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Resumen

La induccion de poliploidia es uno de los procedimientos més empleados en el éarea de
citogenética, biologia molecular y celular para el mejoramiento de plantas en condiciones in
vitro, sin embargo, a pesar de los maltiples beneficios que brinda esta técnica, ninguna especie
del género Caucaea ha sido realmente expuesta a la Colchicina o algun otro tipo de quimico
para mejorarlas genéticamente. Por tal motivo, el objetivo de esta investigacion fue desarrollar
protocolos para la induccidn in vitro a la poliploidia en individuos de la especie Caucaea
pichinchae mediante el uso de Colchicina. La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad Politécnica Salesiana. Como material vegetal se
utilizaron protocormos en proceso de desdiferenciacion de la especie Caucaea pichinchae, los
mismos que fueron expuestos a tres concentraciones de Colchicina (0,05 %, 0,10 %y 0,2 %) y
a cuatro tiempos de exposicion (24, 48, 72 y 96 horas). Se utilizé6 un disefio factorial
completamente al azar con arreglo factorial 3x4, los datos obtenidos fueron analizados mediante
un modelo ANOVA conjuntamente con una prueba de Turkey para la comparacion de las
medias, donde se pudo determinar que la viabilidad de protocormos se vio altamente afectada
tanto por el tiempo de exposicion como por la concentracion. Asimismo, se utiliz6 una prueba
de Chi cuadrado para evidenciar el desarrollo de poliploidia en la especie. Los resultados
indican que protocormos testigos mantenidos solo con agua destilada estéril, no presentaron
cambios citogenéticos (2x=10), mientras que los que fueron expuestos con 0,05 %, 0,10 % y
0,20 % de Colchicina por 24 horas y con 0,10 % de exposicion por 48 horas, mostraron células
poliploides (2x=20), sin embargo, al aumentar el tiempo de exposicién a 72 y 96 horas con
concentraciones mayores a 0,1 %, los protocormos en proceso de desdiferenciacion presentaron
muerte celular proporcional o completa en su tejido. Por Gltimo, para la visualizacion y el conteo

cromosomico en Caucaea pichinchae, se inicié con una fase de pretratamiento, fijacion,



hidrdlisis y finalizando con una doble tincion, logrando observar el aumento de los cromosomas
en la especie.

Palabras clave: in vitro, colchicina, poliploidia, conteo cromosémico.



Abstract

Polyploidy induction is one of the most used procedures in the area of cytogenetics, molecular
and cellular biology for the improvement of plants under in vitro conditions; however, despite
the multiple benefits that this technique provides, no species of the Caucaea genus has actually
been exposed to Colchicine or some other type of chemical to genetically enhance them. For
this reason, the objective of this research was to develop protocols for the in vitro induction of
polyploidy in individuals of the species Caucaea pichinchae through the use of Colchicine. The
research was carried out in the Plant Biotechnology Laboratory of the Salesiana Polytechnic
University. As plant material, protocorms in the process of dedifferentiation of the species
Caucaea pichinchae were used, which were exposed to three concentrations of Colchicine
(0.05%, 0.10% and 0.2%) and four exposure times (24, 48, 72 and 96 hours). A completely
randomized factorial design with a 3x4 factorial arrangement was used. The data obtained were
analyzed using an ANOVA model together with a Turkey test for the comparison of means,
where it was determined that the viability of protocorms was highly affected by both exposure
time and concentration. Likewise, a Chi square test was used to demonstrate the development
of polyploidy in the species. The results indicate that control protocorms maintained only with
sterile distilled water did not present cytogenetic changes (2x=10), while those that were
exposed with 0.05%, 0.10% and 0.20% Colchicine for 24 hours and with 0.10% exposure for
48 hours, they showed polyploid cells (2x=20), however, when the exposure time increased to
72 and 96 hours with concentrations greater than 0.1%, the protocorms in the process of
dedifferentiation presented proportional or complete cell death in its tissue. Finally, for
visualization and chromosome counting in Caucaea pichinchae, it began with a phase of
pretreatment, fixation, hydrolysis and ending with a double staining, managing to observe the

increase in chromosomes in the species.



Keywords: in vitro, colchicine, polyploidy, chromosome count.
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1. Introduccion

Ecuador es uno de los paises que cuenta con la mayor biodiversidad alrededor del mundo, esto
debido a que posee un mosaico de microclimas (Gutiérrez y otros, 2014), a los distintos
espacios naturales, a sus caracteristicas topogréaficas, grado altitudinal (0 a 6300 m), intensa
radiacion solar (Varela 'y Ron, 2022) y a la extensa riqueza bioldgica (Bravo, 2014); por tales
motivos, se afirma que Ecuador se posiciona como un pais que presenta una gran diversidad de
Orquideas, las mismas que se encuentran distribuidas por sus distintos ecosistemas (Boletin

Bioamazonia, 2019).

Las orquideas se encuentran ampliamente distribuidas por todo el mundo, especialmente en
zonas calido-himedas, estas plantas se caracterizan principalmente por sus exuberantes
fragancias, sus diversas formas y colores de sus flores, las cuales generalmente son
hermafroditas (Ofa, 2020; Paredes, 2012). Ademas, hoy por hoy Ecuador cuenta con el 15.8%

de especies de orquideas a nivel mundial, superando a Colombia que posee el 14% (Ofia, 2020).

Actualmente, Ecuador esta adoptando el cultivo de orquideas para aumentar y mejorar la
actividad economica del pais y lograr un reconocimiento turistico nacional e internacional
(Paredes, 2015). Es asi, que gracias a la variedad de especies de la familia Orchidaceae el

Ministerio de Turismo en 2013, declara a Ecuador como el “Pais de las Orquideas”.

Por otro lado, se estan implementando y desarrollando técnicas, métodos y/o programas para
aquellas especies que se encuentran vulnerables y en peligro de extincién (Gomez, 2019). Uno
de los métodos mas empleados en los ultimos afios, ha sido el mejoramiento genético por medio

de cultivo in vitro, el mismo que ha servido para aumentar y mejorar la eficiencia de los cultivos



econdmicamente importantes como es el de las orquideas (Carrodeaguas y otros, 2022;

Hernandez, 2018).

La induccion de poliploidia es uno de los procedimientos mas empleados en el area de
citogenética, biologia molecular y celular para el fitomejoramiento genético de plantas en
condiciones in vitro (Molero y otros, 2018), ya que se ha observado cambios tanto en la
morfologia como en la citologia de las especies (Gomez, 2019). Esta técnicaaltera el nimero
cromosomal de especies vegetales mediante el uso de agentes antimit6ticos como la colchicina,
dando como resultado el surgimiento de nuevos caracteres tanto morfolégicos como
fisiologicos (plantas mucho mas grandes con mayor vigor, mejoran sus cualidades nutritivas,
aumentan el tamafio de hojas, flores, frutos y otro tipo de 6rganos) (Osorio y Arzate, 2022;
Gomez, 2019), en consecuencia, segin Molero y Matos (2008), afirman que el desarrollo de
individuos poliploides “ha permitido aumentar la capacidad competitiva, el éxito reproductivo y

la tolerancia ecoldgicarespecto a sus progenitores”.

