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1. CAPITULO |: UNA REVISION DE LOS EFECTOS DEL CAMBIO CLIMATICO
SOBRE LAS ORQUIDEAS Y SU AMBIENTE Y METODOS PARA LA
CONSERVACION DE SUS ESPECIES

Todas las especies sobre la tierra se han visto afectadas por los efectos del
cambio climético, pero es esencial conocer que es, COmo es y qué consecuencias
implican para los ecosistemas de nuestro pais, de esta forma podemos abarcar las
futuras consecuencias para las orquideas, que son fuente importante de los
habitats de Colombia. En la presente revision analizaremos que es el cambio
climatico y cémo afecta el planeta en general, luego hablaremos sobre el principal
hébitat de las orquideas y como se han visto sometidas a la presion antropogénica
y finalmente analizaremos el origen de las orquideas, su importancia y como estas
se han visto afectadas por el cambio climético y las afectaciones a su principal
ecosistema y cuéales son los principales métodos para su conservacion.

1.1 Cambio Climatico y efectos en el ecosistema tropical

El Planeta Tierra esta pasando por cambios climaticos muy fuertes que han
transcurrido en un espacio de cientos de afios, como la era de hielo o el
calentamiento global, eventos que moldean la dinamica del planeta. Estos
acontecimientos toman cientos o miles de afos en pasar de uno al otro, pero en el
periodo actual estamos acelerando la era de uno de estos factores, como lo es el
calentamiento global, ademas de empeorar debido a malas practicas como la
deforestacion desmedida con fines de agricultura y ganaderia, la tala ilegal de
arboles y los incendios, que estan llevando a la fauna y flora del planeta a la
extincion, debido a que estos no tienen el tiempo suficiente para adaptarse al
nuevo ambiente (Motoa F, 2016).

El cambio climéatico tiene registro de haber empezado aproximadamente hace dos
siglos, como una consecuencia de la revolucion industrial (1760 - 1840), donde las
innovaciones tecnolOgicas provocaron un crecimiento exponencial en la calidad de
vida de los seres humanos; pero este progreso generd impactos en el planeta,
aumentando los gases de efecto invernadero (Barros, 2005; Gonzalez, 1993).En el
tiempo actual, muchos cientificos han estudiado los efectos que genera el
calentamiento global sobre las especies, sobre todo las mas vulnerables como las
plantas, que podemos encontrar en uno de los ecosistemas mas importantes
como lo son los bosques tropicales.

Otros de los factores que se deben tener en cuenta al hablar de cambio climatico
son las guerras, la agricultura y la actividad humana, viéndolos como moldeadores
del paisaje y su afectacion al mismo, generando gases contaminantes de efecto
invernadero y destruyendo la capa de ozono. Este efecto genera un calentamiento



en la atmésfera, que es una capa delgada de gases (nitrégeno, oxigeno, argon y
diéxido de carbono) que rodea el planeta y es de suma importancia, dado que es
fundamental para el desarrollo de parte de la vida en la tierra; sin el efecto
invernadero que mantiene caliente la superficie terrestre, la vida estaria sumida en
un frio constante (Junta de Andalucia, 2002; Caballero M et al. 2007).

La evidencia del cambio climatico se encuentra en la mayor intensidad y magnitud
de eventos de esta indole que comienzan a repetirse temporada tras temporada, o
cambios graduales en la temperatura y la precipitacion que van transformando
lenta y progresivamente el clima de una region (IDEAM, 2014). Uno de los eventos
naturales que se ha visto perjudicado por el cambio climatico es el Ciclo de “El
Niflo y La Nifia - Oscilacion del Sur” (ENOS), un fendmeno de gran importancia
gue afecta directamente a Colombia.

Estas variaciones en la estructura térmica del Pacifico estan relacionadas con un
debilitamiento de los vientos Alisios del Este y con el desplazamiento del nucleo
de conveccion profunda del Oeste al centro del Océano Pacifico Tropical. Dada la
ubicacion geografica del pais, este recibe la influencia de los ciclos asociados a
ENOS (Figura 1). La influencia de esta anormalidad no es lineal y puede tener
diferentes magnitudes en el efecto invernadero y del impacto producido como
consecuencia de las actividades humanas (IDEAM, 2007).
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Figura 1. Diagrama del fenomeno del ENOS en el Pacifico. (Tomado de:
https://www.elheraldo.hn/otrassecciones/serviciodeutilidad/983414-
468/diferencias-entre-los-fen%C3%B3menos-clim%C3%Alticos-de-el-
ni%C3%B1o-y-la-ni%C3%Bla?mainimg=1)
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Los cambios en la temperatura podrian disminuir el area de distribucién de los
ecosistemas, lo cual resultaria en la disminucion del numero de especies.
Ademas, los efectos de la actividad humana estan fragmentando los ecosistemas
andinos, evidenciandose un aumento en la temperatura en Colombia (Cuesta,
2012).

Colombia se enfrenta a condiciones adversas por consecuencia del cambio
climéatico, se estima que en 10 afios la temperatura podria ascender cerca de los
2°C, no es una cifra alarmante, pero trae consigo muchos cambios en el clima y la
temperatura, generando eventos como lluvias en temporadas de calor y con ellas
inundaciones y en otras regiones del pais sequias cuando deberia llover. Si esto
contintia en el 2100 en la regién Andina desaparecerian los paramos y glaciares y
con ellos nuestras fuentes de agua mas importantes (Redaccién El tiempo, 2007;
Semana, 2017).

Los Andes Colombianos se han considerado como los principales centros de
diversidad y especiacion del mundo, lo que los convierten en un area critica para
la conservacion a nivel mundial, pues se estima que el 50% de las especies de
plantas presentes en esta region son endémicas (Junta de Andalucia, 2002).

Los incendios forestales que han aumentado en los ultimos afios traen consigo
grandes problemas para los bosques tropicales, dado que aumentan los niveles de
gases de efecto invernadero, haciendo que la temperatura aumente y las especies
mueran de calor (Redaccion AFP, 2019), en una entrevista a Brigitte Baptiste en el
2016 por la revista Semana, nos dice que el pais se encuentra muy atrasado en
investigaciones sobre biodiversidad y no nos damos cuenta por la corrupcion,
deforestacion ilegal y mineria todo lo que estamos perdiendo y lo que esto
implicaria para el pais.

1.2 Bosques tropicales

Los bosques tropicales son los ecosistemas mas importantes en términos de
diversidad y representan el 7% de la superficie total de bosques en el mundo. Se
pueden encontrar distribuidos cerca del ecuador, en zonas sin lluvias ciclénicas,
ubicados entre las latitudes 10°N y 10°S (Figura 2), y abarca aproximadamente 70
paises (Morley R, 2009; Bierregaard R et al, 1992; Zheng D et al, 2019; Ofosu,
2008).
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Figura 2. Ubicacion de los bosques tropicales en el mundo. (Tomado de:
https://selvastropicales.org/2013/11/20/donde-estan-ubicadas-las-selvas-
tropicales/)

Este tipo de ecosistema es conocido por sus factores medioambientales
especificos, como el desarrollo homogéneo de las temperaturas (no varian
durante el dia y la noche), asi como por la existencia de estaciones hidrolégicas
(Plana E, 2000), que pueden variar segun la clase.

