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Resumen

Las orquideas son una familia de plantas unicas, con mas de 28 000 especies distribuidas por
todo el mundo, su belleza se ratifica en su estructura floral muy diversa, siendo asi de
importancia ornamental desde antano. Su cultivo y cuidados son complejos, lo que eleva su
valor aun mas, aun asi, la limitacion de su propagacién es un tema importante para la industria,
ya que las semillas de estas plantas necesitan condiciones especificas simbidticas o
nutricionales para desarrollarse, lo que promueve su cultivo bajo condiciones in vitro. En esta
instancia, ventajas como el control de factores externos e internos permiten un crecimiento
adecuado, ademas del uso de fitohormonas, cdmo auxinas o citoquininas. Bajo dichas
premisas, el presente trabajo busca evaluar dosis de BAP, Kinetina, AIAy ANA en orquideas
silvestres, a fin de optimizar el desarrollo de los explantes en etapa de multiplicacién. Tomando
como muestras capsulas de semillas del género Lycaste, Catasetum y Oncidium, se formuld un
medio de germinacion, para su desarrollo por 4 meses previo al trasplante a medios de cultivo
con las hormonas mencionadas a concentraciones de 0, 0.5, 1, 1.5y 2 ppm. Al cabo de 4
semanas, se tomaron mediciones de numero y longitud de raices y de brotes, longitud general
de la planta y presencia de callos. Siendo asi que, el BAP a 1.5 ppm mostré buena formacién
de brotes y elongacién de la planta, considerandose asi ideal para el crecimiento y desarrollo
de explantes. La Kinetina, por su parte, a 2ppm tuvo la mejor formacién de callos, que podria
aplicarse a la obtencién de suspensiones celulares. El AlIA a 1.5 ppm mostré iniciacién y
desarrollo radicular, ademas de la formacion de callos, y a 2 ppm la formacion de brotes,
indicando su buena aplicacién para diferenciacién celular en fase de multiplicacién. Finalmente,
el ANA a 1 ppm tuvo gran formacién de raices, y a 2 ppm sirvié para la elongacion de estas,
siendo asi definida como apta para enraizamiento de explantes. Denotando, que todas las

hormonas tienen su funcién, y su aplicacion dependera del objetivo del cultivo.

Palabras Clave: Orquideas, In vitro, fitohormonas, concentracién, desarrollo.
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Abstract

Orchids are a family of unique plants, with more than 28,000 species distributed throughout the
world, their beauty is ratified in their highly diverse floral structure, thus being of ornamental
importance since ancient times. Its cultivation and care are complex, which increases its value
even more, even so, the limitation of its propagation is an important issue for the industry, since
the seeds of these plants need specific symbiotic or nutritional conditions to develop, which
promotes culture under in vitro conditions. In this instance, advantages such as the control of
external and internal factors allow adequate growth, in addition to the use of phytohormones,
such as auxins or cytokinins. Under these premises, the present work seeks to evaluate doses
of BAP, Kinetin, AlA and ANA in wild orchids, in order to optimize the development of explants in
the multiplication stage. Taking seed capsules of the genus Lycaste, Catasetum and Oncidium
as samples, a germination medium was formulated, for its development for 4 months prior to
transplanting to culture media with the mentioned hormones at concentrations of 0, 0.5, 1, 1.5
and 2. ppm. After 4 weeks, measurements of number and length of roots and shoots, general
length of the plant and presence of calluses were taken. Thus, the BAP at 1.5 ppm showed
good shoot formation and plant elongation, thus being considered ideal for the growth and
development of explants. Kinetin, for its part, at 2ppm had the best callus formation, which could
be applied to obtaining cell suspensions. The AIA at 1.5 ppm showed root initiation and
development, in addition to the formation of calluses, and at 2 ppm the formation of shoots,
indicating its good application for cell differentiation in the multiplication phase. Finally, ANA at 1
ppm had great root formation, and at 2 ppm it served to elongate them, thus being defined as
suitable for explant rooting. Denoting that all hormones have their function, and their application

will depend on the objective of the crop.

Key Words: Orchids, In vitro, phytohormones, concentration, growth.
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Capitulo |
Introduccion

En el campo de la biotecnologia vegetal, la propagacion in vitro se ha erigido como una
herramienta fundamental para abordar los desafios asociados con la preservacion y
propagacion de especies vegetales de interés. Entre estas especies, las orquideas, miembros
notables de la familia Orchidaceae, han intrigado a cientificos, horticultores y entusiastas por su
diversidad y complejidad. Sin embargo, la aplicacién exitosa de técnicas de propagacion in vitro

en orquideas sigue siendo un area de investigacion en evolucion constante.

La optimizacion de las hormonas vegetales en los medios de cultivo desempefia un
papel critico en la propagacion in vitro, al influir en el crecimiento, la multiplicacion y el
desarrollo de los explantes. Entre estas hormonas, el 6-bencilaminopurina (BAP) y la kinetina
han demostrado ser elementos clave para inducir la proliferacion celular y el desarrollo de
brotes en diversos sistemas de cultivo. Ademas, las auxinas como el acido indolacético (AlIA) y
el acido naftalenoacético (ANA) son esenciales para promover la formacién de raices y la

generacion de nuevas plantas.

Aunque existen investigaciones previas en el ambito de la propagacion in vitro de
orquideas, aun subsisten cuestionamientos en relacidén con las concentraciones hormonales
6ptimas. La variabilidad en los resultados obtenidos ha destacado la necesidad de una
evaluacion precisa y sistematica de las dosis de BAP, Kinetina, AIA y ANA en explantes de
orquideas silvestres. La busqueda de dosis ideales, especificas para cada etapa de desarrollo
y especie de orquidea, se ha convertido en un objetivo clave para mejorar la eficiencia de la

propagacion in vitro y, por ende, la conservacion de estas especies iconicas.

Esta tesis plantea la evaluacion de 5 concentraciones de BAP, Kinetina, AIAy ANA para

establecer patrones claros entre las concentraciones de las hormonas mencionadas y las
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respuestas fisioldgicas de los explantes de orquideas silvestres, a través de un enfoque
riguroso de experimentacidn y analisis. Los resultados obtenidos no solo prometen enriquecer
nuestro entendimiento de las interacciones hormonales en orquideas, sino que también tienen

el potencial de revolucionar las practicas de propagacion in vitro en esta familia botanica.
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Objetivos
Objetivo general

Evaluar dosis de BAP, Kinetina, AIA y ANA en explantes de orquideas silvestres
Objetivos especificos

e Establecer protocolos para desinfeccion, introduccion y preparacion de medios.
e Optimizar las dosis de reguladores de crecimiento en los explantes en la etapa
de multiplicacion

o Contrastar el desarrollo morfolégico y fisiolégico de los explantes de orquideas.
Hipotesis
Hipotesis nula

HO: Las auxinas y citoquininas adicionadas a los explantes de orquideas silvestres no

tienen efecto algun sobre su tasa de regeneracion.
Hipotesis alternativa

H1: Las auxinas y citoquininas adicionadas a los explantes de orquideas silvestres

presentan efectos sobre su tasa de regeneracion.
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Capitulo Il
Revision de la Literatura
Antecedentes

Las orquideas son un tipo de plantas muy aclamadas dentro de los ornamentales,
puesto que sus flores tienen una belleza y diversidad muy peculiar, razén por la cual siempre

ha sido considerada en investigaciones botanicas y horticolas (Johnston, 2022).

Estas plantas pertenecen a una familia muy amplia y distribuida, sin embargo, sus
cuidados y propagacion tienen ciertos desafios debido a la naturaleza de las orquideas
(Sheehan, 1992). Por lo que una herramienta del mundo actual, que es la propagacion in vitro

toma una importancia fundamental para su conservacion y multiplicacion.

Las técnicas de cultivo in vitro tratan de controlar varios factores que pueden afectar a
las plantas en su desarrollo, cémo temperatura, pH, humedad, entre otros (Johnston 2022). Las
hormonas vegetales también tienen un efecto directo en las orquideas, por lo que una

optimizacién de las dosis aplicadas ayudara a un mejor crecimiento de las plantulas.

Las hormonas se dividen en varios tipos, entre los cuales las citoquininas (cémo el BAP
y la Kinetina) poseen funciones de multiplicacién celular y formacién de brotes, mientras que,
las auxinas (como el AlAy el ANA) participan en la formacion de raices y crecimiento vertical

(Kozlowki, & Pallardy, 1997).

Trabajos cémo el realizado por Kozlowski & Pallardy (1997) se han adentrado en el
estudio de los efectos de los reguladores de crecimiento, indicando la historia y funciones
atribuidas a dichos compuestos, ademas de mencionar otras investigaciones relacionadas,

junto a los resultados de las mismas.

Hew & Clifford (1993), presentaron un estudio sobre las fitohormonas en las orquideas,

también tomando en cuenta a la industria que se beneficia de estas. En dicho trabajo, adjunta
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evidencia sobre los efectos de crecimiento de varias hormonas, cémo AlA, AIB, ANA, 2,4-D,
ABA, entre muchas otras, por lo que ha sido tomado cémo una buena fuente referencial para el

presente proyecto.

Asi mismo, trabajos coémo el realizado por Fu et al. (2015) sobre el AlA, o el de Bozso &
Barna (2021) donde se enfoca en el BAP y Kinetina, e incluso el estudio de Aslam et al (2010)
sobre el ANA, fueron considerados en este trabajo como estudios previos que pudieron aportar

al objetivo de la investigacion.
Las orquideas
Origenes

Pertenecientes al reino Plantae, estas han sido conocidas desde épocas antiguas,
destacando sus fragancias y formas, e incluso sus posibles aplicaciones médicas, sin embargo,
su principal interés fue cédmo plantas ornamentales, utilizandose como regalos exéticos por los
colores y figuras diversas que presentaban en su floracion (Sheehan, 1992). Siendo asi que se
empez6 a cultivarlas en Hackney, cerca de Londres, siendo uno de los primeros negocios
dedicados al comercio de orquideas, las cuales se vendian en estancia de floracion (Johnston,

2022).

