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Resumen 

En la naturaleza, las semillas de orquídeas no pueden germinar por sí solas debido a que 

carecen de endospermo, por lo que requieren de una asociación simbiótica con hongos 

micorrízicos para poder germinar y desarrollarse. En este estudio se evaluó la germinación 

simbiótica in vitro de dos especies de orquídeas: Odontioda sp. (híbrido) y Epidendrum sp. 

(silvestre), utilizando el hongo micorrízico Ceratobasidium sp. Se aplicaron tratamientos 

asimbióticos (MS modificado coco y OMA no inoculado con hongo) y un tratamiento simbiótico 

(OMA inoculado con hongo). Después de 50 días de experimentación, se analizaron los 

porcentajes de germinación de semillas, el índice de germinación (IG) y el tamaño del 

embrión. El tratamiento simbiótico mostró los porcentajes e índice de germinación más altos 

para ambas especies. Odontioda sp. demostró ser una orquídea híbrida de desarrollo lento, 

incluso en simbiosis con el hongo micorrízico, dado que solo alcanzó el estadio uno en los 50 

días de experimentación. Se concluye que el hongo micorrízico Ceratobasidium sp. promovió 

la germinación en ambas especies de orquídeas, aunque demostró una mayor afinidad con 

la especie silvestre Epidendrum sp., que durante este estudio sólo alcanzó un estadio tres de 

germinación.  
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Abstract 

In nature, orchid seeds cannot germinate on their own because they lack endosperm, 

therefore they require a symbiotic association with mycorrhizal fungi to germinate and develop. 

The present study evaluated the symbiotic germination of two orchid species: Odontioda sp. 

(hybrid) and Epidendrum sp. (wild), using the mycorrhizal fungi Ceratobasidium sp. It applied 

asymbiotic treatments (MS and OMA not inoculated with fungi) and a symbiotic treatment 

(OMA inoculated with fungus). After 50 days of the experiment, the present study analyzed 

seed germination percentage, germination index (GI), and embryo size. The symbiotic 

treatment showed the highest germination percentages and germination index for both 

species. Odontioda sp. proved to be a slow-developing hybrid orchid, even in symbiosis with 

the mycorrhizal fungi, as it only reached the first stage in the 50 days of the experiment. It 

concluded that the mycorrhizal fungus Ceratobasidium sp. promoted germination in both 

orchid species. Still, the mycorrhizal fungi showed more affinities with the wild species 

Epidendrum sp., which only reached the third germination stage. 
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Introducción 

La familia Orchidaceae es el grupo de plantas más diverso a nivel mundial, se estima que 

existen entre 17 000 a 35 000 especies de orquídeas (Pujasatria et al., 2020). Esta familia 

está presente en todos los continentes, excepto en la Antártida, con una variedad de especies 

terrestres y litófitas (Zhang et al., 2018). Entre los géneros más destacados de la familia 

Orchidaceae a nivel mundial, se encuentran Pleurothallis, Dendrobium, Epidendrum y 

Bulbophyllum, cada género cuenta con más de 1 000, 1 400, 1 500 y 2 000 especies, 

respectivamente (Sarsaiya et al., 2019).  

Las orquídeas son especies codiciadas en todo el mundo debido a sus diversos fines 

medicinales, nutricionales, cosméticos, socioculturales y religiosos, pero el principal es el 

estético para embellecer espacios y provocar armonía (Rodríguez-Gutiérrez et al., 2019). 

Debido a su importancia ecológica y su gran interés comercial, desde 1970 han sido incluidas 

en la Convención sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora 

Silvestres (CITES), que regula el comercio ilícito de plantas en peligro de extinción.  

En la actualidad, las orquídeas tienen un lugar destacado en la Lista Roja de especies 

amenazadas elaborada por la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza y 

los Recursos Naturales (UICN), el cual menciona que un 56,5 % de especies forman parte de 

las diferentes categorías de amenazas de la Lista Roja, algunas de estas amenazas son 

comunes en las poblaciones de orquídeas silvestres como la deforestación y pérdida de 

hábitat, expansión de plantaciones agrícolas y forestales, pero principalmente por la 

sobreexplotación de plantaciones con fines medicinales, ornamentales y comerciales (Gale 

et al., 2018; Dolce et al., 2020). 

Debido a las diferentes amenazas que presentan, se debe dar prioridad a la conservación de 

orquídeas. Sin embargo, en su entorno natural las orquídeas presentan grandes limitaciones 

para poder reproducirse, a pesar de que sus cápsulas poseen millones de semillas, solo el 1 

o 2 % de estas germinan y alcanzan un estado adulto (Arias Oña, 2020). Además, tienen una 

gran dependencia de interacciones bióticas ya que requieren de polinizadores especializados 

para su transferencia de polen y reproducción, y de hongos micorrízicos para la obtención de 

nutrientes (Mercado & Delgado, 2020). En diversos estudios se ha demostrado que las 

semillas de las orquídeas dependen de una asociación simbiótica con un hongo micorrízico 

para poder germinar y desarrollarse  (Guimarães et al., 2013; Mala et al., 2017; Castellanos 

Castro et al., 2018; Shahu Ji, 2021; Quijia-Lamina et al., 2022; Quijia-Lamiña et al., 2023). 
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Una forma de conservación y propagación de los progenitores de las orquídeas silvestres de 

sus diferentes amenazas, es la hibridación (Jitsopakul et al., 2022). La familia Orchidaceae 

comprende más de 8 000 géneros y 28 000 especies híbridas naturales y artificiales. Sin 

embargo, en general los híbridos presentan problemas en su germinación, por lo cual es 

importante darles un medio de cultivo adecuado para el desarrollo de sus semillas (Tiwari et 

al., 2022). En la actualidad, la germinación in vitro es una de las técnicas que se desarrolla 

para la multiplicación de diferentes especies de orquídeas silvestres e híbridos que presentan 

diferentes hábitos y hábitats (Shahu Ji, 2021).  

