con 26,25% (Tabla 7). Segun Cruz & Cardenas (2012),
para germinacion en el género Epidendrum sp. reportan porcentajes desde 50% al 75%,
resultados similares al presente estudio.

El crioprotector con los mayores porcentajes de turgencia, tanto en técnica rapida y
escalonada es el C1 (DMSO: Dimetilsulféxido 1M), ya que es el crioprotector mas
utilizado por ser facilmente miscible, absorbido por las células y no toxico a bajas

concentraciones (Bajaj, 1988) .

3.3.2 Evaluacidn in vitro: contaminacion bacteriana y fungica

Luego de haber transcurrido 90 dias de la siembra de las semillas de orquideas in vitro

se evalud la contaminacion fangica y bacteriana, obteniendo los siguientes resultados:

En cuanto al género Elleanthus se obtuvo mayor contaminacién flngica que
bacteriana, llegando a obtener valores de 40 % en el crioprotector 2 (DMSO+Sucrosa
1M) por técnica de enfriamiento rapida, y en el crioprotector 4
(DMSO+Sucrosa+Glicerol al 1M) por enfriamiento escalonado. Para contaminacion
bacteriana tanto en enfriamiento répido como escalonado con C1 presentaron

porcentajes de 10% y 20%, respectivamente.

En el género Odontoglossum registr6 mayor contaminacién bacteriana en el
crioprotector 4, por las dos metodologias de enfriamiento alcanzando un 50%, los
niveles de contaminacion fangica no sobrepasan el 10% solo en C1 por enfriamiento

escalonado y C4 por rapido.

52



Tabla 8. Promedio () el error estandar porcentaje de contaminacion in vitro en relacion a

género y crioprotector.

CONTAMINACION

GENERO TECNICA | CRIOPROTECTOR (52 =ERIANA =ONGICA
C1 1040,10 [ab |0,00 a
Répida C2 0,00 a |40+0,13 |abcd
c3 0,00 a |20+0,13 |abc
A, c4 0,00 a |30+0,13 |abcd
C1 20+0,10 | abc | 0,00 a
S C2 10+0,10 {ab |30+0,13 |abcd
c3 0,00 a |0,00 a
c4 20+0,10 | abc | 40+0,13 |abcd
C1 1040,10 [ab |0,00 a
Répida C2 0,00 a |0,00 a
C3 0,00 a (0,00 a
Odontoglossum C4 50+0,10 |c¢ |10%+0,13 |bcd
C1 10+0,10 [ab |10£0,13 |ab
Escalonada c2 0,00 a 0,00 a
c3 0,00 a |0,00 a
C4 50+0,10 |c | 0,00 bcd
C1 100,10 [ab |40%0,13 |abcd
- (074 20+0,10 | abc | 30+0,13 | abcd
Répida
c3 0,00 a |50+0,13 |bcd
Epidendrum c4 10+0,10 |ab |40%0,13 |abcd
Cc1l 20+0,10 | abc | 30+0,13 | abcd
Escalonada C2 0,00 a |50+0,13 |bcd
c3 100,10 [ab |40%0,13 |abcd
C4 0,00 a |70+0,13 |d
C1 10+0,10 [ab |50+0,13 |bcd
Répida C2 20+0,10 | abc | 50+0,13 | bcd
c3 10+0,10 [ab |50+0,13 |bcd
S — C4 40+0,10 | bc |30+0,13 |abcd
C1 100,10 |ab |40%0,13 |abcd
Escalonada C2 0,00 a |60+0,13 |cd
c3 0,00 a |50+0,13 |bcd
C4 20+0,10 | abc | 50+0,13 | bcd

Nota: * Diferencia significativa.
Diferencia de letras significativas, por E.Cueva & M. Moya, 2014.

En el género Epidendrum los niveles de contaminacion bacteriana registrados fueron
en un rango de 0 a 20% en todas las interacciones de crioprotectores y técnicas,
mientras que en contaminacion flngica con la técnica rapida el menor porcentaje es el
C2 con 30% y el mayor porcentaje es del C3 con 50%; mientras que por la técnica
escalonada el menor porcentaje es el C1 con 30% y el mayor porcentaje es de 70% del
C4.
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En el género Oncidium los niveles de contaminacion fangica independientemente de
la técnica de enfriamiento utilizada van desde el 30% al 60%, en cuanto a
contaminacion bacteriana el crioprotector 4 presentd mayor porcentaje con 40% en la
técnica de enfriamiento rapido y el menor porcentaje presentaron los crioprotectores 1
y 3 con el 10% de contaminacion. Por técnica de enfriamiento escalonada solo presentd
contaminacion el C1 y C4 con 10 y 20% respectivamente.