Por ejemplo, el bosque tropical seco o con estacion seca, en la cual la vegetacion
debe adaptarse a periodos largos sin lluvias y suelos aridos, la temperatura oscila
entre los 15°C y los 25°C, luego estan los bosques tropicales estacionales
semiperennes, los cuales la gran mayoria se encuentran en Asia tropical, tiene
una estacion lluviosa y una seca igual de extensas y el promedio de precipitacion
anual es de 2000 mm vy por ultimo, esta el bosque tropical lluvioso, donde
realmente no existe una estacién seca, sino de pocas lluvias (aproximadamente
100 mm) y algunas areas son humedas durante todo el afio (Alfaro et al, 2014;
Méaxima J, 2019).

Los suelos de estos bosques son pobres en nutrientes, debido a los extendidos
periodos sin perturbaciones geomorfolégicas y a los grandes volumenes de
precipitaciones anuales, que producen una meteorizacidon intensa y una lixiviacion
profunda, lo que genera que en la primera capa del bosque se guarden los
nutrientes (Plana E, 2000).

La extension de bosques humedos en Colombia ocupa aproximadamente 415.000
km?, lo que equivale al 36% del territorio nacional (Duefias A et al, 2014). Este
ecosistema brinda grandes beneficios a la poblacibn humana, ya que provee
muchos recursos alimenticios y medicinales, ademas de ser un enorme reservorio
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de carbono (Balvanera, 2012; Nortcliff, 1998). Pero estos beneficios se ven
amenazados por las implicaciones en el cambio de uso del suelo, donde se alteran
las tasas de sedimentacion, infiltracion, evapotranspiracion y flujos de base, entre
otros, debido a las actividades antropogénicas, que dan como resultado la
desaparicion de los bosques tropicales a una velocidad alarmante (Calvo et al,
2012; Phillips et al, 2011; Tscharntke et al, 2007).

En Colombia, la actividad humana ha modificado el medio ambiente hasta el punto
en que los paisajes son mosaicos de asentamientos humanos, terrenos agricolas
y fragmentos dispersos de ecosistemas naturales. El aumento de la ganaderia,
agricultura y extraccion de recursos naturales, ha causado que se fragmente el
hébitat y haya alteraciones en los procesos ecoldgicos, asi como también el
aumento de gases de efecto invernadero (Cortes, 2013).

El bosque seco tropical es uno de estos fragmentos, los cuales se encuentran
distribuidos por todo el pais, donde las orquideas, las flores mas importantes de
Colombia aun se mantienen, siendo uno de los indicadores de lo que podria
suceder con el cambio climatico en estos bosques. Se dice que al cambiar el clima
de estos nichos las orquideas tendran a migrar a alturas mas elevadas para
encontrar climas mas frescos, pero los asentamientos humanos y otras especies
podrian evitar estas migraciones y las flores desaparecerian de los bosques, por
ello la necesidad de hablar intensamente sobre este tema y el cuidado de nuestros
ecosistemas (Monsalve M, 2017).

1.3 Las orquideas, su historiay distribucion

Las orquideas son la familia de plantas con flores mas evolucionadas y diversas
de la tierra. Los origenes de estas plantas se remontan a millones de afos, pero
su probable origen es un misterio, debido a su dificil fosilizacion, pero se cree que
se originaron en el sur de Asia en la regibn malaya, durante la era cretacea, a
partir de un antecedente similar a las lilaceas o las burmaniaceas (Schiff J, 2018;
Junta de Andalucia, 2008).

Desde tiempos remotos, estas flores han generado pasién en los hombres por su
belleza, usos medicinales y culinarios. Los primeros escritos sobre las orquideas
son citados por los chinos varios siglos antes de Jesucristo. En la antigua Grecia
se le atribuian propiedades curativas, afrodisiacas y eran vistas como simbolo de
virilidad. Pero el primer griego que las estudié con criterio cientifico fue el filésofo y
naturalista Teofrasto (374 — 287 A.C), quien era discipulo de Aristoteles y describid
algunas orquideas del Mediterraneo y les dié el nombre genérico de Orchis, y se
refiere a ellas en su obra “La Historia de las Plantas” de la siguiente manera: “En
la base de la planta donde nacen las hojas, se encuentran dos pelotitas arrugadas



que semejan los testiculos de los perros”; de aqui surge la palabra orquidea, dada
la semejanza entre sus pseudobulbos y las partes del animal (Aju M, 2009).

Figura 3. Cattleya trianae, orquidea insignia de Colombia. Tomado de
https://es-la.facebook.com/LaBioguia/photos/la-%22flor-de-may0%22-
(cattleya/819214394794644/

Hacia el siglo XVIII y XIX los cientificos y naturalistas se interesaron en el estudio
de las orquideas, como Carlos Linneo padre de la clasificacion botanica y para el
siglo XIX también hicieron estudios Humboldt, con la descripcion de nuevas
especies en su viaje a América, Noel Bernard, botanico francés, quien descubrio
las condiciones necesarias para que se produjera la germinacion y el desarrollo de
estas plantas, entre otros (Aju M, 2009; Alvarez E, 2006; Junta de Andalucia,
2008). Charles Darwin fue el primer intérprete moderno en decir como las
orquideas tienen una polinizacién cruzada, entre sus investigaciones, habla sobre
biomecanismos florales y como estos se adaptan a los cambios por la seleccion
natural. Unos afios mas tarde, Darwin habla sobre la ecologia de la polinizacion y
su relacion con el éxito reproductivo de estas plantas (Bernhardt P et al, 2017).

Las orquideas conforman uno de los Ordenes mas grandes entre las
monocotileddneas, para el 2012 se tenian registradas cerca de 35.000 especies
en todo el mundo (Amaya, 2012). Se encuentran distribuidas en casi todas las
regiones del planeta, con excepcion de los polos (Cox, 2013), pero se las puede
encontrar con mayor facilidad en los bosques tropicales, especialmente en los
Andes del norte de Suramérica y en las montafias de Nueva Guinea, en Oceania
(Giraldo y Betancur, 2011).

Su diversidad se debe a que son un grupo botanicamente muy joven y presentan
gran facilidad hibrida, es decir, que no solo se pueden reproducir entre especies
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del mismo género sino también intergenéricamente. Algunos de estos hibridos no
se producen naturalmente, sino que estan controlados por intervencion humana
(Freuler, 2006). Esto genera nuevos tipos de orquideas, por lo que aun se siguen
describiendo nuevas especies y géneros en todo el mundo.

Colombia es el pais mas rico en diversidad de especies de orquideas, debido a la
variedad geogréafica que posee nuestro pais que y al ambiente de los bosques
hamedos andinos el cual es el mas Optimo para su desarrollo. Se han registrado
cerca de 4.270 especies, agrupadas en 274 géneros de los cuales 1.572 son
especies endémicas del pais (Palacios, 2014; Minambiente, 2015). Antioquia es el
departamento que posee mas riqueza con 1488 especies, seguido de
Cundinamarca con 940 registradas, 100 de las cuales son endémicas (Humboldt,
2016).
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Figura 4. Distribucion de las orquideas en Colombia, A) Distribucion de especies
endémicas y B) Distribucién de todas las especies de orquideas. Tomado de
http://www.minambiente.gov.co/index.php/noticias/1772-colombia-pais-con-mayor-
numero-de-especies-de-orquideas-en-el-mundo

También poseen un alto grado de apreciacién para muchas personas, por lo que
algunos géneros como la Cattleya, que tiene flores de gran tamafio y la hace muy
apetecible para los cultivadores (Hassan et al, 2015), también las podemos
encontrar a nivel gastronémico en el uso de la Vainilla en México donde este
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cultivo trae grandes ganancias a los agricultores, pero sus altos costos de
inversion hacen que no hayan grandes empresas interesadas en invertir en ellas,
por lo que se han vuelto un manjar bastante exotico (Soto, 2006).