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar si el hongo micorrízico Ceratobasidium sp. 

es capaz de promover la germinación y desarrollo temprano de forma in vitro de las orquídeas 

Odontioda sp. (híbrida) y Epidendrum sp. Los resultados obtenidos brindarán información 

para una mejor comprensión de la afinidad del hongo micorrízico con especies de orquídeas 

nativas y de valor comercial, así como los factores que pueden influir en dicha simbiosis.  
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Objetivo general 

• Evaluar el efecto del hongo micorrízico Ceratobasidium sp. como promotor de la 

germinación de dos especies de orquídeas. 

Objetivos específicos 

• Determinar la afinidad del hongo micorrízico con las dos especies de orquídeas. 

• Comparar el tiempo de establecimiento de la simbiosis entre el hongo micorrízico y 

las dos especies de orquídeas.  

• Evaluar el desarrollo de los rizoides en la germinación simbiótica y asimbiótica de 

semillas de orquídeas. 
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Capítulo I 

1. Orquídeas 

1.1. Generalidades de las orquídeas  

La palabra orquídea proviene del latín “orchis” o testículo, que hace referencia a los 

pseudobulbos que algunas especies poseen (Castellanos Castro et al., 2018). Dentro del 

reino Plantae, la familia Orchidaceae es la más abundante en el mundo, al contar con más 

de 700 géneros y 35 000 especies (Yeh et al., 2019). Cronquist (1981), presenta la 

clasificación taxonómica de las orquídeas de la siguiente manera (Tabla 1): 

Tabla 1.Clasificación taxonómica de las orquídeas 

Clasificación taxonómica de las orquídeas 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Liliopsida 

Orden Orchidales o Aspargales 

Familia Orchidaceae 

Nota: Información obtenida de Cronquist, (1981). 

La familia Orchidaceae se distribuye en los trópicos y subtrópicos, especialmente en 

elevaciones medias (por encima de los 500 m.s.n.m.), predominando en Centro y Suramérica, 

exceptuando regiones desérticas y polares (Salazar, 2009; Zhang et al., 2018). En América 

del Sur están presentes más del 30 % de todas las especies de orquídeas, siendo Ecuador, 

Colombia, Brasil, Perú y Bolivia los países megadiversos en orquídeas de todo el mundo 

(Dolce et al., 2020). 

Las orquídeas tienen diferentes hábitos de crecimiento, la mayoría son epífitas y viven sobre 

árboles, algunas son terrestres, otras son rupícolas o litófitas al vivir sobre rocas, y unas pocas 

son acuáticas. Su crecimiento depende de la especie y la mayoría de ellas se desarrollan 

lentamente, pudiendo tardar meses o años en alcanzar el estado adulto y producir flores 

(Chávez et al., 2015).  

La presencia de las orquídeas en diferentes ecosistemas se debe a que tienen diversas 

interacciones ecológicas con otras plantas (vasculares y no vasculares), insectos, aves, 

mamíferos, reptiles y microorganismos como hongos y bacterias (Castillo Pérez y Carranza 
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Álvarez, 2019). Las orquídeas dependen de interacciones particulares con sus polinizadores 

y asociados de hongos micorrízicos para completar su ciclo de vida (Cevallos et al., 2018). 

Las abejas son el principal polinizador de las orquídeas, llegando a ser las encargadas del 60 

% de la polinización de orquídeas, le siguen las moscas, mariposas y colibríes representando 

un 29 % de la polinización y el restante 11 % se encargan otros insectos (Téllez-Velasco & 

Tejeda-Sartorius, 2013). 

Las orquídeas son monocotiledóneas, por lo que han desarrollado características 

morfológicas florales particulares para poder llevar a cabo su reproducción y polinización (Y. 

Li et al., 2022). Sus flores generalmente son hermafroditas, que presentan diversas formas, 

colores y ornamentaciones (Castellanos Castro et al., 2018). Los frutos de las orquídeas son 

cápsulas, en las cuales se encuentran numerosas semillas y muy pequeñas, por ello se las 

denomina “semillas de polvo” (Utami & Hariyanto, 2020).  

Las cápsulas de las orquídeas pueden producir alrededor de 1 300 a cuatro millones de 

semillas diminutas. Presentan un tamaño de 0,01 a 0,09 mm x 0,05 a 6 mm y pesan alrededor 

de 0,3 a 24 microgramos (Pujasatria et al., 2020; Yeh et al., 2019). La testa en semillas de 

orquídeas terrestres es reticulada y fuerte, más que de las orquídeas epífitas. Sin embargo, 

al presentar diferentes anatomías en sus semillas, están adaptadas para dispersarse con el 

viento hacia nuevos hábitats (Trapnell & Hamrick, 2023).  

A diferencia de otras plantas, las semillas de las orquídeas se caracterizan por tener un 

embrión pequeño que carece de endospermo, por lo tanto, para poder germinar en su hábitat 

natural requieren de una asociación obligatoria con los hongos micorrízicos (Castellanos 

Castro et al., 2018; Tsulsiyah et al., 2021; Chen et al., 2022).  

1.2. Importancia ecológica de las orquídeas 

Las orquídeas pueden establecer relaciones con otros organismos como hongos, plantas y 

animales. Sin embargo, la más importante es la relación simbiótica que realiza con los hongos 

micorrízicos para su desarrollo y obtención de nutrientes (Ospina & Bayman, 2009).  

Las orquídeas destacan porque cumplen importantes funciones ecológicas dentro de sus 

hábitats, principalmente aportando a la regulación hídrica del ecosistema. Las orquídeas 

epífitas actúan como barrera interceptora de neblina y nubes bajas, ayudan a reducir la 

precipitación local y el volumen e impacto del escurrimiento de agua, disminuyen la erosión y 

facilitan la infiltración del agua en el suelo (Castellanos Castro et al., 2018). Mientras que, las 

orquídeas terrestres sirven de refugio y alimento para diferentes especies de animales y 

hongos (Ospina & Bayman, 2009). Así mismo, estas especies son usadas como indicadores 
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de la calidad ambiental, dado que son sensibles a cambios en su entorno. Igualmente, las 

orquídeas terrestres atraen a polinizadores específicos debido a la estructura de sus flores, 

de esta manera los polinizadores tienen una fuente alimento y contribuyen a la polinización 

de otras especies de plantas en sus ecosistemas (Light & MacConaill, 2011; Pieterson et al., 

2023). 

