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Resumen

En esta investigacion se pretende estimular el desarrollo de protocormos de Masdevallia coccinea y Maxcillaria
nutans bajo condiciones 7 vitro utilizando diferentes concentraciones de acido indol acético y carbén activa-
do. El protocolo obtenido es una alternativa de la conservacion de orquideas que se encuentran en vias de
extincion, y ademas permite contribuir con el mejoramiento medioambiental. En la evaluacién del desarrollo
vegetativo bajo condiciones 2 vitro de los protocormos de Masdevallia coccinea'y Maxillaria nutans, orquideas en
vias de extincion, se obtuvo que solamente Maxillaria nutans alcanzara su desarrollo exitoso mediante el culti-
vo in vitro en el medio Murashige y Skoog (1962), donde se evalu6 el efecto de la interaccion entre el carbon
activado (0,0; 0,5, 1,0 % (p/v)) y el 4cido indol acético (0,0; 0,5; 1,0 mg/L-1). El medio de cultivo empleado
fue enriquecido con sacarosa al 3% y el Myo inositol al 0,1 g/L-1. Los protocormos de Masdevallia coccinea
evidenciaron que se encontraban inmaduros, situacion por la cual no lograron su desarrollarlo vegetativo en
el experimento planteado, en atencién a que se encontraban en el periodo de latencia. Por esta razoén, es de
gran importancia tener en cuenta que las capsulas de las orquideas deben estar bien maduras, a fin de garan-
tizar que los protocormos que se forman 7 vitro sean maduros y completen con facilidad su morfofisioldgfa.
Mientras que los protocormos de Maxillaria nutans dieron un mayor rendimiento en su desarrollo vegetativo.
En esta investigacion se determiné que el efecto de la interaccion de 0,5% de carboén activado con 0,5 mg/L-1
de AIA es positivo sobre la tasa de crecimiento para el desarrollo de los protocormos de Maxillaria nutans bajo

condiciones 2 vitro.
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Abstract

When evaluating the protocorm growth of endangered orchids Masdevallia coccinea and Maxillaria nutans in in
vitro conditions, only Maxillaria nutans achieved successful development by 7z vitro culture in Murashige and
Skoog (1962); the effect of the interaction between activated carbon (0.0, 0.5, 1.0% (w / v)) and indole acetic
acid (0.0, 0.5, 1.0 mg;L-1) was evaluated. Culture medium was entiched with 3% sucrose and 0.1 g/L-1 myo-
inositol. Masdevallia coccinea protocorms were revealed to be immature, meaning that they could not achieve
vegetative development in the planned experiment as they were in their latency period. It should thus be
noted that orchid capsules should be ripe to ensure that protocorms formed in vitro are mature and easily
complete their morphophysiological development. However, Maxillaria nutans protocorms gave higher yield
during their vegetative development. This research found that the interaction effect of 0.5% activated carbon
with 0.5 mg/L-1 IAA was positive on growth rate for Maxillaria nutans protocorm development in i vitro
conditions. The protocol obtained in this investigation represents a conservation alternative for endangered

orchids and can contribute towards environmental improvement.

Key words: Masdevallia coccinea, Maxillaria nutans, in vitro, activated charcoal, TAA.
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Introduccién

La familia Orchidaceae es una de las mas
abundantes del mundo, y la belleza de sus flo-
res representa un gran potencial para la indus-
tria ornamental; aparecieron sobre la faz de la
tierra hace unos 100 a 200 millones de afios
en el archipiélago de Borneo, y desde alli se
extendieron a todos los continentes (Rivera,
1998). En los trépicos es donde se concentra
el mayor namero de ellas, y es precisamente en
estas regiones donde se ha producido el mayor
impacto ecolégico provocado por el hombre
en los ultimos afios. Las amenazas que directa
o indirectamente afectan a las orquideas son la
deforestacién, los incendios forestales, el tra-
siego ilegal de plantas, el manejo inapropiado
de especies (Zambrano, 2000; Cupitra, 2009;
Escudero e Iriondo, 2009; Magdaleno, 2009;
Zamora, 2009).

En este trabajo se realizo el cultivo i
vitro de dos especies de orquideas: Masdevallia
coccinea v Maxillaria nutans, plantas terrestres
humicolas endémicas de Colombia que se en-
cuentran en vias de extincion, con la categoria
global “En peligro” (EN), como consecuencia
de su reduccién poblacional mayor al 50% en

Aprobado: octubre 25 de 2010

los ultimos 30 anos, debido a altos niveles de
recoleccion y a una disminucion en la calidad
del habitat (Instituto Alexander von Humbolt,
1997; Okada, 2001; Calder6n, 2007; Sarmien-
to, 2009). Estas especies son poco cultivadas
ya que su crecimiento y desarrollo son lentos,
por tanto, se pretende realizar cultivos en me-
dio 7n vitro para acelerar su desarrollo, preservar
estas especies y conservarlas. La realizacion del
cultivo 7n vitro se generd a partir de la siembra
de protocormos (pequefios cuerpos isométri-
cos), en un medio nutritivo llamado Murashige
& Skoog (1962), el cual le proporciona macro
y micronutrientes a las semillas, desplazando
las funciones del hongo en la relacién simbio-
tica. Este medio fue enriquecido con el AIA, la
hormona que desencadena el enraizamiento y
la elongacion de la planta, y el carbon activado
que sirve de sustrato y absorbe los fenoles oxi-
dantes en la misma.

