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RESUMEN

Como una estrategia de conservacion de las orquideas, se determind un
método para producirlas in vitro. Se evaluaron diferentes protocolos de
desinfeccion dela semilla con hipocloritoy peroxido de hidrogenoy medios
artesanales: platano, tomate, tomate + zanahoria hasta la aparicion de
protocormos. El método de desinfeccién mas eficiente involucra el uso de
hipoclorito de sodio al 5%. El medio artesanal mas eficiente tiene como
base el platano, con porcentajes de germinacion del 50%. Se evidencid
contaminacién que no impide el desarrollo de la planta. Este trabajo es
la base para continuar con la estandarizacion de la produccion in vitro de
orquideas en la I.E Técnico Rural de Marinilla.

Palabras clave: Biotecnologia vegetal, epifitas, laboratorio, medios de
cultivo
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1. INTRODUCCION

Las orquideas son plantas epifitas que pueden ser cultivadas de manera
simbidtica o asimbidtica con fines ornamentales lucrativos o recreativos. En
elmundo existen alrededor de 1.000 génerosy 35.000 especies. Colombiaes
el pafs con mayor numero de especies de orquideasy en la actualidad tiene
registradas alrededor de 4270 especies, de las cuales 1572 son exclusivas.
La region Andina posee 944 especies endémicas que equivalen a mas del
78% de las registradas en el territorio nacional (Betancur et al., 2015).

Existe un alto riesgo de extincién de diferentes variedades por actividades
antrépicas que afectan los ecosistemas donde crecen estos organismos,
incluyendo los polinizadores especificos existentes. Esas actividades son
basicamente la deforestacion para extraccién de madera, establecimiento
de cultivosy potreros para ganaderia, mineriay desarrollo urbano (Betancur
et al, 2015). Es indispensable entonces enriquecer la investigacion
relacionada con produccién in vitro con el fin de identificar protocolos
como una estrategia para la conservacion de diferentes especies y
adicionalmente que permitan obtener rentabilidad en la produccion con
un enfoque sostenible. El objetivo del trabajo fue determinar un método
para el establecimiento in vitro de orquideas adaptado a condiciones y
recursos de los estudiantes de la I.E Técnico Rural de Marinilla.

2. REFERENTE TEORICO

El cultivo in vitro se ha considerado como una herramienta que permite
obtener material vegetal en masa ocupando espacios reducidos, con
facilidad de transporte, uniformidad en la produccion, control de diferentes
condiciones ambientales que facilitan la investigacion y estudios de
diferentes procesos fisiologicos (Segretin, 2006). Su implementacion
se puede convertir en una de las mas importantes estrategias para
conservacion ex situ y formar bancos de células, tejidos o plantas.

Méxicoesun paislidereninvestigacion para producciondeorquideas. Sehan
usado diferentes medios para la produccién de orquideas: Murashige and
Skoog (Mendoza, 2016), este medio suplementado con extractos organicos,
agua de coco, peptona, carbén activadoy polivinil pirrolidona (Flores et al.,
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2008) y el medio Knudson C, y el Dalla Rosa y Laneri modificados (Damon
et al., 2004). Se encontraron porcentajes de germinacion en los diferentes
estudios entre 49.67% y 93.2%. Se mencionan soluciones desinfectantes
con hipoclorito de sodio, tween 20y soluciones jabonosas.

3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Se llevo a cabo una investigacion aplicada de tipo descriptivo en el area de
propagacion in vitro de orquideas.

3.1 Localizacion

Los experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio Biogestec
pertenecienteal Tecnoparque SenaNodo Rionegro, ubicado enelmunicipio
de Guarne, con una temperatura promedio de 17 grados centigrados y
ubicado a 2150 m.s.n.m.

3.2 Material vegetal

Se emplearon 2 capsulas maduras completamente cerradas de una
variedad mini de orquidea que fue donada por el Vivero Cielo Roto del
municipio de Caldas (Antioquia). No se llevd a cabo una identificacion
taxondmica de la misma.