En general, las orquídeas contribuyen a la biodiversidad y al equilibrio ecológico de sus 

hábitats, dado que ocupan varios nichos ambientales, incluidos hábitats terrestres, epífitos y 

litófitas. Su presencia incrementa la riqueza general de las especies y diversidad de los 

ecosistemas (Hrivnák et al., 2020). También son consideradas como especies colonizadoras 

debido a su capacidad de adaptabilidad a diversos tipos de hábitats; y gracias a la dispersión 

de sus semillas por el viento o interacción con animales, suelen ser las primeras especies en 

colonizar nuevos entornos. Existe evidencia del crecimiento de orquídeas Epidendrum 

terrestres en medio de rocas y ceniza volcánica (Trapnell & Hamrick, 2023).  

Sin embargo, la población de orquídeas se ha visto afectada por la extracción indiscriminada 

de especies gracias a su elevado costo y demanda comercial en el mercado a nivel 

internacional, debido a sus características ornamentales de forma, tamaño, color y durabilidad 

de su flor. Por lo general, los cultivos ornamentales son cruces entre especies (híbridos 

interespecíficos) y géneros (híbridos intergenéricos) (Vilcherrez-Atoche et al., 2022).  

En algunos casos, los híbridos tienen problemas de germinación, esto por los mismos 

procesos de hibridación, la incompatibilidad de sus padres y el aborto del embrión después 

de la fertilización al fallar la hibridación. Por lo tanto, se requiere un adecuado cultivo de las 

semillas híbridas desarrolladas a partir del cruzamiento y crecimiento estable de la población 

híbrida (Tiwari et al., 2022). 

1.3. Orquídeas en Ecuador 

Ecuador es un país pequeño a comparación a los países de Sudamérica, pero debido a su 

ubicación geográfica cuenta con una alta diversidad de hábitats y microclimas que promueven 

su biodiversidad. En el país existe una alta diversidad de plantas, se han registrado cerca de 

18 000 especies nativas, por lo que es considerado como uno de los 17 países megadiversos 

del mundo (Mestanza Ramon et al., 2019; Mites et al., 2022).  

En el caso de las orquídeas, su diversidad y alta proliferación se debe a factores como 

variabilidad climática, la altura de la Cordillera de los Andes, la influencia de las corrientes 

oceánicas atmosféricas cálidas (El Niño) y frías (Humboldt), y un régimen de lluvias intensas 

(Mites et al., 2022). La colisión de las corrientes oceánicas frente a la costa del oeste del 
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Ecuador crea la gran variabilidad climática, que viene combinada con las altas 

precipitaciones, humedad y luz solar adecuada durante todo el año (Dodsworth, 2016). 

Debido a las altas tasas de precipitación anual y humedad persistente en el país, se ha 

registrado que el mayor número de plantas vasculares no arbóreas y endémicas están al 

noroccidente del Ecuador, destacando las epífitas (bromelias y orquídeas) (Correa Zanotti-

Cavazzoni, 2021). Las zonas del país con mayor riqueza de orquídeas son las estribaciones 

occidental y oriental de la Cordillera de los Andes (Millner et al., 2020). 

Actualmente, en el Ecuador se han registrado 4 187 especies de orquídeas, de las cuales 1 

707 son endémicas. Los Andes del sur de Ecuador son parte de los más importantes hotspots 

globales de plantas vasculares (Myers et al., 2000). Las orquídeas endémicas del Ecuador 

presentan patrones de distribución en altitudes que van desde la costa del Pacífico hasta 4 

500 m.s.n.m; en los bosques de la Sierra ecuatoriana la mayor diversidad de orquídeas se 

concentra en el rango altitudinal de 1 500 a 2 500 m.s.n.m. (González Pozo, 2022).  

En las cuatro regiones del Ecuador las orquídeas constituyen una gran biodiversidad de flora 

y se las encuentran dentro las 51 áreas protegidas del Sistema Nacional del Áreas Protegidas 

del Ecuador (SNAP) (Sánchez Macías y Rodríguez Gutiérrez, 2018). Actualmente, la Unión 

Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN) ubica 1 455 orquídeas 

ecuatorianas en diferentes categorías de amenaza (Durán-López et al., 2019). Según el 

Ministerio del Ambiente, Agua y Transición Ecológica, Ecuador presentó la Lista Roja de 

plantas, en la cual la familia Orchidaceae tiene 24 especies amenazadas, 23 se encuentra en 

peligro crítico y una en estado vulnerable (MAATE, 2019).  

1.4. Especies de orquídeas utilizadas en el estudio 

1.4.1. Odontioda sp. 

En el año de 1904 fue cuando Charles Vuylteke florece el primer híbrido intergenérico de 

Odontoglossum, la Odontioda Vuylstekeae, (Cochlioda noezliana x Odontoglossum crispum) 

en el Temple Show, en Londres (Jean & Houllet y el género Houlletia, 2020). La orquídea 

Odontioda es un híbrido intergenérico artificial de Odontoglossum y Cochlioda, nativos de 

regiones frías de alrededor de 2 000 m.s.n.m. de América del Sur y Central respectivamente, 

por lo que tiene baja tolerancia al calor (Kubota et al., 2005). La especie Odontioda como sus 

géneros paternales ha heredado la preferencia por temperaturas frescas para su crecimiento 

y floración (Blanchard & Runkle, 2005). Esta especie desarrolla su inflorescencia a 

temperaturas en un rango de 14 a 28 °C para una exposición diurna y nocturna (S. Zhang et 

al., 2018). Además, sus flores tienen una amplia gama de tamaños, diseños y colores que 
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van desde el amarillo y rosa hasta el rojo vivo. Es una orquídea de doble tallo, que puede 

producir una planta cada año (Kubota et al., 2009). Esto se debe a que el tiempo que requiere 

desde la generación de un brote hasta su floración es de 10 a 11 meses, siendo raro múltiples 

brotes en un año, es decir, se da un brote por planta (Kubota et al., 2006). Según el 

departamento de agricultura de Estados Unidos, esta especie es una de las orquídeas más 

cultivadas y uno de los productos más importantes en el mercado de la floricultura (Miguel & 

Leonhardt, 2011). La Tabla 2 muestra la clasificación taxonómica de Odontioda sp.: 

Tabla 2. Clasificación taxonómica de Odontioda sp. 

