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Prefacio

La presente investigacion surgié como un resultado de las practicas profesionales
que realicé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Investigacion en
Ciencias Naturales y Tecnologia de la Universidad Rafael Landivar (Jarna-URL). Durante
las practicas hice actividades enfocadas en el cultivo in vitro de orquideas. En conjunto con
el equipo, identificamos la necesidad de estudiar el enraizamiento in vitro de las orquideas,
ya que cuentan con viales que llevan muchos afios dentro del laboratorio y no han podido
establecerse en condiciones ex vifro porque no tienen raices lo suficientemente largas y
resistentes. A partir de esto, surgio el tema de esta tesis, enfocada en dos especies que no
contaban con un crecimiento radicular notorio. El proceso para establecer las
concentraciones de ANA y AIB que se utilizaron en este estudio implico intentos, fallos y
aciertos. Por ello, cuando observé crecimiento de raices por primera vez, fue algo muy
satisfactorio y emocionante, ya que evidenciaba que los tratamientos establecidos estaban
generando un efecto positivo y que mi trabajo empezaba a convertirse en un aporte real
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Agradezco a mi asesor, M.Sc. José Miguel Morales, por su guia y por compartir sus
conocimientos, que fueron fundamentales para llevar a cabo esta investigacion. Agradezco
al Departamento de Biologia de la Universidad del Valle de Guatemala, en especial a la
M.Sc. Gabriela Alfaro y a Ericka Santos por su apoyo constante. Gracias al Instituto de
Investigacion en Ciencias Naturales y Tecnologia (Iarna-URL) y a la Vicerrectoria de
Investigacion y Proyeccion (VRIP) de la Universidad Rafael Landivar por brindarme todos
los recursos y espacios necesarios para desarrollar esta investigacion. Agradezco a la M.Sc.
Maria Mercedes Lopez-Selva por su orientacion desde el inicio; le agradezco por confiar
en mi y haberme recibido en el laboratorio. Gracias a la técnica del laboratorio de

Biotecnologia Vegetal del larna-URL, Lucia Vasquez, y a la auxiliar, Paula Trafia, por sus

A%



ensefanzas, su apoyo constante y aprendizaje compartido durante este proceso. Gracias a
donia Delia Obando, cuyo apoyo en la limpieza de frascos y espacios de trabajo fue
fundamental, especialmente en la época de diciembre. Agradezco al PhD. Daniel Ariano
por compartir sus conocimientos y su tiempo desde el planteamiento del disefo
experimental de mi tesis hasta el desarrollo del anélisis estadistico. También agradezco al
Lic. Alejandro Vasquez por haberme guiado en el andlisis estadistico y el disefio de
graficas. Gracias a la M.Sc. Priscila Juarez, quien fue una motivacion desde el inicio de mi
carrera, quien, por medio de palabras y acciones, me alent6 a terminar esta tesis con éxito.
Gracias a mi papa, Jos¢ Manuel, por facilitar el vinculo con la Universidad Rafael Landivar
y por ser mi compaiero y consejero en todo el proceso. Gracias a mi mama, Genoveva, y
mis cuatro hermanos, por animarme siempre y brindarme su apoyo y amor incondicional.
Finalmente, agradezco a mis amigos (Maria, Johan, Sofia, Andrea y Paula), quienes fueron
mi compaiiia durante todos estos afos en la universidad, cuyo apoyo se manifest6 de formas

concretas en distintos momentos de mi carrera.

Ademas, es mi deseo dedicar este trabajo a todas aquellas personas apasionadas por
conservar la biodiversidad y sembrar esperanza. Especialmente a quienes alguna vez han
investigado o trabajado en cultivo de tejidos vegetales, ya que conocen el esfuerzo, la

paciencia, la dedicacion y la minuciosidad que esto requiere.

vi



Indice

PrEfacio ..ot \
INAICE . vii
LiSta de CUAATOS ....veeviiiiieiec e 1
LiSta de fIGUIAS ....veivieiiiiie e X
RESUMEIL. ... xii
ADSITACT ...t r e nnee s xiil
L INErOAUCCION ... 1
AL ANLECEACIILES ..vviieiiiiieiiie ittt sttt sttt nbeenree s 2

1. Familia Orchidac@ae .........cccooeeiiiiiiiiiienie e 2

2. Orquideas de Guatemala.............ccoeverriiiiiiiiieie e 10

3. CONSEIVACION @X SITU ..cvvveiiiiiieiiee ettt 15

4. CUIIVO B7 VITFO oo 16

5. Enraizamiento in vitro de orquideas ............cccoooeriiiiieniiiiicnccieenn 20

B, JUSHTICACION ..ottt 23
C. ODBJEHIVOS .viieiiiieiiiic e 26

L. ODbJetivo ENETAL.......ceiiieiiiiiiie e 26

2. ODbJetivos €SPECTTICOS ..ouvviiriiiieiiieiee e 26

IL Metodologia . .c.cooeeeieiceee s 27
A.  Especies de eStudiO.......occuiiiiiiiiiiiiiiii s 27
B.  Seleccion de muestra para ensayos de enraizamiento in Vitro ................. 28

1. Preparacion de mMedios .........ccovriviiiieriiiiiesieeiee e 28

2. Seleccion de plantulas y medicion inicial..........ccocveiiiiieniiiiecnnene, 29

C.  Monitoreo del crecimiento de 1as raiCes........ooovrrirriiiiieniieiiic s 30
D.  AnALISiS de datos......cceeiiiiiiiiiiieiie e s 30

1.  Recopilacién y ordenamiento de datos.........ccceveeeeiiieiiiieiiiie e, 30

2. AnAliSiS €StAdiSTICO .uiiiuvriiiiiiiiiiiie et 31



ITI. RESUIAAOS . ettt st 32
A. Longitud promedio de raices en diferentes tratamientos.............cceeerveenns 32
B.  Enraizamiento in vitro y su relacion con el tiempo.........ccceevevveeiiiieeniinnns 37
C. Comparacion del porcentaje final de enraizamiento entre tratamientos ..40
D. Formacion de raices laterales ..........ccouveriieiiiiiienieie e 41

IV, DISCUSION. ....eiiiiiiiii ettt b e e nne e 43

V. CONCIUSIONES ...ttt 51

VL. ReCOMENAACIONES .....oeiuvieniieiiiieiie e eiee sttt st sb et 53

VIL RETRIENCIAS ...t 55

VIIL  APENAICES ..ttt 69
A.  Registro fotografico del proceso de cultivo y medicion..........ccoceerunennee. 69
B.  Registros de temperatura y humedad relativa en el area de crecimiento .71
C.  Seleccién y validacion de modelos para longitud promedio y enraizamiento

.................................................................................................................. 72

D.  Prueba Chi-cuadrado para porcentajes finales de enraizamiento............. 76
Evidencia fotografica del crecimiento radicular de Lycaste cochleata .... 77

F.  Evidencia fotografica del crecimiento radicular de Sobralia macrantha 80
DXL GlOSAIIO ..ttt 83

viil



Lista de cuadros

Cuadro 1. Tratamientos evaluados con distintas concentraciones de ANA y AIB ........... 29
Cuadro 2. Resumen del modelo més parsimonioso para longitud promedio de raices ....33
Cuadro 3. Efecto de la especie, de la interaccion especiextratamiento y de las variables
aleatorias y suavizadas en la longitud promedio de raices segun el modelo mas
PATSIITIONIOSO 1.tttk ettt b etttk e bt h e bt et b e b e e e e bt b e et e s e e b e en e e e nne s 35
Cuadro 4. Resumen del modelo més parsimonioso para enraizamiento ...............cc..cee.... 38
Cuadro 5. Comparacion entre proporciones finales de enraizamiento de Lycaste cochleata

€11 10S STETE TTALAINIIETITOS + .. eeeeeeeeeeeee e e e et e e e e e e e e e et ee et e e e e eeeeeeee e e aeeeeeeeeeen e aneeeeeereennnnneens 40

X



Lista de figuras

Figura 1. Morfologia floral de las orquideas. ..........ccccoueviiiiiiiiiiicie e 4
Figura 2. Rizoma de orquidea con hojas y pseudobulbos..........cccccvvviiiiiiiniiiiniiiee e, 5
Figura 3. Morfologia de raices de orquideas. ........c.ccocviviiiiiiiiiiiiies e 5
Figura 4. Frutos de diferentes especies de orquideas..........ccooovvvvviieniiiinieniniesecse e 6
Figura 5. Desarrollo general de 1as orquideas..........ccccovevviriiiiiiiiiciiceee e 7

Figura 6. Distribucion de la familia Orchidaceae en Guatemala a partir de datos de GBIF.

............................................................................................................................................ 12
Figura 7. Flor de Lycaste coChleata. .................c.cccooiioveiiiiiiiiiiiiiiii e, 13
Figura 8. Flor de Sobralia macrantha. ...............ccccoooeiviiiiniiiiiiiiiici e, 14

Figura 9. Distribucion de Lycaste cochleata y Sobralia macrantha en Guatemala a partir
de datos de GBIF. .......ooiiiiiie e 14
Figura 10. Prediccion del modelo para longitud promedio de raices segin el efecto del
tratamiento €N CAAA ESPECIC. ....eiirrirrieireeirierie i et ee e 34

Figura 11. Prediccion del modelo para longitud promedio de raices segln el efecto de la

I 0T 1T 35
Figura 12. Crecimiento en longitud de las raices durante los meses de estudio............... 37
Figura 13. Proporcion de plantulas enraizadas durante los meses de estudio. ................. 39

Figura 14. Proporcion de plantulas que presentaron raices laterales durante los meses de
ST 10T 10 T TP P R OUPRPPPTPPRRPP 41
Figura 15. Medicion y transferencia de plantulas bajo condiciones estériles................... 69
Figura 16. Método empleado para medicion de raices con regla y caja Petri de vidrio. ..69
Figura 17. M¢étodo de rotulacion y siembra de tres plantulas en cada frasco. .................. 70
Figura 18. Vista general de los 210 frascos experimentales en el area de crecimiento. ...70
Figura 19. Promedio diario de temperatura y humedad relativa para Lycaste cochleata. 71

Figura 20. Promedio diario de temperatura y humedad relativa para Sobralia macrantha.



Figura 21. Analisis de residuos DHARMa del modelo seleccionado para longitud
PrOMEAI0 A TAICES. 1uvvviiiiiiiiiiiie ettt sttt e e sb e st e et e e e e be e e annes 73

Figura 22. Analisis de residuos DHARMa del modelo seleccionado para enraizamiento.

............................................................................................................................................ 74
Figura 23. Efecto parcial de las variables aleatorias sobre la longitud promedio de raices.
............................................................................................................................................ 74
Figura 24. Efecto parcial de las variables aleatorias sobre el enraizamiento.................... 75
Figura 25. Efecto parcial del tiempo sobre la longitud promedio de raices. .................... 75
Figura 26. Efecto parcial del tiempo sobre el enraizamiento ............cccccvvvvereenvsieeneennnnn, 76
Figura 27. Ejemplos de plantulas de L. cochleata con raices en el primer mes. .............. 77
Figura 28. Ejemplos de plantulas de L. cochleata con raices en el segundo mes............. 77
Figura 29. Ejemplos de plantulas de L. cochleata con raices en el tercer mes. ................ 78

Figura 30. Ejemplo del crecimiento radicular de L. cochleata en el tratamiento control
dESPUES dE CUALIO TNESES. ..eovviruriiiieiiiiie ittt 78
Figura 31. Ejemplos de plantulas de L. cochleata con raices en el cuarto mes................ 79
Figura 32. Crecimiento de hojas e inicio de debilitamiento de raices en ANA 0.4 mg/L
dESPUES A€ CUALIO TMESES. ..uvvieiuiiieiiiiieiiie e st ettt e st et et e et e e sbb e e s sbe e e s br e e snbe e e snteeesnneeeas 79

Figura 33. Crecimiento de raices en S. macrantha después de un mes en AIB 0.2 mg/L.

............................................................................................................................................ 80
Figura 34. Ejemplos de plantulas de S. macrantha con crecimiento radicular en el segundo
1001 PP PPPRR 80
Figura 35. Ejemplos de plantulas de S. macrantha con raices en el tercer mes. .............. 81

Figura 36. Ejemplo del crecimiento radicular de S. macrantha en el tratamiento control
dESPUES € CUALITO MESES. ...eeruvieiriiiieiieieiie st e et ettt et ettt e bt e bt e st e e sbeeasneesbeeanbeesseeeneee e 81
Figura 37. Ejemplos de plantulas de S. macrantha con raices en el cuarto mes. ............. 82
Figura 38. Plantulas de S. macrantha del tratamiento con AIB 0.2 mg/L dos meses después

de haber termiNAdO €] ESTUALO. ..vuunnieeeiieieeee ettt et et e e s e e e e e e eeet e aeeeeeeereeennrnes &2

xi



Resumen

Orchidaceae es una de las familias de plantas mas amenazadas a nivel mundial y la
mas amenazada en Guatemala. Frente a esta situacion, el cultivo y la propagacion in vitro
han resultado ser alternativas viables y muy beneficiosas para su conservacion. Sin
embargo, estas técnicas implican muchos retos econdmicos y técnicos, especialmente en
las fases de enraizamiento y aclimatacion, ya que las respuestas hacia los tratamientos
varian entre especies. A partir de esto, se planted esta investigacion con el objetivo de
evaluar el efecto de distintas concentraciones de acido naftalenacético (ANA) y 4cido
indolbutirico (AIB) en el enraizamiento in vitro de plantulas de Lycaste cochleata y
Sobralia macrantha. Se realizaron ensayos utilizando medio MS a la mitad de su
concentracion, modificado con auxinas sintéticas (ANA y AIB), cada una en tres
concentraciones diferentes: 0.2, 0.4 y 0.6 mg/L. Durante cuatro meses se realizd una
medicion mensual de la cantidad y la longitud de raices por plantula en cada tratamiento.
Los datos se analizaron a través de modelos aditivos generalizados mixtos (GAMM) en
RStudio para determinar las tendencias de crecimiento de las raices con cada tratamiento.
Ademas, se evaluaron diferencias entre los porcentajes de enraizamiento final con una
prueba Chi-cuadrado y una comparacion por pares de proporciones. Se comprobd que la
respuesta a los tratamientos hormonales difiere significativamente entre ambas especies.
Lycaste cochleata respondié de manera positiva a varios tratamientos, siendo el tratamiento
3 (ANA a 0.4 mg/L) el mas efectivo. Sobralia macrantha no presentd un crecimiento

significativo en sus raices en ninguno de los tratamientos evaluados.

Palabras clave: orquideas, enraizamiento in vitro, auxinas, acido naftalenacético (ANA),

acido indolbutirico (AIB)
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Abstract

Orchidaceae is one of the most threatened plant families worldwide and the most
threatened in Guatemala. Faced with this situation, in vitro culture and propagation have
proven to be viable and highly beneficial alternatives for its conservation. However, these
techniques involve many economic and technical challenges, especially during the rooting
and acclimatization phases, since species exhibit variable responses to treatments. Based
on this, the main objective of this research was to evaluate the effect of different
concentrations of naphthaleneacetic acid (NAA) and indole-3-butyric acid (IBA) on the in
vitro rooting of Lycaste cochleata and Sobralia macrantha seedlings. Experiments were
conducted using half-strength MS medium modified with synthetic auxins (NAA and IBA),
each at three different concentrations: 0.2, 0.4, and 0.6 mg/L. Over four months, monthly
measurements were taken to assess both root number and root length per seedling for each
treatment. Data were analyzed using generalized additive mixed models (GAMM) in
RStudio to determine root growth trends with each treatment, and differences between final
rooting percentages were evaluated using a Chi-square test and pairwise comparison of
proportions. Results confirmed that hormonal responses differ significantly between the
two species. Lycaste cochleata showed a positive response to several treatments, with
treatment 3 (NAA at 0.4 mg/L) being the most effective. In contrast, Sobralia macrantha

did not exhibit significant root development under any of the tested treatments.