Con esta técnica se pretende estandarizar
un protocolo para el desarrollo de Masdevallia
coccinea y Maxillaria nutans; siendo estas dos es-
pecies no cultivadas en condiciones de labo-
ratorio, cuya multiplicacion ha estado sujeta a
los métodos convencionales de propagacion
vegetativa 7 vivo, el establecimiento de un pro-
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tocolo encaminado al crecimiento y desarro-
llo de protocormos de Masdevallia y Maxillaria
bajo condiciones de cultivo 7 vitro requiere de
la evaluacioén de diversos factores que tanto de
forma individual como integrada determinan el
éxito del vitro-cultivo, dentro de estos factores se
encuentran los medios de cultivo en cuanto a
su composicion nutritiva y reguladores del cre-
cimiento, asi como las condiciones de incuba-
cién como luz y temperatura.

La implementacion de un disefio expe-
rimental mediante el cultivo /# vitro pretende
evaluar el efecto del carbén activado y del fi-
torregulador acido indol acético (AIA), sobre
la tasa de crecimiento y desarrollo de los pro-
tocormos de Masdevallia coccinea y Maxillaria
nutans, buscando encontrar las concentracio-
nes Optimas en que estas sustancias se deben
adicionar a los medios de cultivo para obtener
un resultado favorable respecto al desarrollo de
estas plantas bajo condiciones de cultivo 7z vitro.
De igual forma, es importante tener en cuenta
el estado de desarrollo de las capsulas de orqui-
deas que se utilizan en estos procesos, a fin de
garantizar el desarrollo morfofisiolégico de los
protocormos que se logran generar tan pronto
las semillas de las orquideas germinan de forma
asimbiéticamente bajo condiciones i vitro.

Materiales y métodos

La evaluacion del efecto del AIA y del
carbon activado en el desarrollo de los proto-
cormos bajo condiciones iz vitro de Masdevallia
coccinea y Maxillaria nutans, se obtiene siguiendo
los siguiendo pasos:

1. Coleccioén de capsulas. El material
vegetal se obtuvo mediante capsu-
las de las dos especies de orquideas
colectadas en el paramo de Guas-
ca localizado en el departamento de
Cundinamarca, en la regién del Gua-
vio, a cincuenta kildmetros al nordes-
te de la ciudad de Bogota D. C. Tiene
una temperatura promedio de 15 °C
y se encuentra a una altitud de 2.700
metros sobre el nivel del mar, ubican-

2.

dose entre los pisos térmicos frio y
paramo. Masdevallia coccinea 'y Maxilla-
ria nutans, para el cultivo de semillas
bajo condiciones 2 vitro, se encuen-
tran entre los 7 y los 8 meses a partir
de la polinizacion, para lograr obtener
un mayor porcentaje de embriones
viables, que se vera representado en
un porcentaje de germinacion alto,
menor tiempo de germinacién y de-
sarrollo de los protocormos de buen
vigof.

Desinfeccion de las capsulas. Las
capsulas fueron desinfectadas en solu-
cién de detergente comercial Axién®
en polvo durante 10 min, y enseguida
enjuagadas con agua destilada estéril.
Posteriormente, las capsulas se su-
mergieron en solucién de hipoclorito
de sodio al 0,5% por 10 min, y en-
juagadas tres veces con agua destilada
estéril, bajo condiciones asépticas en
el laboratorio.

Siembra de las semillas bajo con-
diciones 77 vitro. Las semillas fueron
retiradas de las capsulas y se colecta-
ron en cajas de Petri. Luego se sem-
braron en los medios de cultivo MS
enriquecidos con 3% de sacarosa, 0,1
g/L" de Myo-inositol, 10,0 g/L" de
fécula de maiz (Maizena®) y 3,0 g/1."
de Agar. El pH de todos los medios
fue ajustado a 5,8, antes de ser esteti-
lizados a una presion de 1,06 kg cm.”?
por 20 min.

Incubacion de las unidades ex-
perimentales. Los cultivos fueron
incubados en luz blanca (20 pmol m*
s dada por luz fluorescente) (tubos
fluorescentes de luz dia FL-20D/18,
20 W, China Electric Co., Taipei), a
20 * 2 °C hasta alcanzar pequefios
protocormos redondos (2,5 mm en
didmetro) con un fotoperiodo de 16
h. Las semillas de Masdevallia coccinea'y
Maxcillaria nutans asi germinadas alcan-
zan el estado de protocormo a las 24
semanas después de la siembra, mo-
mento en el cual se inicia el estudio
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del desarrollo de los protocormos, de
acuerdo con el disefio experimental

Evaluacion del desarrollo de los

mientos (tabla 1). La medicién de la
tasa de desarrollo de los protocormos
de Masdevallia coccinea y Maxillaria nu-

tans bajo condiciones del cultivo
vitro se realizé evaluando la respuesta
morfoldgica de los protocormos ante
la alteracién de concentraciones de
acido indol acético y carbon activado.