3.3 Experimento

Se evaluaron diferentes medios artesanales: platano, tomate, tomate
+ zanahoria. La formulacion de dichos medios se observa en la tabla 1.
Adicionalmente se evaluo el jugo de vegetales V8%, compuesto por agua y
jugos concentrados de tomate, zanahoria, remolacha, apio, perejil, puerro,
lechuga, espinaca, sales (menos del 2%), &cido ascorbico y acido citrico. En
la preparacion de los medios; los tomates y las zanahorias se lavaron con
agua limpia, se pelaron y fueron sumergidos en una solucién de Citrosan® a
una razon de 3 ml por litro de agua durante 15 minutos y no se enjuagaron.
Se utilizd licuadora para obtener pulpas, que fueron depositadas en tubos
conicos de 50 ml. Se sometieron a centrifugacién a 4700 rpm durante 5
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minutos para obtener el zumo. Esta operacion se repitio hasta lograr el
mayor volumen posible. El zumo fue filtrado en tela para retirar particulas
de gran tamario y posteriormente en papel filtro cualitativo grado medio
rapido corrugado. Fueron llevados a cabina de flujo laminar y se filtraron
con acrodiscos de 0.2 ym diametro de ojo, utilizando jeringas y tubos
conicos estériles, excepto el zumo de tomate por falta de disponibilidad
de acrodiscos. Para este caso en particular se adiciond una gota del
fungicida Tecnomyl®. Los demas componentes de los medios se pesaron,
se homogenizaron en plancha de calentamiento con agitacion magnética
y se esterilizaron a 121°C, 15 libras de presion durante 15 minutos. Una
vez alcanzaron una temperatura inferior a los 45°C, se mezclaron con los
zumos y se vertieron en frascos de vidrio estériles hasta alcanzar los 30 ml
por frasco. Se dejaron reposar dentro de la cabina de flujo laminar hasta
que polimerizaron. Se realizd la determinacion del pH de cada uno de
los medios. Se evaluaron dos protocolos de desinfeccion: sumergir una
capsula de orquidea en hipoclorito de sodio al 5% durante 10 minutos,
lavar con agua destilada estéril, sumergir en etanol al 70% y flamear. El otro
procedimiento consistié en sumergir capsula en peroxido de hidrogeno al
3% durante 10 minutos con los pasos sucesivos idénticos al mencionado
anteriormente. Una vez desinfectadas; cada capsula fue llevada a una caja
de Petri estéril, se le hicieron cortesy con una pinza estéril las semillas fueron
depositadas en los frascos con los medios. Posteriormente, se taparon con
papel film (vinipel) y se almacenaron a temperatura ambiente sometidas a
un régimen de fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

El disefio experimental consistié en evaluar 4 medios: V8, tomate, tomate
+ zanahoria y platano. Cada medio se sembro con semillas sometidas a
diferentes protocolos de desinfeccion: hipoclorito de sodio al 5%y peroxido
de hidrogeno al 3%. Se tuvieron 4 repeticiones por medio, dos de los cuales
correspondian a cada uno de las formas de desinfeccién. Adicionalmente
para verificar la efectividad del protocolo de desinfeccion, se tuvo un
control negativo consistente Unicamente en medio artesanal. Las variables
respuesta fueron el porcentaje de germinacion y la contaminacion
encontrada. Dicha evaluacion se llevd a cabo 50 dias posteriores a la
siembra. Se llevo a cabo un analisis estadistico descriptivo de los datos.
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Tabla 1. Formulacion de medios artesanales utilizados para un volumen final de

150 ml.

Zumo

Platano

Zumo

Tomate

Zumo Tomate

+Zumo
zanahoria

Componente principal 73 ml 80 ml 25ml+15ml 150 ml
Agar agar 2.4 gr 3,3gr 24 gr 2.25¢gr
Sacarosa 33gr 24 gr 3.75 0
Tiamina 300 mg 300 mg 300 mg 0

Agua destilada 77 ml 70 ml 110 ml 0

4. RESULTADOS

Fuente: Elaboracién propia.

Con respecto a los medios, todos exhibieron un pH acido. Se realizé la
determinacion para cada uno mostrando los siguientes valores: V8 5.7,

tomatey zanahoria 5.2, tomate 4.8 y platano 5.1. En términos generales, en
el experimento se encontro un porcentaje de germinacion de la orquidea
de 25%, evidenciada con la formacién de protocormos (masa tuberosa
que corresponde a la forma embrionaria de la orquidea) de color verde. El

porcentaje de contaminacion fue del 45% en todo el ensayo (figura 1).
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Figura 1. ay b. Formacion de protocormos de orquidea in vitro. c. Contaminacion
de cultivo con hongos. Fuente. Elaboracién propia

En la figura 2 se observa el porcentaje de germinacion en cada medio de
cultivo utilizado.
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Figura 2. Porcentaje de germinacion de orquideas seglin el medio de cultivo
Fuente. Elaboracion propia

La contaminacion encontrada por medio de cultivo se muestra en la

figura 3.
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Figura 3. Porcentaje de contaminacion de orquideas segiin el medio de cultivo
Fuente. Elaboracion propia

En relacién a los controles negativos usados para los protocolos de
desinfeccion en cada medio de cultivo, la tabla 2 describe la presencia o
ausencia de la misma.
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Se presentaron tres tipos de contaminacion en los diferentes cultivos:
hongos, caracterizados por su aspecto algodonoso, de color blanco o
de color verdoso; bacterias con aspecto cremoso, de color blanquesino
0 marron; en algunos medios se observd presencia de ambos tipos
de microorganismos (figura 4). No se llevd a cabo ningin método de
identificacion de los mismos.