Actualmente, el cultivo de orquideas se da a nivel global, con grandes ingresos para la
industria, se tratan diversos géneros de plantas, entre las mas conocidas se encuentran las
Cymbidium, Dendrobium, Arachnis, Cattleya, Phalaenopsis, Vanda, Ascocenda, Aranda y
Aranthera. Aunque inicialmente se vendian unicamente las flores, a dia de hoy, se comercian
mayormente las plantas completas, ya sea en estancia de floracion o no, pues debido a su
popularidad y belleza, muchas personas las cultivan en sus hogares o invernaderos. Sin
embargo, algunas especies de orquideas estan en peligro de extincion debido a la pérdida de

habitat y la recoleccion descontrolada (Sheehan, 1992; Johnston 2022).
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Informacion Botanica

Las orquideas son una familia de plantas monocotileddneas, bajo el nombre
Orchidaceae y son un grupo unico, son muy variadas vegetativamente, aunque si bien, es
gracias a sus flores que se podido clasificarlas correctamente. Se conoce que actualmente
existen cerca de 28 000 especies de orquideas, divididas en aproximadamente 850 géneros

(Sheehan, 1992; Delgado, 2019).

Se trata de plantas herbaceas perennes monocotiledoneas, las cuales presentan un
crecimiento monopodial o simpodial (Fig. 1.), en su mayoria son epifitas, aunque también se
encuentran algunas especies saprofitas, u otras sin hojas. Los tallos pueden presentar
entrenudos hinchados a los que se denominan pseudobulbos, que, a diferencia de los bulbos

de las orquideas terrestres, crecen sobre el nivel del suelo (Sheehan, 1992, Johnston, 2022).

Figura 1.

Crecimiento monopodial y simpodial del tallo

Crecimiento Monopodial Crecimiento Simpodial
o~
Nueva hoja G r————— Flor ‘,
$ =
- | . 3¢
/ ‘\i Hols “& g
! ‘t )
/ =, Bractea
/ Meristemo apical -
que origina un solo eje ) Nuevo tallo
\ (monpodio) (que se diferenciara en
Raiz aérea Tallo pseudobulbo y hoja)
principal y / -
- Raiz - > /8 /\\  J—-=t

Meristemos situados
basal, lateral o apicalmente en el pseudobulbo anterior,
lo que origina un eje compuesto (simpodio)

Nota: Tomado de (Delgado, 2019)

Las caracteristicas mas destacadas de las orquideas estan en sus flores, pues son
zigomorfas (con simetria bilateral), y el polen que poseen se agrupa en unas masas

denominados polinios, los cuales vienen determinados en cantidad de acuerdo a la planta, por



22

lo que pueden ser tomados en cuenta para la clasificacion de las mismas (Johnston, 2022,

Filho & Souza, 2021).

Figura 2.

Simetria de las flores.

Zigomorfa Actinomorfa
(simetria bilateral) (simetria radial)

Nota: Recuperado de: (Filho & Souza, 2021).

Las flores de orquidea ademas presentan una estructura llamada columna (también
ginostemo), la cual es una fusion de los érganos femeninos (pistilos) y masculinos (estambres),
se puede encontrar un estambre fértil, notado cdmo una antera terminal en el ginostemo, luego,
un canal interno de la columna, une el estigma con el ovario (Fig. 3), y entre el estigma y la
antera, se encuentra el rostelo, con la funcidn de adicionar un pegamento a los insectos para

facilitar el transporte de polen (Diaz, 2008; Sheehan, 1992).
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Figura 3.
Esquema de flor del Género Ophrys.

Ginostemo :
Apiculo

Pétalos internos ;

del ginostemo
\ & laretales el

Sepalo externo

. Gy Retinaculos | ébulos laterales
% del labelo

Apiculo

Lébulo medio 0 Labelo

del labelo

Sépalo externo
lateral

Nota: Tomado de (Diaz, 2008).

Finalmente, las semillas de las orquideas se producen en volumenes inmensos, puesto
que en una sola vaina pueden existir entre 500 000 a 1 000 000 de semillas, de un tamano
diminuto (Fig. 4.), las cuales contienen un endospermo casi inexistente, por lo que sin ayuda de
algun hongo con el cual hacer simbiosis, su germinacion en la naturaleza no se puede dar; en
el cultivo in vitro, esta simbiosis se ve reemplazada por las condiciones 6ptimas y nutrientes

necesarios que tiene la semilla en el medio de cultivo (Johnston, 2022; Delgado, 2019).
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Figura 4.

Semillas de orquidea.

Nota: Izquierda: capsula de semillas. Derecha: semilla en el microscopio a 250x.

Cultivo de orquideas
Propagacion

Su propagacion puede ser sexual o asexual, siendo esta ultima forma la mas utilizada,
puesto que provee la ventaja de mantener caracteristicas deseadas entre las plantas, ademas

de la facilidad que presentan las orquideas a dicho proceso (Sagawa, 1984).

Por otro lado, la simbiosis de las semillas (Fig. 5.) se da porque organismos externos
proveen energia hasta que las plantas puedan auto sustentarse al tener suficiente clorofila.
Investigaciones previas han evidenciado esto, pues en medios de cultivo los hongos convertian
almidones en azucares, logrando que las semillas se desarrollen, por lo que haciendo un
reemplazo directo en la formulacion del medio se pudo obtener buenos resultados en cuanto a

la germinacion in vitro (Sagawa, 1984; Delgado, 2019).
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Figura 5.

Semillas de orquideas en medio in vitro.

Nota: Semillas in vitro a las 2 semanas. Izquierda: sin contaminacion. Derecha: con presencia de hongos.

La propagacion de orquideas a través de esquejes es caracteristica de las especies
monopodiales. Este tipo de reproduccion permite que ciertas especies desarrollen raices
aéreas que facilitan el proceso, pudiéndose extraer y plantar directamente. Asi mismo, otras
orquideas pueden generar hijuelos que se enraizan aun estando sujetos a la planta madre, y
virtualmente son plantas completas, siendo incluso capaces de florar, y son extraidas cuando
ya se tiene una buena cantidad de estas crias, las cuales se cultivan aparte, sin embargo,

presentan un retardo en su crecimiento (Frowine, s.f.)

También se puede usar bulbos para propagar, tomando aquellos que ya no tengan hojas
y colocandolos en un sustrato adecuado. Este proceso tomara varios meses, sin embargo, con
los debidos cuidados se empezaran a formar hojas en los bulbos, aunque sean de lento

crecimiento (Sheehan, 1992).

Es de mencionar una técnica relativamente nueva, la mericlonacion (clonacion de
meristemas, en inglés), que es un proceso de cultivo in vitro donde se pueden obtener plantas
idénticas en grandes cantidades, Para esto se utilizan brotes pequefios, que se desinfectan y

se colocan en medios de cultivo para su desarrollo, ademas de realizarse diferentes divisiones
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del material vegetal para obtener las plantas deseadas, que compartiran caracteristicas al
tratarse de clones, sin embargo, no se realiza una clonacion infinita, debido a la estabilidad de
los clones, asi que se utilizan nuevos meristemos regularmente. Estas plantulas obtenidas,

tendran un efecto negativo en cuanto al tiempo de floracion (Sagawa, 1984)
Sustratos

Las orquideas pueden crecer sobre una amplia variedad de sustratos, de acuerdo a su
naturaleza, ya sean terrestres o epifitas, estas ultimas encontradas naturalmente creciendo
sobre arboles. Para las plantas epifitas, se puede utilizar fibras, como los helechos del género
Osmunda, que pueden proveer de nitrdgeno lentamente. Asi mismo, se puede utilizar fibra de
helecho arborescente, de coco o corteza de arbol, incluso musgos, ademas de la posibilidad de
otros materiales agregados, que sean de origen mineral, por la ventaja de no descomponerse y
mantener la humedad. En estudios realizados por Poole & Sheehan (1977), se encontré que
una mezcla de turba y perlita en igual proporcion permitié el desarrollo de orquideas terrestres

y epifitas (Johnston, 2022).
Factores Ambientales

El mal riego es una de las principales causas de la muerte de las orquideas, puesto que
sus habitos de riego dependeran de factores climaticos, tamafo de la planta y el sustrato
utilizado. Ademas, el agua de riego debera mantener un pH entre 4 a 9, y no presentar una

dureza alta (Sheehan, 1992; Delgado, 2019).

La temperatura también puede afectar al crecimiento de las plantas, pues cada especie
tendra sus preferencias, de manera general crecen en habitats cercanos a los 22°C, pudiendo
descender a 10° en la noche, sin embargo, exceder el limite de tolerancia de la orquidea o
exponerla por mucho tiempo a una temperatura elevada, causara que no florezca, se desarrolle

0 en casos mayores la muerte de la misma (Sheehan, 1992; Johnston, 2022).
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En cuanto a la fertilizacién, es ideal agregar concentraciones correctas al sustrato, y que
el fertilizante sea de liberacion lenta para evitar una sobredosificacion en la planta (Johsnton,
2022). De manera profesional, para la crianza de orquideas, de acuerdo a la especie se

manejan las ratios de luz solar, teniendo en cuenta las estaciones y la etapa de las plantas.
Enfermedades de las orquideas

Entre los insectos que pueden afectar a las orquideas se encuentran varias especies de
la familia Diaspididae, alimentandose y acumulandose en el envés de la hoja, en tallos, en los
pesudo bulbos y grietas de la planta, haciendo que esta tome una coloracion amarilla. Otros
insectos, perteneciente a la familia Dactylopiidae cédmo lo son las cochinillas también pueden
ocasionar problemas en la planta, se los detecta como una asociacion de insectos blancos, y al
secretar melaza pueden atraer hormigas o desarrollar fumagina, una patologia ocasionada por

un hongo saprofito (Johnston, 2022; Sheehan, 1992).

También se puede tener una infestacion por acaros, denotandose en la presencia de
manchas plateadas en las hojas, estos insectos se desarrollan mayormente en climas secos y
calidos. Ademas de los mencionados, las cucarachas son una gran plaga, debido a su aficién
de consumir las raices jévenes, capullos y flores nuevas, sus habitos nocturnos hacen que a
menudo se las confunda con babosas o caracoles, puesto que se alimentan de las mismas
partes de la planta, ademas de las hojas, sin embargo, estos dejan rastros de limo que se

pueden observar cerca al amanecer (Fullaway, 1937; Johnston, 2022).