protocormos. En esta fase del tra-
bajo de investigacion se seleccioné el
material vegetal, después de los seis
meses de germinaciéon, que en ese
momento se encontraba en el estado
de protocormo sin desarrollo de un
vastago o con un desarrollo del vas-
tago no superior a los 2 mm de lon-
gitud. La totalidad de los tratamientos
fue recultivado en medio MS donde
se evaluaron los siguientes dos facto-
res: carbén activado (0,0; 0,5; 1,0%
(w/v) y acido indol acético (0,0; 0,5;
1,0 mg/L") para un total de 9 trata-

LLa medicién cualitativa de 1a tasa de cre-
cimiento y desarrollo de los protocormos de
Masdevallia coccinea 'y Maxillaria nutans tienen cin-
co niveles: nulo, bajo, medio, alto y muy alto.
Para efectos del analisis estadistico, a cada uno
de los niveles de valoracién cualitativa se la
asignara, en concordancia, un valor cuantitati-
vo (tabla 2).

Tabla 1. Combinacién de concentraciones de la auxina A.LLA y carbén activado en un disefo
completamente al azar con arreglo factorial (3x3) para estimular el desarrollo de protocormos de
Masdevallia coccinea y Maxillaria nutans

Carbon activado (%) | Acido indol acético mg/L" Tratamiento

0,0
0,0 0,5
1,0
0,0
0,5 0,5
1,0
0,0
1,0 0,5
1,0

O [0 [N [ |u |~ W N =

Tabla 2. Correspondencia cuantitativa para cada uno de los niveles de valoracion cualitativa dispuestos
para la medicion de la tasa de crecimiento y desarrollo de los protocormos de Masdevallia coccinea y
Maxillaria nutans bajo condiciones de cultivo in vitro

Nivel cuantitativo Nivel cualitativo
0 Nulo
1 Bajo
2 Medio
3 Alto
4 Muy alto
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Analisis estadistico

Los protocormos fueron distribuidos de
acuerdo a un disefio completamente al azar con
arreglo factorial de 3 x 3. Tres concentracio-
nes de catbén activado (0,05 0,5; 1,0 % (p/v))
y tres concentraciones de AIA (0,0; 0,5; 1,0
mg/L"), para un total de 9 tratamientos, cada
uno con 10 réplicas, donde cada réplica estaba
representada por un frasco de cultivo con 10
protocormos que evaluaron el desarrollo de los
protocormos de Masdevallia coccinea y Maxilla-
ria nutans, para un total de 90 frascos. Las di-
ferencias entre las medias fueron establecidas
empleando la prueba de Tukey (Steel y Torrie,
1985) a fin de establecer el mejor tratamien-
to con respecto al estado de desarrollo de los
protocormos de Masdevallia coccinea y Maxillaria
nutans. El analisis estadistico permite evidenciar
el efecto interactivo entre el carbon activado y
el ATA.

Resultados y discusién

El efecto del carbén activado y del acido
indol acético en el desarrollo de los protocot-
mos de Masdevallia coccinea y Maxillaria nutans
sefial6 diferencias estadisticas altamente signi-
ficativas (p<0,01) entre los 9 tratamientos eva-
luados, que a continuacién son analizados.

Adaptacion de protocormos de
Masdevallia coccinea
bajo condiciones in vitro

Los protocormos de la especie M. coccinea
fueron sembrados en cada uno de los trata-
mientos, en los cuales no se evidenci6é ningtin
crecimiento durante las 21 semanas de adap-
tacion, a esto se le atribuye que las semillas de
orquideas son muy pequeflas y contienen muy
pocas o ninguna reserva alimenticia; debido al
pequeno tamano de las semillas no hay éxito en
la germinacién bajo condiciones ambientales
(Floérez y Pedroza, 2006). Los protocormos de
Masdevallia coccinea se encontraban inmaduros,
situacion por la cual no lograron su desarrollo
vegetativo en el experimento donde se deseaba

conocer el efecto de la interaccion entre el car-
bén activado y el acido indol acético. Por esta
razon, es de gran importancia tener en cuenta
que las capsulas de las orquideas deben estar
bien maduras, a fin de garantizar que los pro-
tocormos que se forman 7 vitro seran maduros
y su desarrollo fisiolégico responda con faci-
lidad tan pronto han superado el periodo de
latencia (Pedroza, 2008). Ante esta situacion, es
importante tener en cuenta que la capsula de la
especie Masdevallia coccinea llega a dos tercios de
su madurez; de hecho, cuando presentan una
coloracién verde-violeta las capsulas son inma-
duras, situacién que restringe la germinacion
de sus semillas; al contrario, cuando las capsu-
las presentan coloracién amarilla-violeta estan
maduras y sus semillas se encuentran adecua-
das para su germinacion.