Keywords: orchids, in vitro rooting, auxins, naphthaleneacetic acid (NAA), indole-3-

butyric acid (IBA)
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I. Introduccion

Orchidaceae es reconocida por ser una de las familias mas diversas entre las
angiospermas y por tener una distribucion global muy amplia (Merritt ef al., 2013). A pesar
de esto, es una de las familias de plantas mas amenazadas principalmente por la extraccion
y comercio ilegal a nivel mundial, ademas de factores como el cambio climatico y la
pérdida de habitat. Muchas orquideas son bastante cotizadas en el mercado y son de gran
importancia por sus usos comestibles, medicinales, ornamentales y rituales. Por ello, la
blusqueda de metodologias para promover su reproduccion ha generado cada vez mas
interés, tanto con fines comerciales como de conservacion y restauracion de habitats

(Ticktin et al., 2019; Sanchez y Rodriguez, 2018).

En este contexto, el cultivo de tejidos in vitro resulta ser una estrategia bastante til
y ventajosa para la propagacion de varias especies vegetales. Especificamente para las
orquideas ha promovido un manejo sostenible y ha permitido el establecimiento de sistemas
de micropropagacion (Diaz y Salgado-Garciglia, 2006; Sharry ef al., 2015). Considerando
la importancia cultural, econdmica y ecoldgica de esta familia, este método es clave para
su conservacion de forma ex sifu. Ademads, es de gran relevancia porque los espacios que
se generan permiten la investigacion de diferentes especies y complementan programas de

manejo in situ (Cortes et al., 2017).

Sin embargo, durante el proceso de propagacion in vitro de las orquideas pueden
presentarse varios retos, especialmente en las fases de enraizamiento y aclimatacion, ya que
en muchos casos los conductos vasculares que se forman son muy débiles o hay
malformacion en las raices (Mendieta, 2013). De manera especial, el enraizamiento es una
de las fases de mayor importancia porque determina en gran parte el éxito de
establecimiento de las orquideas en condiciones ex vifro. Por ello, se han generado

diferentes composiciones de medios de cultivo utilizando reguladores de crecimiento para



inducir la formacioén de raices sanas. No obstante, uno de los principales desafios para
establecer un método efectivo es que las respuestas hacia los tratamientos de enraizamiento
varian entre especies y tipos de explantes (Mirani et al., 2017; Vasco, 2020; Mendieta,

2013; Thuy et al., 2014; Coello et al., 2010).

Debido a la problematica planteada, es fundamental realizar mas investigaciones
sobre el enraizamiento in vitro de orquideas con diferentes especies y tratamientos para
generar protocolos cada vez mas precisos. En este contexto, la presente investigacion se
centra en evaluar el efecto de distintas concentraciones de acido naftalenacético (ANA) y
acido indolbutirico (AIB) en el enraizamiento in vitro de plantulas de Lycaste cochleata y
Sobralia macrantha. El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
del Instituto de Investigacion en Ciencias Naturales y Tecnologia de la Universidad Rafael
Landivar (Iarna-URL), donde se ha presentado dificultad para la aclimatacion de diversas
especies debido a la ausencia de raices. Es por esto que esta investigacion buscaba
determinar si alguno de los tratamientos evaluados favorece el enraizamiento en las

especies de estudio para facilitar su aclimatacion.

A. Antecedentes

1. Familia Orchidaceae

La familia Orchidaceae es una de las dos familias méas grandes de plantas
angiospermas, junto con la familia Asteraceae. Consta de cinco subfamilias:
Apostasioideae, Cypripedioideae, Epidendroideae, Orchidoideae y Vanilloideae, de las
cuales Epidendroideae es la mas grande (Chase ef al., 2015). Actualmente se conocen 736
géneros de orquideas y se estima que existen mas de 28,000 especies (Dressler, 2005; Lal
y Singh, 2020), lo cual representa mas del 40 % de todas las monocotiledoneas y el 10 %
de todas las angiospermas (Scotland y Wortley, 2003).

Esta gran cantidad de especies refleja, en parte, su capacidad de adaptacion a

diferentes ambientes. Lo cual ha permitido que se distribuyan en todo el mundo, menos en



regiones con clima desértico o polar como la Antartida y en zonas con alturas superiores a
los 4,500 msnm. El 70 % de las especies son epifitas, aunque también existen comunidades
terrestres y litofitas. En general, son capaces de crecer en condiciones de baja luz y alta
humedad, tipica de habitats en selvas tropicales. Es por esto que han sido especialmente
exitosas en regiones montafiosas de zonas tropicales, subtropicales y templadas (Pantoja-

Ambriz et al., 2016; Philips et al., 2020; Ajt, 2009).

1.1. Morfologia y fisiologia de las orquideas. Las orquideas presentan una
amplia variedad de morfologias florales. Al igual que la mayoria de
monocotiledoneas, sus flores son trimeras con un verticilo de tres sépalos y
otro de tres pétalos. Las flores son hermafroditas en la mayoria y
comuinmente se agrupan en inflorescencias de forma basal, axilar o apical
(Freuler, 2008). De manera mds especifica, esta familia se distingue por
presentar ovario inferior, perianto zigomorfo (simétrico), un pétalo de
mayor tamafio, usualmente mas colorido, que se denomina “labelo” y sirve
para que los insectos polinizadores se posen en la flor (Gaskett, 2011).
Ademads, tienen un androceo reducido fusionado al gineceo en una
estructura llamada “columna” (Figura 1). La mayor parte presenta solo una

antera fértil y el polen se encuentra aglutinado en polinias (Singer, 2009).



Figura 1. Morfologia floral de las orquideas.
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Nota. (A) Vista frontal de flor de Cymbidium sp.; (B) Corte longitudinal de flor de
vainilla. Adaptada de Diaz-Toribio (2013) y Navez (2006).

Como el resto de monocotiledoneas, las hojas de las orquideas presentan nervaduras
paralelas y pueden ser suculentas o mas delgadas (Freuler, 2008). Asimismo, cuentan con
un rizoma, que es un tallo aéreo o subterraneo a partir del cual se forman pseudobulbos
(Figura 2). Los pseudobulbos son 6rganos, usualmente de forma globosa, que sirven para
reserva de alimento y agua y dan origen a las raices o, en muchos casos, a las flores
(Collantes et al., 2007; Freuler, 2008). Las especies terrestres presentan raices alargadas
gruesas o suculentas cortas. Mientras que las especies que son epifitas generalmente tienen
raices gruesas con velamen (Figura 3), un tejido que brinda proteccion mecénica y evita la

pérdida excesiva de agua (Collantes et al., 2007).



Figura 2. Rizoma de orquidea con hojas y pseudobulbos.
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Nota. Adaptada de Diaz-Toribio (2013).

Figura 3. Morfologia de raices de orquideas.

Nota. (A) Raices de una orquidea epifita; (B) Raices de una orquidea terrestre.
Adaptada de Diaz-Toribio (2013) y Fernandez-Fernandez et al. (2018).

En gran parte de las orquideas, el fruto es una capsula dehiscente que se abre por
tres a seis ranuras longitudinales (Figura 4); muy raras veces el fruto es una baya. Tienen
semillas muy diminutas y numerosas que poseen poco o nada de endospermo (Rasmussen
y Rasmussen, 2014). Para la formaciéon de las semillas requieren de polinizadores
especificos, principalmente insectos, que permitan la fecundacion (Banda-Séanchez et al.,
2017).



Figura 4. Frutos de diferentes especies de orquideas.
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Nota. (4A, B) Stanhopea; (4C) Lycaste; (4D) Prescottia; (4E, F) Dichaea; (4G)
Sobralia; (4H) Prosthechea. Adaptada de Cetzal y Noguera-Savelli (2014).

1.2. Ciclo de vida de las orquideas. Las orquideas son plantas perennes que
pueden ser terrestres, epifitas o saproéfagas (Banda-Sanchez et al., 2017). La
diversidad taxondmica y morfoldgica de esta familia permite que tengan una
amplia diversidad de sistemas de polinizacion, por lo que este es su principal
mecanismo de reproduccion. Los polinizadores son atraidos por el aroma,
el color y/o la forma de las flores y por recompensas como néctar y aceites
esenciales. Entre los polinizadores de orquideas se encuentran abejas,
escarabajos, moscas, avispas, mariposas diurnas y nocturnas, hormigas,
murci¢lagos y colibries. Cada uno especializado en un tipo de flor
especifico, lo cual ha sido clave para el proceso de especiacion de las

orquideas (Diaz, 2015; Ackerman y del Castillo, 1992).

Luego de que ocurre polinizacion, el polen germina y forma un tubo polinico que
crece hacia el interior de la columna del pistilo y hacia el ovario para la fecundacion.

Posterior a ser fecundado, empieza a cambiar la estructura del ovario para formar el fruto,



que es la capsula. Esta se abre cuando estd madura, lo cual permite la dispersion de miles
de semillas por medio del viento. Debido a que estas no tienen endospermo, necesitan llegar
a un sustrato adecuado y dependen ampliamente de la presencia de hongos simbidticos
apropiados para tener una germinacion exitosa. A través de micorrizas, los hongos les
brindan carbohidratos para su desarrollo y estos a su vez reciben vitaminas y otras

sustancias (Ackerman y del Castillo, 1992).

Las orquideas tienen un caracter exclusivo que es compartido por todas las especies
de la familia: cuando las semillas germinan no generan una plantula como el resto de
monocotileddneas, sino que forman primero un cuerpo esférico de unos cuantos milimetros
que carece de raices. Este se denomina protocormo miotrofico (Figura 5) (Rasmussen y
Rasmussen, 2014). El tiempo que transcurre entre la germinacion de la semilla y la
maduracion de la planta suele ser de varios afios en vida silvestre, pero en algunas especies
este ciclo pasa rapidamente. Cuando la plantula crece lo suficientemente grande, la
asociacion con hongos deja de ser tan necesaria, aunque muchas veces si se mantiene

(Ackerman y del Castillo, 1992).

Figura 5. Desarrollo general de las orquideas.
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1.2.1. Regulacién hormonal. Dentro de las etapas de su desarrollo, todas
las plantas requieren de reguladores de crecimiento, los cuales son
compuestos sintetizados quimicamente o producidos por la misma planta
(fitohormonas), que controlan la actividad metabolica y el crecimiento.
Existen diferentes tipos dependiendo de su estructura molecular y
efectos a nivel celular y vegetal. Las principales son las auxinas,

citoquininas, giberelinas y el acido abscisico (Alcantara-Cortés et al.,

2019).

a. Auxinas: actuan principalmente a nivel celular porque dirigen
procesos de division, elongacién y diferenciacion de las células. Es
sumamente importante y suele distribuirse en la mayoria de los
tejidos vegetales. Es uno de los principales promotores de la
diferenciacion celular en raices, tallos y hojas, tanto para su origen
como su crecimiento. Dentro de las auxinas méas conocidas para el
desarrollo de tallos y raices esta el acido indolacético (AlA), la
principal auxina producida de forma natural. Ademas, entre las
auxinas producidas de forma sintética se encuentran el &cido
indolbutirico (IBA), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido
naftalenacético (ANA) (Alcantara-Cortés et al., 2019).

b. Citoquininas: al igual que las auxinas, pueden favorecer la
elongacion de las raices porque estimulan la division y
diferenciacion celular. Se distinguen porque suelen producirse en el
apice de la raiz y transportarse hacia las hojas a través del xilema.
Son capaces de retardar la senescencia de las hojas y es por esto que
tienen un rol muy importante en el aumento y la generacién de
brotes. Ademas, pueden iniciar y promover la proliferacion de
tejidos madre cuando son aplicadas en pequefias cantidades. Las
citoquininas mas reconocidas son la kinetina, zeatina (proveniente

del maiz) y benciladenina (Alcantara-Cortés et al., 2019).



c. Giberelinas: son fitohormonas que pueden ser producidas por
diversos microorganismos, como bacterias y hongos, cuando se
generan interacciones simbioticas. También pueden ser producidas
por las mismas plantas en tejidos jovenes. Estan principalmente
involucradas en el desarrollo de tejidos que tienen un crecimiento
constante, como raices, hojas jovenes, floracion y otros procesos
vegetales. El acido giberelico AGs es el mas utilizado y es
reconocido por permitir el alargamiento de explantes o segmentos
extraidos de una planta madre. Esto debido a que estimula la
elongacion celular en respuesta a condiciones de luz y oscuridad
(Alcantara-Cortés et al., 2019).

Asimismo, cumple un rol muy importante en la iniciacion de la floraciéon y los
aparatos reproductores vegetales, por lo que es vital para la fertilidad de las plantas. Tiene
la capacidad de inducir la germinacioén de semillas y el crecimiento embrionario. Es por
esto que las plantas producen esta fitohormona principalmente durante el proceso de

germinacion y el desarrollo apical (Alcantara-Cortés et al., 2019).

d. Acido abscisico: fitohormona conocida como ABA, producida de
manera indirecta por las plantas principalmente en tejidos jovenes y
en algunos tejidos de las semillas. A diferencia de las auxinas y
citoquininas, esta fitohormona usualmente estd asociada con la
inhibicion de ciertos procesos. Se encarga de controlar procesos
vegetales que normalmente ocurren de forma natural y en respuesta
a condiciones de estrés como sequia, frio y salinidad.
Especificamente, regula la dormancia, germinacion y maduracién de
las semillas y regula la produccién de cigotos, la senescencia y la
floracion (Alcantara-Cortés et al., 2019, Flérez y Aleixo, 2009).



2. Orquideas de Guatemala

La variedad de condiciones topograficas y geologicas de Guatemala, como cadenas
montafiosas y areas volcanicas, ademds de variaciones climaticas y altitudinales, genera
una gran diversidad de climas y microclimas. Esto da lugar a una gran diversidad de flora
y hace que el pais sea considerado como uno de los mas ricos en flora de América Central
(Ames y Correll, 1985). Especificamente, la familia Orchidaceae es una de las familias de
flora mas diversas en Guatemala. Para 2006, se registraron 770 especies de orquideas, de
las cuales 41 eran endémicas (Dix y Dix, 2006). Mientras que para 2008 se registraron 796
especies, 200 de ellas endémicas (V¢éliz, 2008). Recientemente, en 2023, se establecid que
en el pais hay mas de 1,200 especies clasificadas en 223 géneros, incluyendo muchas

endémicas (Archila et al., 2023).