Estas plantas tienen una gran distribucion y éxito, lo que puede estar relacionado
con sus caracteres morfologicos, anatomicos y fisiologicos, y a su relacion con
hongos micorrizicos, este éxito puede deberse también a la plasticidad de la
familia, la cual le permite adaptarse a nuevos ambientes, como un velamen radial
especializado que les da una proteccion extra a la pérdida de agua en los periodos
de pocas lluvias o en ambientes donde no se encuentre mucha agua y la
produccion de frutos con centenares de miles de semillas diminutas, entre otras
caracteristicas que hacen que esta familia tenga el mayor éxito en supervivencia
(Rojas, G. 2011).

Lamentablemente, y a pesar de todas estas caracteristicas, las orquideas en
Colombia y en todo el mundo se han visto sometidas a una alta presion antrépica
como el cambio del suelo, el cambio climatico y la deposicion de nitrégeno (Diaz,
et al. 2019).

La comercializacion de orquideas a partir de la extraccion descontrolada, asi como
la desaparicion de bosques, el reemplazo de areas naturales por zonas
productivas y el uso de agroquimicos que amenazan a sus polinizadores, hacen
gue haya una necesidad inmediata de acciones in situ y ex situ, para salvarlas, por
lo que sus estudios se han vuelto de gran importancia, no solo a nivel de habitat,
sino también por su apreciacion econémica (Humboldt, 2016; WWF, 2017).

1.3.1 Morfologiay caracteristicas botanicas de la familia Orchidaceae

La mayor concentracion de orquideas como se ha mencionado anteriormente se
encuentra en bosques tropicales situadas a una altura entre 914 y 2740 m.s.n.m.
Algunas se pueden encontrar enraizadas en la tierra, otras crecen sobre el tallo de
otras plantas y no de una forma parésita (epifitas) o las hay también las que
crecen en la superficie de las rocas (rupicolas). Estas pueden crecer de manera
monopodial y simpodial, este ultimo es el mas comun y consiste en el crecimiento
de varios tallos o pseudobulbos que brotan de un rizoma trepador, que a su vez es
un tallo modificado. El crecimiento de estos tallos y pseudobulbos se genera
anualmente y solo el mas joven o maduro producira flores. Por el contrario las
monopodiales poseen un unico tallo el cual va afiadiendo hojas nuevas hacia
arriba. Los tallos florales y las raices aéreas brotan entre hojas y el tallo de
algunas especies se ramifica desde las yemas, en la axila de la hoja (Ordofiez.
2016).
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En las plantas hermafroditas, se espera que las diferencias en el atractivo floral
para los polinizadores influyan en el éxito reproductivo. Si este éxito esta limitado
por la visita de los polinizadores, se predice que las caracteristicas florales mas
atractivas dardn como resultado mas polen exportado y la producciéon de mas
semillas (Fritz et al, 1996).

Sépalo dorsal
Columna
Antera

Estigma

Pétalo

Labelo

Sépalos laterales —

Figura 5. Morfologia de las flores de orquideas. Tomado de Duarte 1. 2014.

Por lo tanto las orquideas lograron esta proeza con variaciones en un esquema
basico de tres pétalos y tres sépalos. Los dos pétalos superiores presentan
colores brillantes y vivos; el pétalo inferior altamente modificado es un labelo
grande que actla en muchas especies como plataforma de apoyo para los
insectos polinizadores. Los sépalos sobresalen entre y detras de los pétalos como
los puntos de una estrella de tres puntas. Las orquideas comparten esta estructura
de tres pétalos y tres sépalos con los lirios. Sin embargo las orquideas se
distinguen de otras flores por una estructura llamada la columna (gimnostemio),
situada frente al labio y solo posee un estambre, la cual en casi todas las especies
lleva una antera Unica, aunque estas estructuras estdn muy juntas, la auto
polinizacion la previenen mediante una variedad de otros mecanismos, la mayoria
de estos estan diseflados para unir el polen a un insecto después de que haya
pasado por el pistilo cuando este saliendo de la flor (Mcdonald, 1999; Ordofiez,
2016).
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Figura 6. Crecimiento simpodial y monopodial de las orquideas y sus partes.
Tomado de https://docplayer.es/54346844-Orquideas-importancia-y-
aprovechamiento-sustentable-de-productos-forestales-no-maderables-en-
bosques-de-niebla-estudio-de-caso-en-pag.html

Los ovarios de las orquideas se encuentran por debajo de las demas estructuras
de la flor, rodeado de tejido pedicelar. El ovario tiene forma trilocular y guarda
numerosos oOvulos que al madurar se transforman en semillas, que en las
orquideas son pequefas y solo tienen un embrion indiferenciado (Ordofiez, 2016).

1.4 El género Epidendrum

Este género fue establecido por Linneo en 1763, pertenece a la subfamilia
Epidendroideae, las cuales se distribuyen por casi todo el mundo, pero
presentando mayor concentracion en las areas tropicales. Se distribuyen desde el
sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina y latitudinalmente se
encuentra desde el nivel del mar hasta 3500 m de altura, ademas, son
colonizadoras agresivas de las areas perturbadas y desnudas (Farfan, 2008;
Franzen et al, 2009).
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Figura 7. Inflorescencia de Epidendrum secundum. Tomado de
https://www.pinterest.de/pin/140315344621636963/

La principal caracteristica de este género es su habitat epifito que presenta la gran
mayoria de las especies, pero algunas también poseen habitos terrestres, las
cuales presentan tallos tipo cafia, los cuales pueden alcanzar una altura de 2my
algunos forman pseudobulbos, el caracter diagndstico para este género son las
flores, que poseen un labelo soldado a la columna, la presencia de cuatro
polinarios y una hendidura en el rostelo, para las especies E. secundum y E.
ibaguense sus flores son conocidas como crucifijo, por su forma y el color de las
flores puede variar del rojo, naranja, lila y rosado. Este género es considerado
como el méas grande entre las orquideas neotropicales, por o que ha hecho que la
clasificacion de este género sea muy dificil para numerosos autores, debido a la
gran variaciéon de las caracteristicas florales y vegetativas, lo que no permite
establecer reglas generales de cultivo y deben tenerse en cuenta los matices
existentes entre una especie y otra, aunque la mayoria se puede cultivar en
ambientes con temperaturas intermedias y con riego todo el afio (Alvarez et al,
2016; Hagsater et al, 2016; Fischer, 2007; Engels et al, 2017).

La capsula que es fruto de estas flores, tiene un tamafio aproximadamente de
cuatro centimetros y dentro se pueden encontrar miles de millones de semillas,
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algo que caracteriza a la especie E. secundum la cual posee las semillas mas
grades entre todas las orquideas alcanzando una longitud de 6 mm, mientras que
las de E. ibaguense miden 2.9 mm (Naturalista, 2006).

Figura 4. A) Capsulas de Epidendrum B) Semillas vistas al estereoscopio.

Se estima que existen mas de 1000 especies dentro del género Epidendrum de
los cuales el 12% corresponden a especies conocidas en Colombia (Alvarez et al,
2016), en los Andes Ecuatorianos se tienen registro de 306 especies, la mitad de
ellas endémicas; entre las comunidades indigenas el uso de las hojas y las flores
tienen un fin médico como laxante o ténico, sus flores se usan para tratar
trastornos nerviosos y controlar la temperatura corporal durante el resfriado (Duran
M et al, 2019), pero las pocas investigaciones que existen sobre este género se
basan solamente en su taxonomia, por lo que es importante generar
investigaciones relacionadas a su fisiologia y desarrollo.