En este contexto, el cultivo bajo condi-
ciones /7 vitro es una alternativa que facilita la
germinaciéon de todas las semillas de las cap-
sulas de las orquideas que se encuentran bien
maduras. De esta forma, la germinacion 7 vitro
permite la produccion de gran nimero de plan-
tulas en un corto periodo de tiempo, y se logra
reducir en un 85% aproximadamente el tiempo
de germinacion de semillas de orquidea, que 77
vivo puede requerir un periodo de tiempo cerca-
no a los 3 anos (Devesa, 1997). Por esta razon,
se evidencié que las capsulas de Masdevallia
coccinea no estuvieron suficientemente madu-
ras, situacioén por la cual los embriones tienen
muy pocas posibilidades de desarrollo vegetati-
vo en un medio asimbidtico que necesita unas
condiciones especiales diferentes a los demas
medios asimbidticos. Varias investigaciones
coinciden con el hecho de que los embriones
inmaduros necesitan mas reservas alimenticias
para su posterior adaptaciéon al medio y para
lograr un adecuado desarrollo, este medio debe
ser rico en sacarosa con niveles mas elevados a
los que se usan en otros medios basales (30%
de sacarosa), incluso afirman que estos medios
pueden ser enriquecidos con reguladores tipo
auxina que facilitan el desarrollo de los embrio-
nes inmaduros. Ademas, las capsulas deben es-
tar en un tiempo adecuado de maduracion, que
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no sea muy verde, porque las semillas quedan
en un estado de latencia en el cual no se logra
alcanzar una etapa minima de desarrollo; es de-
cir, dificilmente llegan a desarrollarse cuerpos
protocérmicos y una diferenciaciéon celular a
partir de la cual pueda surgir un embrién bien
desarrollado (Dixon, 1987; Margara, 1988; Shi-
masaki y Uemoto, 1991; Arditti y Ernst, 1993;
Seeni y Latha, 1994; Nayak e# a/, 1998; Chan
y Chang, 2000; Takahashi ez a/, 2000; Murthy

y Pyati, 2001; Zettler e al., 2001; Bowles ¢ al.,
2002; Peldez, 2002; Pyati ef al., 2002; Park et al.,
2002; Chen e al., 2002; Martin, 2003; Chen y
Chang, 2004).

Durante esta etapa inicial no se observa-
ron cambios positivos en el desarrollo de los
protocormos de Masdevallia coccinea en los di-
ferentes tratamientos con carbén activado y la
auxina AIA (figura 1). Posteriormente, se pro-

Figura 1. Efecto de CA y AIA sobre el desarrollo de protocormos de Masdevallia coccinea. Adaptacion
a los diferentes tratamientos durante las 21 semanas posteriores a la siembra. a) tratamiento 1 barra = 1 pm; b)

tratamiento 2, barra = 2 um; ¢) tratamiento 3, barra = 1 um; d) tratamiento 4, barra = 1 pm; e) tratamiento 5,

barra = 2 um; f) tratamiento 6, barra = 3 um; g) tratamiento 7, barra = 1 um; h)

tratamiento 8, barra = 1 um; i) tratamiento 9, barra = 1 um.
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cedié a sembrarlas en un medio nutritivo libre
de hormonas y carbén activado (tratamiento
1), utilizando fécula de maiz en un porcentaje
del 1% (figura 2), como aporte de nutrientes
para la semilla, ya que contiene glutamina que
es especialmente necesaria para el crecimiento
de embriones inmaduros, puesto que es una
importante fuente de nitrégeno (Pierik, 1990).

En términos generales, los protocormos
de Masdevallia coccinea se conservaron en este
medio durante los seis meses posteriores a la
siembra, mostrando un crecimiento nulo en to-
das las fases de desarrollo y en todas las répli-
cas, tanto en crecimiento de rizoides, como en
raices y primordios foliares, como se muestra
en la tabla 3.

Figura 2. Protocormos de Masdevallia coccinea con el tratamiento de fécula de maiz al 1%. El total de las réplicas

muestra un crecimiento nulo y se oxidan con gran facilidad. a) barra = 2 um; b) barra = 30 um.

Tabla 3. Desarrollo de los protocormos de Masdevallia coccinea en diferentes etapas; brote apical,
rizoides y plantula en desarrollo utilizando medio basal MS con fécula de maiz al 1%

Semanas Brote apical Rizoides t:::::::lﬁ)n
2 1 0 0
4 1 0 0
6 1 ! 0
8 1 ! 0
10 1 0 0
12 1 0 0
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Los protocormos en este medio de cul-
tivo lograron un desarrollo muy bajo de los
brotes apicales y de los rizoides, mientras que
las plantulas no alcanzaron su desarrollo vege-
tativo. De esta forma, todos los protocormos
permanecieron en un periodo de latencia, pot-
que requieren finalizar dicho periodo y ense-
guida lograr su desarrollo morfofisiolégico
De hecho, el periodo de latencia corresponde
al lapso que transcurre entre el momento de
recibir el estimulo y manifestar su reaccion fi-
siologica, porque la semilla logra reconocer las
condiciones del medio que son apropiadas para
el establecimiento de la plantula (Florez y Pe-
droza, 2000).