A pesar de los multiples beneficios que brinda el empleo de la técnica de induccién a la
poliploidia para el mejoramiento de plantas de interés, ninguna especie del género Caucaea ha
sido realmente expuesta a la colchicina o algin otro tipo de quimico para mejorarlas
genéticamente, sin embargo, se han hecho investigaciones de estandarizacion de protocolos
para el cultivo in vitro en esta especie, como por ejemplo el trabajo propuesto y realizado por

Cevallos y Saltos (2022).

Por tal motivo, la realizacion de esta técnica en la orquidea Caucaea pichinchae, se plantea

como una opcion viable para la obtencion de especies mejoradas en el Ecuador.



2. Marco Referencial

2.1. Familia Orchidaceae
El origen de la familia Orchidaceae, se remonta hace 65 millones de afios de antigiiedad incluso
antes que el hombre, ya que se han encontrado restos fosiles de estas flores (Elicriso, 2023). El
nombre orquidea proviene del griego “orkhis” que significa testiculo, debido a la forma que
poseen los pseudobulbos de la especie, ademas, este término se usé por primera vez por
Teofrasto quien era un fil6sofo de la antigua Grecia (Losada, 2017). Asimismo, Orchidaceae se
considera una de las familias de plantas que posee flores muy diversas ubicadas en todos los
continentes del planeta Tierra, ya que de acuerdo con los datos de The Plant List (2023), esta
familia cuenta con 899 géneros, 71.391especies de los cuales 27.801 son nombres de especies

aceptadas.

Las orquideas se encuentran en el grupo de plantas monocotileddneas que se diferencian por
presentar hojas con nervios no ramificados y sus semillas contienen un solo cotiledon, estas se
consideran como la familia méas extensa de plantas con flor, ademas muestran una variedad de
colores y formas; sin embargo, presentan una morfologia comun, ya que todas poseen un pétalo
modificado muy Illamativo el cual se identifica como labelo, el mismo que atrae al polinizador

(Ofia, 2020).

Otra delas caracteristicas en comun que tienen es que sus raices son muy carnosas, tienen una
coloracion verde por la fotosintesis que realizan y su funcion principal es brindar soporte a la
planta (Ruiz, 2020). Por otro lado, las raices aéreas son envueltas por una estructura de color
blanco o gris denominada velamen, la cual tiene como funcion principal la absorcion del agua

para proteger a la planta de la sequedad, esta estructura se caracteriza por presentar varias



capas de células gruesas que tienen la capacidad de absorber humedad (Educalingo, 2024).
Finalmente, la corola de la orquidea se distingue por presentar tres sépalos, dos pétalos y un

labelo, que es la estructura donde se posa el insecto polinizador (Hermano, 1959).

El Ecuador gracias a las expediciones botanicas que Estados Unidos y Suecia realizaron
después de la Segunda Guerra Mundial, es considerado como el pais que contiene la mayor
diversidad de orquideas a nivel mundial ya que supera a paises como Colombia, Per( y Brasil
(Caizatoa y Manobanda, 2021), siendo un factor importante las condiciones climatoldgicas y
fisicas que el pais presenta como la diversidad de hébitats y climas que se da gracias a la altura
de las cordilleras andinas y ademas el encuentro de la corriente calida “El nifio” y la corriente
fria “Corriente de Humboldt” (Paredes y Guapisaca, 2019). A medida que el tiempo avanza se
siguen descubriendo especies nuevas de esta familia gracias al trabajo de los botéanicos, al
Herbario Nacional del Ecuador y se ha ido incrementando el nimero de especies en esta zona

(Salinas, 2005).

2.1.1. Importancia de la familia Orchidaceae

En la antigliedad el interés de las orquideas se centraba en el uso de los frutos de la vainilla, ya
que esta es la Gnica especie de orquideas que produce frutos comestibles (Pefialoza y otros, 2023),
a pesar de ello, en la actualidad las orquideas presentan un gran interés por su belleza, siendo
importantes para embellecer el hogar ademas de ser utilizadas para adornar coronas y guirnaldas
que usan los peregrinos, quienes visitan el santuario Chalma en México, siendo la especie mas
usada Laelia autumnalis (Emeterio y otros, 2016). Sahagun (1975), documenta medicinalmente
a las orquideas, ya que estas pueden actuar para calmar la tos, la mala digestion, heridas

infectadas ademas de ser un gran desinflamatorio y mitigador de la fiebre.



Las orquideas son especies que no solo son importantes por servir como plantas ornamentales,
comestibles o medicinales, sino también por tener una relacion estrecha con animales, aves,
insectos e incluso otras plantas, ya que atraen a su polinizador mediante los colores, formas y
fragancias llamativas que presentan, como por ejemplo las formas parecidas que tienen a
algunos insectos con el objetivo de que estos se confundan para que tengan interaccion con las
flores y se obtenga asi la polinizacion y formacion de las semillas (Téllez y Tejeda, 2018), sin
embargo, los usos que se dan a este género ha sido un motivo de amenaza contra estas especies
ya que se realiza una tala indiscriminada de los bosques y por lo cual varias de estas se
encuentran en peligro de extincion (Miranda, 2014). Los incendios forestales, la sobre
recoleccion y la apertura de carreteras son las principales razones de amenaza que afecta la
conservacion de las orquideas, sin embargo, en la actualidad existen herramientas
biotecnoldgicas que ayudan a su preservacion como lo es el cultivo in vitro, conservacion ex
situ de material vegetal, entre otros (Loaiza y Oliveros, 2021).
2.2. Género Caucaea

El género Caucaea incluye alrededor de 20 especies distribuidas por Colombia, Ecuador, Pert
y Venezuela; siendo Ecuador, el pais con la mayor diversidad observada para este género
(Szlachetko y Kolanowska, 2015); hasta la fecha, en The Plant List (2023), se encuentran 23
especies registradas del género Caucaea, pero solo 9 de ellas son aceptadas.

Es relevante destacar que, hace afios, el genero Caucaea era considerado un taxon
monoespecifico o un Gnico taxon con ocho divisiones, generalmente sus especies suelen crecer
tanto en bosques nubosos andinos montafiosos, como en bosques montanos frios y himedos,

frecuentemente por encima de los 2500 m s.n.m (Szlachetko y Kolanowska, 2015).