En Guatemala, las orquideas se usan principalmente para decoracion, ceremonias
religiosas o saborizantes de alimentos. Por ejemplo, Guarianthe aurantiaca, Sobralia
macrantha y varias especies del género Oncidium son muy cotizadas en el mercado por sus
flores atractivas para decoracion y ceremonias religiosas (ej. altares, procesiones) (Lopez-
Selva, 2016). De igual forma, el género Lycaste tiene especial relevancia etnobotanica en
el pais ya que algunas de sus especies han sido utilizadas tradicionalmente por pueblos
indigenas. Este género también es reconocido porque incluye la flor nacional, Lycaste
virginalis, cominmente conocida como Monja Blanca (Alfaro et al, 2023; Archila y

Chiron, 2022).

2.1. Distribucion geografica de orquideas en Guatemala. La mayoria de las
orquideas de Guatemala son epifitas y se encuentran en un rango altitudinal
de 800 a 1600 msnm (Aju, 2009). La mayor riqueza de especies se encuentra
en los bosques humedos del departamento de Alta Verapaz, que incluye el
60% de todas las especies registradas en el pais. Se ha determinado que esta
region alberga alrededor de 242 especies agrupadas en 60 géneros (Vasquez

et al.,2021). Después de dicho departamento, los que tienen mayor riqueza
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son Baja Verapaz, Izabal, Huehuetenango, Guatemala, Chimaltenango,

Suchitepéquez y Petén (Figura 6) (Lopez-Selva, 2016).

Concretamente, el habitat de bosque lluvioso en la costa atlantica del pais,
incluyendo parte de Izabal, alberga otra gran parte de la diversidad con alrededor de 111
especies de orquideas en 43 géneros, incluyendo ejemplares endémicos. Asimismo,
Huehuetenango, un departamento inmerso en tierras altas y regiones montafiosas, tiene 110
especies y 41 géneros que presentan endemismo en su mayoria. Los bosques mixtos de
tierras altas que abarcan Chimaltenango, Chiquimula, Guatemala y Zacapa presentan mas

de 75 especies en 40 géneros, aproximadamente (Figura 6) (Vasquez et al., 2021).

Por otro lado, Petén es una region con planicies y llanuras a una altitud
relativamente baja con estacion himeda y seca que contiene 57 especies agrupadas en 25
géneros. Por ultimo, el 4rea de la boca costa del Pacifico presenta montafias mixtas y
abundante Iluvia en determinados meses del afio. Esta region abarca varios departamentos
que varian en el nimero de especies: Quetzaltenango con 72 especies, San Marcos con 59,
Santa Rosa con 58, Suchitepéquez con 53 y Solold con 47 (Figura 6). En estas regiones se

encuentran muchas de las especies importantes por su valor ornamental (Vasquez et al.,

2021).
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Figura 6. Distribucion de la familia Orchidaceae en Guatemala a partir de datos de GBIF.
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2.2. Especies de estudio. Para este estudio se seleccionaron dos especies de
orquideas nativas de Guatemala. Ambas pertenecientes a la subfamilia
Epidendroideae y clasificadas en el Apéndice II de la Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna
Silvestres (CITES). Esto indica que no necesariamente se encuentran en
peligro de extincidon, pero podrian estarlo a menos que se controle
estrictamente su comercio (Rivera y Viquez, 2010). A continuacion, se

detalla mas informacion de cada una de estas especies.

2.2.1. Lycaste cochleata Lindl. Es una especie epifita o litofita que, como
el resto de orquideas de su género, se caracteriza por tener pseudobulbos
cortos, ovoides y engrosados. Ademas, tiene hojas de hasta 25 cm de
largo, flores anaranjadas o amarillas con el labelo aplanado,
generalmente grandes y atractivas con olor dulce (Figura 7). Es una
especie rara que tiene una distribucion limitada en bosques montanos
himedos de México, Belice, Guatemala, El Salvador, Honduras y
Nicaragua (Alfaro ef al., 2023). Se distribuye desde los 200 a 1800

msnm. En Guatemala se encuentra naturalmente en Alta Verapaz, Baja
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Verapaz, Chiquimula, Izabal, Jalapa, Petén y Zacapa (Figura 9) (World
Flora Online [WFO], 2023).

Figura 7. Flor de Lycaste cochleata.

Nota. Adaptada de De los Milagros (2021).

2.2.2. Sobralia macrantha Lindl. Es una orquidea usualmente terrestre o
litofita y, en raras ocasiones, epifita. Carece de pseudobulbos y en lugar
de ellos presenta tallos largos con vainas de color negro-verdoso. Puede
medir hasta 1 m de alto y se distingue principalmente porque tiene hojas
angostas lanceoladas de 20 cm de largo y flores grandes de color ptrpura
con un labelo redondeado de hasta 10 cm de largo y 6 cm de ancho con
bordes ondeados (Figura 8). Es una especie localmente comun que se
encuentra en bosques siempreverdes de clima templado a frio desde
Meéxico hasta Costa Rica, a 900 — 3400 msnm (World Flora Online
[WFO], 2023). En Guatemala se distribuye principalmente en la region

suroccidente (Figura 9).
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Figura 8. Flor de Sobralia macrantha.

Nota. Adaptada de Hassan (2022).

Figura 9. Distribucion de Lycaste cochleata y Sobralia macrantha en Guatemala
a partir de datos de GBIF.
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3. Conservacion ex situ

La viabilidad de poblaciones silvestres a largo plazo esta determinada por factores
ecologicos, genéticos y medioambientales, incluyendo factores dependientes (ej. pérdida
de habitat) e independientes del ser humano (ej. fendmenos naturales). Debido a que
muchas actividades antropogénicas han incrementado la pérdida de la biodiversidad en las
ultimas décadas, es importante implementar estrategias para la conservacion de organismos

que son cada vez mas escasos en vida silvestre (Diaz y Salgado-Garciglia, 2006).

La conservacion ex situ se ha convertido en una herramienta clave para preservar la
biodiversidad. Es una estrategia consiste que en promover la recuperacion y sobrevivencia
de individuos o poblaciones fuera de su hébitat. Por lo tanto, tiene la ventaja de que facilita
el estudio de la biologia, anatomia y fisiologia de las especies. Para ello se emplean diversos
recursos, técnicas e infraestructuras con el principal objetivo de reducir el riesgo de
extincion. También puede realizarse con el fin de restablecer poblaciones nuevas en su
habitat natural, pero esto sucede siempre y cuando exista habitat disponible y hayan
desaparecido las presiones que provocaron la reduccion de la especie (Lascurain et al.,

2009).

3.1. Conservacion ex situ de orquideas. La conservacion ex situ de especies
vegetales es un complemento muy importante de las acciones in situ y se
puede desarrollar de diferentes maneras. Entre los métodos mas reconocidos
se encuentran los jardines botdnicos, bancos de semillas, bancos de
germoplasma y cultivo o propagacion in vitro (Lascurdin et al., 2009). Dado
que la familia Orchidaceae es una de las mas vulnerables ante la pérdida de
habitat y otras amenazas latentes, se han implementado acciones de
conservacion ex sifu para garantizar su supervivencia y facilitar su

investigacion (Diaz y Salgado-Garciglia, 2006).

Se han definido tres consideraciones para la adecuada conservacion y recuperacion
de las orquideas. La primera es el disefio y gestion de reservas naturales, la segunda es el

almacenamiento efectivo de germoplasma ex situ y la tercera, el desarrollo de restauracion
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in situ con enfoques de translocacion. En el caso de las orquideas, la conservacion ex situ
consiste en el almacenamiento de muestras representativas de material genético
(germoplasma) como semillas, hongos compatibles para micorrizas, protocormos y tejidos

somaticos (Swarts y Dixon, 2009).

Por lo tanto, para tener un respaldo de la conservacion in situ se han adoptado los
bancos de germoplasma como principal estrategia en los ultimos afios. Para ello se aplica
el método de criopreservacion, que consiste en almacenar tejidos u o6rganos de las plantas
a muy bajas temperaturas (-20 a -196 °C) para reducir el dafo y mantener la integridad
celular. También los bancos de semillas son cada vez mas comunes como estrategia para la
conservacion de orquideas ya que, segun la especie, cada capsula puede producir miles a
millones de semillas (Seaton et al., 2010; Banda-Sanchez et al., 2017). Por ultimo, el
cultivo in vitro se ha convertido en una alternativa viable para la reproduccion de orquideas
amenazadas y consiste en facilitar su desarrollo mediante la presencia de nutrientes y

condiciones controladas (Flores-Hernandez et al., 2017; Menchaca y Moreno, 2011).

Estos métodos permiten que se conserve informacién genética de diferentes
especies y, ademads, preservar individuos que luego pueden ser reintroducidos en vida
silvestre. Sin embargo, es un reto generar poblaciones con las caracteristicas y aptitudes
necesarias para una recuperacion in situ exitosa (Merritt ef al., 2013). Por lo tanto, lo ideal
es realizar estrategias combinadas en las que la conservacion ex sifu se aplique como un

apoyo y complemento para la conservacion in situ (Lascurdin et al., 2009).

4. Cultivo in vitro

El primer cultivo de tejidos exitoso fue generado a inicios del siglo XX por Gottlieb
Haberlandt, un botdnico austriaco. Aunque en ese entonces no se habian descubierto los
reguladores de crecimiento para promover la division celular, fue un hallazgo muy
importante. Desde 1920 otros cientificos, incluyendo estudiantes de Haberlandt,
investigaron mas sobre el cultivo in vitro de plantas, los reguladores de crecimiento y los

suplementos para un medio de cultivo (Caponetti ef al., 2018).
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En 1970, cuando descubrieron métodos para modificacion genética, aumentd ain
mas el interés por investigar el cultivo de tejidos y sus aplicaciones en diferentes &mbitos
(Thorpe, 2012). Hasta la actualidad, este método ha demostrado tener un gran potencial en
la propagacion comercial, mejoramiento genético, bancos de germoplasma e investigacion
cientifica (Caponetti et al., 2018). Ademas, ha hecho posible el desarrollo de estrategias de
mejoramiento y conservacion ex sifu de especies vegetales que tienen baja tasa de

reproduccion en vida silvestre (Dominguez et al., 2008)

4.1. Fundamentos del cultivo in vitro de plantas. El cultivo de tejidos
vegetales es el cultivo de fragmentos o explantes de plantas (ej. células,
tejidos, organos) bajo determinadas condiciones fisicas y quimicas dentro
de frascos de vidrio con medios nutritivos en un ambiente artificial. Este
método de cultivo se basa en dos caracteristicas principales: la asepsia y el
control de factores que afectan el crecimiento. La asepsia se refiere a
condiciones para minimizar el riesgo de contaminaciéon por
microorganismos como bacterias, virus y hongos (Thorpe, 2012; Borges et

al., 2009).

El cultivo de tejidos vegetales se fundamenta en la teoria de la totipotencialidad
celular, que es la capacidad de obtener una planta completa a partir de cualquier célula viva
bajo condiciones controladas. Con base en esto, se han generado diferentes formas de
cultivo in vitro dependiendo del explante que se utiliza. Se pueden cultivar callos
(callogénesis), segmentos de tallo, raiz, suspensiones celulares, embriones maduros o
inmaduros (embriogénesis), polen, yemas axilares o meristemos, primordios de hojas,

primordios de flores, germinacion de semillas, entre otros (Sharry ef al., 2015).

Los tejidos se cultivan en medios nutritivos que son soluciones acuosas que
permiten el desarrollo de microorganismos, células o tejidos. Son de los factores mas
importantes para una propagacion exitosa, por lo que deben tener los nutrientes que el
organismo vivo requiera. En el caso de las plantas, el medio de cultivo debe ser muy
parecido a las condiciones nutricionales que brinda el suelo en estado natural. Los

principales componentes que debe tener son: agua, vitaminas, macronutrientes,
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micronutrientes, azucares, agentes gelificantes (ej. agar) y hormonas (Perea y Tirado,
2011). No existe un medio que sirva para todos los propdsitos y todas las especies, pero el
que mas se utiliza es Murashige y Skoog o MS, reconocido por ser rico en sales (Mroginski

et al., 2004; Martinez-Villegas et al., 2015).

Para promover la diferenciacion celular es necesario afadir reguladores de
crecimiento a los medios de cultivo, principalmente auxinas y citoquininas, ya que ambas
regulan el crecimiento de las plantas (Sharry et al, 2015). Las auxinas estimulan el
crecimiento por elongacion celular y las citoquininas lo hacen por division celular (Sinha,
2004). Ademas de los reguladores de crecimiento, las plantas responden a otros estimulos
como la luz, nutrientes minerales, agua, suelo (medio), temperatura y pH. Estos factores
deben medirse para tener condiciones controladas y un ambiente adecuado, tanto fisico

como quimico, segin los requerimientos de cada planta (Tiza, 2010).

Con el fin de lograr dichas condiciones, un laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales debe disponer de tres sectores o estaciones. El primero para la preparacion de
medios, lavado y esterilizacion de material. El segundo bajo condiciones asépticas para
realizar siembras y transferencias de explantes en campanas de flujo laminar. El tercero
corresponde a una habitacion de incubacion para el crecimiento de las plantas bajo

condiciones de luz artificial y temperatura adecuadas (Sharry et al., 2015).

Una vez se obtienen las condiciones ideales, es posible regenerar plantas completas
y propagarlas (Sharry et al., 2015). Para ello, la micropropagacion es de las técnicas mas
utilizadas y generalizadas del cultivo in vitro. Esta consta de las siguientes fases: seleccion
de explantes obtenidos de una planta madre (cultivada o no previamente en laboratorio),
cultivo de explantes en un medio nutritivo, multiplicacion (se propagan los brotes),
enraizamiento y aclimatacion (se preparan para condiciones ex vitro). Esta forma de
propagacion permite la obtencion de una descendencia uniforme y plantas genéticamente
idénticas (Castillo, 2004). Ha demostrado un gran potencial productivo para fines
comerciales, conservacion y reintroduccion de especies (Bello-Bello y Spinoso-Castillo,

2023).

18



4.2. Rol del cultivo in vitro en la conservacion de orquideas. El cultivo in
vitro ha adquirido una importancia considerable en la investigacion
cientifica y la biotecnologia aplicada a tejidos vegetales. Ha sido
especialmente relevante para la reproduccion de especies amenazadas de
Orchidaceae (Sharry et al., 2015). Naturalmente las orquideas se reproducen
por germinacion de semillas o propagacion vegetal, pero ambas formas son
bastante lentas como para satisfacer la demanda de orquideas a nivel
mundial (Lal y Singh, 2020). Por ello, estas fueron las primeras plantas en
ser propagadas in vitro a partir de la siembra de semillas o embriones con

fines comerciales (Griesbach, 1986; Diaz y Salgado-Garciglia, 2006).

A lo largo de varios afos se han desarrollado mas métodos de propagacion de
orquideas, tanto de forma sexual (a través de semillas), como asexual (cultivo de segmentos
vegetativos o explantes). En 2006, la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
en México establecid cultivos in vitro exitosos para la conservacion de nueve especies de
orquideas mexicanas pertenecientes a los géneros Guarianthe, Laelia, Oncidium y
Epidendrum. Establecieron sistemas de micropropagacion y lograron la formacion de
callos, regeneracion de estructuras y desarrollo de plantulas utilizando el medio MS con
reguladores de crecimiento ANA (4cido naftalenacético), BA (benciladenina) y AG3 (4cido

giberélico) (Diaz y Salgado-Garciglia, 2006).