15



Figura 8. Representacion grafica de la especie Epidendrum secundum. Tomado
de: https://www.deviantart.com/masdevalliajr/art/Epidendrum-secundum-
watercolor-526859703.

En Colombia este género es uno de los mas grandes, existen registros de 527
especies que corresponden al 12% antes mencionado, presentando una riqueza
de 186 especies distribuidas mayormente en la region andina y en la region
pacifica

1.5 Laimportancia de las orquideas y su conservacion

Las orquideas hacen parte del bosque nativo y son bioindicadores de la buena
salud del ecosistema, asimismo son de gran importancia comercial debido a que
son plantas de uso ornamental, dado que destacan por su gran belleza, medicinal
y como flor de exportacion; pero no todas destacan por su gran belleza o por no
poseer rasgos de interés comercial, pero cabe mencionar que todas estas
especies cumplen funciones importantes en el medio ambiente, ya que sus hojas
capturan y fijan CO2 de la atmosfera por medio del proceso de fotosintesis. Las
orquideas epifitas, en conjunto forman grandes masas vegetales que interceptan
la niebla y las nubes bajas, lo que aumenta la precipitacion y reduce el volumen e
impacto del escurrimiento del agua, lo que disminuye la erosion y facilita el
almacenamiento e infiltracion del agua en el suelo (Castellanos y Torres, 2018;
Duarte D et al, 2002).

Muchas de las orquideas en Colombia se encuentran en algun grado de amenaza,
pero algunas especies que se encuentran dentro del género Epidendrum no han
sido evaluadas por lo que no se sabe en qué grado de amenaza se encuentran,
por lo que los estudios deben priorizarse (Castellanos y Torres, 2018; Calderén E,
2007).
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Los métodos de propagacion de esta familia se han hecho principalmente con el
fin de dejar de explotarlas de su medio ambiente y conservarlas, ademas del
interés econdmico que hay detrds de ellas, existen métodos convencionales para
la propagacion vegetativa de orquideas, las cuales proporcionan formas simples
de multiplicacion y mantenimiento de individuos seleccionados con rasgos
deseados. Las orquideas se reproducen tanto de forma sexual como asexual, en
esta Ultima se puede obtener a partir de fracciones de la planta madre, realizando
divisiones de pseudobulbos a través de cortes, lo que hace posible la generacion
de dos o méas plantas. Un método no comercial es la produccion de keikis o
hijuelos con ayuda de fitohormonas, que se generan en los nudos de las
orquideas simpodiales y monopodiales, las cuales al crecer se cortan y se
trasplanta en nuevas macetas y por ultimo esta la polinizacién manual, en la cual
se pueden hacer cruces de diferentes especies (Menchada R y Moreno D, 2011;
Lee YI, 2018; Cortez M, 2013).

1.5.1 Cultivo in vitro de orquideas

El cultivo in vitro es una técnica que consiste en aislar una porcion de la planta, ya
sean protoplastos, células, tejidos, 6rganos o plantas completas y proporcionarle
artificialmente las condiciones fisicas y quimicas apropiadas para que las células
expresen su potencial intrinseco o inducido. Mediante esta técnica se pueden
obtener plantas libres de patdgenos en frascos de vidrio en un ambiente artificial
con medios de cultivos nutritivos y aseépticos, en condiciones ambientales
controladas; el avance de estas técnicas ha permitido en los ultimos afios el
estudio detallado de plantas tanto a nivel celular como molecular, de esta forma se
puede cultivar una parte determinada de la planta para inducir el crecimiento de
brotes y luego adaptarlas a condiciones in vivo (Castillo A, 2004; Segretin M,
2008; Roca W y Mroginski L, 1991; Duarte I. 2014).

Figura 9. Representacion grafica de frascos de cultivo de especies de
Epidendrum.

La pérdida de recursos naturales y genéticos ha llevado a la busqueda de nuevos
métodos en el desarrollo de conservacién ex situ como son la biotecnologia que
permite la conservacién de germoplasma vegetal. El cultivo de tejidos in vitro
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ofrece alternativas para la conservacion de la diversidad biolégica, permitiendo la
multiplicacion de especies en peligro de extincion o aquellas que poseen
limitaciones para su reproduccién (Bohorquez M et al. 2016).

El cultivo in vitro en general se ha usado para reproducir y conservar plantas de
interés econdmico, y entre los recursos fitogenéticos ornamentales, estan las
orquideas. Los complejos requisitos de polinizacion, germinacion de las semillas y
otros factores abibticos y bioticos contribuyen con la pérdida de plantas cuando no
se cumplen con estas condiciones, por ello la conservacion in vitro de estas
plantas toma una gran importancia (Bonilla M et al, 2015).

El cultivo in vitro de orquideas revolucion6 después del descubrimiento de
Knudson, un botanico estadounidense en 1922, cuando desarroll6 un método para
germinar semillas de orquideas de forma asimbidtica en medios ricos en azlcares
y minerales, demostrando que la germinacion de semillas en condiciones
asépticas era posible sin el requerimiento de hongos micorrizicos. Esto abrio la
posibilidad del cultivo de las orquideas sin explotarlas de su medio. Mas adelante
en 1962 Murashige y Skoog crearon un medio de cultivo Optimo rico en sales
inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos, lo que ofrece un alto grado
de nitrogeno y potasio, importantes para la nutricion de las semillas, también se
les agrega fitohormonas y algunos suplementos para mejorar la calidad de la
germinacion (Salazar Sy Seir A, 2012; Otero J y Bayman P, 2009; Chavez H et al,
2014; Mayo A et al, 2010; Knudson L. 1921; Murashige y Skoog, 1962).

En Colombia los trabajos con orquideas se han convertido en una forma de
obtencion de especimenes sin destruir el habitat y el método de conservacion de
germoplasma mas utilizado en especies comerciales y no comerciales, como la
micropropagacion, en la que basan trabajos de viabilidad y germinacion de
semillas de diversas especies en medios de cultivo modificados con diferentes
adiciones como son el agua de coco, el jugo de pifia, entre otros, en los cuales se
ha podido evidenciar una germinacioén exitosa como en el trabajo de Cadavid y
Salazar en el 2008, en el cual, trabajaron con la especie Cattleya quadricolor en
medio MS, modificado con los elementos anteriormente mencionados y una
adicion de ANA para la formacién de raices, teniendo como resultados el 88% de
semillas germinadas y crecimiento de raices a los 90 dias después de la siembra.

El trabajo con semillas de orquideas es complejo y requiere de tratamientos
asépticos importantes como la desinfeccion de semillas de capsulas maduras y
verdes y su posterior siembra, como observamos en trabajos realizados en México
en los cuales nos muestran las técnicas que se han generalizado para ciertas
especies de orquideas que poseen semillas minusculas como las del género
Oncidium, con las cuales Billard et al, 2014 ajust6 una metodologia de
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desinfeccion eliminado los enjuagues con agua destilada para evitar la pérdida de
material, ademéas de utilizar diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio,
evaluando asi su viabilidad encontrando que entre menos concentracion mayor es
la viabilidad de las semillas y a los 15 dias una germinacion exitosa en medio MS.