En varias ocasiones, los géneros de orquideas Caucaea y Oncidium han sido objeto de mucho



debate, debido a las diferencias fenotipicas y las similitudes en la morfologia superficial de las
flores en ambos géneros (Szlachetko y Kolanowska, 2015), a pesar de ello, Neubig y otros
(2011), realizaron un andlisis molecular y confirmaron que existe una distancia filogenética

entre el género Caucaea con el género Oncidium.

2.2.1. Descripcion morfoldgica de la especie Caucaea pichinchae Szlach. y Kolan

El género Caucaea se caracteriza por la presencia de pseudobulbos de forma ovoides o
cilindrica que miden aproximadamente 1,8 centimetros, rodeadas en la parte superior por 1 a 3
bréacteas foliares y 2 hojas conduplicadas, estas hojas son lineales y lanceoladas que miden 2,7
centimetros de ancho y 42 centimetros de largo aproximadamente, suele tener inflorescencias
en zig-zag, los sépalos laterales estan parcialmente fusionados dejando los pétalos y los sépalos
dorsales libres; los sépalos miden 15 milimetros de largo y 7,5 milimetros de ancho, el estigma
es grande, concavo, generalmente eliptico y el ginostemio es ligeramente arqueado de 2 a3 veces

mas largo que la antera (Szlachetko y Kolanowska, 2015) Ver Figura 1.
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Figura 1 Descripcion morfol6gica de Caucaea pichinchae Szlach. y Kolan
Nota: Descripcion morfoldgica (A: labelo, B: sépalo dorsal, C: pétalo, D: sépalo lateral, E:ginostemo. Barra
de escala =5 mm, dibujado por N. Oledrzynska)

Fuente: (Szlachetko y Kolanowska, 2015)

2.2.2. Taxonomia del género Caucaea

La taxonomia del género Caucaea de acuerdo a la APG IV (2023) se describe de la siguiente
manera: Reino: Plantae, Division: Tracheophyta, Clado: Monocotiledoneas, Orden:
Asparagales, Familia: Orchidaceae, género: Caucaea

Mientras que, el género Caucaea en Tropicos (2023) se describe de la siguiente manera:

Clase: Equisetopsida, Orden: Asparagales, Familia: Orchidaceae, Género: Caucaea



2.3.  Modificacién genética en cultivo in vitro de Orquideas

2.3.1. Cultivo in vitro

Las técnicas in vitro son procedimientos que se realizan con la finalidad de conseguir mejoras
a nivel tanto morfoldgico como fisioldgico y a la propagacion masiva de especies vegetales en
menor tiempo, ademas, son una herramienta indispensable que se emplea con éxito para mejorar
los niveles de comercializacion de especies ornamentales, medicinales, horticolas, entre otras

(Rodriguez, 2018).

El cultivo in vitro ha sido una de las técnicas mas empleadas en los ultimos afios, ya que ha
tenido un impacto significativo en la conservacion de especies que se encuentran en peligro de
extincion, vulnerables, endémicas o que son de importancia agricola y comercial como las
orquideas (Rodriguez, 2018).Este procedimiento se realiza en laboratorios bien equipados, bajo
métodos de esterilizacion y en condiciones controladas (humedad, temperatura, pH, luz,

nutrientes, oxigeno, entre otros) (Duque, 2019; Magrini y otros, 2019).

2.3.1.1.Evaluacion de semillas de orquideas

¢ Viabilidad de semillas de orquideas
Las semillas son el 6rgano principal en la reproducciéon de la mayoria de las plantas,
independientemente de su finalidad, ya sea que se siembren para la produccion agricola o se
preserven en bancos de germoplasma, la informacion sobre la viabilidad de las semillas y las
caracteristicas fisioldgicas juegan un papel muy importante en el rendimiento de los cultivos
(Salazar y Botello, 2018).
La productividad de los cultivos siempre ha dependido de la calidad de las semillas, por tal

motivo, se han utilizado y desarrollado pruebas o métodos para evaluar su viabilidad (Neubig



y otros, 2011). Dentro de los métodos méas utilizados por varios afios ha sido la prueba de
Tetrazolio (TZ), segin Mancipe y otros (2018), “es un método bioquimico basado en las
reacciones de las deshidrogenasas”, que reduce la sal del Tetrazolio formando un compuesto de
color rojo o rosado, indicando la viabilidad en los tejidos de la semilla y su actividad respiratoria
(Salazar y otros, 2020). Esta prueba ha sido muy exitosa debido a que presenta varias ventajas,
caracterizdndose como un proceso rapido y sencillo de realizar (Mercado y otros, 2020); no
tiene costos elevados, no necesita de especialistas ni de materiales ni equipos especiales, sobre

todo, es muy certera al dar resultados (Salazar y Botello, 2018).

2.3.1.2. Fases de micropropagacion in vitro

e Fase 0: Seleccién y preparacion de la planta madre
Durante esta fase se realiza la seleccion de plantas madre cuyas caracteristicas sean garantizar
una alta produccién, un adecuado desarrollo y resistencia a enfermedades; una vez realizada la
seleccion, las plantas madre deben ser introducidas a invernadero durante semanas 0 meses bajo
condiciones controladas, con el fin de garantizar la adaptabilidad del explante una vez que haya
sido transferido de forma in vitro (Suéarez, 2020).

e Fase 1: Desinfeccion del material vegetal
A partir de la planta madre se obtienen pequefios fragmentos denominados explantes (semillas,
segmentos nodales, hojas, yemas, entre otros), los mismos que seran sometidos a agentes
tensoactivos como el tween 20 y a soluciones desinfectantes como el Etanol al 70 % e
hipoclorito de sodio generalmente al 5 % (Zamora, 2021).

e Fase 2: Introduccion del material in vitro
En esta fase, los explantes que fueron sometidos a un protocolo de desinfeccion, seran
introducidos en medios de cultivo completamente estériles, dando inicio al proceso de

germinacion o la regeneracion de tejidos vegetales (Suarez, 2020).



e Fase 3: Multiplicacion
En esta etapa, periodicamente se deben realizar resiembras en recipientes adecuados y medios
de cultivo estériles suplementado con reguladores de crecimiento (auxinas, GA, ABA,
citoguinina y etileno), de esta forma, se obtendra una masificacion de plantas en cada repique
(Suarez, 2020). Cabe destacar que durante esta fase se pueden obtener o formar callos (Ponce,
2023), los mismos que se caracterizan por ser una masa indiferenciada de células en crecimiento
que se desarrollaa partir de células vegetales maduras y diferenciadas (Intagri, 2016).

e Fase 4: Enraizamiento
Esta fase se considera opcional, debido a que la mayoria de las plantas desarrollan sus raices en
el mismo medio donde realizan su ciclo de vida, para inducir el crecimiento de las raices se
utiliza fitohormonas como auxinas y giberelinas (Zamora, 2021).