En forma general se puede mencionar que los géneros Elleanthus y Odontoglossum
son los géneros que menor contaminacion fangica y bacteriana registraron en la
evaluacion in vitro, mientras que los géneros Epidendrum y Oncidium presentaron
mayores niveles de contaminacion pese que a los cuatro géneros se aplicé el mismo
protocolo de desinfeccion, los dos Gltimos géneros presentaban mayor tiempo de
coleccion al vacio, mientras que los dos primeros géneros se obtuvieron de colecciones
recientes, con lo que fueron menos manipulados y por lo tanto expuestos a menor

contaminacion.

Los contaminantes fangicos fueron facilmente detectables en los medios de cultivo
debido a que su crecimiento es visible en forma de colonias aisladas o alrededor de
los explantes y su origen puede ser multicasual, la determinacion de la fuente puede
ser dificultosa por que los microorganismos pueden ser introducidos en varios puntos
del proceso, principalmente, por ineficiente desinfeccion de los explantes primarios
utilizados, por inadecuada manipulacién del material vegetal, deficientes técnicas de
asepsia, incompleta esterilizacion del medio de cultivo, por fallos en el funcionamiento
del flujo laminar, o a través del ambiente del laboratorio (EcuRed, 2014). Por otro lado
las bacterias son consideradas como los contaminantes comunes y las que ocasionan
los problemas mas serios, porque pueden ser sistémicas, y su deteccion es mas dificil
debido a que escapan a los efectos de los esterilizantes superficiales y pueden ser inter

o intracelulares (Digonzelli, Diaz, & Carrizo de Bellone, 2005).

Para la presente investigacion se acepta la hipotesis alternativa “al menos uno de los
crioprotectores propuestos permitira una adecuada crioconservacion de la mayoria de
las semillas de orquideas nativas de Ecuador”; el C1 (DMSO 1M), permitié los

mayores valores de viabilidad de semillas de orquidea de los cuatro géneros.
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CONCLUSIONES

Las semillas del género Elleanthus presentaron un promedio de longitud de 0,28mm,
didmetro de 0,06mm, un peso promedio de 982,5 semillas/mg. La forma de la semilla
es ensanchada en el centro con un extremo puntiagudo y el otro extremo cuadrado, de

color amarillo.

En cuanto al género Odontoglossum, su longitud promedio fue de 0,6mm, didmetro de
0,08mm, pes6 739,7 semillas/mg. Forma ensanchada en el centro con sus dos extremos

puntiagudos, de color amarillo verdoso.

El género Epidendrum con un promedio de longitud de 0,56mm, didmetro de 0,07mm,
peso 702,75 semillas/mg. La semilla es eliptica con una terminacion puntiaguda y la

otra cuadrada, de color verde.

El género Oncidium presentd un promedio de longitud y didmetro de 0,39mm y
0,07mm respectivamente. Su peso fue de 495,1 semillas/mg. La forma de la semilla es
ensanchada en el centro tiene una terminacion puntiaguda y la otra cuadrada, de color

amarillo verdoso.

El género Elleanthus presenté el porcentaje mas alto de viabilidad por tetrazolio antes
y después de crioconservacion con el 85,63 y 61,37 % respectivamente; de igual forma
obtuvo el porcentaje mas alto de viabilidad por presencia de embrion antes y después
de crioconservacion con el 95,2 y 97,52 %, respectivamente.

El género Odontoglossum presento el porcentaje mas alto de viabilidad por tetrazolio
antes y después de crioconservacion con el 78,9 y 53,78% respectivamente; de igual
forma obtuvo el porcentaje mas alto de viabilidad por presencia de embrion antes y

después de crioconservacion con el 82,7 y 57,79 %, respectivamente.

El género Epidendrum presentd el porcentaje més alto de viabilidad por tetrazolio
antes y después de crioconservacion con el 71,44 y 52,15% respectivamente; de igual
forma obtuvo el porcentaje mas alto de viabilidad por presencia de embridn antes y

después de crioconservacion con el 78,81 y 65,9 %, respectivamente.

El genero Oncidium presento el porcentaje més alto de viabilidad por tetrazolio antes

y despues de crioconservacion con el 70,66 y 38,14% respectivamente; de igual forma

55



obtuvo el porcentaje mas alto de viabilidad por presencia de embridn antes y después
de crioconservacion con el 86,29 y 63,9 %, respectivamente.