En Guatemala, se ha generado informacion muy util desde 2013 a través del
Proyecto de Investigacion y Conservacion de Orquideas de Guatemala. Se han estudiado
las causas del riesgo de extincion de este grupo y se proponen posibles soluciones, como el
cultivo in vitro, para especies prioritarias. Desde entonces, el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad Rafael Landivar ha generado protocolos de reproduccion para 21
especies de orquideas, y este nimero sigue en aumento. Una vez reproducidas con éxito
por medio de micropropagacion, las plantas se desarrollan en un invernadero para que
puedan ser reintroducidas en orquidearios y/o areas protegidas. Estos esfuerzos han
permitido la sensibilizacion de diferentes grupos de interés a través de educacion y difusion

de conocimiento (Lopez-Selva, 2016).
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En general, la micropropagaciéon en cultivo in vitro ha demostrado ser muy
ventajosa porque es un sistema clonal que permite que se obtenga un gran nimero de
plantas. Ademas, requiere un espacio relativamente pequefio y un ambiente bajo
condiciones controladas y estériles. Es decir, las orquideas no se ven afectadas por
condiciones externas que usualmente las afectan en vida silvestre, como hongos dafiinos,
sequias, temperaturas muy altas o muy bajas. Esto permite reproducir especies amenazadas
de manera eficiente para apoyar programas de reintroduccion y restauracion de habitats

(Dominguez et al., 2008).

Sin embargo, también se han identificado riesgos y limitaciones en el cultivo in
vitro. Este proceso requiere conocimientos técnicos especializados e infraestructura bien
establecida para mantener las condiciones adecuadas, lo que implica costos especificos que
podrian limitar su sostenibilidad a largo plazo (Sharry et al., 2015). Aunque las técnicas
como la micropropagaciéon permiten una reproduccion relativamente rapida, también
presentan desventajas como la pérdida de diversidad genética. Ya que se selecciona
germoplasma con ciertas caracteristicas y solo se generan clones de este, provocando la

pérdida de alelos diferentes (Merritt e al., 2014).

La integracion de diferentes técnicas in vitro es de suma importancia para la
produccion y conservacion de las orquideas. Por ello, este método continia innovando y
generando diferentes alternativas a nivel mundial. La germinacion asimbidtica de semillas
(germinacion en laboratorio) es la metodologia mas usada. También, se realiza propagacion
a partir de cuerpos similares a protocormos (PLB) y regeneracion directa a partir de
explantes. Incluso se ha creado una tecnologia de semillas artificiales donde se encapsulan
embriones de orquideas en una sustancia gelificada para que luego germinen y se
desarrollen. Esto demuestra el potencial de continuar con el estudio de las orquideas y

promover colaboracion internacional para su produccion (Lal y Singh, 2020).

5. Enraizamiento in vitro de orquideas

En el proceso de micropropagacion, cuando los brotes crecen y se multiplican lo

suficiente, inicia la fase de enraizamiento. Esta consiste en inducir el desarrollo de raices
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en un medio establecido. Cuando las plantas generan raices resistentes y sanas, pasan a la
fase de aclimatacion, donde se preparan para un ambiente externo, pero aun controlado,
como un invernadero. Luego, si se establecen exitosamente, se pueden reintroducir al

habitat que corresponde (Sharry et al., 2015; Borges et al., 2009).

5.1. Efecto de los reguladores de crecimiento en el enraizamiento. Hay
varios factores que pueden afectar, de manera positiva o negativa, el
enraizamiento in vitro. Entre ellos, factores ambientales (ej. luz y
temperatura), factores hormonales (reguladores de crecimiento) y factores
genéticos (diversidad genética de la planta). De estos aspectos, la presencia
de reguladores de crecimiento en el medio nutritivo es de los mas
importantes a tomar en cuenta para el éxito de enraizamiento (Mirani et al.,
2017). Desde la biotecnologia ha sido posible producir, de forma sintética,
varios reguladores de crecimiento que cumplen el rol de fitohormonas que
se encuentran de manera natural. Estos han permitido potencializar el
proceso de cultivo in vitro de especies vegetales y por ello es importante

comprender su funcion metabolica (Alcantara-Cortés ef al., 2019).

Los reguladores de crecimiento son afiadidos al medio de cultivo para estimular la
respuesta celular. Si no se agregan, es muy dificil que se generen respuestas de interés como
la diferenciacion, crecimiento, elongamiento y division celular. Concretamente, se ha
comprobado que el grupo de las auxinas es indispensable para el cultivo de tejidos en
general y en particular, para la micropropagacion de orquideas ya que aumentan
consistentemente la formacion de tejidos radiculares (Yam y Arditti, 2009). Estas hormonas
estimulan la iniciacion y desarrollo de raices por la activacion de células del periciclo, las
cuales son células parenquimaticas que rodean el xilema y floema en las raices de las

monocotiledoneas y que, al diferenciarse, se forman raices laterales (Mendieta, 2013).

Al combinar las auxinas con otras auxinas o con citoquininas, se han obtenido
resultados positivos en el desarrollo de brotes pequefios (Fukaki y Tasaka, 2009). Los dos
tipos de hormonas se complementan en la estimulacion del crecimiento y desarrollo

vegetal, ya que ambas favorecen la diferenciacion celular. Una mayor concentracion de
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auxinas puede incrementar la produccidon de raices y una mayor concentracion de
citoquininas puede promover la produccion de brotes vegetales. Por lo tanto, son
complementarias y pueden generar un medio adecuado para inducir la proliferacion de
células no diferenciadas (ej. meristemos) y acelerar el crecimiento vegetal (Alcéntara-

Cortés et al., 2019).

5.2. Métodos generales para el enraizamiento in vitro de orquideas. Para el
enraizamiento in vitro de orquideas la composicion del medio de cultivo,
condiciones y reguladores de crecimiento varian segun de la especie y el
tipo de explante que se utiliza. En general, en cuanto a las condiciones
ambientales, las orquideas deben estar expuestas a 16 horas de luz y 8 de
oscuridad. Mientras que el area de crecimiento idealmente debe estar a una
temperatura de 23 + 4 °C (Mendieta, 2013). En cuanto a los reguladores de
crecimiento, principalmente se utilizan auxinas porque son las que han

mostrado mayor efectividad en la formacion de raices (Mirani et al., 2017).

Las auxinas se emplean solas o combinadas con otras hormonas y en diferentes
concentraciones dependiendo de la planta (Mirani et al., 2017). Las principales auxinas que
se utilizan son: &4cido naftalenacético (ANA), acido indolbutirico (AIB) y acido
indolacético (AIA) (Mendieta, 2013). Estas y otras hormonas han sido bastante estudiadas
para evaluar su rendimiento en enraizamiento con diferentes especies. Por ejemplo, para
especies del género Epidendrum, especificamente Epidendrum ibaguense y Epidendrum
quinquepartitum, el acido naftalenacético (ANA) ha sido el mas optimo. En E. ibaguense
se forma una mayor cantidad de raices a una concentracion de 2.0 mg/L (Vasco, 2020).

Mientras que para E. quinquepartitum el nivel mas 6ptimo es de 10 mg/L (Mendieta, 2013).

También se ha evaluado el desarrollo de estructuras y brotes en Lycaste skinneri y
en Brassia verrucosa empleando 4cido naftalenacético (ANA) suplementado con 6-
benciladenina (BA), que es una citoquinina. La combinaciéon de ambas hormonas se ha
usado principalmente para la multiplicacion de brotes, aunque promueve el desarrollo de
estructuras en general. En L. skinneri la combinacion de BA/ANA en concentraciones de

0/0.5 y 0.5/2.2. uM estimula una mayor formacion de estructuras (Mata-Rosas y Salazar-
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Rojas, 2009). En B. verrucosa la multiplicacion de brotes es mayor con una concentracion
de BA/ANA igual a 0.5/0.3 mg/L. Mientras que para induccidon de raices es mas Optimo
emplear solo ANA a una concentracion de 0.5 mg/L (Thuy et al., 2014).

Por ultimo, el 4cido giberélico o giberelina (AG3) ha resultado ventajoso en la
micropropagacion de Guarianthe skinneri a partir de protocormos. La induccion y
elongacion de brotes y raices en esta especie es controlada principalmente por dicha
fitohormona. Sin embargo, es mejor en concentraciones pequeias (0.001 uM), ya que las
concentraciones mas altas generan un efecto negativo en el desarrollo de las plantas. Por el
contrario, el acido indolacético (AIA) en concentraciones mas altas (17.1 pM) ha mostrado

resultados positivos en la cantidad de brotes y largo de raices (Coello et al., 2010).

B. Justificacion

La familia Orchidaceae es reconocida por ser la segunda mas diversa de las
angiospermas y la mas diversa entre las monocotiledoneas (Instituto de Investigacion en
Ciencias Naturales y Tecnologia de la Universidad Rafael Landivar [larna-URL], 2018).
Las orquideas destacan por su capacidad de adaptarse a distintos habitats, lo que ha
favorecido su gran diversidad y amplia distribucion en casi todo el mundo (Véliz, 2008).
Son de gran importancia porque cumplen con multiples roles ecosistémicos, tienen
beneficios culturales, economicos y ornamentales. Incluso han demostrado potencial para
alimento (ej. Vanillia planifolia) y medicina tradicional en algunos paises, incluyendo
Guatemala. Ademas, representan una parte importante del comercio mundial de flores, ya
que representan ventas anuales de mas de cuatro mil millones de dolares (Lopez-Selva,

2016; Zhang et al., 2018).

Sin embargo, la familia Orchidaceae sufre muchas amenazas de diversa indole,
entre las cuales destacan la extraccion y comercio ilegal, pérdida de cobertura forestal,
cambio climatico y reduccion de su habitat (Vasquez et al., 2021; Jiménez-Lopez et al.,
2019). Asimismo, su alta especificidad en cuanto a polinizadores y micorrizas, junto con la

baja tasa de germinacion en vida silvestre, han restringido el crecimiento de sus poblaciones
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y han hecho que sean mas vulnerables (Lal y Singh, 2020). Actualmente se encuentran en
un alto grado de amenaza y comprenden aproximadamente el 70% de las especies de flora

incluidas dentro de CITES, la gran mayoria dentro del Apéndice II (Hinsley et al., 2018).

Especificamente en Guatemala, se considera la familia de flora mas amenazada.
Desde 2016, todas las especies reportadas para el pais se encontraban en peligro de
extincion (Lopez-Selva, 2016). Entre los factores que contribuyen a esta problematica,
destaca la pérdida de cobertura boscosa en el pais, que en el periodo de 2016-2020 alcanzo6
61,099 hectareas por afio (Instituto Nacional de Bosques [INAB], 2024). Por otro lado, la
ausencia de controles constantes y conciencia ambiental, facilitan las actividades de
extraccion y trafico ilegal de vida silvestre. Dentro del pais, las orquideas son de los grupos
de plantas mas representativos que se han decomisado y son las que enfrentan una mayor
presion especifica, ya que sus raices sufren dafios inevitables por la extraccion forzada y
provoca que muchas no sobrevivan (Consejo Nacional de Areas Protegidas [CONAP],

2020; Lopez-Selva, 2016).

Ante estas problematicas, se ha reconocido la necesidad de hacer estudios sobre
técnicas que promuevan el crecimiento y la reproduccion de las orquideas para su
conservacion. Un ejemplo concreto de estos estudios es el que ha venido realizando el
larna-URL, ya que ha convertido la conservacion de orquideas en una de sus lineas
prioritarias. En este sentido, el laboratorio de biotecnologia vegetal que tiene a su cargo
dicha institucion esta enfocado en generar protocolos de reproduccion de orquideas nativas
de Guatemala mediante técnicas de cultivo de tejidos para contribuir al Proyecto de
Investigacion y Conservacion de Orquideas de Guatemala. A través de procesos de
investigacion se han establecido técnicas de desinfeccion de cépsulas, germinacion y

propagacion in vitro (Lopez-Selva, 2016).

A pesar de estos esfuerzos en el laboratorio del Iarna-URL, en los tltimos afos se
han presentado problemas con el enraizamiento in vitro de varias orquideas, principalmente
de los géneros Epidendrum, Guarianthe, Oncidium y Lycaste. La fase de enraizamiento es
crucial porque determina, en gran parte, el éxito de la aclimatacion y el establecimiento de

las plantulas en condiciones ex vitro (Mirani et al., 2017). Como consecuencia, las
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orquideas que no desarrollan raices lo suficientemente grandes y abundantes permanecen
en el laboratorio, algunas incluso durante afios. Por ejemplo, un registro de Sobralia
macrantha se ha mantenido durante nueve afios en el laboratorio del Iarna-URL. De igual
forma, dos registros de Lycaste cochleata han permanecido durante seis y cuatro afios,

respectivamente.

Lo anterior es de gran relevancia considerando que el mantenimiento de una especie
de cultivo in vitro implica costos elevados principalmente por los insumos, equipo,
infraestructura y personal especializado que se necesita (Muifioz, 2019). Aunque el costo
exacto del cultivo de tejidos varia, se ha estimado que solamente el enraizamiento
comprende del 35 al 70 % del costo total del proceso de micropropagacion (Pence, 2010;
Barba, 2001). Uno de los mayores desafios ante esto es que la respuesta a los tratamientos
para enraizamiento varia entre especies, lo que dificulta el establecimiento de un método

efectivo (Betancourt, 2020).

Esta situacion resalta la necesidad de optimizar metodologias de micropropagacion
para promover la sobrevivencia y rendimiento de las plantulas, especialmente en la fase de
enraizamiento (Mendieta, 2013). En Guatemala se han realizado muy pocos estudios sobre
cultivo in vitro de orquideas y son aun menos los que tratan especificamente sobre el
enraizamiento in vitro en diferentes especies (Agvik, 2011). Por ello, una investigacion en
esta area permite llenar vacios de informacién y generar datos que favorezcan el
establecimiento de protocolos maés precisos y eficientes para la reproduccion y el
crecimiento optimo de las orquideas. Esto no solo mejorara la produccion comercial, sino

también los programas de conservacion de estas plantas tan emblematicas.
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C. Objetivos

1. Objetivo general

Evaluar el efecto de distintas concentraciones de acido naftalenacético (ANA) y
acido indolbutirico (AIB) en el enraizamiento in vitro de plantulas de Lycaste cochleata y

Sobralia macrantha
2. Objetivos especificos
e Determinar la longitud promedio de las raices generadas en plantulas de

Lycaste cochleata y Sobralia macrantha con distintas concentraciones de

acido naftalenacético (ANA) y 4cido indolbutirico (AIB)

e [Establecer el tratamiento hormonal que induzca el enraizamiento in vitro en

plantulas de Lycaste cochleata y Sobralia macrantha en un menor tiempo
e (Comparar el porcentaje de enraizamiento in vitro de plantulas de Lycaste

cochleata y Sobralia macrantha ante diferentes concentraciones de acido

naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico (AIB)
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II. Metodologia

A. Especies de estudio

Esta investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del
Instituto de Investigacion en Ciencias Naturales y Tecnologia de la Universidad Rafael
Landivar (Iarna-URL) en la Ciudad de Guatemala. La experimentacion se desarrolld de
agosto del 2024 a enero del 2025. En primer lugar, se hizo una observacion general del
estado de las orquideas que se encuentran en el area de crecimiento de dicho laboratorio y
se registraron las que presentaban problema de enraizamiento. Especificamente, se
consideraron las plantas que no mostraban buen desarrollo de raices a pesar de haber sido
transferidas multiples veces. De estas especies registradas, se seleccionaron dos para este
estudio con base en cuatro criterios: primero, que fueran especies nativas de Guatemala;
segundo, que tuvieran estructuras foliares ya desarrolladas de al menos 1 cm de altura;
tercero, que hubieran sido transferidas mas de 10 veces y, cuarto, que tuvieran al menos 30

viales disponibles en el laboratorio para realizar los ensayos.