e Fase 5: Aclimatacion o adaptacion
Esta fase pretende que las plantas que fueron creciendo a nivel in vitro y bajo condiciones
controladas, se adapten a nivel ex vitro y puedan seguir desarrollandose en condiciones
naturales o en campo, cabe destacar, que el éxito o el frasco Unicamente depende de la
aclimatacién, por lo que se considera una de las etapas mas citricas de todo el proceso (Vasco,

2020) Ver Figura 2.
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Fases de micropropagacion in vitro
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Figura 2 Proceso de micropropagacion in vitro
Nota: Fases de micropropagacion (A: Fase 0 Seleccion y preparacion de la planta madre, B: Fase 1
Desinfeccion del material vegetal, C: Fase 2 introduccidn del material in vitro, D: Fase3 Multiplicacion, E:

fase 4 Enraizamiento, F: Fase 5 Aclimatacion o adaptacion)

Fuente: (Suérez, 2020)

2.3.2. Modificaciones genéticas

2.3.2.1. Induccion a la Poliploidia

Es un fendmeno que ocurre con mucha mas frecuencia en las plantas que en los animales y se

considera un procedimiento en el que se alteran las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y

genéticas; ademas este método altera el nimero de los cromosomas para obtener la aparicion

de nuevos caracteres deseados, por lo tanto, hace referencia a la presencia de mas de dos

conjuntos de cromosomas en las células somaticas (Molero y otros, 2018). Es un fenédmeno
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que puede ocurrir de diferentes maneras empezando por la autopoliploidia, la cual se diferencia
por producirse dentro de una sola especie en donde sus cromosomas se duplican en su propia
célula logrando un aumento del nimero de conjuntos de cromosomas, por otro lado, tenemos
la alopoliploidia, que se caracteriza por tener dos 0 méas tipos de genomas, la misma que procede
a la hibridacion de dos o méas especies, siguiendo por la aloploide segmentado, el cual se
distingue por presentar un juego cromosomico incompleto y por Gltimo la mixoploide, que es
aquella que presenta lineas celulares con distinto nivel de ploidia (Alcantar, 2014).
e Agentes antimitdticos para induccion de poliploidia
- Colchicina

La Colchicina es un alcaloide perteneciente de las plantas Colchicum autumnale y Gloriosa
superba que se utiliza en la investigacion y agricultura para inducir mutaciones en la planta, ya
que tiene la capacidad de interferir con la division celular y la formacion del huso mitético
haciendo que se produzca células hijas con un ndmero anormal de cromosomas generando
cambios genéticos en la planta, como lo es la duplicacion cromosémica conocida como
poliploidia, la cual puede causar caracteristicas esperadas como un mejor tamafio en las flores,
colores y formas mas llamativas e incluso brindar a la planta una mayor resistencia al estrés, ya
sea bidtico o abidtico, sin embargo, la Colchicina también puede tener un efecto negativo en las
especies vegetales, debido a que puede generar una euploidia, que es el cambio de nUmeros en

los cromosomas y causar dafios en las células germinales (Caballero, 2016).

El mecanismo de accion de este agente mutagénico empieza con la inhibicion del huso mitético,
el mismo que es una estructura que separa los cromosomas durante la mitosis impidiendo que
los micro tabulos se ensamblen correctamente en el huso mitotico haciendo que exista un error

en la segregacion de los cromosomas de las células hijas, como segundo paso tenemos la
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poliploidia, en donde la Colchicina interfiere en la division celular normal obteniendo asi una
acumulacion de cromosomas en exceso en lugar de dividirse en dos células hijas con el nUmero

normal de cromosomas (Salazar y otros, 2018).

Después de esta accion se obtiene como resultado mutaciones genéticas que pueden incluir
cambios en la estructura del ADN, duplicaciones, pérdidas de fragmentos, entre otros.
Finalmente, se seleccionan las plantas que han sido aplicadas al reactivo para asi propagar a
aquellas plantas que han adquirido mutaciones beneficiosas como la resistencia aciertas plagas
y enfermedades, 0 que a su vez tengan mejores caracteristicas agronémicas (Arzate y otros,
2019).

- Orizalina
Es un herbicida que se caracteriza por producir anomalias en las plantas principalmente en
tejidos vegetales para la obtencion adecuada de cromosomas metaféasicos, este agente
antimitotico al igual que la colchicina actda interrumpiendo la mitosis inhibiendo la formacion
de microtabulos, ya que impide el ensamblaje de la tubulina presente en las células vegetales
(Pintos y otros, 2014).

e Estudios citogenéticos obtenidos mediante poliploidia

Los estudios citogenéticos en diferentes especies de plantas han permitido analizar las
caracteristicas cariotipicas (tamafio, nuimero y simetria cromosOmica, cantidad de
heterocromatina, posicion del centromero, entre otros); asimismo, analizan el tamafio y
comportamiento, tanto genomico como meidtico, respectivamente, en hibridos y poliploides

(Gonzalez et al., 2022).

La aplicacion de poliploidia ha sido un método muy beneficioso en plantas que son de interés
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tanto agricola como comercial. En vitroplantas de Aloe vera, Molero y otros (2018) obtuvieron
plantas poliploides que fueron expuestas a Colchicina en diferentes tiempos y concentraciones,
obteniendo mejores resultados a una concentracion al 0,1% por 48h. Ferrer y otros autores
(2020), realizaron un analisis en 4 especies diferentes de Polianthes, reportando que se
obtuvieron plantas tetraploides utilizando Colchicina al 0.2% durante 48h. Por ultimo, Cresencio
(2023), realizé un estudio aplicando colchicina en Milla biflora, dando una mayor efectividad

en la induccion de poliploidia a una concentracion de 0.2% y 0.4%.

2.3.2.2. Hibridacion

La hibridacion es un método utilizado en las plantas para obtener especies con caracteres
deseados mediante la fecundacion de dos individuos con distinta constitucion genética para
lograr obtener una descendencia con caracteres parentales deseados, sin embargo, al realizar
este procedimiento existe la posibilidad de que se genere caracteres indeseados o desfavorables,
por lo cual se necesita de una seleccion artificial en varias generaciones para poder eliminar

aquellas plantas que poseen este tipo de rasgos (Chaparro, 1997).

2.3.2.3. Transgénesis

La transgenesis en plantas es un proceso mediante el cual se introduce deliberadamente material
genético de una especie a otra, con el objetivo de conferir a la planta receptora caracteristicas
especificas que no poseia naturalmente y asi lograr obtener caracteristicas deseables, como
resistencia a plagas, tolerancia a herbicidas, mejor calidad nutricional o mayor rendimiento

(Jouve, 2020).