Odontioda sp. 

 

Figura 1. Ejemplar de orquídea Odontioda sp. 

Fotografía: Blga. María Elisa Durán 

Clasificación Taxonómica 

Reino: Plantae 

Clase: Liliopsida 

Orden: Asparagales 

Familia: Orchidaceae 

Subfamilia: Epidendroideae 

Tribu: Cymbidieae 

Subtribu: Oncidiinae 

Género: Odontioda 

Nota: Clasificación taxonómica tomada de GBIF Backbone Taxonomy de Odontioda Hort., 

1904. (GBIF Secretariat, 2022). 

• Géneros parentales de Odontioda sp.  

El género Odontoglossum obtiene su nombre del griego “odonto” que significa diente y 

“glossa” que significa lengua, debido a la semejanza con una lengua a la lámina del labelo y 

su estructura dentada del callo. Su origen es América del Sur, en elevaciones ubicadas entre 

los 1 500 a 3 000 m.s.n.m. y cuentan con 80 especies epífitas simpodiales (Jean & Houllet y 

El Género Houlletia, 2020).  

Por otro lado, el género Cochlioda obtiene su nombre del griego “kokhliodes” que hace 

referencia a un espiral, debido a su similitud con un caracol, y se observa una forma 

característica en los callos, los cuales se asemejan a las antenas de este molusco. Tiene una 
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distribución desde el Sur de Colombia hasta Bolivia, en elevaciones que van desde los 1 400 

a 3 000 m.s.n.m. Cuenta con siete especies de plantas epífitas (Dodson & Bennett, 1989). 

1.4.2. Epidendrum sp. 

Es uno de los géneros de plantas más grandes del Neotrópico, cuenta con más de 1 500 

especies que se distribuyen desde el sureste de los Estados Unidos hasta el norte de 

Argentina. Muchas especies de Epidendrum se extienden a lo largo de América tropical, 

desde el nivel del mar hasta los 3 700 m.s.n.m. (Quijia-Lamiña et al., 2023).  

Por su alta diversidad ocupan hábitats desde selvas tropicales secas hasta bosques 

húmedos; de forma natural la mayoría de especies crecen como epífitas, pero algunas 

pueden ser litófitas o terrestres (Thangavelu & Muthu, 2017). Epidendrum es un género 

conocido por su capacidad de colonizar rocas y suelos poco profundos, esta capacidad de 

colonizar hábitats contribuye a la amplia distribución de sus especies y éxito ecológico (Pena 

& Alves-Araújo, 2017). 

Las orquídeas del género Epidendrum son fáciles de cultivar, debido a que crecen y florecen 

durante todo el año (Pinheiro & Cozzolino, 2013). Estas especies presentan un tallo que 

puede alcanzar los dos metros de altura, sus flores aparecen al extremo del tallo cuando está 

cubierto de hojas, permaneciendo así por varios meses. Su inflorescencia se muestra con 

docenas de flores diminutas, y presentan colores como el blanco, verde, amarillo, rojo y fucsia 

(White, 1996).  

Epidendrum ocupa el segundo lugar en géneros de orquídeas del Ecuador, cuenta con 453 

especies que crecen de forma silvestre y se las puede encontrar en la región costa, sierra y 

amazónica desde los 1 000 a 3 500 m.s.n.m. (Quijia-Lamiña et al., 2023).  La Tabla 3 muestra 

la clasificación taxonómica de Epidendrum sp. 

 



 
20 

 

María Bernarda Quinde Luzuriaga – Janela Estefanía Tapia Cabrera  
 

Tabla 3. Clasificación taxonómica de Epidendrum sp. 

Epidendrum sp. 

 

Figura 2. Ejemplar de orquídea Epidendrum sp. 

Fotografía: Bernarda Quinde y Janela Tapia. 

Clasificación Taxonómica 

Reino: Plantae 

División: Magnoliophyta 

Clase: Liliopsida 

Orden: Asparagales 

Familia: Orchidaceae 

Subfamilia: Epidendroideae 

Tribu: Epidendreae 

Subtribu: Laeliinae 

Género: Epidendrum  

Nota: Clasificación taxonómica del género Epidendrum (Chase et al., 2015) 

2. Hongos micorrízicos 

2.1. Generalidades de los hongos micorrízicos 

Los hongos micorrízicos pueden asociarse con las raíces de más del 90 % de todas las 

especies de plantas vasculares y aportan hasta el 80 % de nutrientes minerales necesarios 

para el crecimiento y desarrollo de muchas plantas (Yeh et al., 2019; Uitzil Colli, 2019). Los 

hongos micorrízicos varían en taxonomía, fisiología y ecología. Además, se clasifican según 

su ubicación y características morfológicas de la unión raíz-hongo en: arbusculares, 

ectomicorrizas, arbutoide, monotropoide, ericoide y micorriza de orquídeas (Uitzil Colli, 2019; 

Kaur, 2020; Hossain, 2022). 

2.2. Tipos de hongos micorrízicos 

2.2.1. Ectomicorriza 

Las ectomicorrizas son un tipo de asociación simbiótica entre ciertos hongos del suelo y las 

raíces de los árboles; mismos que aportan en la nutrición, el desarrollo y la salud de los 

árboles, protegiéndolos de ciertos patógenos del suelo (Seb, 2018). Se caracterizan porque 

las hifas de los hongos no penetran las células de las raíces, sino que rodean la corteza 
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radical formando la red “Harting”, misma que permite la transferencia de los nutrientes 

(Andrade-Torres, 2010; Uitzil Colli, 2019). 