Insectos como los trips, arana roja, ciertas especies de afidos, mosca blanca, hormigas,
escarabajos del género Rhynchophorus y los de Ambrosia, ciempiés, milpiés, colémbolos y
Psocopteros solo son algunos de los insectos que pueden afectar a las orquideas (Fullaway,

1937).
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No solamente los insectos pueden causar enfermedades, también ciertos hongos
atacan a las orquideas en diferentes estancias de la planta. Una enfermedad frecuente en
climas frescos y humedos es el tizon de los pétalos, causada por Botrytis cinerea, que se
diferencia al producir manchas marrones en los pétalos y sépalos de las flores. Otros hongos
producen un micelio intracelular, cdmo es el caso del género Pythium, causando la pudricion de
la planta, asi como los pertenecientes a Phytophthora. Géneros como Collectotrichum,
Cercospora, Gloesporium o Phylostictina, producen una muerte de las hojas, ademas del dafo

estético en las flores (Burnett, 1957).

Sin embargo, lo mas dificil de manejar son los virus, ya que no se pueden detectar o
tratar adecuadamente, ademas de ser muy faciles en su propagacion a otras plantas. Uno de
los mas conocidos es el virus del mosaico de Cymbidium (CMV) que se detecta Unicamente en
la floracion, para contrarrestar esto se recomienda mantener estériles las herramientas de

trabajo al utilizarlas en diversas plantas (Sheehan, 1992; Fullaway, 1937).

A nivel fisiologico, se conocen dos efectos mas comunes, siendo la deficiencia de calcio,
con sintomas de ennegrecimiento en hojas, bulbos y tallos jovenes, llegando a caerse las
hojas, también notandose con un amarillamiento en toda la planta. El otro caso a mencionar es
el colapso celular del mesofilo, donde la superficie de las hojas tomara una coloracién amairilla,
marron o negra, ademas de realizarse una picadura en la planta, fendmeno ocasionado por las

bajas temperaturas (Burnett, 1957).
Cultivo de Tejidos Vegetales

El cultivo de tejidos vegetales, se conoce también como cultivo in vitro o cultivo de
células y tejidos, y abarca varias técnicas relacionadas a la investigacion cientifica y la

produccién de plantas, por lo que tiene una gran acogida en la agricultura.
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El cultivo in vitro se basa en el crecimiento y desarrollo de células, tejidos u 6rganos
vegetales en un ambiente estéril y controlado. Esto ha provocado una revolucion en la forma de
propagacion y mejora de plantas, pues a partir de una muestra de material vegetal, que pueden
ser células, explantes o meristemos, se puede reproducir plantas de forma rapida y eficiente

(Thorpe, 2013).

Estas técnicas permiten la obtencion de plantas libres de plagas y enfermedades,
ademas de un enfoque ecoldgico en la conservacion de especies amenazadas, e incluso
optimizacion de procesos de obtencion de metabolitos secundarios para farmacos (Singh,

2022).
Desarrollo del Cultivo In vitro

El nacimiento de esta rama se dio en el siglo XX, sabiendo conceptos basicos como lo
es la célula, se comenzd la investigacion. Gottielb Habertlandt, considerado el padre del Cultivo
de Tejidos Vegetales, pues en 1902, sus investigaciones en células para producir embriones
vegetales le llevaron a acunar el término ‘Totipotencia’, ademas de fomentar un cultivo aséptico

en una solucién con nutrientes para el desarrollo de estas células (Singh, 2022; Thorpe, 2013)

La investigacion en el campo tuvo varios personajes con pequenos avances, como el

uso de meristemos para el cultivo in vitro (Haque et al, 2022).

En 1934, el medio de cultivo liquido que se usaba hasta la fecha fue complementado
con agar para conseguir una textura soélida, ademas de glucosa y clorhidrato de cisteina,
posteriormente se complementaria con acido indol acético (AlA) y vitamina B, asi solo dos afos

después se consiguid germinar semillas in vitro (Singh, 2022; Thorpe, 2013).

Entre los afios 40 a los 60 el desarrollo de técnicas e investigacion del cultivo de tejidos

vegetales fue abrumador, llegando a poder diferenciar las células dentro de los medios de
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cultivo, utilizando también nuevos nutrientes y sustancias como el agua de coco, la adicion de

adenina y fosfatos a los medios y demas (Singh, 2022)

Estudios de los efectos de acidos nucleicos y sus derivados en medios de cultivo
llevaron al descubrimiento de una de las primeras citoquininas, la Kinetina, entonces
posteriores investigaciones llevaron a la resolucion de mantener un balance de auxinas y
citoquininas en los cultivos para un mejor desarrollo. Como expresé Thorpe (2013), “un nivel
relativamente alto de auxina a Kinetina favorecié el enraizamiento, lo contrario condujo a la
formacion de brotes y niveles intermedios a la proliferacion de callos o tejido parenquimatoso

de la herida”

Tiempo después, nacié el cultivo nodriza, donde se buscaba producir varias colonias de
plantas, lo que se logré tomando callos cultivados y agitandolos para luego colocarlos sobre

papel filtro, teniendo callos bien establecidos (Haque et al, 2022)

Cerca de 1960, se logré desarrollar una planta completa en cultivo in vitro, y ese mismo
ano, la investigacion de Morel (1960) dio resultados positivos, obteniendo orquideas libres de
virus, gracias a que como lo explica Thorpe (2013), “la eliminacion del virus fue posible porque
el tejido vascular, en el que se mueven los virus, no se extiende a la raiz ni al apice del brote”,

siendo estos los explantes que se utilizaron en dicho ensayo.

En 1962, un par de investigadores realizarian una investigacién muy importante, pues
hasta ese entonces, se utilizaban medios basicos para el cultivo in vitro, teniendo bajas
cantidades de sales minerales, por lo que se dieron a la tarea de crear un nuevo medio de
cultivo, con una concentracion de sales 25 veces mayor, y gran aporte de nitrégeno (Murashige
& Skoog, 1962). Dicho medio de cultivo se usa a dia de hoy a nivel global, conocido como

Murashige & Skoog (Medio MS), junto a otros medios que ya son mas especializados.
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Otro hito en este ano, fue la polinizacién y fertilizacion in vitro, donde Kanta et al. (1962)
lograron conseguir embriones a partir de 6vulos y granos de polen que se colocaron en el

medio.

Los protoplastos, descubiertos en 1892, corresponden a células vegetales que no tienen
pared celular, y el siglo XX, con las nuevas tecnologias para la obtencion de enzimas, se facilitd
el proceso de obtencién de estas células, resultando en varios investigadores con estudios mas
profundos sobre los protoplastos, siendo asi demostrada en 1970 la capacidad de totipotencia

que dichas estructuras tenian (Thorpe, 2013).

En 1941, investigaciones determiaron que Agrobacterium tumefaciens, podia producir
tumores en las plantas, por lo que los continuos estudios resultaron en un proceso de
transformacién bacteriana, y en 1965 se averigud que dicha bacteria podia insertar fragmentos

de ADN en la planta infectada (White & Braun, 1941).

Finalmente, el desarrollo del cultivo in vitro sirvié para el estudio del comportamiento
celular, la modificacién y mejoramiento de plantas, la obtencién de plantas libres de
enfermedades y patdgenos, el almacenamiento del germoplasma, la propagacion clonal y la

formacion de productos varios (Singh, 2022)

Estas aplicaciones se pueden dividir convenientemente en cinco areas amplias, a saber:
(a) comportamiento celular, (b) modificacién y mejoramiento de plantas, (c) plantas libres de
patdgenos y almacenamiento de germoplasma, (d) propagacion clonal y (e) formacion de

productos.
Cultivo in vitro de orquideas

El cultivo in vitro de orquideas, conocido también como propagacion clonal o
micropropagacioén, permite la obtencién rapida de plantas idénticas, a partir del material vegetal

de una planta seleccionada, denominada planta madre.
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Con el desarrollo de estas técnicas, también hubo un amplio interés en el cultivo de
ornamentales, pues la micropropagacion confiere ciertas ventajas como lo es obtener plantas
idénticas a la madre, procurando de esta manera mantener caracteristicas de color, floracion y
patrones especificos, algo que no se podria hacer si se propagan las plantas por semillas

(Smith, 1992).

La micropropagacién se divide en 4 etapas, siendo la primera la fase de establecimiento
o introduccién de explantes, donde el material vegetal se desinfecta y adecua al cultivo in vitro,
si bien es el paso mas dificil del proceso por posible contaminacion y/o oxidacion, las plantas

que sobrevivan seran aptas para su multiplicacion (Gamborg, 1976).

La fase 2 del cultivo tiene como objetivo principal el desarrollar las plantas y su
consecuente multiplicacion, realizando usualmente cortes en los explantes para la obtencion de
apices, en esta etapa se pueden formar callos, que, al tratarse de ornamentales, no son muy
bien recibidos, puesto que pueden generar mutaciones, por lo que siempre se opta por obtener

clones a partir de crecimiento axilar y apical (Smith, 1992).

La tercera fase, donde se preparan las plantas para su salida del laboratorio e
introduccidn a campo, para lo que es necesaria la adicidon de auxinas al medio, lo que le da el

nombre a esta etapa, de enraizamiento (Haque et al, 2022).

Y la cuarta fase, donde se sustraen a las plantas del medio de cultivo para una
aclimatacion en sustrato o suelo, con condiciones controladas para su insercién paulatina en el

campo o invernadero (Smith, 1992).

Algunos factores que se debe tener en cuenta en el cultivo in vitro son las fuentes de
contaminacioén, puesto que los cultivos infectados pueden dafar a otros cercanos, siendo asi

necesaria una constante revisién de presencia de bacterias u hongos en el medio de cultivo.
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También se debe verificar que no haya una oxidacion de los explantes o el medio, tornandose

de color marrén (Kozlowski & Pallardy, 1997).

Las condiciones de cultivo optimas seran especificas para cada especie, algunos
factores cdmo humedad, temperatura, exposicion a la luz o tipo de luz pueden inhibir o

promover el desarrollo de los explantes (Kanta et al, 1962).