2.3.2.4. Variacion somaclonal

La variacion somaclonal es un fendmeno biolégico que se observa en plantas durante la

regeneracion de tejidos vegetales en cultivo in vitro que se utiliza para propagar plantas de
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manera asexual, en donde las células estan expuestas a una serie de factores estresantes, como
cambios en la luz, la concentracion de nutrientes y las hormonas vegetales que pueden inducir
cambios en el genoma de las células, los cuales pueden manifestarse de diversas maneras,
incluyendo mutaciones genéticas, reordenamientos cromosomicos Yy modificaciones
epigenéticas; estas mutaciones pueden tener un impacto significativo en las caracteristicas de
la planta regenerada, ya que pueden afectar la funcion de los genes y, por lo tanto, su fenotipo

(Velasco y Arzate, 2022).
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3. Materiales y métodos

3.1. Obtencion y procesamiento de muestras

Las capsulas de la especie Caucaea pichinchae fueron recolectadas el 6 de octubre del 2022 en
las faldas del volcan el Corazon del canton Mejia en un rango altitudinal de 2800 m s.n.m., con
coordenadas de 0°29°48.1°°S 78°34°05.7°W.

Las capsulas fueron colectadas en sobres de papel Kraft con el cddigo 4434 del libro de campo
de Marco Cerna, finalmente, cada sobre etiquetado fue transportado en un cooler a temperatura
ambiente para evitar la putrefaccion de las semillas hacia el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad Politécnica Salesiana. Ver Anexo 1.

La investigacion inicio el 10 de octubre del 2022 y finaliz6 el 9 de septiembre del 2023.

3.2.Cultivo in vitro

3.2.1. Viabilidad en semillas de Caucaea pichinchae

La viabilidad de las semillas de Caucaea pichinchae fue evaluada una semana después que se
traslad6 a los laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana mediante la prueba de
Tetrazolio (TZ). Para determinar la viabilidad se adoptd la técnica de Salazar y otros (2020)
con algunas modificaciones, para ello se colocd aproximadamente 10 mg de las semillas de
Caucaea pichinchae en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se afiadié 1 mL de agua destilada por 24
horas a temperatura ambiente, posteriormente, se retird el agua destilada con una micropipeta
de 1000 uL vy se afiadio la solucidn de tetrazolio al 1 % (10 g de sal de tetrazolio en 1 L de agua
destilada), se incub6 en estufa a 40 °C durante 24 horas, en completa oscuridad, finalmente, los
resultadosfueron observados mediante un microscopio 6ptico, donde las semillas tinturadas de
color rojo o rosado fueron tomadas como viables y las no tinturadas se tomaron como semillas

no viables (Salazar y otros, 2020)Ver Figura 3.
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Viabilidad de semillas de Caucaea pichinchae

Figura 3 Viabilidad de semillas de Caucaea pichinchae
Nota: A: semillas viables vista en microscopio Nikon a 40X, B: semillas no viables vista enmicroscopio
Nikon a 40x

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

3.2.2. Desinfeccién de semillas

Para el proceso de desinfeccion se sigui6 la metodologia descrita por Cevallos y Saltos (2022),
donde mencionan que, dentro de una camara de flujo laminar horizontal, 15 mg de las semillas
fueron colocadas en una jeringa de 10 mL, la cual se tapon6 con un algodon para evitar el paso
de las semillas por medio de la punta y lograr retenerlas dentro de esta, posteriormente, se
procedio a absorber 8 mL de una solucién de hipoclorito de sodio al 5% suplementado con dos
gotas de tween 20 durante 5 minutos, en agitacion constante, después se descartd esta solucion
en un recipiente estéril y luego se procedio a lavarlas con agua destilada estéril por 3 minutos,

todo el proceso se lo realizd en tres repeticiones Ver Figura 4.
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Desinfeccion de semillas de Caucaea pichinchae

Figura 4 Desinfeccién de semillas de Caucaea pichinchae mediante la técnica de la jeringa

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

3.2.3. Preparacion de medios de cultivo

En esta investigacion se empled el medio Knudson C Modified Plus Orchid, ya que ademas
de ser uno de los medios mas ampliamente usados para la micropropagacion, segn Pinedo
y otros (2022), mencionan que presenta una baja concentracion de sales y minerales lo que
favorece a un mayor crecimiento in vitro, el medio Knudson C contiene carbon vegetal,
sacarosa, polvo de platano, agente gelificante, entre otros, por lo tanto, su composicion cuenta
con los requerimientos nutricionales que son necesarios para la germinacion de Caucaea

pichinchae (Cevallos y Saltos, 2022).

Para la elaboracion de los medios de cultivo se sigui6 la metodologia descrita por Cevallos y
Saltos (2022), en una balanza analitica de modelo Mettler Toledo, se pesé 79,11 g del medio

Knudson C Modified Plus Orchid, el mismo que se coloc6 en un frasco boeco de 1 L con
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agua destilada, luego se llevo a una plancha magnética de marca Velp Scientifica con una
temperatura de 400 °C y 4 rpm durante 30 minutos, llegando a alcanzar el punto de ebullicion
para una mejor homogenizacion. Posteriormente de que la mezcla fue completamente
homogenizada, se dispenso aproximadamente 5 mL del medio en cada uno de los tubos de
ensayo y se sellé con una tapa de aluminio, luego las gradillas se las llevé a la autoclave
horizontal de marca Tuttnauer por 45 minutos a una temperatura de 121 °C y 15 PSI.
Finalmente, se las coloco en una base a un angulo de 45° para su solidificacion (pico de
flauta), y asi poder lograr una mayor superficie de contacto entre las semillas y el medio,
luego de que los medios se encontraron solidificados se las llevo a su refrigeracion para su

uso posterior. Ver Figura 5.

Preparacion de medios de cultivo
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Figura 5 Preparacion del medio Knudson C Modified Plus Orchid

Nota: A: Medio Knudson C Modified Plus Orchid, B: Pesaje del medio en balanza analitica, C.

Homogenizacioén del medio en Frasco boecos, D: Medios en pico de flauta

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

3.2.4. Siembra in vitro

Dentro de una camara de flujo laminar completamente estéril de marca Esco, las semillas

desinfectadas fueron inoculadas (1 a 2 gotas) en los medios de cultivo preparados mediante la
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técnica de la jeringuilla. Finalmente, la boca de cada uno de los tubos de ensayo se flamed a
través de un mechero de alcohol, se sell6 con papel aluminio y plastico de embalaje.
Posteriormente, cada uno de los tubos sembrados fueron incubados bajo un fotoperiodo de 16

horas luz y 8 horas oscuridad y a una temperatura de 20 + 2 °C Ver Figura 6.