A partir de esto, se establecid que la primera especie de estudio seria Sobralia
macrantha. Esta ingres6 al laboratorio como el registro 147 desde junio del 2015 (plantulas
de nueve afios de edad) y cuenta con 34 viales que han sido transferidos de 15 a 16 veces.
La segunda especie de estudio fue Lycaste cochleata, que corresponde al registro 306, el
cual ingres6 desde octubre del 2020 (plantulas de cuatro afios de edad) y cuenta con 40

viales que han sido transferidos de 11 a 12 veces.

27



B. Seleccion de muestra para ensayos de enraizamiento in vitro

1. Preparacion de medios

Para llevar a cabo los ensayos de enraizamiento se prepararon medios Murashige y
Skoog (MS) a la mitad de su concentracion (2 MS) con el pH ajustado a un rango 6ptimo
de 5.7-5.8 siguiendo el protocolo para cultivo in vitro de orquideas establecido por el larna
(Iarna-URL, 2018). Se empleo6 el medio MS con menor concentracion de sales porque de
esta manera se han reportado resultados favorables en la fase de enraizamiento de algunas
especies al reducir el estrés osmotico (Betancourt, 2020; Pinedo-Panduro et al., 2022;
Yalapuspita ef al., 2024). Sobre esta base, los medios de cultivo se modificaron afiadiendo
dos auxinas sintéticas: acido naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico (AIB), las cuales
han sido utilizadas previamente en otros estudios y han generado éxito en el enraizamiento
de otras especies de orquideas (Mendieta, 2013; Vasco, 2020; Mata-Rosas y Salazar-Rojas,
2009; Saravia-Castillo et al., 2022). En este estudio, cada auxina fue evaluada en tres
concentraciones diferentes: 0.2, 0.4 y 0.6 mg/L. También se incluyé un control negativo
utilizando solo 2 medio MS sin reguladores de crecimiento, lo que result6 en un total de
siete tratamientos a evaluar en cada una de las especies de estudio (Cuadro 1) (Mendieta,

2013; Agvik, 2011; Vasco, 2020).

Para diferenciar visualmente los tratamientos se establecidé antes un codigo de
colores y se agregaron 1-2 gotas de colorante vegetal por litro segtn el color establecido
para cada uno. Se prepararon en total 2 litros de medio por tratamiento y estos fueron
distribuidos en 15 frascos de vidrio o cajas Magenta asegurando que cada recipiente
contuviera aproximadamente 130 mL de medio. Todos los medios preparados, junto con
los instrumentos que se usarian para medir y transferir, fueron esterilizados en autoclave a
121 °C durante 15 minutos a una presion de 1.5 atm y se mantuvieron en condiciones

estériles hasta su uso (Betancourt, 2020; Mendieta, 2013; Agvik, 2011; Vasco, 2020).
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Cuadro 1. Tratamientos evaluados con distintas concentraciones de ANA y AIB

Tratamiento Color del medio ANA (mg/L)  AIB (mg/L)

T1 Sin color 0.0 0.0
T2 Celeste 0.2 0.0
T3 Amarillo 0.4 0.0
T4 Rojo 0.6 0.0
T5 Verde 0.0 0.2
T6 Naranja 0.0 0.4
T7 Lila 0.0 0.6

2. Seleccion de plantulas y medicion inicial

Todas las plantulas para los ensayos se obtuvieron al azar de viales que se
encontraban en el area de crecimiento. Para alcanzar el total de muestra requerida, se usaron
10 viales de Lycaste cochleata y 11 de Sobralia macrantha. En una campana de flujo
laminar, previamente desinfectada con etanol al 70 % y bajo condiciones estériles, se
extrajeron las plantulas de cada vial (una por una) utilizando pinzas. Para todas las plantulas
seleccionadas se hizo un registro inicial de sus raices. En caso de que alguna ya presentara,
se conto la cantidad de raices y se midid la longitud en centimetros con una regla de metal
esterilizada (Figura 15 y Figura 16). Luego, cada plantula era transferida a un frasco de
vidrio o caja Magenta con nuevo medio (Agvik, 2011). Como se mencioné en la fase
anterior, se prepararon 15 frascos de medio para cada tratamiento, por lo que se colocaron
3 pléntulas en cada uno para ajustar 45 réplicas por tratamiento. Todos los frascos se

rotularon en la parte externa para distinguir las plantulas como “A”, “B” y “C” (Figura 17).

Cabe mencionar que se definieron 45 réplicas tomando en cuenta posibles pérdidas
por contaminacion u otros factores. Para garantizar la validez estadistica del andlisis, se fijo
como objetivo mantener una muestra minima de 30 plantulas por tratamiento, por lo que se
consider6 un margen adicional de 15 plantulas (5 frascos) en cada uno. En sintesis, se
utilizaron 315 plantulas por especie (630 plantulas en total). Después de sembrarlas y

medirlas, se incubaron en el cuarto de crecimiento a una temperatura de 22 °C con 12 horas
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diarias de luz directa (Figura 18) (Vasco et al., 2020; Mora-Cruz et al., 2023; larna-URL,
2018). Para verificar si las condiciones de esta drea se mantenian, se coloco un datalogger
junto a las plantulas de Lycaste cochleata y otro junto a las de Sobralia macrantha. Estos
se configuraron para medir la temperatura y humedad relativa cada 30 minutos para luego

determinar un promedio diario (Figura 19 y Figura 20).

C. Monitoreo del crecimiento de las raices

La medicion realizada antes de la exposicion a las hormonas se consideré6 como
linea base para evaluar el crecimiento posterior. Con el fin de documentar un crecimiento
gradual de las raices en cada tratamiento se registro, por plantula, la cantidad de raices
presentes y la longitud de cada raiz. Este procedimiento se repitié cada cuatro semanas
durante cuatro meses (120 dias aproximadamente) siguiendo la misma metodologia de la
medicion inicial. Antes de cada medicion se preparaban medios siguiendo exactamente el
mismo procedimiento de la fase 2a para transferir a un nuevo medio las plantulas ya

medidas.

D. Analisis de datos

1. Recopilacion y ordenamiento de datos

Después de cada medicion, se fue registrando la siguiente informacion para cada
plantula en una base de datos: mes de medicion (0, 1, 2, 3 o0 4), fecha en la que se midid,
codigo de la plantula (ej. “306 T1F1A” corresponde a la plantula A del frasco 1 en el
tratamiento 1 del registro 306), numero de tratamiento, longitud de cada raiz y cantidad
total de raices. Asimismo, se calcul6 la longitud radicular promedio de cada plantula, se
determino si habia o no enraizamiento y se registrd una variable extra que surgio en el
estudio: presencia-ausencia de raices laterales. Para ello, se establecid que una plantula
presentaba raices laterales si al menos una de sus raices principales mostraba este
crecimiento. En cuanto al enraizamiento, se establecié un parametro para clasificar las

plantulas como “enraizada” o “no enraizada” en cada mes. Esto se hizo con base en los
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criterios de aclimatacion propuestos por Lesar et al., (2012) y Park et al. (2003). Por un
lado, Lesar et al. (2012) mencionan que las plantulas con al menos dos raices de 2-3 cm de
largo tienen mayor éxito de aclimatacion. Mientras que Park ef al. (2003) recomiendan que
las plantulas tengan minimo 3-4 raices, pero no mencionan el tamafio de las mismas. Por
lo tanto, para fines de este estudio se unieron ambos criterios y se establecid como

enraizamiento la presencia de minimo tres raices de 2 cm de largo.

2. Analisis estadistico

Una vez ordenada la base de datos, se hicieron todos los analisis estadisticos en
RStudio. Se hizo una seleccion de modelos aditivos generalizados mixtos (GAMM) para
dos variables de respuesta: longitud promedio de las raices (Gaussiano) y enraizamiento
(binomial). Para ello se utilizaron los paquetes MuMIn (Barton, 2023), performance
(Lidecke et al., 2021) y mgev (Wood, 2011). Ademas, para validar el modelo seleccionado
para cada variable de respuesta, se hizo un analisis de residuos con el paquete DHARMa
(Hartig, 2022) (Figura 21 y Figura 22). Luego, se hizo una prueba de Chi-cuadrado y una
comparacion por pares de proporciones para determinar si existian diferencias
significativas entre el porcentaje de enraizamiento final de todos los tratamientos.
Finalmente, se elabor6 una grafica para visualizar qué tratamientos promovian la formacién
de raices laterales, utilizando los datos de presencia y ausencia de raices laterales por

plantula.
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III. Resultados

Para evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento en el enraizamiento in vitro
de Lycaste cochleata y Sobralia macrantha se hicieron en total cinco mediciones para las
630 plantulas del estudio (desde la medicion 0 hasta la medicidn 4), lo cual equivale a 3150
datos recolectados (Cuadro 7). Es importante mencionar que a lo largo del estudio se
eliminaron 29 plantulas de Lycaste cochleata y 48 de Sobralia macrantha por muerte o
contaminacion. En estos casos, luego de ser eliminadas, las mediciones se reportaron como
cero en los meses posteriores. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos a partir

de los analisis realizados.
A.Longitud promedio de raices en diferentes tratamientos

A través de la seleccion de modelos se establecid que el mejor modelo para la
longitud promedio de raices era el que tenia las siguientes variables predictoras: mes de
medicion, la interaccion especiextratamiento, frasco y muestra (Cuadro 6). Donde el
numero de frasco y el codigo de cada muestra se establecieron como efectos aleatorios
(Figura 23) y el mes de medicion se consider6 como una variable continua con efecto

suavizado (Cuadro 8).

En primer lugar, se evalu¢ el efecto especifico de cada tratamiento en cada una de
las especies. En el caso de L. cochleata, hay tres tratamientos que tienen un efecto
significativamente positivo en la longitud de sus raices en comparacion con el tratamiento
sin hormonas (T1). Tanto T2 (0.29, p < 0.001) como T3 (0.78, p < 0.001) mostraron un
efecto positivo altamente significativo. Especificamente, el efecto de T3 es mucho mayor,
lo que indica que es el tratamiento mas efectivo para favorecer el crecimiento de las raices
en esta especie. TS también mostrd un efecto positivo, pero este es menor que el de los

anteriores (0.21, p = 0.003). Por otra parte, en el caso de S. macrantha, se puede establecer
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que ningln tratamiento aumenta significativamente la longitud promedio de sus raices. El
unico tratamiento con un efecto significativo fue T6, pero este efecto es negativo (-0.14, p

=0.041), es decir que tampoco favorece el crecimiento de sus raices (Cuadro 2 y Figura

10).

Cuadro 2. Resumen del modelo mas parsimonioso para longitud promedio de raices

Longitud promedio ~ Mes de medicion + EspeciexTratamiento + Frasco +

Muestra
Efectos fijos Coeficientes IC Valor-p
Especie
Lycaste cochleata
(Intercepto) 0.53 0.43-0.63 <0.001***
Tratamiento T2 0.29 0.15-0.43 <0.001***
Tratamiento T3 0.78 0.64-0.92 <0.001***
Tratamiento T4 0.05 -0.08 -0.19 0.449
Tratamiento T5 0.21 0.07-0.35 0.003**
Tratamiento T6 -0.01 -0.15-0.13 0.854
Tratamiento T7 0.01 -0.13-0.15 0.913
Especie
Sobralia macrantha
(Intercepto) 0.80 0.71-0.90 <0.001***
Tratamiento T2 -0.08 -0.22 -0.06 0.267
Tratamiento T3 -0.03 -0.17-0.11 0.684
Tratamiento T4 -0.07 -0.21-0.07 0.318
Tratamiento T5 0.03 -0.11-0.17 0.690
Tratamiento T6 -0.14 -0.28 --0.01 0.041*
Tratamiento T7 -0.07 -0.21-0.07 0.346

Caodigo de significancia: valor-p 0 = “***’ | 0.001 = “*** | 0.01 = **’
Nota. Se muestran los coeficientes expresados en centimetros de longitud, los intervalos de
confianza (IC) y el valor-p para los efectos fijos. Los efectos que son significativos se

muestran en negrita.
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Figura 10. Prediccion del modelo para longitud promedio de raices segun el efecto del

tratamiento en cada especie.
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En segundo lugar, se comprobd que la longitud promedio de raices difiere
significativamente entre especies (p < 0.001). Mensualmente las raices de Lycaste
cochleata tienden a crecer 0.28 cm mas en promedio que las de Sobralia macrantha aun en
un tratamiento sin hormonas (T1) (Cuadro 3 y Figura 11) Para evaluar de manera mas
especifica como varia el efecto de cada tratamiento en funcion de la especie, se analizo la
interaccion entre Especie y Tratamiento. Por medio de esto se establecid que en el
tratamiento 2 las raices de L. cochleata crecen mensualmente 0.37 cm mas que las de S.
macrantha en este mismo tratamiento y esta diferencia es significativa (0.37, p < 0.001).
Mientras que en el tratamiento 3 las raices de L. cochleata crecen hasta 0.81 cm mas
mensualmente (0.81, p < 0.001). Por el contrario, en los tratamientos T4 (p = 0.214),
TS5 (p = 0.066), T6 (p = 0.190) y T7 (p = 0.457) el efecto no presentd una variacion

significativa (Cuadro 3).
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Figura 11. Prediccion del modelo para longitud promedio de raices segtn el efecto de la

especie.
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Cuadro 3. Efecto de la especie, de la interaccion especiextratamiento y de las variables

aleatorias y suavizadas en la longitud promedio de raices segin el modelo mas

parsimonioso

Longitud promedio ~ Mes de medicién + EspeciexTratamiento + Frasco +
Muestra

Predictores Coeficientes IC Valor-p
Especie 0.28 0.14-041 <0.001***
Lycaste cochleata

Lycaste cochleata x 0.37 0.17 - 0.56 <0.001***
Tratamiento T2

Lycaste cochleata x 0.81 0.61-1.00 <0.001***
Tratamiento T3

Lycaste cochleata x 0.12 -0.07-0.32 0.214
Tratamiento T4

Lycaste cochleata x 0.18 -0.01-0.38 0.066
Tratamiento T5

Lycaste cochleata x 0.13 -0.06 - 0.33 0.190
Tratamiento T6

Lycaste cochleata x 0.07 -0.12 -0.27 0.457

Tratamiento T7
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Longitud promedio ~ Mes de medicién + EspeciexTratamiento + Frasco +

Muestra
Predictores Coeficientes IC Valor-p
Variables aleatorias Valor-p
Frasco <0.001***
Muestra 0.019*
Términos suavizados Valor-p
s(Mes de medicion) <0.001***

Cadigo de significancia: valor-p 0 = “**** | 0.001 = “*** | 0.01 = **’
Nota. Los coeficientes expresados en centimetros de longitud, los intervalos de confianza
(IC) y el valor-p se muestran para cada predictor. Para las variables aleatorias y suavizadas
se presenta su significancia estadistica en valor-p. Los efectos que son significativos se

presentan en negrita.