2.2.2. Ectendomicorriza 

Este tipo de micorriza presenta características tanto de las ectomicorrizas como de las 

endomicorrizas. Los hongos del grupo Basidiomycotina y Ascomycotina presentan esta 

interacción con plantas coníferas y algunas angiospermas (Andrade-Torres, 2010). 

2.2.3. Micorriza arbuscular 

Este tipo de micorriza se caracteriza por formar estructuras denominadas arbúsculos; las hifas 

del hongo penetran las células de las raíces de las plantas, lo que les permite intercambiar 

nutrientes, principalmente fósforo (García-Martínez et al., 2020; Hernández-Acosta, 2021). 

Esta micorriza juega un papel fundamental dentro de la agricultura ya que promueve un mejor 

desarrollo de los cultivos (Andrade-Torres, 2010).  

2.2.4. Micorriza ericoide 

En este tipo de micorriza, las hifas del hongo penetran y colonizan las células de las raíces 

de las plantas del orden Ericales; permitiendo la supervivencia y adaptación de estas plantas 

en ambientes hostiles y escaso en nutrientes (Setaro et al., 2006; Wei et al., 2022).  

2.2.5. Micorriza monotropoide 

Relacionada con plantas de la familia Monotropaceae, dado que este tipo de plantas son 

aclorófilas, y necesitan de esta micorriza para obtener nutrientes (Andrade-Torres, 2010). 

2.2.6. Micorriza orquideoide  

Es un tipo de micorriza específica para orquídeas, pues esta depende del hongo micorrízico 

para poder germinar y desarrollarse (Mosquera-Espinosa et al., 2010; Kaur, 2020; Romero-

Salazar et al., 2022). 

2.3. Micorrizas de orquídeas 

El término micorriza orquideoide hace referencia a la relación simbiótica entre las raíces de 

orquídea y un hongo (Rivas et al., 1998). La mayoría de los hongos que forman asociaciones 

con las orquídeas pertenecen al género-forma Rhizoctonia, perteneciente a la clase de los 

Basidiomicetos (Kaur, 2020). Este género-forma en su fase asexual presenta un micelio 

incoloro, que oscurece con el tiempo; además, presenta ramificaciones en ángulo recto con 
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respecto a la hifa principal. Los géneros Ceratobasidium, Tulasnella, Ypsilonidium, Sebacina 

y Thanatephorus se encuentran dentro de la fase sexual de Rhizoctonia, los cuales pueden 

ser diferenciados por sus estructuras reproductivas (Andrade-Torres, 2010; Mosquera-

Espinosa et al., 2010).  

Los hongos micorrízicos se caracterizan por originar una estructura denominada ‘pelotón’, 

que es un enrollamiento hifal, el cual es degradado por las orquídeas para obtener nutrientes 

(Mosquera-Espinosa et al., 2010). Esta estructura varía en cuanto a forma, tamaño y arreglo 

de la masa hifal (Romero-Salazar et al., 2022). Es importante destacar que las hifas de los 

hongos micorrízicos pueden penetrar los tejidos de la orquídea en todas sus etapas de 

desarrollo, invadiendo la testa, los protocormos o la corteza de las raíces (Kaur, 2020).  

2.4. Hongo micorrízico del género Ceratobasidium 

Ceratobasidium es un género perteneciente a la clase de los Basidiomicetos, del género-

forma Rhizoctonia (Pereira et al., 2003). Las especies de Ceratobasidium son saprótrofos que 

habitan en el suelo, produciendo cuerpos frutales en tallos muertos y restos de hojas, pero 

principalmente han sido aislados de las raíces de orquídeas (Sneh et al., 1991).  

Los hongos del género Ceratobasidium pueden asociarse con una amplia variedad de 

orquídeas neotropicales y de otros hábitats, lo que lo convierte en un importante hongo para 

la conservación y preservación de orquídeas en peligro de extinción (Mosquera-Espinosa 

et al., 2010).  

3. Germinación de orquídeas 

3.1. Germinación en el medio silvestre  

Las semillas de las orquídeas no pueden germinar por sí solas en su hábitat natural debido a 

que no poseen endospermo (Tsulsiyah et al., 2021). Tan solo el 1 o 2 % de semillas germinan 

de un total de un millón, y de estas, tan solo una o dos plantas llegan a la etapa de adultez 

después de dos o tres años (Arias Oña, 2020; Ordoñez et al., 2016). Por esta razón, las 

orquídeas requieren de una asociación simbiótica con hongos micorrízicos para poder 

germinar y desarrollarse, pues estos proporcionan a las plantas los azúcares y nutrientes 

necesarios hasta que la planta pueda fabricar sus propios nutrientes (Lopes Ferreira et al., 

2015). Sin embargo, solo las orquídeas no fotosintéticas mantienen dicha relación hasta su 

estado adulto (Mosquera-Espinosa et al., 2010).  
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Las orquídeas pueden asociarse con diferentes tipos de hongos en todas sus etapas de 

desarrollo, desde una asociación con las semillas o a su vez, a lo largo de su ciclo de vida. 

Además, cada especie de orquídea prefiere a sus hongos simbióticos dependiendo del nicho 

ambiental en el que prosperan, ya sean terrestres o epífitas (Kaur, 2020). 

La relación entre los hongos micorrízicos y las orquídeas difiere con cualquier otro tipo de 

simbiosis, dado que empieza como una relación unidireccional en la cual el hongo aporta 

nutrientes a las semillas sin recibir nada a cambio. Sin embargo, se convierte en una relación 

beneficiosa mutuamente cuando la orquídea crece, pues esta puede realizar la fotosíntesis, 

y brindarle al hongo carbono necesario y refugio (Yeh et al., 2019; Romero-Salazar et al., 

2022).  