En la sexta semana se detuvo el desarro-
llo de los protocormos de Masdevallia coccinea
por el efecto del 30% de la oxidacion, situa-
cién que inhibié su crecimiento. Probable-
mente, una de las causas para la oxidacién es la
temperatura, ya que los 20 °C en la incubacion
es el factor ambiental de mayor importancia
que regula la germinacién y el crecimiento de
las plantulas (Taiz y Zeiger, 1998). Arditti y
Ernst (1993), senalan que para las orquideas,
el desarrollo de la germinacién #n vitro se pre-
fiere en un rango entre 20 y 25 °C de tempe-
ratura, con un 6ptimo alrededor de los 20 °C,
con el minimo posible de variacién (Ospina y
Dressler, 1979).

Adaptacién de protocormos de
Maxillaria nutans bajo condiciones
in vitro

Los protocormos de Maxillaria nutans se
desarrollaron favorablemente, observiandose
protocormos con alta presencia de clorofila y
de gran tamafio a los cuatro meses posterio-
res a la siembra. Estos protocormos fueron
adaptados a los 9 tratamientos con presencia
de carbén activado y la auxina AIA, mostran-
do cambios positivos en todos los tratamien-
tos en proporciones diferentes; en general, el
cuerpo protocormico en todas las réplicas de
Maxillaria nutans presenté desarrollo y creci-
miento.

Los resultados obtenidos en las siembras
realizadas en la primera etapa permitieron de-
terminar que las semillas de M. nutans requieren
para su germinacién la adicién de reguladores
de crecimiento tipo auxina en baja concentra-
cién. Hstas observaciones coinciden con los
planteamientos de Arditti y Ernst (1993), quie-
nes manifiestan que la mayoria de los tejidos
de orquideas requieren auxinas y citoquininas
para su crecimiento, aunque algunos trabajos
muestran que no todas las orquideas requieren
de estas, especialmente para los procesos de
germinacion, como se evidencia en los casos
en los que se presentd respuesta de desarrollo
protocérmico en tratamientos que no conte-
nfan ningun regulador de crecimiento, como
se manifest6 en el tratamiento 4 (0,5% CA 'y
0,0 mg/1" AIA), situacion que coincide con
los planteamientos de Montoya (1991), quien
sugiere que generalmente los embriones son
auténomos para la mayorfa de los reguladores
de crecimiento, por contener concentraciones
endbgenas de hormonas adecuadas para iniciar
su desarrollo.

Es importante tener en cuenta que el dci-
do indol acético (AIA) es una auxina que se
produce de forma natural en las plantas, sinte-
tizada a partir de triptéfano; se produce en los
tejidos de la propia semilla, sin importarse de
los tejidos de la planta madre, y su contenido
aumenta en el periodo medio de la embriogé-
nesis (Davies, 1987; Pedroza ez al., 2005). Morel
(1973) considera que la mayor parte de los te-
jidos vegetales son incapaces de desarrollarse
en medios que no contienen auxinas, aunque
existen plantas que en condiciones 7 vitro no
precisan de ellas, siendo plantas autétrofas para
este tipo de sustancias (Pierik, 1990).

Se pudo evidenciar que a las tres semanas
de realizada la siembra de los protocormos, los
tratamientos 1, 2, 3, 7 y 8 no presentaron dife-
rencias significativas en cuanto al crecimiento
del brote apical, observando valores cuantitati-
vos (0-1) nulo-bajo, mientras que en los trata-
mientos 4, 5y 6 el desarrollo fue de nivel bajo a
medio (0-2) y en el tratamiento 9 no se eviden-
ci6 ningun cambio (0) como se observa en la
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figura 3. Con respecto al tratamiento 9 se evi-
denci6é que no hubo un desarrollo morfoldgi-
co porque la semilla necesita perder sustancias
inhibidoras de la germinacion para asi iniciar
su desarrollo (Jann y Amen, 1980). Los pro-
tocormos en esta etapa empiezan a adaptarse
al medio asimbiotico y se evidencia desarrollo
morfolégico, donde se inicia la multiplicacién

y el crecimiento celular, y por tanto hay desa-
rrollo apical y fisiolégico, porque hay hidra-
tacién en los tejidos, absorcién de oxigeno,
intensificaciéon de las actividades enzimaticas
y de digestiéon de nutrientes (Pedroza, 2008).
En general, en la tercera semana de adaptados
los cuerpos protocoérmicos a los diferentes
tratamientos con el carbon activo y la auxina

Figura 3. Desarrollo de protocormos de Maxillaria nutans bajo condiciones #n vitro. Adaptacion de los

protocormos en los diferentes tratamientos. Se observa crecimiento de brote apical a la semana 3 posterior

a la siembra. a) Tratamiento 1, barra = 20 um; b) Tratamiento 2, barra = 20 um; ¢) Tratamiento 3,
barra = 20 um; d) Tratamiento 4, barra = 30 um; ¢) Tratamiento 5, barra = 40 um; f) Tratamiento 6,
barra = 30 um; g) Tratamiento 7, barra = 30 pm; h) Tratamiento 8, barra = 10 um; i) Tratamiento 9,

barra = 10 pm.
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acido indol acético no se observan diferencias
altamente significativas, lo cual demuestra que
los protocormos después de adaptados siguen
un desarrollo normal igual para los diferentes
medios con crecimiento de brote apical y pre-
sencia de clorofila, que indica que han empe-
zado a fotosintetizar dichos protocormos en
desarrollo y ademas estan utilizando todos los
materiales de reserva presentes en el medio
nutritivo.