Por ultimo, se determind que si hubo un efecto especifico del frasco (p < 0.001) y
de las muestras individuales (c6digo de muestra) sobre la longitud promedio de raices (p =
0.019). También se observé que la longitud de las raices cambid significativamente con el
tiempo de una manera que no es del todo lineal (p < 0.001) (Cuadro 3 y Figura 25). En la
Figura 12 se presenta la tendencia de crecimiento en longitud promedio de raices a lo largo
del tiempo. En L. cochleata se observo un crecimiento bastante pronunciado en T3, en el
cual se generaron raices de hasta 2.5 cm al final de estudio. A diferencia de este, en T2
alcanzaron menos de 2 cm de longitud; en T4 y TS menos de 1.5 cm en promedio. En el
resto de tratamientos (T6 y T7) el crecimiento fue muy similar al del control (T1), ya que
se generaron raices de solo 1 cm en promedio aproximadamente y la curva deja de ascender
luego de los dos o tres meses. En contraste, S. macrantha no present6 tendencias claras de
crecimiento con ningun tratamiento y la longitud promedio se ubic6 por debajo de 1 cm en

todos los casos.
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Figura 12. Crecimiento en longitud de las raices durante los meses de estudio.
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Nota. Se presentan las curvas con suavizado loess. La banda celeste representa el intervalo

de confianza del 95 %.
B. Enraizamiento in vitro y su relacion con el tiempo

Por medio de la seleccion de modelos se establecid que el mejor modelo para
enraizamiento era el que no incluia la interaccion especiextratamiento. Es decir que tenia
las siguientes variables predictoras: mes de medicion, especie, tratamiento, frasco y
muestra (Cuadro 6). Al igual que en el modelo de longitud promedio descrito anteriormente,
el numero de frasco y el codigo de cada muestra se establecieron como efectos aleatorios
(Figura 24) y el mes de medicion se consider6 como una variable continua con efecto

suavizado (Cuadro 8).

Con base en el modelo seleccionado, se estableci6 que la probabilidad de
enraizamiento difiere significativamente entre especies (p < 0.001). Aun en un tratamiento
sin hormonas (T1), la probabilidad de enraizamiento de Lycaste cochleata es
significativamente mayor (11.03, p < 0.001) que la de Sobralia macrantha. Por otro lado,
al evaluar el efecto de cada tratamiento comparados con el tratamiento control (T1), se

puede determinar que T2, T3, T4 y T5 favorecen el enraizamiento de manera significativa
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(p <0.001). Concretamente, T3 mostro ser el mas efectivo porque tiene la probabilidad mas
alta (9.87, p <0.001), seguido de T2 (5.75, p <0.001), TS (5.40, p <0.001) y T4 (4.40, p <
0.001). Por el contrario, T6 y T7 no fueron significativos, es decir que su efecto sobre el

enraizamiento no es diferente del control (T1) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resumen del modelo més parsimonioso para enraizamiento

Enraizamiento ~ Mes de medicion + Especie + Tratamiento + Frasco +

Muestra
Predictores Log-Odds IC Valor-p
Especie 11.03 7.85-14.22 <0.001***
Lycaste cochleata
(Intercepto) -20.02 -24.01 —-16.03 <0.001***
Tratamiento T2 5.75 3.36-8.13  <0.001***
Tratamiento T3 9.87 7.32-1241 <0.001***
Tratamiento T4 4.40 2.02-6.77 <0.001***
Tratamiento T5 5.40 3.02-7.79 <0.001***
Tratamiento T6 1.88 -0.55-4.31 0.129
Tratamiento T7 0.28 -2.42 - 2.97 0.840
Variables aleatorias Valor-p
Frasco <0.001***
Muestra 0.530
Términos suavizados Valor-p
s(mes de medicién) <0.001***

Caodigo de significancia: valor-p 0 = “***’ | 0.001 = “**’ | 0.01 = **’
Nota. La probabilidad de enraizamiento expresada en una escala logaritmica (Log-Odds),
los intervalos de confianza (IC) y el valor-p se presentan para los efectos fijos. Para las
variables aleatorias y suavizadas se presenta su significancia estadistica en valor-p. Los

efectos que son significativos se muestran en negrita.

En cuanto a los efectos aleatorios, se determind que si hubo una variabilidad
significativa entre frascos (p < 0.001) y que la variabilidad entre plantulas no fue
significativa en el enraizamiento (p = 0.530). Por otro lado, se establecid que el tiempo
influye significativamente sobre el enraizamiento de manera no lineal (p < 0.001) (Cuadro

4 y Figura 26). Para observar esta tendencia, en la Figura 13, se muestra el enraizamiento
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a lo largo del tiempo por tratamiento y especie. Se observa que en varios tratamientos la
curva de enraizamiento alcanz6 un punto méaximo y, luego de un tiempo, se estabilizo y

empezo a descender, lo cual refleja la tendencia de crecimiento no lineal.

Por medio de esto, se establecid que el tratamiento que indujo el enraizamiento de
Lycaste cochleata en un menor periodo de tiempo fue T3, ya que presentd un crecimiento
desde el primer mes (4 %) y en el segundo mes el 87 % de las plantulas ya habian
enraizado (Figura 27 y Figura 28). En este tratamiento se alcanz6é un maximo de 93 % en
el tercer mes y luego, en el Ultimo mes, se redujo a un 91 %. De manera similar, T2 alcanz6
un alto porcentaje de enraizamiento, sin embargo, este crecimiento empezo a registrarse
hasta el tercer mes (Figura 29), con un 82 % de plantulas enraizadas y un porcentaje final
de 87 % en el cuarto mes. Asimismo, los tratamientos T4 y T5 presentaron un buen
crecimiento, pero su porcentaje mas alto fue 69 % y 64 % respectivamente. Mientras que
en T6 enraizo el 27 % de las plantulas y en T7 solo el 9 %. Por tltimo, en T1 (tratamiento
control) apenas enraizo el 4 % después de los cuatro meses y sus raices eran mas delgadas
(Figura 30). Por el contrario, Sobralia macrantha no present6 enraizamiento en ningiin caso

segun el criterio de enraizamiento establecido para este estudio (Figura 13).

Figura 13. Proporcion de plantulas enraizadas durante los meses de estudio.
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Nota. Se presentan las curvas con suavizado /oess. La banda celeste representa el intervalo

de confianza del 95 %.
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C.Comparacion del porcentaje final de enraizamiento entre

tratamientos

Dado que S. macrantha no enraiz6é en ninguna de las condiciones evaluadas, la
comparacion se realizé considerando tinicamente los porcentajes finales de enraizamiento
de L. cochleata en los siete tratamientos. Al analizar estos porcentajes mediante una prueba
de Chi-cuadrado, se establecio que si existen diferencias significativas entre tratamientos
de L. cochleata (* = 142.38, p < 0.001) (Cuadro 9). Para conocer en qué tratamientos
especificos hay diferencias, se hizo una comparacion por pares de proporciones. En el

Cuadro 5 se muestran los resultados obtenidos.

Cuadro 5. Comparacion entre proporciones finales de enraizamiento de Lycaste cochleata

en los siete tratamientos

Tratamiento T1 T2 T3 T4 T5 T6
T2 <0.001*** - - - - -
T3 <0.001*** 1.000 - - - -
T4 <0.001*** 0.304 0.124 - - -
T5 <0.001*** 0.164 0.048- 1.000 - -
T6 0.071 <0.001*** <0.001*** 0.002** 0.007** -
T7 1.000 <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** 0.268

Cadigo de significancia: valor-p 0 = “***’ | 0.001 = “*** | 0.01 = “* | 0.05 = -’

Nota. Los efectos que son significativos se muestran en negrita.

El porcentaje de plantulas enraizadas en los tratamientos T2 (p < 0.001), T3 (p <
0.001), T4 (p <0.001) y TS5 (p < 0.001) es significativamente diferente al de T1 (control).
Al comparar estos cuatro tratamientos, solo se encontré diferencia entre T3 y T5, aunque
esta no es tan significativa (p = 0.048). Ademas, es importante resaltar el hecho de que no
hay diferencia significativa entre los dos tratamientos que, en general, demostraron ser
mejores para el enraizamiento: T2 y T3 (p = 1.000). Es decir que estos no difieren en cuanto
al porcentaje final de plantulas enraizadas que alcanzan después de cuatro meses. Por

ultimo, al comparar los tratamientos T6 y T7 con el tratamiento control se obtuvo p=10.071
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y p = 1.000 respectivamente, lo que indica que el enraizamiento en estas concentraciones

no difiere de un medio sin hormonas (Cuadro 5).

D. Formacion de raices laterales

Figura 14. Proporcion de plantulas que presentaron raices laterales durante los meses de

estudio.
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Nota. Se presentan las curvas con suavizado /oess. La banda celeste representa el intervalo

de confianza del 95 %.

Durante el estudio se observd la formacion de raices laterales en las plantulas
expuestas a tratamientos hormonales, un fendmeno que no se present6 en el tratamiento
control (T1). Desde el primer mes de medicion, se empezd a registrar esto en los
tratamientos T3 y T5. Con el paso del tiempo, también se fue registrando en los otros
tratamientos. Para visualizar posibles tendencias, se elabor6 la grafica que se presenta en
la Figura 14. Por medio de esto se puede inferir que el tratamiento 3 promueve una mayor
formacion de raices laterales en L. cochleata, ya que para el segundo mes ya se presentaba
este fenomeno hasta en un 96 % de las plantulas. Esto se redujo hasta un 91 % en el ultimo
mes, pero a pesar de esta reduccion, se mantuvo como el tratamiento con mayor porcentaje.

El segundo tratamiento con mayor porcentaje al final del estudio fue T6 con un 87 %,
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seguido de TS5 con 82 % y T2 con 80 %. Mientras que los tratamientos T4 y T7 generaron
esto en el 73 % de las plantulas. Por otra parte, S. macrantha presentd mas raices laterales
en T6, con un 36 %, seguido de TS5 con 18 % y T7 con solo un 7 %. En el resto de
tratamientos (T2, T3 y T4) solo el 2 % de las plantulas presentd esta caracteristica (Figura

14).
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IV. Discusion

Se evaluo6 el efecto de distintas concentraciones de acido naftalenacético (ANA) y
acido indolbutirico (AIB) en el enraizamiento in vitro de plantulas de Lycaste cochleata y
Sobralia macrantha. En funcion de esto, se determiné la longitud promedio de las raices y
el porcentaje de plantulas enraizadas de ambas especies en cada tratamiento a lo largo del
tiempo. En general, los resultados obtenidos reflejan que L. cochleata respondid
positivamente a varios tratamientos hormonales, mientras que S. macrantha no evidencio

respuestas significativas en la mayoria de los escenarios.

En el caso de Lycaste cochleata, los resultados del modelo para longitud promedio
indicaron que en el tratamiento 2 (ANA a 0.2 mg/L), tratamiento 3 (ANA a 0.4 mg/L) y
tratamiento 5 (AIB a 0.2 mg/L) sus raices tienen un crecimiento significativamente mayor
al de un tratamiento sin hormonas. Especificamente el efecto del tratamiento 3 fue mucho
mayor al resto, lo que indica que es el tratamiento mas efectivo para aumentar la longitud
de las raices en esta especie (Cuadro 2 y Figura 10). Como prueba de esto, se observo una
tendencia de crecimiento mas pronunciada y las raices alcanzaron hasta 2.5 cm de largo en
promedio (Figura 12). De manera similar, en Lycaste skinneri se reportd que ANA a una
concentracion de 0.5 mg/L favorece el desarrollo y la propagacion de brotes a partir de
protocormos (Mata-Rosas y Salazar-Rojas, 2009). Esto sugiere una posible respuesta
comun entre especies del género Lycaste a dicha hormona, incluso en diferentes fases de

su desarrollo.

En cuanto al enraizamiento, por medio del segundo modelo se determin6 que hay
cuatro tratamientos que favorecen de manera significativa. Al igual que en el caso anterior,
el tratamiento 3 (ANA a 0.4 mg/L) result6 ser el que promueve una mayor probabilidad de
enraizamiento, seguido del tratamiento 2 (ANA a 0.2 mg/L) y el tratamiento 5 (AIB a 0.2

mg/L) (Cuadro 4). Ademas, al evaluar la proporcion de plantulas enraizadas de L. cochleata
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en el transcurso del tiempo, se establecio que el tratamiento 3 induce el enraizamiento antes
que el resto de tratamientos. Desde el primer mes enraiz6 el 4 % de las plantulas (Figura
27) y para el segundo mes el 87 % ya habia enraizado, hasta alcanzar un maximo de 93 %
en el tercer mes y una pequefia reduccion a 91 % en el cuarto mes (Figura 13). Por lo tanto,
se puede estimar que el tiempo ideal de exposicion a este tratamiento es de tres meses para

L. cochleata.

De igual forma, con otras especies del género Epidendrum y una especie del género
Dendrobium se han hecho ensayos con AIB y ANA y en general, coinciden en que ANA es
mas beneficioso para el crecimiento radicular (Vasco, 2020; Mendieta, 2013; Mirani et al.,
2017). En primer lugar, para Epidendrum ibaguense se incluyo una concentracion muy
similar de ANA (0.5 mg/L) y se monitored su crecimiento, pero se obtuvieron resultados
diferentes a los de este estudio, ya que esta fue la concentracion menos efectiva para la
induccion de raices a lo largo del tiempo. En cambio, un tratamiento de ANA a 2.0 mg/L y
otro de AIB a 1.0 mg/L mostraron un aumento mas pronunciado en el niimero de raices
desde el dia 30 hasta el dia 80 (Vasco, 2020). En segundo lugar, los estudios realizados con
Epidendrum quinquepartitum y Dendrobium nobile coinciden con el estudio anterior
porque también utilizaron concentraciones altas (hasta 2.0, 3.0 y 10.0 mg/L) y establecieron
que entre mayor es la concentracion de ANA, mayor es la cantidad y longitud de las raices

(Mendieta, 2013; Mirani et al., 2017).

Los estudios descritos anteriormente difieren de este estudio con Lycaste cochleata, ya que
esta especie presentd raices mas abundantes y mas largas en la concentracion intermedia
(0.4 mg/L) y en la concentracion mas baja (0.2 mg/L) de ANA. Las concentraciones mas
altas de hormona, tanto de ANA como AIB, resultaron ser fitotoxicas para esta especie
después de unos meses, generando necrosis en sus raices. Principalmente los tratamientos
6y 7 (AIB 0.4 mg/L y AIB 0.6 mg/L) generaron un mayor debilitamiento y oscurecimiento
en las raices desde el tercer mes y para el cuarto mes, todas las raices ya presentaban
necrosis. Por otro lado, en el tratamiento 4, que fue la concentracion mas alta de ANA (0.6
mg/L), este fendmeno se empezo a observar hasta el cuarto mes, al igual que el tratamiento
3 (ANA a 0.4 mg/L), pero en este ultimo no fue tan pronunciado (Figura 31 y Figura 32).
Esto explica por qué en el tratamiento 3 se presentdé un maximo de enraizamiento en el
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tercer mes y luego, en el cuarto mes se generd una pequeia reduccion por la muerte de
algunas plantulas como consecuencia del debilitamiento de sus raices (Figura 13 y Figura
14). Por ultimo, cabe resaltar que en el tratamiento 2 (ANA a 0.2 mg/L) no se registrd

necrosis en ningin momento (Figura 29 y Figura 31).