La finalidad de estos y muchos més estudios es colaborar en la conservacion de
esta extensa familia botanica como habla Avila y Salgado en el 2006, en su trabajo
en el cual logran establecer un medio de cultivo exitoso para 9 orquideas logrando
la formacion de callos, protocormos y el crecimiento de plantulas, utilizando
medios nutritivos a partir de MS y reguladores de crecimiento bajo condiciones in
vitro. En el pais Pérez B y Castafieda S en el 2016 ofrecen de igual manera cultivo
MS, pero esta vez enriquecidos con pulpa de banano y sin reguladores de
crecimiento, mostrando la germinacién exitosa de varias especies de orquideas.
Estos trabajos nos demuestran que existen variedad de metodologias a la hora de
buscar formas para la conservacion de orquideas y su importancia horticola y
comercial.
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2. CAPITULO II: EVALUACION DE GERMINACION Y DESARROLLO DE DOS
ESPECIES DEL GENERO Epidendrum (ORCHIDACEAE), CUNDINAMARCA,
COLOMBIA

2.1 RESUMEN

Colombia es el pais mas rico en biodiversidad de orquideas, teniendo en cuenta
las 4270 especies. Para el género Epidendrum se estima que hay mas de 1000
variedades, las cuales el 12% son locales y se han visto amenazadas por cambios
en uso del suelo, extraccion masiva de especies y el calentamiento global. Para
medir la viabilidad de sus semillas, se us6 el método de Tetrazolio, con
pretratamiento de hipoclorito en diferentes concentraciones. En evaluacion del
porcentaje de germinacion, se sembraron aproximadamente 50 semillas de cada
especie; la primera observacién se hizo 15 dias post siembra; posteriormente,
cada ocho dias evaluando la cantidad de embriones que rompieron la testa. Para
la observacion del desarrollo, se realiz6 un cultivo en medio MS donde se
sembraron varias semillas, a las que se les hizo un seguimiento del crecimiento
hasta aparecer la segunda hoja verdadera. Las semillas de E. secundum no
arrojaron resultados en las primeras pruebas sin tratamiento; se esperé hasta que
las cépsulas maduraran y abrieran, ademas de aplicar tratamientos con
hipoclorito, que ayudan a escarificar la cubierta de las semillas permitiendo que la
solucion de tetrazolio ingrese con facilidad al embridén, arrojando resultados
positivos. En semillas de E. ibaguense los efectos fueron menores. Esto pudo
deberse a que el embrion es mas delicado a la escarificacion. El porcentaje de
germinacion en ambas especies arroja resultados muy bajos, posiblemente por el
tipo de medio de cultivo, haciendo evidente la necesidad de otra fuente de
nutricion para germinar rapida y exitosa. En las diferentes etapas de desarrollo de
las especies E. Secundum y E. ibaguense, se realizdé una observacion total de un
mes y 15 dias. Para E. ibaguense, se observo crecimiento de los embriones a los
8 dds. Mientras que E. Secundum tuvo problemas con el medio al cual se realiz6
una modificacion para ayudar a su germinacion. La observacién de la primera fase
tardé 15 dds. Los estudios en este género son muy escasos, |0 que genera gran
importancia para su conservacion. Aun falta explorar sobre la fisiologia de este
género y los recursos que podrian generar para su preservacion.

Palabras clave: E. secundum, E. ibaguense, cultivo in vitro, conservacion,
viabilidad, germinacion, desarrollo.
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3. INTRODUCCION

Las orquideas es una de las familias con mayor diversidad de flores, se estima
gue hay aproximadamente 35.000 especies registradas, se encuentran
distribuidas en todo el mundo especialmente en la zona intertropical, sin embargo
no se les puede encontrar en los desiertos y los polos. Su diversidad se debe a
que es una familia botanicamente muy joven y tiene facilidad de hibridacion no
s6lo entre especies sino también intergenéricamente. Algunos de estos hibridos
son producidos por la mano del hombre, lo que genera nuevas especies y géneros
en todo el mundo (Cox, 2013; Amaya, 2012; Giraldo y Betancur, 2011; Freuler,
2006).

Colombia y Ecuador comparten la mayor diversidad de especies, contando con
alrededor de 9.000, de las cuales 4.270 se tienen registradas en Colombia con
1572 especies endémicas y 819 han sido registradas en los parques Naturales.
Las especies se distribuyen de la siguiente manera: en el Pacifico hay 533
especies, en los Andes que posee una variedad geografica abarca la mayor
concentracion con 2.542, para region de la Orinoquia 143 especies y para las
regiones del Caribe y la Amazonia 1052 especies (Palacios, 2014; Minambiente,
2015; Humboldt, 2016).

Las plantas de la familia Orchidaceae se ubican entre las mas vulnerables debido
a su sobreexplotacion del medio silvestre, trafico ilegal, pérdida del habitat y
cambio climatico, ademas de verse sometidas a una alta presion antropica como
el cambio del suelo (Tejeda et al, 2017; Diaz et al, 2019) adicionalmente existe
poco conocimiento acerca de la ecologia de esta familia como su distribucion, la
delimitacion de las poblaciones, la polinizacion, entre otros (Valencia, 2014).

Colombia y Ecuador comparten la riqueza de orquideas mas grande del mundo,
con cerca de 9000 especies registradas hasta el momento. Alrededor de 3000 se
encuentran en algun grado de vulnerabilidad (Tejeda et al, 2017) debido a la
pérdida de su habitat y la extraccion indiscriminada de su medio, otros factores de
su pérdida se deben a la aplicacion de glifosato y la utilizacion de pesticidas que
causan un efecto negativo en la poblacién de polinizadores y la disminucion de
hongos micorrizicos de los cuales dependen para su germinacién, provocando una
alteracion en el entorno biético (Mufioz y Gomez, 2015).

El género Epidendrum se distribuye por casi todo el mundo, sin embargo, presenta
mayor concentracion en las areas tropicales. Se distribuyen desde el sur de los
Estados Unidos hasta el norte de Argentina, altitudinalmente se encuentra desde
el nivel del mar hasta 3500 m.s.n.m (Farfan, 2008; Franzen et al, 2009). Este
género cuenta con aproximadamente 2400 especies, de las cuales 527 se han
registrado en Colombia y 186 son endémicas.

La principal caracteristica de este género es su habitat epifito que presenta la gran
mayoria de las especies, pero algunas también poseen habitos lit6filos y
terrestres, las cuales presentan tallos tipo cafia que pueden alcanzar los 2 metros
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de altura y algunos pueden presentar la formacion de pseudobulbos. El caracter
diagnéstico para este género son las flores, que poseen un labelo soldado a la
columna, la presencia de cuatro polinarios y una hendidura en el rostelo. Este
género es considerado como el mas grande entre las orquideas neotropicales, por
lo que ha hecho que la clasificacibn de este género sea muy dificil para
numerosos autores debido a la gran variacion de las caracteristicas florales y
vegetativas (Alvarez et al, 2016; Hagsater et al, 2016).

Muchas de las orquideas en Colombia se encuentran en algun grado de amenaza,
sin embargo, para algunas especies que se encuentran dentro del género
Epidendrum no se ha realizado una evaluacion del estado de amenaza, por este
motivo los estudios deben priorizarse (Castellanos y Torres, 2018; Calderdn S,
2006).

Algunas especies de este género son poco estudiadas ya que se consideran de
poco valor comercial, debido a que son muy comunes en estado silvestre
(Castellanos C y Torres G, 2018), pero algunos cientificos e indigenas
ecuatorianos las consideran de gran valor por sus propiedades medicinales, el
uso de las hojas y las flores se usan como laxante o ténico, sus flores se usan
para tratar trastornos nerviosos y controlar la temperatura corporal durante el
resfriado (Duran M et al, 2019), ademas de ofrecer servicios ecosistémicos como
bioindicadores de la buena salud del ecosistema ya que cumplen funciones
importantes como capturar y fijar el CO2 de la atmosfera por medio de la
fotosintesis (Castellanos y Torres, 2018; Duarte D et al, 2002).