Siembra in vitro de semillas

Figura 6 Siembra in vitro de semillas de Caucaea pichinchae
Nota: A: Siembra de semillas mediante la técnica de la jeringuilla, B: Incubacion de tubos sembrados

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

3.2.5. Induccidn a la poliploidia

3.2.5.1. Evaluacion de la colchicina

Las dosis de colchicina y el tiempo de exposicién que se consideraron en este trabajo de
investigacion fueron en base a lo reportado por Gémez (2019), ver Tabla 1, en el que se baso
de la siguiente manera: se utilizéd 3 diferentes concentraciones a 4 diferentes tiempos de
exposicion y cada uno de los tratamientos propuestos tuvo 3 repeticiones; ademas, 40 fueron
destinados a ser testigos, los mismos que solo se expusieron con agua destilada estéril. Por
lo que, en relacidn a lo descrito, se trabajé con una unidad experimental de 900 protocormos
y 700 callos, de los cuales se utilizd 400 callos que estaban en proceso de desdiferenciacion

para la realizacién de esta investigacion.
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Tabla 1
Dosis y tiempo de exposicion en tratamiento de Colchicina en protocormos en proceso de

desdiferenciacion de Caucaea pichinchae.

Tratamientos Concentracion de Tiempo de exposicion

Colchicina (%)

Testigo 1 0% 24h
Testigo 2 0% 48h
Testigo 3 0% 72h
Testigo 4 0% 96h
Tratamiento 1 (T1) 0.05% 24h
Tratamiento 2 (T2) 0.05% 48h
Tratamiento 3 (T3) 0.05% 72h
Tratamiento 4 (T4) 0.05% 96h
Tratamiento 5 (T5) 0.1% 24h
Tratamiento 6 (T6) 0.1% 48h
Tratamiento 7 (T7) 0.1% 72h
Tratamiento 8 (T8) 0.1% 96h
Tratamiento 9 (T9) 0.2% 24h
Tratamiento 10 (T10) 0.2% 48h
Tratamiento 11 (T11) 0.2% 72h
Tratamiento 12 (T12) 0.2% 96h

Elaborado por: (Las autoras, 2023)
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3.2.5.2. Aplicacion de colchicina

Los protocormos en proceso de desdiferenciacion fueron sometidos a los 12 Tratamientos
descritos en la jError! No se encuentra el origen de la referencia., a distintas dosis y tiempos d
e exposicion al agente antimitotico Colchicina de 98,5% de pureza de marca Loba Chemie y
distribuido por Labomersa. El reactivo fue colocado en balones volumétricos de 100 mL, los
mismos que fueron autoclavados y envueltos con papel aluminio ya que la Colchicina es
fotosensible, se vertid las diferentes cantidades de colchicina (anteriormente pesadas en una
balanza analitica en relacion a cada una de las concentraciones), posteriormente fueron disueltas
en agua destilada para luego ser vertidas en tubos de ensayo con rosca y finalmente, se agitaron

a 70 rpm en un Shaker de marca Ecasa. Ver Figura 7.

Aplicacién de colchicina a protocormos en proceso de desdiferenciacion

Figura 7 Aplicacion de colchicina a protocormos en proceso de desdiferenciacion de Caucaea
pichinchae

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

3.2.6. Visualizacidon cromosémica

Una vez que se realizaron los tratamientos con Colchicina, se procedio a la visualizacion y al

conteo de cromosomas, en el que los protocormos en proceso de desdiferenciacion fueron
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sometidos a varios protocolos experimentales: el primer y el tercer tratamiento fue descrito por
Delgado y otros autores (2010), el segundo protocolo fue expuesto por Gomez (2019) y
finalmente, el cuarto protocolo fue en base a lo mencionado por Arrizabalaga y Baeza (2016),
quienes visualizaron células epiteliales con la ayuda de estos colorantes. Cabe mencionar que
todos los protocolos se los realizaron con algunas modificaciones y combinaciones entre los

mismos. Ver Figura 8.

METODOLOGIAS PARA LA VISUALIZACION DE CROMOSOMAS
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Figura 8 Métodos empleados para la visualizacion cromosomica en Caucaea pichinchae

23




Elaborado por: (Las autoras, 2023)
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4. Resultados y Discusion
Viabilidad de semillas a partir de la prueba de Tetrazolio

Después de analizar las semillas de Caucaea pichinchae en un microscopio éptico de marca
Nikon que fueron expuestas a la prueba de tetrazolio, se las dividié en 4 cuadrantes para
determinar su porcentaje de viabilidad, la misma que obtuvo un 90,64 % de semillas viables,

debido a que 126 semillas se tornaron de color rojizo de un total de 139, ver Figura 9

En una investigacion realizada por Pérez y Pita (2016) es que independientemente de las
condiciones de almacenamiento, si el porcentaje de viabilidad es menor al 85%, las semillas no
se encuentran en un estado de maduracion adecuado para su germinacion, por lo cual se
recomienda realizar una segunda prueba con nuevas recolecciones de semillas, sin embargo, al
obtener un porcentaje total del 94% de viabilidad, determina que se encuentra dentro de lo

adecuado.

En el caso de la investigacion realizada por Cevallos y Saltos (2022), presentaron un 96,5% de
viabilidad de semillas de Caucaea pichinchae, lo que quiere decir que esta especie asegura tener
un porcentaje alto de viabilidad de semillas; ademas, Pérez y Castafieda (2016), reporta que la
germinacion depende del estado de maduracion en la que se encuentre la capsula y del tipo de
orquidea, por lo que al tener una capsula completamente madura de Caucaea pichinchae, se

obtuvo un alto porcentaje de viabilidad y germinacion.
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Porcentaje de viabilidad de semillas de Caucae pichinchae

Figura 9 Porcentaje de viabilidad de semillas de Caucae pichinchae a partir de la prueba de tetrazolio

Nota: A. Primer cuadrante, visualizacién de semillas de Caucaea pichinchae aplicadas la prueba de tetrazolio
en 10x, B. Segundo cuadrante, semilla viable, C. Tercer cuadrante, semilla no viable, D. semilla sin embrién
(semilla no viable)

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

Germinacidn de semillas a partir de capsulas maduras de la especie Caucaea pichinchae

La germinacion de las semillas de Caucaea pichinchae se dio a los 3 meses de ser sembradas
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por medio del cultivo in vitro, después de estos meses empez0 aparecer las primeras semillas
germinadas que se diferenciaban en unos pequefios puntos verdes ubicados alrededor de todo
el medio de cultivo (protocormos), sin embargo, unos se desarrollaron mas rapido que otros,

Ilegando a obtener masas amorfas de color verdoso (callos), ver Figura 10.

Germinacion de semillas a partir de cdpsulas maduras de Caucae pichinchae

Figura 10 Germinacion de semillas de Caucaea pichinchae

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

Las semillas de Caucaea pichinchae fueron sembradas en un total de 160 tubos de ensayo, de
los cuales 148 tubos presentaron brotacién de semillas, teniendo un total de 92,5% de

germinacion.