La composicion de los medios de cultivo dependera de la etapa en la que se esté
trabajando, ademas del tipo y especie de explante. Sustancias complementarias como
antioxidantes, antibiéticos, antifungicos, adsorbentes o reguladores de crecimiento pueden ser

anadidas en la preparacion de estos medios (Murashige & Skoog, 1962).
Reguladores de Crecimiento

Los reguladores de crecimiento, conocidos como fitohormonas u hormonas vegetales,
son un grupo de compuestos quimicos que se producen naturalmente en las plantas
superiores, y que se encargan de regular los diversos procesos de su desarrollo. Ademas de
eso, se han visto implicadas en las respuestas a estrés bidtico y abidtico (Yan et al, 2023; Fu et

al, 2015).

Estas hormonas funcionan a una concentracién muy baja, por lo que su extraccién es
complicada, aun asi, su importancia es enorme. Dentro de la planta las interacciones que
tienen resultan en los distintos procesos fisioldgicos, desde la germinacion de semillas hasta la
maduracion de frutos, ademas de respuestas a sefales ambientales (Yan et al, 2023;

Kozlowski & Pallardy, 1997)

Las fitohormonas actian de acuerdo a la etapa de la planta, por lo que también tienen
aplicaciones agricolas y horticolas para el crecimiento de los cultivos, mejorando su

productividad.
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De manera general, existen 5 clases principales de fitohormonas: las auxinas,
citoquininas, giberelinas, acido abscisico y derivados, y etileno, sin embargo, algunas
hormonas relativamente nuevas se adjuntan, las cuales son los brasinoesteroides,
estrigolactonas, jasmonatos, compuestos fendlicos, poliaminas y acido salicilico (Yan et al,

2023; Kozlowski & Pallardy, 1997)
Auxinas

Las auxinas fueron las primeras hormonas vegetales descubiertas, cerca de 1880,
coémo una sustancia que permitia el desarrollo de las plantas, sin embargo, no fue hasta la
década de 1930 que se acuno dicho termino, proveniente del griego auxein (au&giv) cuyo
significado es crecer o elongar. En dicha década se descubrié también el acido indol-3-acético
(AIA) siendo la principal auxina hasta la fecha por su funcion en la planta (Kozlowski & Pallardy,

1997)

El acido indol-3-acético es un derivado del triptéfano, y se conforma de un anillo de

benceno con un anillo pirrol y una cadena lateral de acido acético (Fig. 6).

Las funciones en las que participan las auxinas son varias, siendo algunas: la
elongacion y divisién de células, dominancia apical, formacién de raices adventicias, iniciacion
radicular, diferenciacioén de tejidos vasculares, fototropismo (optimizando la fotosintesis) y
senescencia. Por la importancia de estas fitohormonas ha llevado al desarrollo de hormonas
analogas de manera sintética, destacandose el acido indol-3-butirico (AIB), acido naftalen-1-

aceético (ANA) y el 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Yan et al, 2023; Kozlowski & Pallardy, 1997)

Las auxinas pueden estar conjugadas e interactuar con otras sustancias, por lo que en
las plantas puede ser encontrada con el acido aspartico o el glutamico, la glicina, azucares y

ciclitoles. Particularmente, el AlA se relaciona con la enzima AlA oxidasa, que a su vez puede



ser inhibida por ortodifenoles y promovida por monofenoles, teniendo un efecto directo en el

crecimiento de las plantas (Kozlowski & Pallardy, 1997)

Figura 6.
Biosintesis del AIA a partir del triptéfano.
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Las auxinas trabajan a una concentracion baja (10-> M) donde pueden acelerar el
enraizamiento de explantes lefiosos y herbaceos. Mientras que a concentraciones mayores
puede inhibir la elongacién, promover el crecimiento de tumores, y causar la muerte de las

plantas, actuando cdmo un herbicida selectivo, un ejemplo de esto es el 2.4-D que es
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particularmente toxico para dicotiledéneas (Podwyszynska, 2003; Kozlowski & Pallardy, 1997)

Asi mismo, se han realizado investigaciones para determinar otros efectos de la adicion

de auxinas, siendo encontrados efectos en la formacién de metabolitos secundarios, cdmo en

aceites esenciales con mas principios activos y los efectos en la sintesis de alcaloides (Evans &

Evans, 2009; Kozlowski & Pallardy, 1997)
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Acido Indol-3-acético.

Esta hormona es considerada como la principal en el grupo de las auxinas debido a su
participacion en varios procesos fisiologicos. En las raices, cambios en la concentracién son
percibidos con alta sensibilidad, lo que promueve la iniciacidon primaria y lateral de raices en
diferentes tipos de tejidos. Provoca dominancia apical, priorizando el crecimiento longitudinal
sobre el de las yemas axilares, consecuentemente, también influye en la morfogénesis de la

hoja y el desarrollo del sistema vascular (Evans & Evans, 2009).

El AIA también cumple una funcién en la interacciéon planta-hongo, ya que sirve para la
patogénesis o simbiosis, de acuerdo al caso, evidenciado con la induccién de crecimiento
radicular en Arabidopsis thaliana al estar presencia de hongos del género Ustilago esculenta

(Kozlowski & Pallardy, 1997; Fu et al, 2015).
Acido naftalen-1-acético

Conocida como ANA, la hormona es de origen sintético y actia como un analogo del
AlA. Perteneciendo al grupo de las auxinas, cumple la funcién de fomentar el desarrollo
radicular en plantas jovenes. Diversos estudios han evidenciado la induccién de la formacion de
ramificaciones mediante su aplicacion. Ademas, se ha constatado que su uso incrementa la
altura de la planta y el peso seco, como se ha observado en el caso de la orquidea hibrida

Mokara Chark Kuan (Evans & Evans, 2009; Khandaker, 2017; Aslam et al, 2010)
Citoquininas

En la década de los 50, se realizaron descubrimientos relacionados con una sustancia
potenciadora de la divisién celular. Esta sustancia, cuya existencia ya se sospechaba, fue
finalmente identificada en el ADN espermatico del arenque y se le llamoé Kinetina (6-

furfurilaminopurina / 6-furfuriladenina). Esta sustancia mostré efectos significativos en el
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crecimiento de las plantas, lo cual se alined con su denominacion, en concordancia con el

proceso de 'citocinesis' (Evans & Evans, 2009; Kozlowski & Pallardy, 1997).

Tiempo después, se logré el descubrimiento de la Zeatina (6-(4-hidroxi-3-metilbut-2-
enilamino) purina). Este nombre se asigné debido a su deteccién durante el analisis del maiz,
marcando asi la primera vez que una citoquinina se encontraba de manera natural en plantas
superiores. Al igual que en el caso de la Kinetina, esta molécula resulté ser un derivado de la
adenina con sustitucion en la posicion 6 (Fig. 7.) (Evans & Evans, 2009; Kozlowski & Pallardy,

1997).

Se descubrid que la hormona se sintetizaba mayormente en raices, y factores cémo
inundacion del suelo, sequia, pH bajo, salinidad y altas temperaturas podian inhibir su
produccién. Ademas de mostrar variaciones en su concentracion de acuerdo a la etapa de la

planta, temporada y condiciones ambientales (Evans & Evans, 2009; Bozso6 & Barna, 2021)

Las funciones atribuidas a este tipo de hormonas son principalmente la divisién celular y
la formacion de tumores en las plantas, ademas se ha comprobado su eficacia en formacion de
brotes adventicios y yemas a partir de células indiferenciadas, y efectos en la sintesis de

metabolitos secundarios (Sakakibara, 2005; Hamayun et al, 2015)

También se encontré funcionalidad de las citoquininas en el alargamiento celular,
expansion de hojas, regulacion en la apertura y cierre de estomas, ruptura de dormancia de
semillas fotosensibles, dominancia apical, retraso de la senescencia y promueve el desarrollo

de cloroplastos (Evans & Evans, 2009; Kozlowski & Pallardy, 1997).



Figura 7.

Citoquininas naturales y sintéticas.
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Se trata de una hormona de origen sintético, y es conocida desde hace bastante tiempo

por su rol en el crecimiento vegetal, también se ha estudiado su rol en respuesta al estrés

abiotico, siendo asi que ayuda a mantener el desarrollo de las plantas y la calidad de alimentos

bajo condiciones de salinidad, algo que se atribuyd a su potencial para regular la interaccion

entre las fitohormonas (Hamayun et al, 2015)
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Benzil-6-aminopurina

Llamaba también benziladenina, se trata de otra hormona sintética, del grupo de las
citoquininas favorece la multiplicacion celular, y particularmente la induccion de brotes a
concentraciones moderadas (5 ppm), también se ha encontrado un efecto en la sintesis de
proteinas, fotosintesis y genes relacionados a la defensa de las plantas, declarando que tiene

un efecto en la respuesta a estrés (Amelia, 2020; Uchendu et al, 2011)
Otras Hormonas

Como ya se habia mencionado, existen otros grupos de fitohormonas, que son
importantes para la planta y su desarrollo, ademas de tener funciones relacionadas o similares

a las auxinas y citoquininas, también pueden interactuar con estas.