La conservacion in situ es la estrategia que mas se recomienda para muchas de
las especies de valor comercial dado que el cultivo in vitro suele ser muy dificil y
costoso, sin embargo, estos métodos de investigacion (in situ y ex situ) y las
acciones de conservacion de las orquideas en peligro de extincidon son requeridas
para desarrollar la eficiencia en estrategias para su conservacion y de esta forma
contribuir a la prevencion de la extinciéon de la diversidad de esta familia en
Colombia (Gil K, 2012).

El cultivo in vitro es una estrategia para ayudar a la disminucion de especies
silvestres, este método se ha convertido en una herramienta importante en el
control de enfermedades y la produccién en masa de cosechas de diferentes
plantas de interes economico, como los frutales, maderables o la flores de
ornamentacion (Morales E, 2012).

En Colombia los estudios estan centrados en la produccién de orquideas a partir
de cultivo in vitro para la restauracion de especies en el ecosistema, estos planes
de estudio también aplican para el género Epidendrum, el cual posee gran
diversidad de especies por esta razon, los estudios de ADN han posibilitado que
se separen en nuevos géneros (Fisher, 2007). Por ejemplo ta (Dressler R, 1972)
haciendo de esta especie endémica de esta zona

tanto,. De esta forma se abre una posibilidad a futuros estudios con dichas
especies poco estudiadas.
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Adicionalmente, existen estudios basados en el tratamiento de las semillas de
orquideas que naturalmente necesitan de agentes para lograr su germinacion,
entre los cuales, desarrollan una relacion simbidtica con hongos tales como
micorrizas. En el presente estudio se evaluara la viabilidad, la germinacion y el
desarrollo de dos especies de Epidendrum, bajo condiciones in vitro, de esta
forma se espera generar nuevas metodologias para la conservacion de especies
silvestres.

4. METODOLOGIA

4.1 Area de estudio

El estudio se realiz6 en el laboratorio de Quimica Bioorganica y cultivo de tejidos
de la Universidad Militar Nueva Granada sede campus Cajica, Cundinamarca.

4.2 Recoleccion de material vegetal

Las capsulas de Epidendrum fueron colectadas entre los meses de febrero a
octubre de 2018 y de Agosto a Septiembre de 2019, las primeras se recogieron en
el municipio de Ubaté (5°18'24.22"Ny -73°48'52.44"0) y en el Club de profesores
de la Universidad Nacional Los Buhos en la Sabana de Bogota (4° 781” 103’ N y -
74° 090” 436’ W). Las capsulas se conservaron en bolsas de papel y conservadas
en refrigeracion a 4°C hasta su siembra. Esta recoleccion de especimenes esta
bajo la autoridad Nacional de Licencias Ambientales — ANLA, resoluciéon namero
1198 del 15 de Octubre de 2014.4.3 Medios de cultivo

El medio de cultivo basal en cuanto a sales y vitaminas fue Murashige y Skoog
(MS) (1962) adicionado con 30 g/L de sacarosa, 7.5 g/L de agar (PhytoTech Labs,
Alll Agar, Plant TC), y el pH fue ajustado a 5,8. Para los medios usados con E.
secundum, se agrego inositol 0.1 g/L y carbon activado 2 g/L.

4.4 Cultivo in vitro de semillas de Epidendrum

4.4.1 Desinfeccion y siembra de capsulas

Las cépsulas se lavaron con jabon suave y agua corriente, en seguida, bajo
condiciones asépticas en camara de flujo, se realiz6 el proceso de desinfeccion;
en un vaso de precipitado estéril se agregaron 100 ml de alcohol antiséptico al
70% en el cual se colocaron las capsulas durante dos minutos agitdndolo
suavemente, al terminar el tiempo se lavaron con agua destilada estéril para retirar
el alcohol. A continuacion, se agregé hipoclorito de sodio al 2% hasta cubrirlas y
una gota de Tween 20 y se agité suavemente durante 10 minutos. Posteriormente
se realizaron tres lavados con agua destilada estéril y para finalizar se flamearon
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ligeramente.

Con ayuda de un bisturi se hizo un corte longitudinal en la cdpsula y con una
microespatula se retiraron las semillas y se sembraron en los medios de cultivo,
los cuales se incubaron en condiciones controladas de luz con un fotoperiodo de
16/8 h y una temperatura promedio de 22°C.

4.4.2 Desinfeccién y siembra de semillas

Para la desinfeccidén de semillas de capsulas maduras, las semillas se depositaron
en tubo de centrifugo estéril de 50 ml, luego se agregaron 20 ml de alcohol
antiséptico al 70%, se agitd suavemente durante 5 segundos, posteriormente se
lavaron con agua destilada estéril, a continuacién se coloco hipoclorito 20 ml y una
gota de Tween 20, se agitdé suavemente por 5 minutos. Para finalizar se realizé
tres lavados con agua destilada estéril y con una microespatula se colocaron en
los medios de cultivo.

4.5 Evaluacion de viabilidad de las semillas

Para la evaluacion de la viabilidad de las semillas se tuvo en cuenta el peso de las
semillas las cuales se pesaron 10 mg de cada especie, donde se realizé un conteo
con ayuda de un estereoscopio donde se contaron 800 semillas, luego se
colocaron en micro tubos, para su posterior evaluacion empleando los siguientes
métodos:

4.5.1 Método de Cloruro de Tetrazolio (TTC)

La evaluacion se realizd siguiendo la metodologia de Salazar S (2012),
modificado. Las semillas fueron puestas a diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio (0.5%, 1%, 1.5%, 2.0%, 2.5% y 3.0%) vy luego. A
continuacion, fueron sumergidas en una solucion de tetrazolio (2, 3, 5-cloruro
trifenil tetrazolio) al 1% con pH 6,5 durante 24 horas en condiciones de oscuridad
a una temperatura de 20 °C, al finalizar se efectué un lavado con agua destilada.
Para determinar la viabilidad de la semilla, el embrion debia tefirse de color rojo.
Para su posterior evaluacion se realizé un conteo con ayuda de un estereoscopio.

4.5.2 Método de Carmin de indigo (CI)

Para la evaluacién de viabilidad por Carmin de indigo las semillas se cubrieron
con la solucién de carmin de indigo y se guardaron en oscuridad durante tres
horas, al finalizar se lavaron con agua destilada para retirar el colorante. Para
determinar la viabilidad de las semillas estas se debian tefiir de azul, el cual indica
cuantos embriones no son viables, ya que este procedimiento solo tifie las células
muertas. Para el conteo se us6 un estereoscopio.
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4.6 Evaluacion de germinacion de semillas

Para evaluar la germinacion de las semillas se tuvo en cuenta la cantidad de
semillas colocadas en cada caja Petri, para lo cual se pesaron aproximadamente
entre 3,0 mg y 1,0 mg de semillas donde se encontraban cerca de 50 a 70
semillas. Luego fueron guardadas en micro tubos a temperatura ambiente.

Las semillas se sembraron con un dia de por medio realizando tres repeticiones
de cada una. Se hicieron tres observaciones, comenzando a los 15 dds (dias
después de la siembra), con ayuda de un estereoscopio. Se consideré una
germinacion exitosa cuando el embrién hubo aumentado de tamafio y roto la testa.
Se realizd un conteo de las semillas y se calcul6 el porcentaje.