Por otro lado, mediante la técnica de la jeringuilla, por cada gota inoculada en el medio de
cultivo, se sembraban alrededor de entre 15 a 40 semillas, de las cuales germinaban alrededor
de 10 a 30 de las mismas, teniendo un total de 700 callos y 900 de protocormos, de los cuales
se trabajo solo con 400 callos que estaban en proceso de desdiferenciacion, siendo la cantidad

de material vegetal adecuado para esta investigacion. Ver en Anexos, Tabla 5.
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Para la germinacion se utilizé medio Knudson C Modified Plus Orchid, que segin Menezes
otros autores (2016), afirman que el medio Knudson C es el medio mas aceptado para el cultivo
in vitro de orquideas, sin embargo, mencionan que las condiciones que se les da a las semillas
por medio del cultivo in vitro no son las mismas que la naturaleza les brinda, ya que aqui la

concentracion de nutrientes es mucho mas escasa.

Viabilidad de protocormos en proceso de desdiferenciacién de Caucaea pichinchae
tratados con Colchicina

En el presente estudio de investigacidn, uno de los objetivos fue inducir in vitro poliploidias en
la especie Caucaea pichinchae. Como se observa en la Figura 11, el tratamiento a 48h (0,1 %
de colchicina) fue el que mayor porcentaje de viabilidad o supervivencia tuvo (93,33 %). De
igual forma, se observa que el Tratamiento a 72 h (0,1 % de colchicina) y el tratamiento a 96 h
(0,2 % de colchicina), fueron los tratamientos que no lograron ser viables, es decir, su
supervivencia fue del 0 %, esto podria deberse a que le tiempo de exposicion fue muy extenso
resultando téxico para Caucaea pichinchae, ya que los protocormos en proceso de
desdiferenciacion presentaron muerte celular proporcional o completa en su tejido, dicho de
otra manera, se observo necrosis; ademas, Mohammadi y otros autores (2021), corroboran que
el porcentaje de supervivencia disminuye cuando el tiempo de antimitético Colchicina aumenta,

es decir, entre mayor sea el tiempo de exposicidn, menor sera la viabilidad.
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Figura 11 Porcentaje de viabilidad de protocormos en proceso de desdiferenciacion en Caucaea pichinchae

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

Para el andlisis estadistico se utiliz6 un modelo ANOVA conjuntamente con la prueba de
Turkey para comparar cada uno de los tratamientos realizados, como se observa en la Tabla 2,
los tratamientos que fueron expuestos con 0,05 %, 0,10 %y 0,20 % de Colchicina por 24 horas,
y el tratamiento con 0,10 % de exposicion por 48 horas, fueron los que no presentan diferencia
significativa entre si y los que mayor viabilidad tuvieron con respecto a los demas tratamientos,
ademas, se observa que los tratamientos a una concentracién de 0,20 %y 0,10 % por 96 y 72

horas respectivamente, presentan medias de 0,00, es decir, el porcentaje de viabilidad fue nula.
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Tabla 2

Prueba de Turkey en la viabilidad de protocormos en proceso de desdiferenciacion en Caucaea

pichinchae

Concentracion ~ Tiempo Medias Tratamientos
0,10 48 9,33 A
0,05 24 8,00 A
0,20 24 7,67 A B
0,10 24 6,67 A B C
0,05 72 4,00 B C D
0,20 72 3,67 C D E
0,05 48 3,33 C D E
0,10 96 2,33 D E
0,05 96 0,67 D E
0,20 48 0,67 D E
0,20 96 0,00 E
0,10 72 0,00 E

Nota: Los tratamientos con letra comun no son significativamente diferentes

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

Por otra parte, al andlisis estadistico ANOVA demostrd que la viabilidad de protocormos y
callos se vio altamente afectado por el tiempo, asi como a la interaccion entre las 2 variables,
es decir, entre la concentracién y el tiempo, ya que al ser p < 0.0001 nos dice que existe una
diferencia significativa, lo que representa que la viabilidad disminuye a medida que aumenta el

tiempo de exposicién de Colchicina, ver Tabla 3.
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Tabla 3
Anélisis de varianza de la concentracion y tiempo sobre la viabilidad de protocormos en proceso

de desdiferenciacion de Caucaea pichinchae

Gradosde Sumade Cuadradode Valor Valor

Fuente libertad Cuadrados la media F p

Modelo 11 366,97 33,361 19,37 0,0001
Concentracion (%) 2 15,39 7,694 4,47 0,0224
Tiempo (h) 3 207,64 69,213 40,19 0,0001
Interacciones de 2 variables 6 143,94 23,991 13,93 0,0001
Concentracion (%) *Tiempo (h) 6 143,94 23,991 13,93 10,0001
Error 24 41,33 1,722

Total 35 408,31

R?:0,90

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

Por otro lado, diferentes autores han reportado en sus trabajos de investigacion, que el tiempo
de exposicion y la concentracion del agente antimitotico son factores que influyen para inducir
poliploidia en distintas especies, por ejemplo, Mohammadi y otros autores (2021), afirman que,
Phalaenopsis amabilis Blume var. grandiflora Bateman es una especie que desarroll6
tetraploidias cuando fue expuesta a una dosis de 0,15 % de Colchicina a 72 h, por otra parte,
Gomez (2019), recomienda que para inducir poliploidias en protocormos de Laelia autumnalis,
se debe utilizar concentraciones no mayores a 0,1 % de Colchicina, pero solo por 24 h de
exposicion de la solucion antimitotica. Sin embargo, en otras investigaciones se han utilizado
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion a la Colchicina, pero que de igual forma
tuvieron buenos resultados, como es el caso de Vilcherrez (2022), quien manifiesta que los
protocormos de Brassolaeliocattleya que tuvieron una concentracion de colchicina de 0,04 %

y 0,08 % a 6 h y 18 h, respectivamente, fueron los tratamientos que mayor poliploidia
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desarrollaron.