Las giberelinas, que fueron descubiertas al estudiar una enfermedad que causaba el
alargamiento anormal del arroz hasta no poder sostenerse, fueron detectadas como una
sustancia proveniente del hongo Giberella fugikuroi, y una década después lograron aislar
dicho compuesto. Sin embargo, se encontré que las giberelinas (en referencia al acido
giberélico) existian naturalmente en plantas superiores, tenian un afecto similar a las auxinas,
aunque algunas solo participaban como intermediarios en la formaciéon de compuestos, siendo
que un grupo pequeio aportaba una actividad hormonal (Evans & Evans, 2009; Kozlowski &

Pallardy, 1997)

Entre sus funciones, se encontrd que aporta a la divisiéon, elongacién y diferenciacion
celular, por lo que, a nivel de la planta, participaba en el gravitropismo, alargamiento de tallos,
expansion de hojas, iniciacién floral, expansion de frutas y germinacion de semillas, ademas de
mostrar efectos en la sintesis de metabolitos secundarios Evans & Evans, 2009; Kozlowski &

Pallardy, 1997)
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El acido abscisico (ABA), descubierto en plantas cémo un inhibidor del crecimiento, fue
conocido como Dormina, ya que presentaba efectos en la dormancia de las semillas y la
apertura de yemas. Fue hasta después, que, al estudiar la absicién de hojas, se encontraron
las denominadas entonces Abscisina 1y 2, que presentaban una estructura similar a la
Dormina, que eventualmente fue conocida como acido abscisico Evans & Evans, 2009;

Kozlowski & Pallardy, 1997; Yan et al, 2023)

Su estructura también presentaba cierto parentesco a los carotenoides, lo que llevo a su
investigacion, encontrando que ciertas xantofilas inhiben la germinacion al tener exposicion a la

luz (Kozlowski & Pallardy, 1997)

De manera general, el ABA presenta efectos en la absiciéon de yemas, hojas, pétalos,
flores y frutos, ademas de ayudar en la dormancia de yemas y semillas, también participando
en el crecimiento radicular, maduracién de frutas y senescencia. Ha sido considerada una
hormona compleja, ya que interactua con otras sustancias y su funcién varia de acuerdo al

tejido (Evans & Evans, 2009)

El etileno, es un derivado de la metionina y presenta un rol clave en la maduracion de
frutos, ademas de aplicaciones para la sintesis de Novo de ciertas enzimas y metabolitos
secundarios. La presencia de otras hormonas puede inducir a la formacién de este compuesto,
que adicionalmente se produce en plantas que estan libres de estrés (Evans & Evans, 2009;

Kozlowski & Pallardy, 1997)

Presenta efectos en la germinacién de semillas, absicion, dominancia apical,
crecimiento de yemas, epinastia, hipertrofia de tejidos, flujo de latex, crecimiento radicular,

elongacién del tallo, floracion (Evans & Evans, 2009; Kozlowski & Pallardy, 1997)
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Algunos compuestos fendlicos y sus derivados han sido considerados como hormonas
vegetales, ya que presentaban efectos de inhibicién del crecimiento, ademas de interactuar con

algunas hormonas (Kozlowski & Pallardy, 1997).

Uno de estos compuestos es el acido salicilico, que tiene un rol fundamental en la

respuesta a estrés biotico y abiético (Evans & Evans, 2009).

Las poliaminas, se han evidenciado para regular la division celular, embriogénesis,
formacion de polen, desarrollo frutal, ruptura de dormancia, elongacién de entrenudos,

formacion de raices y senescencia (Evans & Evans, 2009)

Mientras que, los brasinoesteroides regulan la divisién celular, elongacion celular,
elongacién de brotes, inhibicién de absicion de hojas y frutas, impide desarrollo de raices
adventicias y actuan en las respuestas a estrés, se he evidenciado que este tipo de hormonas

tienen una relacién a la exposicion a la luz (Evans & Evans, 2009; Kozlowski & Pallardy, 1997).

Los jasmonatos, que participan en la senescencia de las hojas y la dormancia de

semillas también son considerados cémo hormonas vegetales ((Evans & Evans, 2009)

Las estrigolactonas, son moléculas derivadas de carotenoides, que actian como
senales moleculares para regular la arquitectura de la planta, la absorcion de nutrientes y la

interaccion con otros organismos (Yu et al, 2022).

Finalmente, es de mencionar que todas las hormonas vegetales estan presentes de
acuerdo a la estancia de la planta, e interactuan entre ellas y con otros factores, ya sean
condiciones climaticas o factores de estrés, y para su accién, se basan en la unién a un
receptor, que al formar el complejo Hormona-Receptor, da una respuesta bioquimica que

produce los efectos especificos de cada regulador de crecimiento (Evans & Evans, 2009).



Capitulo Il

Metodologia
Ubicacién del Area de Investigacion
Ubicacion Politica
Pais: Ecuador
Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas
Canton: Santo Domingo
Parroquia: Luz de América
Sector: Via Quevedo, Km 24
Ubicacion Ecolégica
Zona de vida: Ecolégica
Ecosistema: Bosque Humedo Tropical
Temperatura: ~32° | ~22°
Precipitacién anual: ~784 mm
Humedad relativa:  ~80%
Heliofania: ~860 horas luz / afio
Relieve: Plano / Ondulado
Suelos: Alofanicos-pseudo limosos / Limosos / Limosos untuosos

Ubicacion Geogréfica

Las Investigacion fue realizada en las instalaciones de la Universidad de las Fuerzas

Armadas ESPE, especificamente en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal.



Latitud: 0°24'45” S
Longitud: 79°18 34" W
Altitud: 295 msnm
Figura 8.

Mapa de ubicacion geogréfica del area de investigacion

CONSUMULU
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Materiales

Equipos

e Balanza analitica

e Camara de flujo laminar

e Camara de crecimiento

e Plancha de calentamiento con agitacién

e Potencidmetro

Refrigerador

Materiales e Insumos

e Bisturi

e Hojas de bisturi

o Cajas Petri

e Envases de vidrio

e Film Plastico

e Pinzas cuello de cisne
e Mechero de alcohol

e Vasos de precipitacién
o Espétulas

o Matraz Erlenmeyer

e Papel Kraft

o Micropipeta

e Puntas de micropipeta
e Pipeta

o Propipeta
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o Atomizador
e Magnetos
o Papel aluminio

e Ligas de caucho de colores
Reactivos

e Medio basal MS

e Acido indol-3-acético (AIA)

e Acido 1-naftalenacético (ANA)
e 6-Bencilaminopurina (BAP)

e Kinetina

¢ Hipoclorito de sodio 10%

e Etanol 96%

¢ Povidyn Solucién

e Sacarosa

e Agar agar
Analisis estadistico
Variables

Variables Dependientes:

. Formacion de callos
. Longitud de brotes
. Numero de brotes
. Longitud de raices

. Numero de raices



. Longitud de la planta

Variables Independientes

. Concentracion de BAP

. Concentracion de AIA

. Concentracion de Kinetina
. Concentracion de ANA

Niveles y Factores de la Investigacion

Tabla 1.

Factores y niveles de la investigacion.

Factores

Niveles

Hormonas

Concentracion

AOQ: BAP
A1: Kinetina
A2: AlIA
A3: ANA

BO: 0 mg/l
B1: 0.5 mg/l
B2: 1 mg/l
B3: 1.5 mg/l
B4: 2 mg/l



Interaccién de Tratamientos

Tabla 2.

Interaccion de tratamientos
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Trtatamiento  Interaccién Hormona*Concentraciéon
T AO0BO BAP 0 mg/l
T2 A0B1 BAP 0.5 mg/I
T3 AOB2 BAP 1 mg/l
T4 AOB3 BAP 1.5 mgl/l
T5 A0B4 BAP 2 mg/|
T6 A1BO Kinetina 0 mg/l
T7 A1B1 Kinetina 0.5 mg/I
T8 A1B2 Kinetina 1 mg/I
T9 A1B3 Kinetina 1.5 mg/I
T10 A1B4 Kinetina 2 mg/I
T11 A2B0 AIA 0 mg/l
T12 A2B1 AIA 0.5 mg/I
T13 A2B2 AIA 1 mg/l
T14 A2B3 AlA 1.5 mg/l
T15 A2B4 AlA 2 mg/l
T16 A3B0 ANA 0 mg/I
T17 A3B1 ANA 0.5 mgl/|
T18 A3B2 ANA 1 mg/l
T19 A3B3 ANA 1.5 mgl/|
T20 A3B4 ANA 2 mg/l




Tipo de disefio

La investigacion mantiene un disefio bifactorial AxB (ANOVA DCA) para el analisis de
los parametros de desarrollo de los explantes, con un total de 20 tratamientos teniendo 3

repeticiones cada uno.

Ademas, para el analisis de la formacion de callos, al tratarse de una variable

cualitativa, se realiza una prueba de Chi cuadrado de Pearson (x?).
Tabla de Andlisis de Varianza

Tabla 3.

Datos del analisis de varianza.

Fuentes de Variacién Grados de Libertad
Hormona 3
Concentracion 4
Interaccion A*B 12
Error 40
Total 59

Analisis Funcional

Para las pruebas de significancia, se utiliza la prueba de Tukey al 5%.

Métodos

Obtencién de las Semillas

Las semillas utilizadas en la investigacion fueron obtenidas de manera silvestre en las

instalaciones de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, siendo obtenidas 3 diferentes

capsulas de especies locales.

48
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Las orquideas de las cuales se tomaron las capsulas de orquideas fueron identificadas

cémo pertenecientes a los géneros Lycaste, Catasetum y Oncidium.
Preparacién de Medio de Cultivo Para Germinacién

El medio que se utilizé fue el Murashige & Skoog (MS) al 100%, para lo cual se siguio lo
indicado en la Tabla 4, posteriormente vertiendo el medio preparado en frascos de vidrio, con
alicuotas de 40 ml por envase, se taparon los medios con papel aluminio y se aseguraron con

ligas de caucho.

El autoclavado se realizé por 20 minutos a 121°C, luego se dejo enfriar y se almaceno a

temperatura ambiente hasta su uso.

Tabla 4.

Composicién medio de cultivo por litro, para germinacién de semillas de orquidea.

Reactivo Cantidad
Medio MS 441¢
Sacarosa 3049

Glicina 0.25¢g
ey 5.7
Agar agar 79

Desinfeccion de Semillas de Orquidea

La desinfeccion se llevé a cabo en camara de flujo, previamente desinfectada. Se
tomaron las capsulas de semillas y se las colocé en un envase de vidrio, se afiadié Povidyn y
agua destilada estéril, en proporcion 1:5, llenando tres cuartas partes del envase, luego se
agito vigorosamente durante 1 minuto, pasado dicho tiempo se sustrajo el agua del primer
lavado en un vaso de precipitacion, entonces se realizaron 2 enjuagues de 30 segundos con

agua destilada estéril antes del siguiente lavado.
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A continuacion, se agrego hipoclorito de sodio al 10%, llenando la mitad del envase y

agitando durante 7 minutos, posteriormente se realizaron 3 enjuagues mas.

El ultimo lavado se realizé con alcohol etilico al 70% durante un lapso de 45 segundos,
finalmente se realizaron 2 enjuagues mas, y se tapo el envase con las capsulas, manteniendo
las condiciones asépticas se llevo el frasco a otra camara de flujo con los materiales

preparados para la introduccién.
Introduccion de Semillas de Orquidea
Como preparacion para el procedimiento:

- Se autoclavaron pinzas, bisturi y cajas Petri.