4.7 Identificacion de las etapas de desarrollo

Para la identificacion de las etapas de desarrollo se tomaron registros fotograficos
con ayuda de un estereoscopio con camara, empezando desde el dia de su
siembra y luego cada 8 dias después de la siembra, hasta la aparicion de la
segunda hoja verdadera.

4.8 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se aplica un modelo logistico de distribucion de
Poisson, basado en la teoria de modelos lineales generalizados, dado que fue un
analisis de conteo. El modelo empleado fue:

)

1.'.~—|11{ t }— p+ 1t €

Coni: 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10.

Donde 1 representa la variable de interés en cada caso (No de tratamientos,
especies y semillas viables y germinadas), y: es el efecto de la media global y T:
representa el efecto de cada uno de los tratamientos aplicados.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Evaluacioén de viabilidad de semillas

5.1.1 Método de Cloruro de Tetrazolio (TTC)

Como se menciond anteriormente la prueba de cloruro de tetrazolio, nos permite
conocer la viabilidad de las semillas, la cual se caracteriza por el contenido de
sales incoloras, pero cuando entran en contacto con la actividad respiratoria de las
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células, al liberar hidrogeno por la actividad deshidrogenasa, se reducen
transformandola en trifenilformazan, tifiendo asi los embriones de color rojo o
rosado (Salazar S, 2012, Pérez F y Pita J, 2014; Malgarejo S, 2010). En la figura
10 podemos observar cinco embriones mostrando una escala de la tincion roja,
indicando que el embrién tefiido desde un 100% hasta un 50% son embriones
viables.

Embriones viables

f

Figura 10. Embriones de semillas de Epidendrum tefiidas por TTC.

En los primeros ensayos, no se logra observar los resultados esperados de
viabilidad, pero dichas semillas tenian altos porcentajes de germinacion, por lo
tanto, de acuerdo con el trabajo de Salazar M en el 2012, se decide realizar
pretratamientos con hipoclorito de sodio en diferentes concentraciones para lograr
escarificar la testa y permitir el ingreso de la solucién de tetrazolio al embridn. Se
realizaron seis tratamientos con diferentes concentraciones 0,5%, 1,0%, 1,5%,
2,0%, 2,5% y 3,0%.

Se observé que las semillas que fueron tratadas con hipoclorito tuvieron diferentes
respuestas de viabilidad dependiendo las concentraciones de hipoclorito. Las
semillas de E. secundum mostraron mejor viabilidad en la concentracion de 0,5%,
con un promedio de 29,3%, al igual que E. ibaguense con un promedio de 85%. La
desviacidén estandar muestra resultados altos debido a que las especies trabajadas
son silvestres, lo que nos indica la gran variabilidad genética que pueden tener
cada semilla dentro de una capsula.
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Grafica 1. Porcentaje de viabilidad de E. secundum con el método TTC

De acuerdo con estos porcentajes de viabilidad, observados para ambas especies
de orquidea, la concentracion 6ptima de hipoclorito de sodio para el proceso de
escarificacion de la testa de las semillas es del 0,5%, este resultado es corroborado
por la dispersion de Poisson (<2e-16), indicando una significancia para ambas
especies.
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Gréfica 2. Porcentaje de viabilidad de E. ibaguense con método TTC.

La viabilidad de los embriones en E. ibaguense comienza a decaer desde la
concentracion 1% siendo el 3% la viabilidad mas baja, mientras que en E.
secundum al 2% muestra resultados del 60% en promedio indicando que este
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pretratamiento también es recomendado para la evaluacién de la viabilidad de esta
especie, pero al igual que E. ibaguense muestra una viabilidad baja a la
concentracion del 3% con 5%, Salazar (2012) registro para C. mendelii una
viabilidad mayor en la concentracién del 1% y menor al 3%. Lallana V y Garcia L
(2013), reportaron para Trichocentrum jonesianum 32% de viabilidad utilizando el
pretratamiento de hipoclorito, pero afiadiendo detergente.

5.1.2 Método de Carmin de indigo (Cl)

El método de Carmin de indigo produce una coloracion diferencial de los tejidos
vivos y muertos del embrion expuesto al colorante, de esta forma solo se tifien de
azul los tejidos muertos debido al aumento en la permeabilidad de la membrana,
esta prueba no es reconocida por la ISTA, pero se ha usado para determinar la
viabilidad de algunas plantas forestales (Salazar S y Gélvez J, 2015; Benito L et al,
2004).

Embriones no viables

Figura 11. Embriones tefiidos por Carmin de indigo.

Para evaluar la viabilidad de las semillas con Cl, la tincion azul del embrion debia
estar entre un 50% a un 100% como indicativo de un embrién no viable ya que no
es tejido vivo (Figura 11). Con la técnica de Cl se reporta una viabilidad de las
semillas en E. ibaguense de 99,6% y para E. secundum del 97,9% (grafica 3) de
viabilidad, estos resultados se pueden relacionar con el trabajo de Salazar S y
Gélvez J del 2015, quienes trabajaron con diversas especies de orquideas, entre
ellas del género Epidendrum en el cual se registré una viabilidad del 99,6%.
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Grafica 3. Porcentaje de viabilidad con Carmin de indigo de E. secundumy E.
ibaguense.

5.2 Porcentaje de germinacion de semillas

Para evaluar el porcentaje de germinacion se tuvo en cuenta cuando la semilla se
hubo hidratado y roto la testa (aparicion del protocormo). Se realizé seguimiento
cada 15 dias observando los leves cambios que presentaban los embriones. A los
15 dias después de la siembra (DDS) se observé que los embriones de E.
secundum solo un promedio del 9% de semillas comenzaban a hidratarse,
mientras que para E. ibaguense el 100% de las semillas habian tomado un color
verde. Para los 30 dias las semillas mostraron el siguiente paso del desarrollo en
el cual aumenta el embrion, pero aun no rompia la testa, pero como mostro E.
ibaguense no todas las semillas habian alcanzado esta etapa por lo cual en la
grafica 5 observamos que el porcentaje ha bajado, pero en el dia 51 de
observacion en esta especie se logré un 99% de semillas germinadas, para E.

secundum la germinacién fue mas, con un promedio de 55% de éxito en la
germinacion.
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Figura 12. Semillas germinadas de E. secundum en medio de MS modificado con
carbon activado e inositol.

Con respecto a las pruebas de germinacién, se observa que el test de viabilidad
de las semillas no da un resultado que refleje el estado morfoldgico de la semilla, o
en este caso el efecto que tiene la concentracion de hipoclorito de sodio, el cual
puede afectar al embrion en el momento de evaluar su viabilidad o germinacion.
Por lo tanto, es importante trabajar estas pruebas conjuntas, ya que de esta forma
se evidencia la factibilidad de germinacion de las semillas en medios asimbidticos.
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Gréfica 4. Porcentaje de germinacién de E. secundum.

En la literatura se reporta que la germinacion de las semillas de orquidea
cultivadas a partir de cultivo in vitro puede variar dependiendo de la madurez de la
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capsula (Lee y Lee, 1991), la semilla o el tipo de orquidea corroborado por Diaz | y
Salgado R (2006) al reportar que para nueve especies de orquidea (Cattleya
aurantiaca, Encycla adenocaula, Epidendrum radicans, Euchile citrina, Laelia
albida, laelia autumnalis, Oncidium cavendishianum y Oncidium tigrimun), que
para lograr el 100% de la germinacion, el tiempo varia para cada orquidea, pero
en promedio oscila entre los 30 y 45 dias después de la siembra.

Protocormo .

con brote - T QFL o, e Semillas

apical (51 Ay B hidratadas
DDS) S, " R (15 DDS)

Embriones

rompiendo

la testa (30
DDS)

Figura 13. Semillas de E. ibaguense en medio MS sin modificacion.