Visualizacion y andlisis cromosémico

Para el analisis y visualizacion se utiliz6 la metodologia 1 ya que fue la mas efectiva (ver
iError! No se encuentra el origen de la referencia.), puesto que al iniciar el pretratamiento ¢
on Colchicina al 0,05 % durante 24 h a 10 °C, nos ayud6 a inhibir la mitosis de las células del
tejido vegetal, Ortega (2020), afirma que al usar un antimitético se observa con mayor facilidad
células sométicas en metafase. Posteriormente, se pasa a realizar la fijacion con etanol absoluto
y &cido acético en proporcion (3:1) a 3 °C por 24 horas, también denominada solucién | de
Carnoy o solucion de Farmer, segin Ortega (2020), la solucion de Farmer es la mas empleada
para el estudio de cromosomas en plantas; ademas, al utilizar esta combinacion, brind6 al
material suficiente firmeza para su manipulacién. Luego se efectu6 una hidrélisis con HCI 1N
a 60 °C durante 10 minutos, en este punto, el quimico ayudé a que el tejido del protocormo o
del callo tuviera una adecuada consistencia, de acuerdo al trabajo de Umbriago y otros autores
(2021), respaldan que una hidrolisis acida mediante HCI a 60 °C por 10 minutos, ayuda a una
buena visualizacion de poliploidias, pudiendo contabilizar los cromosomas de forma sencilla,
de acuerdo a su experiencia con Lolium perenne. Por Gltimo, la tincion empleada con el reactivo
de Schiff y una contratincion con Acetocarmin, ayudo a que estos dos colorantes penetren de
forma adecuada en el tejido vegetal, lo que permitié una mejor observacion de los cromosomas
al microscopio, Delgado y otros autores (2010), emplearon estos mismos reactivos de tincion y
afirman que sus resultados fueron mas estéticos Sin embargo, existen otro tipo de colorantes
que de igual forma brindan buenos resultados, como es el caso del trabajo de Gémez (2019),
quien realiza la tincion con Acetoorceina al 45 % durante 1 a 2 horas, logrando cuantificar los

cromosomas en Lealia autumnalis.
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En la visualizacion de los cromosomas en Caucaea pichinchae se determin6 que el numero
cromosémico de Caucaea pichinchae fue de 2x=10 (Figura 12), mientras que con Colchicina
fue de 2x=20 (Figura 13), es decir, que el agente mutagénico aumentd el nimero cromosémico

en las células de la especie experimental.

NuUmero cromosdémico en Caucaea pichinchae

Figura 12 NUumero de cromosomas en Caucaea pichinchae sin Colchicina

Elaborado por: (Las autoras, 2023)




Numero final cromosémico en Caucaea pichinchae

Figura 13 Numero final de cromosomas en Caucaea pichinchae con Colchicina

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

Comprobacion de poliploidia en Caucaea pichinchae

Mediante la prueba del Chi Cuadrado, se pudo comprobar la relacion que existe entre la
concentracion y el tiempo de exposicion de Colchicina, ya que al tener p < 0.05 determina que,
si existe relacion entre la concentracion y el tiempo para inducir poliploidia en Caucaea

pichinchae, es decir, se acepté la hipdtesis alternativa y se rechazo la hipétesis nula. Ver Tabla
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4,
Tabla 4
Anélisis de Chi cuadrado en relacién a la concentracién y tiempo de exposicion de la Colchicina

en protocormos en proceso de desdiferenciacion de Caucaea pichinchae

Grados de libertad P-value
Chi calculado 29,3051 6 5,32577E-05

Chi de la tabla 12,5915

Ho: no existe relacion entre la concentracion y el tiempo

Ha: si existen relacion entre la concentracion y el tiempo

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

Por otro lado, en la Figura 14, se puede observar que efectivamente el tiempo juega un papel
importante para inducir poliploidias, ya que los protocormos en proceso de desdiferenciacion
que fueron expuestos a una concentracion del 0,1 % durante 48 h, fueron donde mayor
poliploidia desarrollaron, mientras que, mayor era la concentracion y el tiempo de exposicion,

fue decayendo drasticamente la presencia de poliploidia en Caucaea pichinchae.
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Presencia de poliplodia en Caucae pichinchae
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Figura 14 Presencia de poliploidia en Caucaea pichinchae

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

En la investigacion realizada por Manzoor y otros autores (2018), se realizd induccion a la
poliploidia con la especie Gladiolo grandifloru, donde concluyeron que las concentraciones no
afectaron diferencialmente en la supervivencia del material vegetal que pudo deberse a los
mecanismos de defensa inducidos por la propia planta. Por otro lado, tenemos la investigacion
realizada por Smith y Soetopo, (2018), quienes determinaron que la concentracion de la
colchicina en Phalaenopsis pulcherrima, afectaba en el surgimiento de nuevas hojas e incluso
en el grosor de estas, finalmente, en la investigacion realizada por Lertsutthichawan y otros
autores (2017), concluyeron que la mutacion generada por colchicina en el género
Chrysanthemum se hacia presente por medio de la aparicion de nuevos brotes, sin embargo, la

altura de los brotes no tuvo diferencias significativas.
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5. Conclusiones

Se obtuvo 700 callos y 900 protocormos a partir de semillas maduras de la especie Caucaea

pichinchae por medio del cultivo in vitro.

Se indujo poliploidia en Caucaea pichinchae. a partir de los tratamientos que fueron expuestos
con 0,05 %, 0,10 % y 0,20 % de Colchicina por 24 horas, y el tratamiento con 0,10 % de
exposicion por 48 horas, ya que el nUmero de cromosomas para Caucaea pichinchae sin

Colchicina fue de 2x=10, mientras que con Colchicina fue de 2x=20.

Se estandariz6 un protocolo para la visualizacion y el conteo cromosémico en Caucaea

pichinchae, el mismo que inicia con una fase de pretratamiento, fijacion, hidrolisis y finalizando

con una doble tincion.
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6. Recomendaciones

El medio ideal para el cultivo in vitro de Caucaea pichinchae es Knudson C Modified Plus
Orchid Medium, ya que este se considera un medio completo para la germinacién de semillas
de orquideas y ademas de contener carbon, sacarosa, polvo de banana y agente gelificante, lo

hace adecuado al brindar los nutrientes necesarios para la especie experimental.

Se recomienda que las capsulas de la especie Caucaea pichinchae se encuentren en un estadio

adecuado (capsula madura), para obtener un buen porcentaje de viabilidad.

Se recomienda que para inducir poliploidia en Caucaea pichinchae las concentraciones de
Colchicina no sean mayor a 0,1 % ni sobrepasen las 72 horas, ya que puede ser toxico para la

especie experimental.

Para la visualizacion de los cromosomas se recomienda realizar una contratincién con el

reactivo de Schiff y Acetocarmin, ya que permite que las células sean mas visibles y hace

evidente las estructuras del tejido vegetal.
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8. Anexos:

Capsulas de la especie Caucaea pichinchae

Anexo 1 Recoleccion de capsulas de la especie Caucaea pichinchae

Nota: A: capsulas maduras de la orquidea Caucaea pichinchae, B: extraccion de semillasCaucaea pichinchae

Fuente: (Las autoras, 2023)

Tabla 5
Protocormos en proceso de desdiferenciacion viables después de la siembra realizada a través

de la técnica de la jeringuilla.

Protocormos Callos
Tiempo Viables Viables
Primer mes 0 0
Segundo mes 0 0
Tercer mes 240 120
Cuarto mes 493 472
Quinto mes 167 108
TOTAL 900 700
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Fuente: (Las autoras, 2023)
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