- La camara de flujo laminar se limpi6 y desinfect6 con alcohol al 70%, posterior se
activo el UV por 15 minutos previo al inicio de la introduccién.

- Se introdujo el film plastico, el mechero, y los insumos autoclavados a la camara de
flujo laminar.

- Se mantuvo una desinfeccion constante del personal, utilizando equipo de
proteccion personal (EPP) (doble mascarilla, cofia, gafas y mandil) y rociandose las
manos y brazos con alcohol constantemente.

- El medio de cultivo ya preparado y gelificado, se rocié con alcohol y se introdujo en

la camara de flujo laminar.

El procedimiento de introduccion comenzo6 tomando las semillas desinfectadas del
envase y colocandolas en una caja Petri, con ayuda del bisturi se cortaron ambos extremos de
las semillas (0.5 cm de cada lado), y se realizaron 2 cortes longitudinales superficiales en caras

opuestos, luego con las pinzas se abrieron las capsulas en dos partes iguales.

Haciendo uso de pinzas, se tomo el contenido de las semillas abiertas, y se lo coloco en

varios frascos con medio de germinacion, luego se taparon los envases herméticamente con el
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film plastico. Después, se colocaron los medios sembrados en la camara de crecimiento y se
vigilé su desarrollo, realizando trasplantes de los protocormos a nuevos medios cuando se
notaba un exceso de biomasa en los envases. El proceso de germinacion y desarrollo de los

explantes, hasta la siguiente etapa de la investigacion fue de 4 meses.
Preparacién de Medios de Cultivo con Hormonas

Para la adicion de las hormonas, se prepararon con antelacion soluciones stock,
tomando 10 mg de cada una y aforandolas a 10 ml, siendo luego etiquetadas y almacenadas a

4 °C hasta su uso.

Tabla 5.

Composiciéon medios de cultivo por litro, para evaluaciéon de hormonas.

Reactivo Cantidad
Medio MS 4419
Sacarosa 25¢g
Hormona De Acuerdo al Tratamiento
pH 5.8
Agar agar 659

Para la evaluacion de las hormonas, se siguié lo indicado en la Tabla 5. Preparando
volumenes de 250 ml de cada tratamiento propuesto en la Tabla 2, y dispensando 50 ml de
medio en cada envase, las tapas fueron de aluminio y aseguradas con una liga de caucho de

color, diferenciandose asi las concentraciones usadas.
Blanco: 0 ppm
Amarillo: 0.5 ppm

Rojo: 1 ppm
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Azul: 1.5 ppm
Morado: 2 ppm
Seleccion de Explantes

Los explantes fueron seleccionados de acuerdo al tamafo, se tomaron aquellos
mayores a 1 cm de longitud, y que no tuvieran desarrollo radicular avanzado, no se realizd

discriminacion de acuerdo a la especie para mantener el disefo aleatorio.
Trasplante de Orquideas

Se prepararon los insumos y equipos como se describid anteriormente para mantener el

ambiente de esterilidad.

Se extrajeron los explantes en cajas Petri, donde fueron seccionados si tenian una
longitud mayor a 2 cm, luego se colocaron en los medios con hormonas, resultando en 2

orquideas en cada envase.

Se sellaron los envases con film plastico, y se los colocé en la camara de crecimiento,
con fotoperiodo de 11 horas de luz, durante 4 semanas se realizd un seguimiento para evitar

contaminaciones.

Los explantes utilizados fueron medidos previamente para su comparacion, y se
identificaron 4 tipos de explantes (Fig.9.), siendo aquellos que tenian dos o mas apices (a), y
los que tenian una longitud mayor a 2 cm (b) seccionados para tener normalidad en los
explantes sometidos a los tratamientos, dejandose en una longitud similar a los explantes
considerados adecuados (c), también se encontré formacion de pseudobulbos (d) que de igual

manera fueron utilizados en la presente investigacion.
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Figura 9.

Explantes seleccionados y utilizados en el proyecto.

Toma de Datos

Para la toma de datos, se realizé un trasplante para poder manipular las orquideas

fuera del envase, donde se midieron:

- Numero y longitud de raices generadas

Numero y longitud de brotes generados

Longitud general de las plantas

Formacioén de callos

Posteriormente, se dejaron crecer las orquideas en medio de enraizamiento, y se las

llevd a aclimatacion.

Tratamiento de datos

Los datos fueron tabulados y analizados utilizando los softwares estadisticos IBM SPSS

Statistics version 25 e InfoStat version 2008.
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Capitulo VI

Resultados

Crecimiento de explantes

Se documento el crecimiento de los explantes después de 4 semanas en sus

respectivos tratamientos.

En los tratamientos con BAP (Fig.10.) se puede observar el crecimiento de acuerdo a

las dosis aplicadas, viendo un mayor desarrollo en los tratamientos con fitohormonas.

Figura 10.

Explantes a las 4 semanas de tratamiento con BAP, de izquierda a derecha: 0.5, 1, 1.5, 2 ppm.

Los tratamientos con Kinetina (Fig.11.) muestran un desarrollo mayor en las plantas

conforme se aumenta la dosis de la hormona.

Figura 11.

Explantes a las 4 semanas de tratamiento con Kinetina, de izquierda a derecha: 0.5, 1, 1.5, 2 ppm.
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En cuanto a los explantes con AlA (Fig.12.) también se observaron variaciones en el
desarrollo de acuerdo a la concentracion de hormona en el medio.

Figura 12.

Explantes a las 4 semanas de tratamiento con AlA, de izquierda a derecha: 0.5, 1, 1.5, 2 ppm.

Finalmente, los explantes bajo tratamientos de ANA (Fig.13.) también muestran efectos

de la hormona sobre su crecimiento.

Figura 13.

Explantes a las 4 semanas de tratamiento con ANA, de izquierda a derecha: 0.5, 1, 1.5, 2 ppm.
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Numero de raices

En cuanto al numero de raices generadas, de acuerdo a la Tabla 6 se encontrd
diferencia significativa entre hormonas, concentracion y la interaccion entre factores, indicando

que la generacion de raices si se ve afectada por ambos factores.

Tabla 6.
ANOVA Numero de raices.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 74.85 18 3.84 9,09 <0.0001
Hormona l16.%8 3 5.66 13.06 <0.0001
Concentracidn 37.43 4 9.3 21.e80 <0.0001
Hormona*Concentracidon 20.43 12 1.70 3.53 0.0005
Error 17.33 40 0.43
Total G2.18 &9

En la figura 14 se observa que tanto el ANA cédmo el AIA producen mayor cantidad de
raices a comparacion de las citoquininas, siendo el mayor pico observable el de ANAa 1 ppm

con una generacion de raices de 4.5 unidades.

Figura 14.
Numero de raices vs Concentracion de hormonas.
T Hormona
.00 - I AA
I ANA
I BAP

5.00 I Kinetina
4.00 = _
3.00 ]
2.00 7—\

1.00

Mean No. Raices
|
|

0.00 !
0 i3] 1.0 1.5 20

Concentracion

Error Bars: 95% Cl
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De acuerdo a la prueba de Tukey al 5%, se encontraron 4 grupos homogéneos, sin
embargo, destaca el grupo con una media mayor (>2.5 raices por tratamiento) al resto, y de los
cuales AIA a 1.5 ppm y ANA a 1 ppm tuvieron una media mucho mayor (>4 raices por

tratamiento), siendo considerados los tratamientos mas efectivos para la formacion de raices.

Entre las hormonas utilizadas, de observé una clara diferencia entre el tipo de hormona,
siendo las auxinas las que produjeron mas raices (>2 unidades), mientras que las citoquininas

tuvieron una produccién baja (<1.5 unidades) cédmo se puede apreciar en la Figura 15.

Figura 15.

Numero de raices vs hormonas.

Mean No. Raices

AlA AMNA BAP Kinetina
Hormona

Error Bars: 95% Cl
Longitud de raices
De acuerdo a la Tabla 9, se encontro diferencia significativa tanto en hormonas,

concentracion e interaccion entre factores, por lo que se puede indicar que la longitud de raices

se ve afectada por los fatores estudiados.
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Tabla 7.
ANOVA Longitud de Raices.

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 2.598 19 0.1e 18.45 «<0.0001
Concentracidn 1.84 4 0.46 54.12 <0.0001
Hormona 0,54 3 0.18 21.18 <0.0001
Concentracidén*Hormona 0.60 12 0.05 5.88 <0.0001
Error 0.34 40 0.01
Total 3.32 58

Respecto a la longitud de las raices, como se observa en la Figura 16, el AIAa 2 ppm

tuvo los mas altos resultados, mientras que el AIA mostré un buen crecimiento de las raices

hasta llegar a la concentracion de 1.5 ppm, igualando al BAP a 1 ppm, mientras que la Kinetina

tuvo un pico en 1.5 ppm, con resultados aun por debajo del resto de hormonas.

Figura 16.

Longitud de raices vs Concentracién de hormonas.
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En la prueba de Tukey al 5%, analizando todos los tratamientos se encontré un grupo

diferencial, conformado Unicamente por auxinas, con un crecimiento de raiz mayor al resto

(>0.60 cm por tratamiento) y dentro del cual sobresale el tratamiento de ANA a 2 ppm, llegando

a una longitud de raiz promedio de 0.9 cm su evaluacion.
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Entra las hormonas tratadas, a concordancia con la Figura 17, se determina que las
citoquininas tienen un menor desarrollo de raices, mientras que, de las auxinas, el ANA mostro

los mejores resultados para el parametro estudiado.

Figura 17.

Longitud de raices vs Hormonas.
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Numero de brotes

En la Tabla 12, se pudo encontrar diferencia significativa en la concentracién y la
interaccion entre factores, sin embargo, muestra que no hay una diferencia significativa (>0.05)
entre las hormonas, por lo que puede que estas no tengan un efecto directo en la formacion de

brotes, mientras que las diferencias de concentracion si lo tienen.

Tabla 8.
ANOVA Numero de Brotes.

F.V. SC gl CHM F p-valor
Modelo 48.40 1% 2.55 &.685 <0.0001
Hormona Z2.80 3 0.93 2.43 0.0789
Concentracidn 29,73 4 T7.43 19.39 <£0.0001
Hormona*Concentracion 15.87 12 1.32 J3.45 0.001e
Error 15.33 40 0.38

Total 83.73 59
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Como se observa en la Figura 18, el numero de brotes de acuerdo a los tratamientos es

similar entre hormonas, aun asi, se puede discriminar que el AlIAa 2 ppm y el BAP a 1.5 ppm

tienen mayor formacion de brotes.