El tratamiento 3 (ANA a 0.4 mg/L) también fue el que promovié una mayor
formacion de raices laterales. En este se registrd que el 96 % de las plantulas presentaban
dicho crecimiento desde el segundo mes (Figura 14). Esto es un resultado de la estimulacion
hormonal que generan las auxinas al activar células del periciclo que, al diferenciarse,
originan raices laterales en las raices principales. Lo cual es de gran beneficio porque
aumenta la superficie de absorcion (Mendieta, 2013). También se observoé que los
tratamientos 2 y 3 incrementan el tamafio de las plantulas, ya que algunas alcanzaron una
altura de 3 a 5.5 cm de alto (Figura 32). Una tendencia muy similar se ha registrado en
Lycaste skinneri, Brassavola tuberculata y Epidendrum quinquepartitum. A partir de esto
se ha establecido que ANA promueve el crecimiento en altura de las plantulas al generar
una respuesta de elongacion en las hojas (Mata-Rosas y Salazar-Rojas, 2009; Mengarda et

al., 2017; Mendieta, 2013).

A partir de lo anterior, se puede inferir que para Lycaste cochleata la hormona ANA
es muy favorable si se regula cuidadosamente la concentracion y no se prolonga tanto el
tiempo de exposicion. En otros estudios también se ha reportado que una concentracion
muy alta de auxinas o una aplicacion excesiva después de un enraizamiento inicial, puede
llegar a inhibir la formacion del sistema radicular y perjudicar la salud de las raices porque
altera el equilibrio natural y los procesos celulares (Overvoorde et al., 2010; Zhao, 2010).
Aunque los mecanismos de accion del acido naftalenacético (ANA) atn no se conocen
completamente, se ha establecido que esta hormona se caracteriza por una mayor
estabilidad y una mayor capacidad de difusion que la del 4cido indolbutirico (AIB). ANA
se distingue por ser una auxina lipofilica, por lo que puede llegar a transportarse
pasivamente a través de las membranas celulares. Ademads, no se degrada o metaboliza tan
facilmente y, por lo tanto, puede acumularse y llegar a otros tejidos, como el tejido foliar.

Estas caracteristicas pueden provocar que aun en concentraciones relativamente bajas
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genere efectos notorios e incluso adversos en el crecimiento (Delbarre, 1996; De Klerk et

al., 1997).

En contraste con la primera especie, los resultados de Sobralia macrantha indicaron
que en cuestion de longitud promedio, sus raices no crecieron de manera significativa en
ningun tratamiento. Asimismo, segun el criterio establecido, esta especie no presentd
enraizamiento en ninguno de los tratamientos (Figura 13). A lo largo del estudio se observo
que, a diferencia de L. cochleata, los tratamientos que mas parecian favorecer a S.
macrantha fueron los de AIB. Por ejemplo, el tratamiento 5 (AIB a 0.2 mg/L) mostro
crecimiento de raices desde el primer mes (Figura 33). De igual forma, el tratamiento 6
(AIB a 0.4 mg/L) fue el que indujo una mayor formacion de raices laterales (Figura 14).
No obstante, este crecimiento en las raices no fue suficiente como para que el efecto fuera
significativo (Cuadro 2 y Figura 10). También vale la pena mencionar que esta especie
nunca mostro necrosis en sus raices como consecuencia de la exposicion a las hormonas,
pero si debilitamiento, principalmente con la hormona ANA (Figura 34, Figura 35 y Figura
36). En cambio, en los tratamientos con AIB, como el tratamiento 5, presentd raices mas

verdes y resistentes hasta el final del estudio (Figura 37).

En linea con lo anterior, los dos modelos generados evidenciaron que la respuesta a
los tratamientos varia significativamente entre especies, tanto en la longitud promedio de
las raices como en el enraizamiento. Por un lado, el primer modelo incluia la interaccion
entre especie y tratamiento, lo que permitié evaluar de manera mas especifica esta
variacion. Se establecid que los tratamientos 2 y 3 son bastante favorables para L.
cochleata, mas no para S. macrantha. En el tratamiento 2 (ANA a 0.2 mg/L), las raices de
L. cochleata crecen al mes 0.37 cm mas que las de S. macrantha en el mismo tratamiento.
Mientras, en el tratamiento 3 (ANA a 0.4 mg/L), las raices de L. cochleata crecen
mensualmente hasta 0.81 cm mas que las de S. macrantha. Por otro lado, el efecto del resto

de tratamientos hormonales no varia significativamente entre las especies (Cuadro 3).

Ahora bien, el modelo mas parsimonioso para enraizamiento no incluia la
interaccion especiextratamiento. Es importante mencionar esto ya que el modelo asume

que los tratamientos afectan de la misma manera a ambas especies. Sin embargo, esto no
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es real, ya que S. macrantha mostr6 claras diferencias con L. cochleata al no haber
enraizado en ninguna de las condiciones evaluadas. El hecho de que este modelo no
incluyera la interaccion puede deberse a que solo una especie presentd datos de
enraizamiento. Los registros de S. macrantha fueron siempre 0, lo que pudo haber
provocado que el modelo asumiera que no hay diferencias porque no hay datos
informativos de otra especie. Por lo tanto, el modelo final est4 basado practicamente en los

datos de L. cochleata.

En relacion con las variables aleatorias de los modelos, se determind que existe una
variabilidad significativa entre los frascos utilizados como unidades de siembra, en los
cuales se colocaban las plantulas. Esto puede deberse a que, aunque el medio de cultivo sea
el mismo, cada frasco genera un microambiente con ciertas caracteristicas de humedad, luz,
nutrientes y oxigeno (Ribeiro ef al., 2019). Esto genera condiciones compartidas por las
plantulas que se encuentran dentro del frasco haciendo que no sean completamente
independientes entre si. Ademas, las caracteristicas de cada microambiente pueden tener
ligeras variaciones. Especificamente en este estudio, es muy probable que se hayan
generado microambientes distintos dado que se utilizaron frascos de vidrio y cajas Magenta
como recipientes de cultivo, los cuales difieren en el tipo de material y el nivel de

transparencia.

En cuanto al efecto de la muestra (cada plantula individual), se determin6 que este
fue significativo en la longitud promedio de las raices, mas no en el enraizamiento. Primero,
la variacion que se presentd para longitud promedio puede deberse a las diferencias que, de
por si, existen entre individuos. Esto se debe a que todas las plantulas estudiadas fueron
sembradas a partir de una cépsula, es decir que vienen del mismo germoplasma que
contenia varias semillas. Cada una de ellas corresponde a un individuo diferente, por lo que
naturalmente existe variabilidad genética entre individuos asociada al proceso de meiosis;
no son clones de una planta madre. Esto hace que en las condiciones evaluadas existan
ciertas diferencias aun entre plantulas de la misma especie (Betancourt, 2020; Abdelnour y

Escalant, 1994).
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En cambio, el efecto no significativo de la muestra en el modelo de enraizamiento
puede deberse a que en este estudio la variable de enraizamiento considera tanto cantidad
como longitud de las raices. Por lo cual es un crecimiento que depende fuertemente de la
presencia de otros agentes como las hormonas, porque toma en cuenta la elongacion y la
division celular. El hecho de que no haya efecto de la muestra en el enraizamiento indica,
de cierta forma, que el individuo no aporta tanto o no resulta ser tan significativo en el
crecimiento comparado con el efecto que tiene la accidon hormonal u otras variables
consideradas en el modelo. Contrario a la longitud por si sola, en la cual la variabilidad de
cada individuo tiene un peso mdas considerable porque es un proceso dependiente

principalmente de la fisiologia de la plantula.

Abordando otro aspecto, es importante sefialar que se descarto la posibilidad de que
la transferencia y manipulacion mensual de las plantulas influyera en los resultados. Se
establecid que la medicion de las raices y el cambio de medio se realizaria una vez al mes
porque coincide con el protocolo establecido por el larna. En este se menciona que el
periodo ideal para reemplazar el medio es una vez al mes porque coincide con el tiempo en
el que las plantulas tardan en absorber nutrientes disponibles y representa un procedimiento
estandar de los cultivos in vitro (Iarna-URL, 2018). Por lo tanto, los efectos observados
pueden atribuirse con mayor certeza a los tratamientos hormonales aplicados y no a factores

relacionados con el manejo o manipulacion de las plantulas.

Por ultimo, respecto a la comparacion por pares entre porcentajes finales de
enraizamiento, es importante mencionar que esta se hizo considerando solo los siete
tratamientos de L. cochleata, debido a que S. macrantha nunca enraizo. Por medio de esto
se comprobo que los tratamientos que favorecen el enraizamiento y generan un porcentaje
de plantulas enraizadas significativamente diferente al de un tratamiento sin hormonas son:
tratamiento 2 (ANA a 0.2 mg/L), tratamiento 3 (ANA a 0.4 mg/L), tratamiento 4 (ANA a
0.6 mg/L) y tratamiento 5 (AIB a 0.2 mg/L). Ademas, el andlisis reveldo un hallazgo
particularmente relevante: el porcentaje de enraizamiento de los tratamientos 2 y 3 no es
significativamente diferente entre si (Cuadro 5). Vale la pena resaltar esto ya que ambos
fueron los tratamientos més efectivos para L. cochleata. Sin embargo, a pesar de no haber
diferencia en el porcentaje de enraizamiento final, es importante notar que el tratamiento 3
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indujo raices dos meses antes que el tratamiento 2 (Figura 13). Este factor del tiempo es de
especial interés considerando los costos elevados que implica mantener una especie en
condiciones in vitro y la necesidad de optimizar estas metodologias para conservacion

(Mufioz, 2019; Mendieta, 2013).

En sintesis, los resultados de esta investigacion evidenciaron que la respuesta a los
tratamientos hormonales difiere notablemente entre Lycaste cochleata y Sobralia
macrantha. Estas diferencias pueden atribuirse a varios factores. En primer lugar, la edad
de las plantulas, ya que el registro de S. macrantha llevaba nueve afios dentro del
laboratorio en condiciones in vitro, mientras que el de L. cochleata tenia seis afios de edad
y esto podria influir en la capacidad de respuesta hormonal. En segundo lugar, se ha
determinado que S. macrantha es una especie con requerimientos mas especificos en cuanto
al medio de cultivo, el complejo orgénico y la concentracion de sales dependiendo de la
fase de crecimiento en la que se encuentre. Se ha comprobado que, tanto para germinacion
como desarrollo, se establece mejor en medios de cultivo mas simples en cuanto a
composicion y concentracion de sales, como el medio Knudson C. Este ha demostrado ser
mas beneficioso porque tiene una menor cantidad de sales comparado con el medio MS.
Asimismo, se ha observado un mejor desarrollo al anadir jarabe de maiz como fuente de

carbono en el medio, en lugar de sacarosa (Betancourt, 2020).

Tomando en cuenta que S. macrantha tiene requerimientos diferentes y mas
especificos, se puede inferir que haberla cultivado en medio MS durante todos estos afios,
podria haber limitado su desarrollo adecuado ya que se ha comprobado que este medio no
es favorable para esta especie (Betancourt, 2020). Una posible evidencia de ello es que,
desde el inicio del estudio, varias plantulas de esta especie tenian una apariencia débil y a
pesar de que ya tenian algunas raices, estas se encontraban bastante fragiles. También se ha
establecido que, desde la etapa de germinacion, pueden observarse diferencias entre
orquideas terrestres, como S. macrantha y epifitas, como L. cochleata. Esto debido a que
las semillas de especies terrestres tienen una testa mas lignificada y por ello, requiere
pretratamientos especificos. Si no se aplican estos pretratamientos pueden generarse
complicaciones en el proceso de germinacion y en el desarrollo desde las primeras etapas
(Yeung et al., 2018; Betancourt, 2020).
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En cuanto a la concentracion ideal de auxinas para enraizamiento, se ha
determinado que esta varia segun la planta y su genotipo. Aunque este aspecto no se haya
comprobado experimentalmente en este estudio, es importante considerar que las
diferencias observadas en este estudio también pueden deberse, en parte, al genotipo de
cada especie, ya que este define factores fisiologicos y bioquimicos que, a su vez,
determinan coOmo reacciona cada una a diferentes condiciones. De la misma manera, en
otros estudios se ha comprobado que las cantidades de reguladores de crecimiento y sus
combinaciones no son las mismas para todas especies porque los genotipos responden de

manera diferente (Teixeira et al., 2017; Betancourt, 2020; Quintero et al., 2003).

Por ultimo, se debe tomar en cuenta el habito de cada especie. S. macrantha es una
especie terrestre, por lo que sus raices pueden ser mas robustas, adaptadas a una absorcion
mas gradual y a suelos con variabilidad en composicion quimica. Lo cual podria generar
una mayor tolerancia a las hormonas o una menor sensibilidad a las concentraciones
evaluadas. A diferencia de L. cochleata que, al ser una especie epifita, podria estar adaptada
a mecanismos de absorcion mas rapidos o eficaces y esto la hace més sensible a las auxinas
sintéticas aun con dosis bajas (Rasmussen, 1995; Universidad Auténoma de Chapingo,

2001).

Aunque S. macrantha no haya enraizado segln el criterio establecido, es importante
considerar la forma y el funcionamiento de sus raices. El criterio podria no ser igualmente
aplicable a esta especie, dado que existen diferencias estructurales en las raices asociadas
al habito de crecimiento (Schulz ef al., 2006). Esto es de especial relevancia considerando
que esta especie si presentd respuestas positivas ante tratamientos de AIB, principalmente
en AIB a 0.4 mg/L, que gener6 un mayor crecimiento de raices laterales. Esto podria indicar
que si hay un efecto en la division celular, pero menos pronunciado y mucho mas lento en
comparacion con L. cochleata, ya que se empezd a observar hasta después de tres o cuatro
meses (Figura 14). Comprender estas diferencias en la respuesta de cada especie es
fundamental para optimizar protocolos de enraizamiento mas precisos, especialmente en
aquellas especies con requerimientos muy especificos y en las que aun existen vacios de

informacion.
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V. Conclusiones

La longitud promedio de raices difiri6 significativamente entre especies (valor-p <
0.001), donde las raices de Lycaste cochleata tienden a crecer mas que las de

Sobralia macrantha.

El tratamiento 3 (ANA a 0.4 mg/L) promovi6 de manera significativa el crecimiento
de las raices de Lycaste cochleata, alcanzando una longitud promedio de hasta 2.5
cm al final del estudio (valor-p < 0.001). En contraste, las raices de Sobralia
macrantha no presentaron un crecimiento significativo en ninguno de los

tratamientos evaluados.

La probabilidad de enraizamiento difirid significativamente entre especies, donde
Lycaste cochleata presentd una mayor probabilidad de enraizamiento que Sobralia

macrantha (11.03, valor-p < 0.001).

El tratamiento 3 (ANA a 0.4 mg/L) indujo el enraizamiento en Lycaste cochleata
en un menor periodo de tiempo, logrando un maximo de 93 % de plantulas

enraizadas en tres meses.

Sobralia macrantha no presentd enraizamiento en ninguna de las condiciones

evaluadas, segun el criterio establecido.