En los medios de cultivo cuyo control negativo no presentd contaminacion
con microrganismos, se determind la efectividad del protocolo de
desinfeccion, la cual se muestra en la figura 5.

Tabla 2. Presencia o ausencia de contaminacion en los controles negativos.

Medio de cultivo

Contaminacion

Observacion

V8 Negativa

Tomate Positiva
Tomate + Zanahoria Positiva
Platano Negativa

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 4. Tipos de contaminacion en diferentes medios de cultivo
Fuente. Elaboracién propia
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Figura 5. Eficiencia del proceso de desinfeccion de semilla seguin el medio de cultivo

Fuente. Elaboracion propia

Segun los resultados del experimento, los pH de los medios se encontraron
entre 4,8 y 5,7. Se ha reportado que la mayoria de orquideas germinan a
pH de 5.5y algunas especies de la zona andina entre 5.5y 5.9 (McKendrick,
2000). Si relacionamos esto con la germinacion, no necesariamente el
medio con valor de pH mas cercano a 5.5 fue el mejor, ya que el medio con
platano mostré mejores resultados que el V8 que estaba en pH de 5,7. Lo
anterior indica que la germinacion es un evento mediado por diferentes
variables entre las que se encuentran el estado de maduraciéon de la
semilla, la disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo, la presencia
de factores de crecimiento, el fotoperiodo, la temperatura, entre otros.

En el presente trabajo no se consider¢ la especie de orquidea que se
trabajo debido al desconocimiento y falta de herramientas para hacerlo.
Adicionalmente tampoco se definié el estado de madurez de la capsula;
Unicamente por el cambio de coloracién de verde a marron que sufrid
desde la recoleccion hasta la siembra, se asumid que se presentd este
evento fisiolégico.

La maduracion es un factor que influye en la germinacién. De igual manera
el fotoperiodo. En el momento de la evaluacion, algunos de los cultivos no
habfan germinado aln pero posiblemente estaban en proceso. Algunos
factores desconocidos pueden tener influencia en este aspecto. Se
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sometieron los cultivos a un fotoperiodo 12:12 luz:oscuridad. Damon et al
(2004) trabajaron en algunas especies de orquidea 16:8 con una intensidad
de luz de 3,500 lux utilizando ld&mparas de luz dia. En este mismo trabajo
la temperatura oscilo entre 25 a 28 °C. En el presente estudio fue de 20°C
aproximadamente.

Elmedio de cultivo con platano fue el que mayor porcentaje de germinacion
exhibio. Es probable que el contenido de solutos que tiene favorece el
desarrollo hasta la formacion de protocormos. El tomate siempre ha
sido referenciado en el conocimiento ancestral como benéfico para
las orquideas. En este estudio el medio basado en tomate no germiné
posiblemente por la contaminacion. Si bien se observé en el experimento
germinacion a pesar de la contaminacion, es posible que el tipo de hongos
y/o bacterias presentes produzcan algun tipo de inhibicién en el desarrollo
del material vegetal.

Se ha reportado que la adicion de factores de crecimiento como ANA (acido
1-naftalenacético) y BAP (6-bencilaminopurina), aumentan el porcentaje
de germinaciény el nimero de brotes (Villay Arbelaez, 2015).

En cuanto a la contaminacién, el medio con tomate exhibié el mayor
porcentaje ya que el zumo no fue filtrado con acrodisco vy la cantidad
de fungicida adicionado no fue suficiente. Las bacterias son el tipo de
microorganismo mas observado en el experimento. Si bien se quiso
probar un protocolo de desinfeccion, hay que considerar que una mala
manipulacion del material y herramientas contribuye a la contaminacion.
Esto se evidencia en los medios con tomate y tomate + zanahoria, donde
se encontrd que los controles negativos salieron positivos para presencia
de bacterias y hongos respectivamente. Es necesario entonces mejorar
en ese aspecto. Se presentd una mayor efectividad en los protocolos de
desinfeccion con hipoclorito de sodio. Se requiere el uso de herramientas
estadisticas que ayuden a determinar la interaccién de los medios con
los desinfectantes, ya que en el caso del V8 la efectividad del peréxido
disminuyd un 50% comparada con la del platano.

o
SENA

N

SENNEBVA

Sistema de Investigacion,
Desarrollo Tecnolégico e Innovacion




5. CONCLUSIONES

Los medios artesanales pueden ser una buena alternativa para el cultivo
in vitro de orquideas ya que se evidencia la formacion de protocormos. El
medio artesanal evaluado més eficiente tiene como base el platano. Los
cultivos deben de estar sometidos a una temperatura promedio de 20°C y
a un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. El método de
desinfeccion mas eficiente y econdémico de la capsula es el que involucra
el uso de hipoclorito de sodio al 5% durante 10 minutos, seguido por
lavado con agua destilada estéril, inmersion en etanol al 70% y flameado.
El desarrollo del protocormo en algunos casos puede darse en presencia
de microorganismos.
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