Figura 18.

Numero de brotes vs Interaccion.
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En la prueba de Tukey al 5%, se encontré un grupo con la mayor formacién de brotes

(>2 brotes por tratamiento), entre los cuales destacan el BAP 1.5 ppm y el AIA 2 ppm con una

media mayor a 3 brotes por tratamiento.

Las hormonas que se utilizaron en este estudio, como ya se menciono y se observa en

la Figura 19, no presentaron una diferencia significativa en la formacién de brotes, algo que se

corroboré con la prueba de Tukey al 5%, que las ubico dentro del mismo grupo.



Figura 19.

Numero de brotes vs Hormonas.
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El analisis de varianza para la longitud de brotes presentado en la Tabla 15 revel6 que

existe diferencia significativa entre las hormonas, la concentracién utilizada y la interaccion de

estos factores, por lo que se puede discernir que dichos factores e interaccion tienen un efecto

sobre el desarrollo longitudinal de los brotes de las orquideas.

Tabla 9.
ANOVA Longitud de brotes.

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 3.37 1% Q.18 14,30 <0.0001
Hormona D.e2 3 0.21 le.e% <0.0001
Concentracidn 1.99 4 0.50 40.26 <0.0001
Hormona*Concentracion 0.75 12 0.06 5.05 <0.0001
Error 0.50 40 0.01
Total 3.88 595

Analizando los tratamientos, se determina de acuerdo a la Figura 20 que el BAP a 2

ppm tuvo el mayor desarrollo longitudinal de brotes, mientras que AlA, ANAy Kinetina tuvieron

picos similares a 2ppm, 1 ppm y 1.5 ppm, respectivamente.



Figura 20.
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Longitud de brotes vs Concentracion de hormonas.
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En el analisis de los tratamientos por la Prueba de Tukey al 5%, el grupo mayor (>0.7

cm por tratamiento) fue correspondiente al AIA a 2ppm, pero superado por el BAP a 1.5 ppm y

2 ppm sucesivamente.

Figura 21.

Longitud de brotes vs Hormonas.
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Mientras, en la prueba de Tukey al 5% de las hormonas, se determind que la Kinetina y
ANA fueron los menos efectivos para el crecimiento de los brotes, AlA se encontrd en un grupo
separado, con una media de longitud de brote de 0.51 cm, y finalmente, BAP con una media de
0.63 cm, siendo por lo tanto la hormona que permite un mayor desarrollo longitudinal de brotes,

coémo se evidencia en la Figura 21.
Longitud de la planta

La longitud final de la planta se vio afectada por la hormona aplicada, la concentracion y
la interaccion entre estos factores, informacion reflejada en el andlisis de varianza que se

encuentra en la Tabla 18.

Tabla 10.
ANOVA Longitud de la planta.

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo .07 1% 0.42 5Seo.e660 <0.0001
Hormona S5.21 3 1.74 231.73 <0.0001
Concentracion 0.62 4 0.15 20.63 <£0.0001
Hormona*Concentracion 2.24 12 0.1% 24,80 <0,.0001
Error 0.30 40 0.01
Total 8.37 58

El analisis de los tratamientos individualmente indica, de acuerdo a la Figura 22, que el
BAP promueve un crecimiento mayor en las orquideas, siendo su concentracion a 1.5 ppm la

que dio mejores resultados.

La prueba de Tukey al 5% para tratamientos mostré varios grupos homogéneos, donde
el de mayores resultados (>1.6 cm por tratamiento) correspondié a varias concentraciones de

BAP, recalcando la informacion previa.
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Figura 22.
Longitud de la planta vs Concentracion de hormonas.
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Las hormonas también fueron analizadas por la prueba de Tukey al 5%, encontrandose
2 grupos homogéneos y 1 heterogéneo, este ultimo correspondiendo al BAP, con una media

total de 1.49 cm de crecimiento longitudinal, hecho comprobable en la Figura 23.

Figura 23.

Longitud de la planta vs Hormonas.
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Generacion de callos

La presencia de callos en la investigacion se analizé de forma cualitativa, inicamente
determinando si se formaron o no en los diferentes tratamientos, por lo que se realiz6é una
Prueba de Chi-Cuadrado, resultando que de manera general no existe una diferencia
significativa entre las hormonas al momento de la generacion de callos, sin embargo, dentro de
la Kinetina, se encontré que la concentracion de dicha hormona si tenia un efecto sobre la

formacion de callos.

Figura 24.

Suma total de callos por hormona.
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Como se puede observar en la figura 24, la Kinetina tuvo el mayor nimero de muestras
con presencia de callos, teniendo casos positivos en 6 de 15 muestras, siendo la mitad de

estos a una concentracion de 2 ppm.
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Capitulo V
Discusioén
Numero y Longitud de Raices

De acuerdo a diversos autores como Fu et al (2015) y Kozlowski & Pallardy (1997) las
hormonas que participan en el desarrollo radicular son las auxinas (AIA'y ANA), varias
investigaciones se han realizado sobre ello, y particularmente en orquideas se ha demostrado
que los efectos pueden variar entre las especies con las que se trabajan, ademas de presentar
interaccion con otras hormonas y factores intrinsecos, como la sefalizacion y transporte de las
hormonas por parte de las proteinas. De manera general, se han encontrado resultados
positivos en la formacién de raices y rizoma, iniciacion radicular, germinacién, formacion de

brotes y dominancia apical.

En la investigacion realizada, se determind que los tratamientos con auxinas han tenido
un mayor efecto en la formacion de raices, aunque en ciertas especies, se ha dicho que las
auxinas AlAy AIB son las mas efectivas, también se ha encontrado efectos positivos del ANA,
como en el género Cymbidium, donde favorece la formacion de rizoma en pseudobulbos. En
cuanto al AlIA, aunque tiene gran potencial para la formacion de raices, se ve superada por el
ANA, lo que puede atribuirse a la facilidad del AlA para interactuar con otras sustancias que
pueden inhibir su accién en las plantas, algo que no sucede de manera tan drastica con el ANA,
cualidad que se le puede atribuir a su naturaleza sintética. Como mencionan Hew & Clifford
(1993) la presencia de citoquininas enddégenas puede suprimir la formacién de raices laterales
en ciertos géneros, asi mismo, presencia de bacterias u hongos que sinteticen AlA de manera
natural pueden inhibir la generacién de raices. Las citoquininas por su lado tienen una baja

generacion de raices, que concuerda con lo obtenido por Boszé & Barna (2021).
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La longitud de raices también se ve asociada a la presencia de auxinas, pues no solo
ayudan a la iniciacion radicular, sino también a su crecimiento En esta variable se observé que
todas las hormonas presentaban cierto efecto en la elongacion de raices, por lo que se puede
decir que en las citoquininas se dio gracias a la funcion de division celular. Aunque si bien, el
ANA también demostré tener el mayor efecto en el crecimiento de las raices, lo que concuerda
con el estudio de Fu et al (2015) que comprobé un efecto mayor en las raices a concentracion
de 3 ppm, que puede incluso presentar mejores resultados con la adicion de agua de coco al
medio de cultivo. Lo observado lleva a cuestionarse la posible interaccion del AIA con otros
agentes que inhibieron su efecto, ademas de la consideracién de Novak et al (2014). sobre los
efectos del AIA de acuerdo al tipo de tejido en el que trabaja, pudiendo promover la iniciaciéon
radicular primaria, lateral y de raices adventicias, aunque también es de mencionar que tiene
un efecto directo en la dominancia apical, que puede inhibir el crecimiento de brotes laterales,
por lo que es adecuado determinar que, si bien no tuvo el mayor efecto en desarrollo radicular

entre las auxinas tratadas, puede haber participado en el desarrollo longitudinal de la planta.

La concentracion tiene un papel importante en la planta, por el mecanismo de transporte
de las hormonas, es por ello que en ANA la mayor formacion de raices se encuentra a 1 ppm,
mientras que la mayor longitud de raices esta a 2ppm, lo que demuestra lo mencionado por
Hartati et al (2017) y Aslam et al (2010), si bien las hormonas participan en varios procesos de
la planta, no lo hacen de la misma manera todo el tiempo y que la presencia de la hormona
sera dirigida por la planta de acuerdo a sus necesidades y la naturaleza de los tejidos. El AlA,
tuvo su mayor efecto para ambos factores medidos a una concentracion de 1.5 ppm, lo que

implica una participacion activa en la iniciacion y desarrollo radicular en dicho tratamiento.
Numero y Longitud de Brotes

La formacion de brotes puede verse afectada por diversas hormonas, pues se sabe que

las auxinas también pueden participar en la diferenciacion celular, mientras que las citoquininas
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tienen efectos sobre la division celular. Todas las hormonas que se utilizaron tuvieron
resultados similares a cierta concentracion, lo que de acuerdo a Saravia et al (2022) puede
verse este efecto en las auxinas, ya que favorecen la formacion de brotes laterales, el AlA a 2
ppm tuvo un mayor efecto que el ANA a 1y 1.5 ppm debido a su participacién baja en el
desarrollo radicular. En cuanto a las citoquininas, el BAP tuvo mejores efectos en la formacion
de brotes a 1.5 ppm, algo que concuerda con Royani et al (2021) que demostré que, a

concentraciones altas, se reduce el numero y longitud de brotes generados.

Lo mencionado se evidencia al revisar la longitud de los brotes generados, pues el BAP
a 2 ppm tuvo los mejores resultados, aunque como expreso Royani et al (2021) En su
investigacion, el BAP y la Kinetina no deberian tener mucha diferencia en la formacion de
brotes, pero se encontrd que su eficiencia fue similar a las auxinas. Esto se puede atribuir a la
concentracion de la Kinetina, puede ser muy baja, puesto que a la concentracién mayor
estudiada se mostré su mejor efecto, lo que implica que una dosis mas alta puede presentar
mayores resultados. Al igual que el resto de hormonas, la Kinetina puede interactuar con otras
sustancias que inhiban su accién en la planta, ademas de tener funciones de acuerdo al tejido

al que ha sido aplicado.
Longitud de la Planta

La longitud de la planta se vio afectada por el crecimiento apical y radicular de los
explantes, por ello en esta investigacién se encontrd que el mejor desarrollo lo provoco el BAP,
teniendo mejores resultados a todas las concentraciones observadas, esto debido a su funcion
en la divisién celular, tal como mencionan Bing et al (2020) y Amelia et al (2020). Por otro lado,

la Kinetina, tuvo buenos efectos a 1.5 ppm, algo que se espera por ser una citoquinina.