Entre las semanas 6 y 9 no se eviden-
ciaron cambios significativos, a diferencia del
tratamiento 3 que pasé de nivel bajo a medio
(1-2). En el tratamiento 9 se observo un creci-
miento bajo del brote apical. Estos protocor-
mos evidencian un desarrollo lento, porque sus
semillas son de tamafio pequefio y no permiten
una rapida absorcién de los nutrientes del me-
dio basal y de las hormonas, como en las auxi-
nas donde el movimiento de nutrientes es lento
a través de los tejidos (Pierik, 1990; Salisbury y
Ross, 2000).

De igual forma, entre las semanas 12y 15,
el tratamiento 2 se encuentra en mejor desarro-
llo llegando a un nivel medio (2), los tratamien-

tos 5y 6 comienzan a mostrar un nivel alto en el
desarrollo del brote apical. En los tratamientos
5y 6 se muestra la madurez morfoldgica, ya que
las distintas estructuras de la semilla han com-
pletado su desarrollo y el embrion ha llegado a
su maximo desarrollo. En términos generales,
durante las 21 semanas los tratamientos que
mostraron mayor crecimiento apical fueron los
tratamientos 5 y 6, con niveles de nulo a muy
alto (0-4). Los de menor desarrollo fueron los
tratamientos 1, 7 y 9, los cuales se encontraron
entre nulo y bajo (0-1) siendo su crecimiento
muy lento y poco diferenciado (figura 4).

En general, el desarrollo de la plantula
fue 6ptimo para los tratamientos 4, 5y 6 con
niveles de nulo-alto (0-3), teniendo un desatro-
llo favorable para la plantula; sin embargo, el
tratamiento que mostré mejores resultados fue
el tratamiento 5, con concentraciones del car-
bén activado al 0,5% y de la auxina AIA de 0,5
mg/1" (figura 5). De hecho, el carbon activado
y el AIA estimulan y mejoran los procesos de
desarrollo morfogenético de los protocormos
y de las plantulas de diferentes orquideas (Vij
et al, 1994; Chen et al, 1999; Margara, 1998).
En la semana 21 se observd un crecimiento

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tasa de desarrollo

Tratamiento 5

Tratamiento 6

Tratamiento 7

Tratamiento 8

@ B B E E B E B HE

Tratamiento 9

Figura 4. Tasa de desarrollo del brote apical de los protocormos de Maxillaria nutans bajo condiciones
in vitro durante 21 semanas en 9 tratamientos
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Figura 5. Desarrollo de protocormos de Maxillaria nutans bajo condiciones 7 vitro en el tratamiento 5; plantulas

con maximo desarrollo. a) Edad de la plantula: 6 meses, barra = 260 um; b) Edad de la plantula:

6 meses, barra = 240 um; c) Edad de la plantula: 12 meses, barra = 380 um;
d. Edad de la plantula: 18 meses, barra = 420 um.

nulo-bajo (0-1) del desarrollo de rizoides entre
los tratamientos 1, 2 y 9; los tratamientos con
un efecto mas favorable en el desarrollo de ti-
zoides fueron el 5 y 6, que mostraron niveles
de nulo-alto (0-3) y nulo-medio (0-2), respec-
tivamente. De esta forma, se evidencia que la
interaccion entre el carbén activado al 0,5% y
la auxina AIA al 0,5 mg/L'y 1,0 mg/L" favo-
recieron la induccion y el desarrollo de las raf-
ces de los protocormos de Maxillaria nutans, de
acuerdo con sus interacciones fisiolbgicas en el
desarrollo de los protocormos (figura 6).

Asimismo, la temperatura 6ptima lograda
para la germinacién de semillas de Maxillaria
nutans coincide con las estimaciones de Pierik
(1990), quien sugiere que la temperatura 6pti-
ma para el crecimiento y desarrollo iz vitro es
generalmente 20-25 °C mids alta que la corres-
pondiente para el crecimiento 7/ vivo, aunque la
temperatura en los recipientes de cultivo es 25
°C mas alta que en la camara de crecimiento,
debido al efecto de la irradiacién. Salisbury y
Ross (2000) sefialan que, a veces, una variacion
de pocos grados da lugar a un cambio signifi-
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Figura 6. Tasa de desarrollo de los rizoides de los protocormos de Maxillaria nutans bajo condiciones #n vitro,

en los 9 tratamientos durante 21 semanas de evaluacion.

cativo en la tasa de crecimiento, teniendo en
cuenta que cada especie posee en cualquier
etapa de su ciclo de vida, y para cualquier con-
junto de condiciones de estudio, una tempera-
tura minima por debajo de la cual no crece, una
temperatura Optima (o rango de temperaturas)
a la cual crece a maxima velocidad, y una tem-
peratura maxima por encima de la cual la planta
no crece e incluso puede morir.

La oxidacién fendlica es un factor impor-
tante que puede ocasionar serios problemas en
el establecimiento y la supervivencia de los ex-
plantes de la mayoria de las especies. Cuando
los tejidos son dafiados se liberan compuestos
fendlicos que se manifiestan con un ennegreci-
miento del medio de cultivo alrededor del ex-
plante, que se puede extender a todo el medio,
provocar dafios al crecimiento y hasta la muer-
te del explante.