Existen diferencias significativas entre los porcentajes finales de enraizamiento
generados por los siete tratamientos en Lycaste cochleata, donde los tratamientos 2

(ANAa0.2 mg/L), 3 (ANA 2 0.4 mg/L), 4 (ANAa0.6mg/L)y5 (AIBa0.2 mg/L)
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mostraron un enraizamiento significativamente diferente al de un tratamiento sin

hormonas (valor-p < 0.001).

El porcentaje final de enraizamiento de Lycaste cochleata en el tratamiento 2 (ANA
a 0.2 mg/L) y el tratamiento 3 (ANA a 0.4 mg/L) no mostrd diferencias
significativas (valor-p = 1.000). Sin embargo, al considerar el factor del tiempo, el
tratamiento 3 resultd ser mas efectivo porque indujo el enraizamiento dos meses

antes que el tratamiento 2.

Se determind que existe un efecto significativo del frasco en la longitud promedio
de las raices y en el enraizamiento. En cambio, el efecto de la muestra fue

significativo en la longitud promedio de raices, pero no en el enraizamiento.

El tratamiento 3 (ANA a mg/L) gener6 un mayor porcentaje de plantulas de Lycaste
cochleata con raices laterales (96 %), mientras que en Sobralia macrantha el
tratamiento 6 (AIB a 0.4 mg/L) fue el que generd un mayor porcentaje de plantulas

con raices laterales (36 %).
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VI. Recomendaciones

Se determind que el acido naftalenacético (ANA) es mas favorable para el
enraizamiento de Lycaste cochleata. Especificamente, las concentraciones de 0.2
mg/L y 0.4 mg/L fueron las mas efectivas. Se recomienda cultivar las plantulas de
esta especie en /2 medio MS con ANA a 0.4 mg/L, ya que el enraizamiento se genera

en un menor periodo de tiempo.

Para Lycaste cochleata, el tiempo 6ptimo de enraizamiento con ANA a 0.4 mg/L es
de tres meses. Por lo tanto, se recomienda limitar la fase de enraizamiento a dicho
periodo de tiempo o en cuanto se observen raices de al menos 2 cm de largo para
iniciar el proceso de aclimatacion. Esto permitira evitar posibles efectos fitotoxicos

causados por una exposicion muy prolongada a la hormona.

En este estudio, se utilizaron plantulas de seis (L. cochleata) y nueve anos (Sobralia
macrantha) de edad. Debido a la limitada respuesta de Sobralia macrantha se
recomienda iniciar un nuevo cultivo de esta especie a partir de una nueva cépsula 'y
monitorear su desarrollo para luego generar ensayos con material mas vigoroso y

evaluar si la edad realmente fue un factor que influy6 en el enraizamiento.

Ademas de la edad de las plantulas, Sobralia macrantha demostro tener
requerimientos mas especificos y diferentes a los de Lycaste cochleata. Por ello, se
recomienda iniciar un nuevo cultivo de plantulas de S. macrantha en medio
Knudson C y luego implementar ensayos de enraizamiento con diferentes
concentraciones de ANA y AIB para evaluar como responde en condiciones

distintas al medio MS.
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Este estudio respalda el efecto positivo que pueden tener las auxinas sintéticas sobre
el enraizamiento in vitro de orquideas, pero esto varia entre especies. Por lo tanto, se
recomienda dar continuidad a investigaciones similares tanto con especies del mismo
género que las de este estudio, como con especies de otros géneros, para evaluar
tendencias y establecer un protocolo que favorezca el enraizamiento de mas registros

que se encuentran dentro del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del larna-URL.

Ademas del enraizamiento, en los tratamientos con ANA se observo un aumento en
el tamafno de las hojas de Lycaste cochleata. En proximas investigaciones, se
recomienda complementar los ensayos de enraizamiento in vitro con mediciones de
las hojas para identificar qué tratamientos favorecen, no solo la formacion de raices,

sino también un crecimiento general de las plantulas.

Se recomienda hacer més investigaciones en las que se relacione el tiempo con el
crecimiento de las raices para establecer periodos Optimos de enraizamiento de
diferentes especies. De esta forma, se podria establecer en qué fase de crecimiento
de las plantulas aplicar reguladores de crecimiento y en qué momento retirarlos o

iniciar la fase de aclimatacion.

Se observo que las hormonas favorecen la formacion de raices laterales en plantulas
de Lycaste cochleata y Sobralia macrantha. De manera especifica, en Sobralia
macrantha se registro este crecimiento principalmente en los tratamientos con AIB.
En préximas investigaciones se recomienda considerar la presencia/ausencia de
raices laterales como otra variable de respuesta en los modelos para evaluar si el

efecto de los tratamientos realmente es significativo.

Se identifico variabilidad significativa entre muestras (individuos) en el modelo de
longitud promedio de raices. Por lo tanto, se recomienda complementar los estudios
de enraizamiento con andlisis moleculares para evaluar con mayor precision esta
variabilidad natural entre individuos, asi como la diversidad genética de las

plantulas.
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VIII. Apéndices

A. Registro fotografico del proceso de cultivo y medicion

Figura 15. Medicion y transferencia de plantulas bajo condiciones estériles.

/D

Figura 16. Método empleado para medicion de raices con regla y caja Petri de vidrio.
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Figura 17. Método de rotulacion y siembra de tres plantulas en cada frasco.
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Figura 20. Promedio diario de temperatura y humedad relativa para Sobralia macrantha.

80.0

26.0

(%) eAITR[3. pepaWnH

© o o 9o o
Yol o n o n
~ ~ © © [Te}
n o 1 o 1w o W
Yo} Te] < <t (a2} [s2] N
[9\] N N (V] [9\] N N
(Do) eaMRIadWa |

22.0

§¢0¢/T0/9¢
G¢0¢/10/6T
G¢0¢/10/¢T
§¢0¢/T0/S
¥¢0c/ct/6e
vc0c/ctiee
¥20¢/cT/ST
¥20¢/2T/8
vc0c/eT/T
¥20¢/TTIve
vC0c/TT/LT
¥¢0c/TT/0T
¥20¢/TT/E
¥¢0¢/0T/L2
¥¢0¢/0T/0¢
¥20¢/0T/ET
¥¢0¢/0T/9
¥¢0¢/60/6¢
¥¢0¢/60/¢¢
¥¢0¢/60/5T
¥¢0¢/60/8
¥20¢2/60/T

== Humedad relativa

== Temperatura

Recomendaciones técnicas relacionadas. En la Figura B1 y la Figura B2, se observa

el promedio diario de temperatura y humedad relativa registrados en el area donde se
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encontraban las plantulas de cada especie. Por medio del uso de dataloggers, se observd
una diferencia de aproximadamente 1 °C entre la temperatura real registrada por estos
dispositivos y la que se muestra en el panel de control del aire acondicionado. Por ejemplo,
al establecer la temperatura a 22 °C en el panel de control, los dataloggers registraron
23 °C en promedio para ambas especies. Esto puede deberse a la distribucién no
homogénea del aire en el cuarto de crecimiento. Se recomienda considerar este factor al
momento de ajustar la temperatura del aire acondicionado de forma que esté a 1 °C menos
de la deseada para compensar la diferencia en el area donde se encuentran las plantulas,

especialmente las de areas mas alejadas.

C. Seleccion y validacion de modelos para longitud promedio y

enraizamiento

Cuadro 6. Resultados de la seleccion de modelos candidatos para cada variable de

respuesta.

Modelos candidatos R? RMSE Peso
AlCc

a) Longitud promedio de raices
Longitud promedio = Mes de medicion + 0491 0.391 0.999
EspeciexTratamiento + Frasco + Muestra
Longitud promedio = Mes de medicion + Especie + 0.491  0.390 0.001
Tratamiento + Frasco + Muestra
Longitud promedio = Especie + Tratamiento + Frasco 0.385 0.434 <0.001
+ Muestra

b) Enraizamiento
Enraizamiento = Mes de medicion + Especie + 0.887  0.103 0.999
Tratamiento + Frasco + Muestra
Enraizamiento = Mes de medicion + 0.887 0.103 0.001
EspeciexTratamiento + Frasco + Muestra
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Nota. Se muestra la proporcion de variabilidad explicada (R?), el error cuadratico medio

(RMSE) y el peso del Criterio de Informacion de Akaike (AICc) de cada modelo

Cuadro 7. Resumen del modelo seleccionado para cada variable de respuesta.

Modelo seleccionado Total de R? Desviacion
observaciones explicada

a) Longitud promedio de raices
Longitud promedio ~ Mes de medicién + 3150 0.49 52.6%
EspeciexTratamiento + Frasco + Muestra

b) Enraizamiento
Enraizamiento ~ Especie + Tratamiento + 3150 0.89 86.8%
Mes de medicion + Frasco + Muestra
Nota. R? corresponde a la variabilidad explicada.

Figura 21. Analisis de residuos DHARMa del modelo seleccionado para longitud

promedio de raices.
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Figura 22. Analisis de residuos DHARMa del modelo seleccionado para enraizamiento.

Figura 23. Efecto parcial de las variables aleatorias sobre la longitud promedio de raices.
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Figura 24. Efecto parcial de las variables aleatorias sobre el enraizamiento.

A B

Efectn parcial

Cuantiles gaussianos

B
Cuantiles gaussianos

Nota. (A) Efecto del frasco y (B) efecto de la muestra

Cuadro 8. Evaluacion del indice k de los términos suavizados en ambos modelos.

K’ edf Indice k Valor-p
a) Longitud promedio de raices
s(Mes de medicion) 4.00 3.44 0.52 <0.001
b) Enraizamiento
s(Mes de medicion) 4.00 3.67 0.91 <0.001

Nota. Se presenta el valor de k utilizado (k’), los grados de libertad efectivos estimados

(edf), el indice k y el valor-p asociado.

Figura 25. Efecto parcial del tiempo sobre la longitud promedio de raices.
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Figura 26. Efecto parcial del tiempo sobre el enraizamiento
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D.Prueba Chi-cuadrado para porcentajes finales de

enraizamiento

Cuadro 9. Resultado de la prueba estadistica Chi-cuadrado entre porcentajes de

enraizamiento final de Lycaste cochleata

1 df Valor-p
142.38 6 <0.001

Nota. Se muestra el valor de Chi-cuadrado (), los grados de libertad (df) y el valor-p

obtenido.
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E. Evidencia fotografica del crecimiento radicular de Lycaste

cochleata

Figura 27. Ejemplos de plantulas de L. cochleata con raices en el primer mes.

““““““

% TS T == - - ‘_ : -
Nota. (A) Plantula 306_T3F12A en ANA 0.4 mg/L; (B) Plantula 306 T5F4A en AIB 0.2
mg/L

Figura 28. Ejemplos de plantulas de L. cochleata con raices en el segundo mes.

Nota. (A) Plantula 306_T3F13A en ANA 0.4 mg/L; (B) Plantula 306 _T5F6C en AIB 0.2
mg/L

77



Figura 29. Ejemplos de plantulas de L. cochleata con raices en el tercer mes.

Nota. (A) Plantula 306_T2F13B en ANA 0.2 mg/L; (B) Plantula 306_T3F13B en ANA 0.4
mg/L; (C) Plantula 306 T4F2C en ANA 0.6 mg/L; (D) Plantula 306 T5F2B en AIB 0.2
mg/L; (E) Plantula 306_T6F15A en AIB 0.4 mg/L; (F) Plantula 306 _T7F5 en AIB 0.6 mg/LL

Figura 30. Ejemplo del crecimiento radicular de L. cochleata en el tratamiento control

después de cuatro meses.

Nota. Plantula 306_T1F3B en /2 medio MS sin hormonas
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Figura 31. Ejemplos de plantulas de L. cochleata con raices en el cuarto mes.

V'b

Nota. (A) Plantula 306 T2F15A en ANA 0.2 mg/L; (B) Plantula 306 T3F13A en ANA 0.4

mg/L; (C) Plantula 306 T4F6C en ANA 0.6 mg/L con debilitamiento de raices; (D)
Plantula 306_TSF1C en AIB 0.2 mg/L; (E) Plantula 306 T6F4A en AIB 0.4 mg/L con
raices necrosadas; (F) Plantula 306 T7F14C en AIB 0.6 mg/L con raices necrosadas

Figura 32. Crecimiento de hojas e inicio de debilitamiento de raices en ANA 0.4 mg/L

después de cuatro meses.
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F. Evidencia fotografica del crecimiento radicular de Sobralia

macrantha

Figura 33. Crecimiento de raices en S. macrantha después de un mes en AIB 0.2 mg/L.

mes.

Nota. (A) Plantulas del frasco 147 _T2F8 con ANA 0.2 mg/L; (B) Plantula 147 T3F6A en
ANA 0.4 mg/L; (C) Plantula 147 _T4F15A en ANA 0.6 mg/L; (D) Plantula 147 _T5F9C en
AIB 0.2 mg/L
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Figura 35. Ejemplos de plantulas de S. macrantha con raices en el tercer mes.

Nota. (A) Plantula 147 T2F14B con ANA 0.2 mg/L; (B) Plantula 147 T3F2B en ANA 0.4
mg/L; (C) Plantula 147 T4F6C en ANA 0.6 mg/L; (D) Plantula 147 T5F4C en AIB 0.2
mg/L; (E) Plantula 147 _T6F12C en AIB 0.4 mg/L; (F) Plantula 147 T7F11B en AIB 0.6
mg/L

Figura 36. Ejemplo del crecimiento radicular de S. macrantha en el tratamiento control

después de cuatro meses.
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Figura 37. Ejemplos de plantulas de S. macrantha con raices en el cuarto mes.

, | R 1
Nota. (A) Plantula 147 T2F14B con ANA 0.2 mg/L; (B) Plantula 147 T3F13C en ANA
0.4 mg/L; (C) Plantula 147 T4F1A en ANA 0.6 mg/L; (D) Plantula 147 T5F9B en AIB

0.2 mg/L; (E) Plantula 147 T6F12B en AIB 0.4 mg/L; (F) Plantula 147 T7F10B en AIB
0.6 mg/L

Figura 38. Plantulas de S. macrantha del tratamiento con AIB 0.2 mg/L dos meses después

de haber terminado el estudio.
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IX. Glosario

Acido indolbutirico: es una hormona vegetal sintética del grupo de las auxinas que
estimula el enraizamiento y el crecimiento de raices laterales en plantas (Baez-Pérez

etal.,2015).

Acido naftalenacético: es una hormona vegetal sintética del grupo de las auxinas
utilizada principalmente para la propagacion vegetativa y la induccion de raices

(Siddiqui, 2018).

Epifita: que vive sobre otra planta, pero que no la parasita nutricionalmente, sino

que solo la usa como soporte (Real Academia Espafiola [RAE], 2024).

Explante vegetal: cualquier tejido meristematico extraido de una planta madre que
sirve como material de partida para iniciar cultivos in vitro (Berjak y Pammenter,

2017).
Fitotoxicidad: cuando un elemento quimico supera en las plantas un determinado
umbral de concentracion o tiempo de exposicion generando dafios o alteraciones

fisiologicas (Parra et al., 2003).

Litéfita: una planta que crece en la superficie de rocas o cantos rodados (Lowman

y Rinker, 2004).

Necrosis: degeneracion de un tejido por muerte de sus células (Real Academia

Espaiiola, 2024).
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¢ Plantula: planta joven, en sus primeros estadios de desarrollo (Universidad Publica

de Navarra [UPNA], s.f.).

e Vial: recipiente de vidrio que contiene plantulas cultivadas en medio nutritivo.
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