Las auxinas también tuvieron un efecto en la longitud de la planta, el ANA de mayor
manera, que puede ser atribuido a la longitud de las raices estudiado previamente, en cambio

el AlA, demostro tener un efecto bajo en la elongacion de la planta a dosis mas altas, algo que
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se ha demostrado previamente con otras auxinas, que a mayor concentracién tienen una
accioén herbicida. De acuerdo a Fu et al. (2015) y Novak et al (2014) la adicion de auxinas en el
medio también puede promover el desarrollo de hojas, algo que no se observé en las orquideas
estudiadas, que puede conferirse a la naturaleza de las plantas, debido a que tienen cuidados
especiales que, en su ausencia, pueden haber retrasado el crecimiento foliar, y si bien en

ciertos explantes se observo la formacién de hojas, fueron estas muy delgadas.
Formacioén de Callos

En esta variable medida, se encontré el mayor niumero de tratamientos con presencia
de callos en aquellos que tenian Kinetina, especialmente a concentracion alta, ademas, con AlA
a 1y 1.5 ppm también se encontré incidencia en la formacion de callos, esto va de acuerdo a lo
mencionado por Dar et al (2021) que mostro la formacion de callos y callos embrionarios en
presencia de auxinas y citoquininas. Si bien la interaccién entre los dos tipos de hormonas tiene
mejores resultados, estas deben mantener una ratio moderada, ya que el aumento de
concentracion de una hormona por encima de otra puede resultar en el desarrollo de raices o

brotes.

Como mencionan Dar et al (2021) y ,Bosz6 & Barna (2021) las citoquininas han sido
documentadas cémo promotoras para la formacion de callos, debido a que debilitas la
lignificacion de la pared celular. Estas aglomeraciones se encuentran inicialmente en la zona
que esta en contacto con el medio de cultivo y eventualmente cubren toda la planta, y cémo se
menciond, la concentracién de hormonas tiene un papel fundamental en la induccion de callos,
a bajas concentraciones no hay mucho efecto, y si son demasiado altas tienen un efecto

inhibitorio.
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Capitulo VI
Observaciones Finales
Conclusiones

La primera etapa del cultivo in vitro es el establecimiento de los explantes en el medio,
la cual presenta varias dificultades como la contaminacion y oxidacion de explantes, que son
las principales causantes de la perdida de explantes. Por ello, en la presente investigacion se
analizaron las especies a utilizar, con el fin de realizar una correcta introduccién de las semillas.
Estas ultimas, al estar contenidas en capsulas, no tuvieron mayor problema en la desinfeccion,
pues al estar protegidas por esta estructura, el material interno podria sobrevivir facilmente a la
aplicacion de quimicos fuertes en el proceso de lavado, que se realizé con Povidyn, hipoclorito

de sodio al 10% y etanol al 70%.

La formulacién y preparacion de los medios de cultivo también fue una consideracion
para este trabajo, sin embargo, se opté por utilizar el medio MS ya preparado, y teniendo claro
las necesidades de las orquideas para su germinacion, se agregd sacarosa para que dichas
semillas tengan una fuente de energia, y por experimentacion previa, la glicina se agregé al
medio debido a la oxidacion que se provocaba al cabo de un par de semanas, el pH fue
determinado de acuerdo a literatura sobre el crecimiento de orquideas, y el Agar agar se

agreg6 tomando un estandar de 7 g/l.

Las hormonas que se estudiaron tenian funciones similares y complementarias, por lo
que se puede determinar que el regulador de crecimiento y su concentracién dependera del
objetivo del cultivo, y como ya se ha mencionado varias veces en el trabajo, de la especie con

la que se esté trabajando.

Para los géneros tomados en esta investigacion, ha sido considerado que las hormonas

y dosis ideales para la formacion y desarrollo de raices son: ANA a 1 ppm para la formacion de
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raices unicamente, ya que, al estar en un proceso de multiplicacién, el crecimiento longitudinal
radicular podria ser inducido en fase de enraizamiento, donde dosis de ANA a 2 ppm podrian
ser muy utiles. Sin embargo, la adicion de AlIA a 1.5 ppm debe ser tomada en cuenta, pues si
bien no tiene el mayor efecto en la iniciacion y desarrollo, a dicha concentracion tiene un buen
efecto en ambas variables, lo que convendria para un enraizamiento mas rapido. Sobre las
citoquininas, como se sabe, tienen un efecto inhibitorio sobre las raices, por lo que para
generar raices nuevas es poco recomendable usarlas, y el crecimiento longitudinal de las

raices se debe a la elongacion celular de dichas hormonas.

La generacion de brotes puede ocasionarse tanto por auxinas cémo por citoquininas,
entre las cuales el AIAa 2 ppm y el BAP a 1.5 ppm tienen mejores resultados, por encima
apenas del ANA a 1 o0 1.5 ppm, por lo que si se necesita promover la formacion de brotes
laterales dichas dosis de hormonas pueden ser ideales. Sin embargo, se debe considerar que
la longitud de brotes también presenta variaciones de acuerdo al tratamiento, siendo asi que,
en caso de buscar elongacién, el BAP es la hormona mas adecuada, a una concentracién de
1.5 ppm puede inducir la formacion y el crecimiento de los brotes. El AIA por su parte, tiene una
menor elongacién de brotes, similar al ANA y la Kinetina, por lo que no habria diferencia entre
estas hormonas. En la etapa de multiplicacion, si se tiene como objetivo generar brotes para

escisiones posteriores, el uso de BAP a 1.5 ppm es 6ptimo.

Al analizarse la longitud de la planta, se encontré que el BAP tuvo los mejores
resultados de lejos, con un pico en 1.5 ppm, va de la mano con lo ya estipulado, siendo este
tratamiento el mejor para la etapa de multiplicacién en caso de necesitar brotes grandes y
crecimiento longitudinal de la planta, lo cual es ideal para cierto tipo de orquideas con tallo

monopodial, y en orquideas simpodiales favoreceria el crecimiento lateral también.

La formacion de callos también debe ser considerada, pues su utilidad para generar

gran cantidad de plantas es muy beneficiosa, teniendo en cuenta que esto puede ocasionar
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cambios entre las plantas hijas y la planta madre. Para ello, se ha determinado que la adicién
de Kinetina y AlA a concentraciones moderadas tiene buenos efectos para la callogénesis. Asi
que, en caso de buscar dicho fendmeno en los explantes, los mejores tratamientos

corresponderian a Kinetinaa 2 ppm, yAlAa 1y 1.5 ppm.

En conjunto, las diversas hormonas tratadas tienen funciones en la fase de
multiplicacién que confieren buenos resultados, y su aplicaciéon dependera del objetivo de la
multiplicacién, pues si se busca micropropagacion clonal, el BAP tiene muy buena acogida por
su facilidad de generar brotes y promover el crecimiento de la planta. Asi mismo, si el objetivo
es obtener una gran cantidad de células para su posterior crecimiento o multiplicacion, la
formacion de callos que induce la Kinetina o el AIA son de mucha utilidad. Y si en la fase de
multiplicacion, se busca un crecimiento de la planta para su posterior enraizamiento, el AIA
demostro ser ideal por su generacién de raices y crecimiento moderado de la planta. EI ANA,
puede ser utilizado de igual manera en la multiplicacion, por generar raiz y pocos brotes, y
complementado en desarrollo radicular en la fase de enraizamiento, donde se consideran estan

sus mayores efectos.

Si bien se ha mencionado el efecto de las hormonas por separado, la mayoria de
investigaciones y aplicaciones son con la adicion de 2 o mas reguladores de crecimiento, que
de acuerdo a la literatura, presentan interacciones entre si, es por ello que el presente trabajo
se limita a mencionar los tratamiento 6ptimos por hormona, y no se hace énfasis alguno en los
efectos que pueden tener juntos, ya que factores ambientales, tipos de explante, dosis,
presencia de patdgenos y especie van a tener influencia directa en los resultados, pudiendo ser

que dosis optimas por si solas, sean inhibitorias en presencia de otras hormonas.
Recomendaciones

Al tratarse de un cultivo in vitro, la principal precaucién que se debe tener es la

contaminacién, pues puede arruinar todo un cultivo si se propaga de manera incontrolable, por
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lo que siempre se debe mantener el ambiente de asepsia previo y posterior a cada proceso,
ademas de mantener orden y limpieza en las instalaciones, especialmente en las areas donde

los explantes se mantendran para su crecimiento.

Las consideraciones para el desarrollo de las plantas, como se ha mencionado, van de
acuerdo a la especie con la que se trabaja, por lo que la experimentacion e investigacion
permitiran optimizar el proceso del cultivo in vitro, y no se debe considerar cémo adecuados los

tratamientos aplicados a otras especies hasta su debida comprobacion.

Los medios de cultivo pueden ser modificados, no solamente en pH, agar, sacarosa,
sino también en la composicién nutricional para la planta, ya sean vitaminas o macro o
micronutrientes, para ello, la preparacion de stocks especificos podria mejorar la produccion de

orquideas a través de la micropropagacion.

Las fases de las plantas también tienen un efecto sobre las hormonas y sus funciones
fisioldgicas, ocasionando que puedan promover o inhibir ciertos procesos, por lo que la
aplicacion de dichas sustancias debe ir acompafiada de las debidas consideraciones, cémo tipo
de hormona, tipo de explante, dosis aplicada, objetivo establecido, contaminacion, condiciones

ambientales, estancia del explante y especie.

Investigaciones posteriores podrian complementar la informacioén establecida en este
trabajo, controlando otros factores del crecimiento in vitro, evaluando otras hormonas
vegetales, tomando otro tipo de explantes, con especies particulares de orquideas, y las

interacciones de hormonas con otras de su tipo y factores externos.
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