Una de las practicas mas comunes para
contrarrestar el efecto de la oxidacién fendlica
es agregar antioxidantes al medio de cultivo, los
que son inhibidores de la polifenoloxidasa o ad-

sorbentes. Entre los mas empleados se pueden
citar los acidos ascérbico, citrico y malico y car-
bén activado (Pedroza y Mican, 2006). Thorpe
et al. (1991) recomiendan la adicién de carbon
activado, de 0,1- 5%, en el medio de cultivo para
evitar los efectos de la oxidacién de los explan-
tes. En general, se usa para absorber compues-
tos toxicos de la microatmosfera gaseosa o los
reguladores de crecimiento en exceso que estan
presentes en el medio de cultivo.

Establecimiento de concentraciones
de carbén activado y 4cido indol
acético con el miximo desarrollo
para Maxillaria nutans bajo
condiciones iz vitro

Al finalizar las 21 semanas se estandari-
z6 el tratamiento con mayor desarrollo para la
micropropagacion de las réplicas; se adaptaron
los vastagos en el tratamiento 5 con maximo
desarrollo, que contenfa carbén activado en
un porcentaje de 0,5% y la auxina acido indol
acético al 0,5 mg/L" (T5). De esta forma, el
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carbon activado cambia el clima luminoso, por-
que oscurece el medio y como resultado de ello
permite la formacién de las raices y el creci-
miento puede ser modificado. Puede promover
la embriogénesis somatica. El carbén activado
se usa en porcentajes de 0,2-3,0%, se produce
por carbonizacién de la madera a alta tempera-
tura en presencia de vapor (Pietik, 1990; Pérez
y Martinez, 1994).

La adicién al medio de cultivo de carbén
activado es un método que ha sido empleado
por una gran cantidad de investigadores y se
ha demostrado que influye positivamente en la
germinacion y el crecimiento de las orquideas
sobre todo de aquellas que son propensas a la
fenolizacién (Thompson, 1975; Singh, 1981;
Pierik, 1990; Pedroza y Mican, 2006; Pedroza,
2009). Ademas, es importante tener en cuenta
que la exudacion de fenoles fitotoxicos durante
el cultivo de tejidos de orquideas constituye un
serio problema para su cultivo  vitro, y que la
via mas efectiva para solucionar este problema
es realizar cambios frecuentes al medio de cul-
tivo o afladir carbon activado.

Arditti y Ernst (1993), plantearon que en-
tre las posibles explicaciones al efecto positivo
que ejerce el carbon activado en el cultivo de te-
jidos de orquideas se encuentra el aumento de
la aireacién del medio de cultivo. Una segunda
razén es que absorbe el etileno, el cual puede in-
hibir el crecimiento y la diferenciacién, y basado
en el estudio de las caracteristicas de absorcion
y cambios que se producen en el medio de cul-
tivo durante el autoclavado el carbén activado
absorbe el 5-hydroxymethylfurfural que se for-
ma por la deshidratacién de la sacarosa durante
este proceso el cual es inhibidor del crecimien-
to asi como productos fenodlicos y carboxilico
producidos por los tejidos. El carbon también
puede absorber las hormonas vegetales y las
vitaminas lo que explica por qué en ocasiones
puede ser inhibidor del crecimiento. De igual
forma, el carbon activado mejora el desarrollo
tanto de los protocormos como de las plantulas
de orquideas, especialmente en concentraciones
inferiores a 2 g/L." en el desarrollo de plantulas
de Dendrobinm (Zhou et al., 1995).

El papel central de la auxina es la estimu-
lacién de la produccién de elongacion celular,
expansion de los tejidos y formacion de raices
adventicias; ademas, inhibe la formacién de
vastagos axilares y adventicios, mientras que
con altas concentraciones no se producen rai-
ces y hay formacién de callo (Azcon y Talon,
2000; Rietsema ez a/., 1953; Lluna, 2006; Pedro-
za, 2008).

La funcién del carbén activado al 0,5%
en este cultivo fue brindar un medio adecuado
y estable a las plantulas para su desarrollo y cre-
cimiento. Ademas, el carbon activado estabiliza
el pH, pero sefialan que en algunos casos tiene
un efecto inhibidor debido a la absorcién de
reguladores de crecimiento y otros compuestos
organicos e inorganicos, contenidos tanto en el
medio como liberados por las plantas. Puede
absorber compuestos organicos (auxinas-cito-
quininas) y pigmentos téxicos (fenol-melanina)
(Pedroza, 2008).

De acuerdo con el andlisis de varianza
(Anava) realizado para el nimero total de pro-
tocormos desarrollados de la especie M. nutans
en los tratamientos evaluados, se presentaron
diferencias altamente significativas entre los
tratamientos para el desarrollo de los proto-
cormos en cada periodo en que se evalud la
germinacion (tabla 4).