Las semillas de la gran mayoria de las orquideas pueden germinar de forma
asimbidtica, es decir, sin la necesidad de asociacion con hongos micorrizicos. Sin
embargo, existen reportes de (Junta de Andalucia, 2008) que evaliuan la
germinacion de las semillas con diferentes modificaciones en los medios de cultivo
para comparar la respuesta germinativa. Los resultados registrados por Damon y
asociados en el 2004, con semillas inmaduras de tres especies de orquidea
originarias de Chiapas, México (Cattleya aurantica, Encyclia chacaoensis y
Brassavola nodosa), reportaron que los medios Hutner y Knudson modificados
mostraron que la germinacién de las orquideas podia variar desde un 70% a un
92% de semillas germinadas.
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Grafica 5. Porcentaje de germinacion de E. ibaguense.

Adicionalmente, los medios de cultivo suplementados con carbon activado han
evidenciado una respuesta positiva en la germinacion de Epidendrum sp, como se
demuestra en el trabajo de Hunhoff y compafia en el 2018, en el cual obtuvieron
mayor numero de semillas germinadas, 100%, ademas de una formacién de
protocormos de mayor tamafio.

El medio basal utilizado de MS sin modificaciones y reguladores de crecimiento
indicaron en el presente estudio que para especies como E. secundum vy E.
ibaguense no requieren de complementos para su germinacion, pero se podria
evaluar qué efectos tendria sobre estas si el medio variara en sus componentes,
como lo reporta Rodriguez L y compafia en el 2007, lo cuales evaluaron tres
medios cultivo diferentes entre los cuales se encontraba el medio MS son el 50%
de sus sales, minerales y vitaminas, obteniendo en este el resultado mas alto de
germinacion entre las especies con un 53%, se debe resaltar que este medio
también tenia agregado carbon activado, este aditivo ejerce un efecto positivo en
el cultivo de tejidos de orquideas ya que permite la aireacion del medio de cultivo y
absorbe el etileno el cual puede inhibir el crecimiento de los embriones (Yam T y
Arditti J, 2017).

5.3 Identificacion de las etapas de desarrollo

El proceso de germinacion y desarrollo es similar entre las orquideas, sin
embargo, el tiempo que toma la semilla para pasar de una fase a otra es diferente
en cada especie (Arditti J, 1992). El desarrollo inicia cuando el embrién absorbe
agua y este se hincha, alargando hasta tomar una forma esférica llamada
protocormo. Posteriormente, el embridon sigue aumentando de tamafio hasta
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romper la testa; el protocormo es la estructura de transicion que le sigue a la
germinacion de las semillas, la formacion del tallo y las raices (Hunhoff et al. 2018;
Duarte I, 2014).

Embnon hinchado

Rompierdo la testa
W - &

Plartula con
Hojasindales

Plarta con

peeudobubos
Plartula con

hojas yraiz

Figura 14. Estados de desarrollo de las orquideas. Duarte |, 2014

En las dos especies se evidencia, luego de la germinacién, el crecimiento del
embrién con el primordio foliar que dara paso a la primera hoja verdadera. En E.
secundum (Figura 15) el cambio de fase 1 a fase 2, el cual se considera como
semilla germinada, tomé quince dias, mientras que para E. ibaguense (Figura 16)
solo tomé ocho dias. Para las fases siguientes, se realizan observaciones
semanales detallando que el desarrollo para ambas es igual, sin embargo, para E.
ibaguense (Figura 16) la aparicion de la segunda hoja toma un mes. En la
literatura no hay muchos reportes sobre el desarrollo de estas especies en cultivo
in vitro, por lo cual, la presente investigacion, es uno de los primeros estudios en
evidenciar el desarrollo de las semillas de orquidea en las dos especies de
Epidendrum evaluadas en la presente investigacion.
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Figura 15. Etapas de desarrollo de Epidendrum secundum, (A) Fase 1. Semilla
con embrién no germinado, (B) Fase 2: crecimiento del embrién y rompimiento de
la testa, (C): Fase 3: Aparicion de la primera hoja, (D) fase 4: Elongacion de la
primera hoja, (E) Fase 5: Aparicion de segunda hoja y crecimiento de la plantula.
T:Testa, Em: Embrion, P: Protocormo, PF: Primordio foliar, PH: Primera hoja, H:
Hoja.

A los 45 dias de desarrollo, se observdé que los embriones germinados no ha
habido un crecimiento de la raiz los reportes de Sair A (2012), Wida E y compafiia
(2015), sugieren la adicion de complementos para el medio basal de MS, como el
agua de coco, jugo de pifia y vitaminas, los cuales han logrado obtener un 80% en
la germinacion, desarrollo y crecimiento de semillas de orquideas. Por lo tanto se
sugiere realizar la investigacion con dichos parametros, para asi obtener mejores
resultados en el éxito de la germinacion y desarrollo de los géneros estudiados.
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Figura 16. Etapas de desarrollo de Epidendrum ibaguense, (A) Fase 1: Semilla
con embrién no germinado, (B) Fase 2: crecimiento del embrién, rompimiento de la
testa y aparicion de la primera hoja, (C): Fase 3: crecimiento del protocormo, (D)
fase 4: Elongacién de la primera hoja, (E) Fase 5: Apariciébn de segunda hoja y
crecimiento de la plantula, (F) fase 6: Desarrollo posterior de la plantula T: Testa,
Em: Embrién, P: Protocormo, PF: Primordio foliar, PH: Primera hoja, H: Hoja.

6. CONCLUSIONES

El test de tetrazolio junto con los pretratamientos con hipoclorito de sodio, permitio
evaluar, la viabilidad de las semillas de E. secundum y E. ibaguense, indicando
gue la viabilidad de las semillas de una céapsula de orquidea puede llegar a tener
del 90% al 99% de sus semillas viables.

El método de Carmin de indigo sirve para establecer un test complementario para
la observaciéon de la viabilidad de las semillas, para darnos un total probable de
semillas con embriones muertos, de esta forma vemos la capacidad de las
semillas de Epidendrum para sobrevivir en el medio.
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Se determind que la germinacién para E. secundum es necesario agregar al medio
carbon activado e inositol para lograr un 90% de semillas germinadas, al contrario
de E. ibaguense tuvieron un 93% de semillas germinadas en cultivos sin ningun
tipo de modificacion. EI mejor porcentaje de germinacion para ambas especies
ocurrio a los 51 dias después de la siembra.

Se logro identificar las primeras etapas de desarrollo en condiciones de cultivo in
vitro; en los cuales se pueden evidenciar la germinacion. Transcurrido un total de
mes y medio de observacion, se logré identificar la formacion del protocormo y la
generacion de las primeras hojas, pero no el desarrollo de rizoides en el
protocormo, ni el desarrollo de raices. Por lo tanto, se espera en futuros estudios
la obtencion de estas mediante el uso de medios modificados suplementado con
hormonas y complementos organicos que ayuden a su desarrollo.

El porcentaje de contaminacion en los medios usados fue del 2%, indicando que el
método de desinfeccion y asepsia usada es el indicado.

7. RECOMENDACIONES

En futuros estudios se esperaria la obtencion de raices mediante el uso de medios
modificados suplementado con hormonas y complementos organicos que ayuden
a su desarrollo.

Para evitar el error visual al momento de contar las semillas, se recomienda el uso
de técnicas similares, a las usadas en el conteo de bacterias, a partir de tablas
milimétricas que faciliten la tarea.
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