3.2. Germinación in vitro 

Las técnicas de cultivo in vitro son alternativas viables para la germinación y crecimiento de 

plántulas de orquídeas en un período corto de tiempo, en comparación a la germinación en 

su hábitat natural. Además, estas técnicas juegan un papel importante para la conservación 

y propagación de especies amenazadas o en peligro de extinción (Salazar-Mercado & 

Delgado-Botello, 2020). Existen dos formas de reproducir orquídeas y que son aptas para 

cualquier especie: asexual o sexualmente. La primera permite producir clones de especies 

mejoradas con fines comerciales u ornamentales, mientras que la reproducción sexual, 

realizada a través de sus semillas, es utilizada para mantener la variabilidad genética (Sorgato 

et al., 2015).  

Las técnicas de germinación in vitro pueden ser asimbióticas o simbióticas, dependiendo de 

la especie y las necesidades de cada orquídea (Salazar-Mercado & Delgado-Botello, 2020). 

Sin embargo, cada especie requiere de un método específico para su reproducción (Díaz-

Álvarez et al., 2015). Por otro lado, existen diversos factores que pueden afectar la 

germinación in vitro como la condición de las semillas, las condiciones físicas de germinación 

y la composición del medio de cultivo (Chen et al., 2015). 

Los métodos de germinación in vitro permiten mejorar la tasa de germinación de semillas de 

orquídeas, con la reducción en un 85 % de tiempo en comparación con métodos tradicionales 

(Vasco Ávila, 2020; Ayuso Vilaboa, 2021). También han demostrado ser una gran estrategia 

de conservación ex situ porque permite la producción de un gran número de plantas en un 

corto periodo de tiempo (Pérez Martínez & Castañeda Garzón, 2016) y facilitan la germinación 

de aproximadamente un 90 % de las semillas viables de las cápsulas (Vasco Ávila, 2020).  
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3.3. Germinación simbiótica 

En el caso de las orquídeas, la germinación in vitro es conocida como una alternativa eficiente 

para su producción y como herramienta para la conservación y reintroducción de especies 

amenazadas o en peligro de extinción (Vasco Ávila, 2020). Para llevar a cabo la germinación 

simbiótica en condiciones in vitro, en un medio agar sólido se siembran las semillas junto con 

un inóculo de hongo micorrízico que tenga afinidad con la orquídea (Pujasatria et al., 2020). 

Realizar una germinación simbiótica puede resultar más eficiente si se cuenta con el hongo 

micorrízico apropiado para la especie de orquídea, debido a que acelera el proceso de 

germinación y desarrollo temprano de la planta (Otero Ospina & Bayman, 2009; Tsulsiyah 

et al., 2021). 

3.4. Germinación asimbiótica 

El cultivo in vitro de semillas de orquídeas de forma asimbiótica se da cuando se proporciona 

un medio de cultivo que aporte de forma exógena azúcares, aminoácidos y vitaminas a las 

semillas (Alghamdi, 2019). Para el cultivo asimbiótico, el medio Murashige & Skoog (MS) es 

el más utilizado para la germinación in vitro de diversas especies de orquídeas debido a su 

alto contenido de vitaminas, carbohidratos y nutrientes, dado que ha demostrado resultados 

óptimos de germinación y crecimiento (Hunhoff et al., 2018).  

3.5. Medios de cultivo empleados 

• Murashige & Skoog (MS) modificado de coco  

El medio MS es el apropiado para la germinación de orquídeas dado que aporta un alto 

contenido de vitaminas, carbohidratos y nutrientes a las semillas (Hunhoff et al., 2018).  

Además, se puede modificar el medio MS añadiendo sustratos orgánicos como banana, piña, 

agua de coco o papa, con el fin de suministrar más nutrientes y potenciar la germinación de 

semillas (Chen et al., 2015; Nguyen et al., 2022; Salazar-Mercado & Osorio-Jaimes, 2022)  

• Oat Meal Agar (OMA) 

Este medio de cultivo es utilizado comúnmente para la germinación simbiótica entre 

orquídeas y un hongo micorrízico. La avena, dado que es un cereal, aporta vitaminas y azúcar 

al hongo, el cual favorece a la germinación de las semillas (Zettler et al., 2007). Una mayor 

cantidad de avena añadida al medio promueve una mejor germinación y desarrollo de 

protocormos de orquídeas en simbiosis con el hongo micorrízico (Mala et al., 2017).  
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• Papa Dextrosa Agar (PDA) 

Es uno de los medios universales para crecimiento y reproducción de hongos, preparado a 

base de papa, dextrosa y agar. La papa proporciona carbono y vitaminas al hongo, mientras 

que la dextrosa es la fuente de azúcar y energía (Atlas, 2010; Wantini & Octavia, 2018). 
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Capítulo II 

4. Materiales y métodos 

4.1. Área de estudio 

La experimentación se llevó a cabo en el Laboratorio de Micropropagación en el Orquideario 

de la Universidad de Cuenca en el Campus Balzay y en el Laboratorio de Biotecnología de la 

Universidad del Azuay.  

4.2. Reproducción del hongo micorrízico y comprobación de sus características 

macro y microscópicas 

El hongo micorrízico Ceratobasidium sp. fue aislado e identificado previamente de las raíces 

de orquídeas nativas de tres niveles altitudinales de la sierra sur ecuatoriana; en el marco del 

proyecto: “Estudio de la relación simbiótica orquídea – micorriza en la Provincia del Azuay, 

Ecuador” (Durán-López et al, 2019). 

Para este estudio se reprodujo el hongo micorrízico, se inoculó micelio del hongo proveniente 

de una cepa anterior, aislada en medio PDA en cajas Petri y se lo incubó a temperatura 

controlada de 25 °C. Se realizaron 30 replantes en total en este estudio, con el fin de tener 

un hongo de al menos 10 días de incubación antes de usarlo en las siembras simbióticas. 

Además, se analizaron las características macro y microscópicas del hongo micorrízico. Se 

observó que el micelio aéreo del hongo fue esponjoso, presentó un color pardo, y que su 

crecimiento se dio en forma de anillos concéntricos (Hoang et al., 2017). Para el análisis de 

las características microscópicas, se realizó la prueba de cinta y se coloreó con azul de 

metileno al 1 %. Se colocó la cinta en un portaobjetos, y mediante el microscopio (aumento 

10x), se verificó que las hifas formaran ángulos de 90° y presentaran constricciones en el 

punto de origen de su ramificación, hifas tabicadas cerca del punto de crecimiento y número 

de núcleos (uni, bi o multinucleadas) (Medina et al., 2012). 