De este modo, se rechazd la hipdtesis nula
(Ho), y para hallar las diferencias que existian
entre los tratamientos se utilizo la prueba de
Tukey, procedimiento conocido como diferen-
cia minima significativa honesta (DMSH). De
esta forma, encontramos que el tratamiento 5
(CA 0,5%; AIA 0,5 mg/1") es el mejor para el
desarrollo de protocormos de M. nutans, segui-
do de los tratamientos 6 (CA 0,5%; AIA 1,0
mg/1") , 4 (CA 0,5%; AIA 0,0 mg/I"), 2 (CA
0,0%; AIA 0,5 mg/1"), 3 (CA 0,0%; AIA 1,0
mg/1"), 7 (CA 1,0%; AIA 0,0 mg/1"), 8 (CA
1,0%; AIA 0,5 mg/1"), 1 (CA 0,0%; AIA 0,0
mg/1"), siendo el tratamiento 9 (CA 1,0%; ATA
1,0 mg/1") el menos adecuado para el desarro-
llo de protocormos de esta especie de orqui-
dea.
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Tabla 4. Andlisis de varianza Anava

Valor de F tabla
Fuente de variacion G.L. S.C. C.M. Fc
F 0,05 F 0,01
Tratamientos 8 71,29 8,9 21.19 2,10 2,82
Error experimental 81 34,5 0,42
Total 89 105,79

Es importante tener en cuenta que es
necesario recultivar las plantulas de orquideas
dos o tres veces, hasta que alcanzan el tamafio
suficiente para ser trasplantadas a condiciones
ex vitro. De igual forma, el tiempo en que las
orquideas duran en el medio de cultivo 7 vitro
antes de ser cultivadas ex vifro es generalmente
entre 6 meses a 2 afos.

Efecto de la interaccién del carbén
activado y el AIA

En el proceso de evaluacién del desarro-
llo de los protocormos de Maxillaria nutans se
encontré que el tratamiento 5 realizado con
0,5% de carbon activado y 0,5 mg/L" de AIA,
generé la mayor tasa de su desarrollo bajo
condiciones 7 vitro (figura 4). Ademas, la tasa
media del desarrollo de los protocormos cul-
tivados, de acuerdo con los niveles propuestos
para su evaluacion, fluctué considerablemente
entre los diferentes tratamientos. Este resulta-
do evidencia que la respuesta morfogenética de
los protocormos cultivados tiene una estrecha
relacién entre las concentraciones del carbon
activado y el AIA.

Adicionalmente, es importante resaltar
que los tratamientos 1, 2, 3, 7, 8 y 9 sin carbon
activado, presentaron la tasa media de desa-
rrollo mas baja de todo el disefio experimen-
tal. Los resultados obtenidos muestran que la
tasa media de desarrollo de los protocormos

cultivados mas alta del disefio experimental fue
presentada por los tratamientos que contenfan
carbon activado al 0,5 % y AIA en concentra-
ciones de 0,5 mg/L"y 0,1 mg/L." lo cual indica
que el efecto de este fitorregulador se ve poten-
cializado con la interaccién del carbon activado
en las concentraciones anteriormente mencio-
nadas. Es importante tener un medio enrique-
cido con carbén activado en un porcentaje de
0,5% porque contrarresta la fenolizacion y evi-
ta la oxidacion de los explantes; sin embargo,
si se agrega un porcentaje mayor al 0,5%, las
concentraciones del agar deben aumentar para
que no se afecte el medio de cultivo. Los pro-
tocolos de cultivo 7z vitro varfan de acuerdo con
cada especie, ya que cada una se desarrolla y se
adapta a las condiciones del cultivo 7z vitro de
formas diferentes.

En términos generales, en los protocor-
mos bajo el tratamiento 5 de maximo desarro-
llo se logro la opcion de emplear el protocolo
como una alternativa para la recuperacion de
las poblaciones de M. nutans en los ecosistemas
andinos colombianos, teniendo en cuenta que
esta especie tiene una amplia distribucién en
ambientes abiertos, bastante iluminados, a fin
de colonizar los lugares con intervencién an-
tropogénica (Perea, 1982; Tiago, 2005; Pedroza
y Donado, 2006; Fernandez y Hernandez, 2007;
Oliveira y van den Berg, 2007). En el protocolo
establecido en este trabajo es importante tener
en cuenta que la utilizacion de las técnicas del
cultivo de tejidos vegetales i vitro es préspera a
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fin de contribuir con la recuperacién medioam-
biental y la comercializacion de orquideas.

Conclusiones

El estudio de la evaluacién de diferentes
concentraciones del carbén activado (CA) y el
acido indol acético (AIA) en el desarrollo de
protocormos de orquideas Masdevallia coccinea 'y
Maxillaria nutans bajo condiciones zn vitro, per-
mite concluir que los protocormos de Masde-
vallia coccinea no respondieron en su desarrollo
morfofisiolégico porque ellos se encontraban
inmaduros en el periodo de latencia.

En el estudio del desarrollo de los proto-
cormos de Maxillaria nutans, se encontré que
el tratamiento 5 (0,5% carbén activado y 0,5
mg/I" dcido indol acético) favorece el desarro-
llo de las plantulas completas en 18 semanas. El
carbon activado es un importante sustrato en
el desarrollo de los protocormos de orquideas,
ya que permite que los rayos de luz no lleguen
directamente a los protocormos generando su
enraizamiento.
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