Para la variable porcentaje de viabilidad en la prueba de tetrazolio (evaluacion ex
vitro), el protocolo 6ptimo de almacenamiento de semillas para el género Elleanthus,
fue la técnica escalonada con C1 (1,5ml de DMSO 1M), con un 66,3% de viabilidad.
Para el género Odontoglossum, fue la técnica rapida con C2 (0,75ml de DMSO 1M+
0,75ml de Sucrosa 1M), con un 66,5% de viabilidad en la prueba de tetrazolio. El
protocolo 6ptimo de almacenamiento de semillas para el género Epidendrum, fue la
técnica rapida con C1 (1,5ml de DMSO 1M), con un 57,9% de viabilidad en la prueba
de tetrazolio. Y para el almacenamiento de semillas del género Oncidium, fue la técnica
rapida con C1 (1,5ml de DMSO 1M), con un 47,5% de viabilidad en la prueba de

tetrazolio.

Para la variable porcentaje de turgencia (evaluacion in vitro), el protocolo 6ptimo de
almacenamiento de semillas para todos los géneros fue la técnica rapida mas C1 (1,5ml
de DMSO 1M). Presentando una turgencia de 82,5% para Elleanthus, 83,3% para
Odontoglossum, 70% para Epidendrum y para Oncidium un 55%.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de las descripciones morfoldgicas de la presente investigacion
para poder identificar con mayor precision las semillas de los géneros Elleanthus,

Epidendrum, Odontoglossum y Oncidium.

Se recomienda efectuar la prueba de tetrazolio para todos los géneros, debido a que
tiene multiples ventajas como: tifie embriones viables, permite conocer la capacidad
de producir una plantula normal con el fin de realizar una estimacién répida de la

viabilidad de las semillas de orquideas.

Para la crioconservacion ex vitro de semillas de orquidea, se recomienda para el género
Elleanthus, usar la técnica escalonada con C1 (1,5ml de DMSO 1M). Para el género
Odontoglossum, la técnica rapida con C2 (0,75ml de DMSO 1M+ 0,75ml de Sucrosa
1M). Para el género Epidendrum, fue la técnica rapida con C1 (1,5ml de DMSO 1M).
Y para el almacenamiento de semillas del género Oncidium, la técnica rapida con C1
(1,5ml de DMSO 1M).

Se recomienda a la crioconservacién como método para almacenar las semillas de

orquideas por tiempos prolongados con altas tasas de viabilidad y germinacién.
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la Colorimétrica




Anexo 2. Formas generales de semillas

Fuente: (Clifford & Smith, 1969).
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Anexo 3. Formas de semillas segun Arditti

Fuente: (Arditti, J, 1979)
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Anexo 4. Informe final Ministerio de Ambiente

UrERRiDAE FSLITRCRICA

PEISALESIAN

FELABEN

leama, B de sepbembne del 2014
Ing. Segundo Fuentes
DIRECTOR PROVIMCIAL DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE DE IMEABURA

Fresente.-
De mis consideraciones:

Yo, Marco Femando Cema Cevalles Gl 0501372071, domiciliado en la ciudad de
Crite, me permito poner a su consideracion el INFORME FIMNAL del proyecto: Banco
de germoplasma de Orquideas del Ecuador Fase | [seccion Cotacachi-Cayapas],
con Autorizacion de inwestigacion cientfica M* 08-2012-DE60-1C_FAL-FLO-DAPI-
LIMC-MAE. para su analisis y aprotacion.

Mota se adjunta un CD con la informacion y folografias de este proyecto.
Agradezco de antemano por su atencion.
Atentaments

Cr. Marco Cema

DOCENTE IMVESTIGADOR

UNIVERSIDAD POLITECHICA SALESIAMA,

TLF 0297050080
mcema@ups.edu.ec
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Anexo 5. Protocolo de desinfeccion de semillas de orquideas

9)

Anexo 5. a) Introduccidn de semillas en jeringuilla b) Semillas embebidas en solucion
de cloro+Tween 20 c) Sedimentacion de semillas d) Desecho de solucién de cloro e)
Semillas embebidas en solucién de alcohol al 70% f y g) Semillas embebidas en agua

destilada estéril h) Siembra en tubos de ensayo.
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Anexo 6. Procedimiento preparacién de crioviales (crioprotector + semillas
esteriles)

Anexo 6. a) Materiales en cdmara de flujo laminar; b) Semillas estériles y crioviales
c) Crioviales con crioprotectores y semillas d) Tubos de plastico de 50 ml con

crioviales.
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Anexo 7. Procedimiento: Método de enfriamiento escalonado

9)

Anexo 7. a) Colocacion de viales en Cryo 1 °C “Mr.Frosty” Frezing Container Rack;
b) y c) Colocacién en congelador de — 80 °C, d) Retiro de Freezing Container Rack
del congelador, €) Viales después de enfriamiento, d) Colocaciéon en tubos de
plastico, €) y f) Introduccion en nitrégeno liquido.
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Anexo 8. Procedimiento: Método de enfriamiento rapido

Anexo 8. a) Crioviales con semillas + crioprotectores; b) Viales en tubos plasticos;

c) y d) Introduccidn en nitrégeno liquido.
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