4.3. Selección de las especies de orquídeas y procesamiento de sus semillas 

4.3.1. Recolección de cápsulas y deshidratación de las semillas de orquídeas 

Las semillas de Epidendrum sp. se obtuvieron de cápsulas maduras recolectadas en el 

Campus Central de la Universidad de Cuenca, en diciembre de 2022. Estas cápsulas 

presentaban coloración en tonos verdes y morados, lo que indicaba que eran cápsulas 

maduras (Seaton & Ramsey, 2009). Las cápsulas recolectadas fueron envueltas en papel 
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aluminio y colocadas en un frasco de vidrio (volumen 50 ml), con gel de sílice a temperatura 

ambiente para ser deshidratadas durante cinco días (Correa et al., 2013; Giraldo & González, 

2018; Franceschi et al., 2019). Después del periodo de deshidratación, las semillas se 

almacenaron en frascos ámbar estériles (volumen 4ml) con gel de sílice y puestas en 

refrigeración a 4 °C hasta su procesamiento.  

Por otro lado, las semillas de Odontioda sp. fueron obtenidas de cápsulas maduras del Banco 

de semillas del Orquideario de la Universidad de Cuenca. Dichas semillas se encontraban 

almacenadas en refrigeración a 4 °C desde agosto del año 2022. Odontioda sp. permaneció 

en refrigeración seis meses y Epidendrum sp. cuatro meses aproximadamente. Ambas 

especies fueron recolectadas en una zona altitudinal de 2 560 m.s.n.m. correspondientes a 

la ciudad de Cuenca, Azuay.  

4.3.2. Prueba de viabilidad de las semillas de las orquídeas 

Con el fin de verificar la viabilidad, se tomó una muestra de 1 mg de semillas de cada especie 

y se observaron en el microscopio marca Nikon (aumento de 10x) para corroborar si 

presentaban un embrión. Además, se aplicó la prueba de Tetrazolio, la cual consistió en 

sumergir 200 semillas de cada especie de orquídea en una solución compuesta de 1 g de 

Tetrazolio (2,3,5 - cloruro trifenil tetrazolio: solución incolora) y 9 ml de agua destilada, durante 

24 horas en oscuridad (Salazar-Mercado et al., 2020). Transcurrido este tiempo, se tomó una 

muestra de cada especie y se observó al microscopio (aumento 10x) si existían embriones 

teñidos de color rojo. De esta manera se comprobó que las células del embrión estaban vivas 

y tenían potencial para germinar.  

Para determinar el porcentaje de viabilidad de semillas sembradas en los diferentes 

tratamientos, se contó el número de semillas que presentaban embrión y se utilizó la fórmula 

1 propuesta por Hossain et al., (2010): 

(1) 
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑚𝑖𝑙𝑙𝑎𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛 𝑒𝑚𝑏𝑟𝑖ó𝑛

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑚𝑖𝑙𝑙𝑎𝑠
𝑥100 

4.4. Protocolo de siembra de semillas 

Todo el procedimiento experimental de siembra simbiótica y asimbiótica se realizó en el 

Laboratorio de Biotecnología de la Universidad del Azuay, dentro de la cámara de flujo laminar 

(modelo: CSB 120) para evitar la contaminación.  
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4.4.1. Desinfección de semillas 

Confirmada la viabilidad, se pesaron las semillas sobre un pedazo de papel filtro (medidas: 2 

cm x 2 cm) en una balanza analítica BOECO. De acuerdo con estudios previos y al stock 

limitado de semillas, se colocaron las semillas hasta alcanzar un peso de 1,8 a 2 mg, 

equivalente a 200 semillas aproximadamente (Bermeo Criollo & Sari Cumbe, 2018; Beltrán 

Aguilar & Solórzano Chávez, 2022). Después, cada papel filtro se cerró como un sobre para 

la desinfección y lavado de las semillas. 

El proceso de desinfección se realizó dentro de la cámara de flujo, se colocaron los sobres 

con las semillas dentro de un tubo Falcon, con una solución desinfectante (contenido: 90 ml 

de agua estéril, 5 ml de etanol y 5 ml de hipoclorito de sodio) hasta cubrir por completo los 

sobres. Se dejó reposar durante diez minutos, seguido se realizaron dos lavados con agua 

estéril (Seaton & Ramsey, 2009). 

4.4.2. Preparación de medios de cultivo para los ensayos de germinación in vitro 

Los medios de cultivo utilizados se prepararon a partir de la formulación de componentes 

puros, homogeneizados y autoclavados, los cuales se describen a detalle en el ANEXO A. 

En este estudio se utilizaron los siguientes medios de cultivo: 

a) Medio Oat Meal Agar (OMA), constituido por avena y agar, es una fuente de 

carbohidratos complejos, lo que favorece la simbiosis.  

b) Murashige Skoog (MS) modificado de coco, constituido por carbón activado, 

azúcar, vitaminas y agua de coco, óptimo para la germinación y desarrollo de las 

plántulas.  

c) Medio Patata Dextrosa Agar (PDA), constituido por puré de papa, azúcar y agar, 

adecuado para el crecimiento y aislamiento de hongos. 

4.4.3. Ensayos de germinación in vitro en condiciones asimbióticas y simbiótica 

En la Tabla 4 se detallan los tratamientos utilizados y el procedimiento de siembra para 

evaluar la germinación simbiótica y asimbiótica de las dos especies de orquídeas.  
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Tabla 4. Descripción de los tratamientos asimbióticos y simbiótico para cada especie de 

orquídea 

Tratamientos Descripción Procedimiento de siembra 

Tratamiento 1 

(MS) 

Medio de cultivo MS + semillas 

de orquídea: control positivo. 

Se extendieron las semillas sobre toda 

la superficie. 

Tratamiento 2 

(OMA -) 

Medio de cultivo OMA + semillas 

de orquídea: control negativo. 

Se extendieron las semillas sobre toda 

la superficie 

Tratamiento 3 

(OMA + HM) 

Medio de cultivo OMA + semillas 

de orquídea + hongo micorrízico 

Ceratobasidium sp.: tratamiento 

simbiótico 

Se colocó un pedazo de agar con 

micelio (tamaño aproximado de 1 cm x 

1 cm) y luego se extendieron las 

semillas de orquídea alrededor, 

evitando tocar el hongo inoculado 

A continuación, se detalla el diseño experimental realizado para cada especie de orquídea 

(Tabla 5).  

Tabla 5. Diseño experimental para las dos especies de orquídeas 

Especie 
No. de 

ensayos 

Tratamientos 

por ensayo 

Réplicas 

por 

tratamiento 

Total de cajas 

Petri por 

tratamiento 

Total de 

cajas Petri 

por especie 

Odontioda 

sp. 

3 3 10 30 90 

Epidendrum 

sp. 

3 3 10 30 90 

Total de cajas Petri del experimento 180 

 

4.4.4. Siembra de semillas 

Luego del proceso de desinfección de las semillas, se abrieron los sobres con un bisturí y 

pinzas estériles para esparcir las semillas en el medio de cultivo contenido en las cajas Petri 

de cada tratamiento. Es importante destacar que a las semillas que fueron sembradas en las 

cajas Petri con medio MS modificado, se le agregó 0,5 ml de agua estéril para tener una mejor 
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dispersión de las semillas en el medio de cultivo. Por otro lado, para el tratamiento simbiótico 

(OMA + HM), se colocó en el centro de la caja Petri un cuadrado de aproximadamente 2 cm 

x 2 cm de medio de cultivo inoculado de 10 días con Ceratobasidium sp. Posteriormente, se 

colocaron las semillas alrededor del inóculo, evitando tener contacto directo con el hongo 

micorrízico, caso contrario puede dar lugar a una competencia por nutrientes o una invasión 

potencial de las células de la orquídea por parte del hongo (Shimura et al., 2007; Pujasatria 

et al., 2020). 

Al finalizar, cada tratamiento fue etiquetado y envuelto en papel aluminio para ser 

almacenados dentro de la cámara de flujo por un período de siete días en completa oscuridad, 

a temperatura ambiente.  

4.4.5. Ingreso a la cámara de germinación 

Transcurrido el período de oscuridad, se retiró el papel aluminio de las cajas para trasladarlas 

a la cámara de germinación del Laboratorio de Biotecnología de la Universidad del Azuay. La 

cámara de germinación fue configurada para que las semillas reciban un período de 12 horas 

de luz y 12 horas de oscuridad, con una intensidad de 5 000 lúmenes, y en un rango de 

temperatura de 24 a 28 °C aproximadamente, las 24 horas (Yan & Chen, 2020).  

4.5. Ensayos de germinación in vitro en condiciones asimbióticas y simbiótica 

La germinación de las semillas y el desarrollo de protocormos se revisaron inicialmente a 

intervalos de cinco días (5, 10, 15, 20 días). Esto debido a estudios previos, en los que dentro 

de los primeros cinco días ya se presentaban cambios en las semillas (Durán-López et al., 

2019). A partir de los 20 días el intervalo de observación fue de 10 días hasta completar el 

período total en la cámara de germinación (30, 40, y 50 días) (Dalam et al., 2011; Durán-

López et al., 2019; Shao et al., 2020).  

4.6. Análisis de la germinación 

Para el análisis de germinación se utilizó la metodología de los estadios de desarrollo 

planteada por Stewart & Zettler (2002) y modificada por Salazar-Mercado & Delgado-Botello 

(2020). En esta metodología se cataloga cada estadio de cero a cinco, como indica la Tabla 

6. Para la observación de los diferentes estadios de germinación alcanzados en los tres 

tratamientos se utilizó un estéreo microscopio (marca UNICO), y se llevó un registro del 

período de aparición de cada estadio en los tres tratamientos. 
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Tabla 6. Estadios de germinación de semillas de orquídeas 

Estadio Descripción Fotografía de referencia 

E0 Semillas sin embrión germinado 

 

E1 Aumento del tamaño del embrión 

 

E2 Rotura de testa 

 

E3 Presencia de rizoides 

 

E4 Aparición de la primera hoja 

 

E5 
Elongación de la primera hoja y desarrollo de 
plántula 

 

Nota: Estadio 0 (E0), estadio 1 (E1), estadio 2 (E2), estadio 3 (E3), estadio 4 (E4), estadio 5 

(5). Información obtenida del estudio de Salazar-Mercado & Delgado-Botello (2020). 
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4.6.1. Cálculo del Índice de germinación 

El índice de germinación permite evaluar la capacidad de las semillas para germinar y 

establecer plántulas. Para determinar el porcentaje de germinación de las semillas, se utilizó 

la fórmula 2 modificada a partir de Spoerl (1948): 

(2) 𝑰𝑮 =
(𝑁1+𝑁2∗2+𝑁3∗3+𝑁4∗4+𝑁5∗5)

(𝑁0+𝑁1+𝑁2+𝑁3+𝑁4+𝑁5)
∗ 100 

Donde IG es el índice de germinación; N0 es el número de semillas en el estadio cero (E0), 

N1 es el número de semillas en el estadio uno (E1), y así sucesivamente hasta N5 que 

corresponde al estadio cinco (E5).  

En esta fórmula se debe tener en cuenta que, a pesar de que las semillas comiencen a 

germinar, pueden ser incapaces de desarrollarse hasta convertirse en una plántula. Por lo 

tanto, el IG puede ser alto por el estadio alcanzado, pero su porcentaje de germinación de 

semillas aún podría ser cercano cero (Yang et al., 2021). 

4.6.2. Evaluación del proceso de germinación de las semillas 

Al finalizar el experimento, se evaluó el proceso de germinación de las semillas de las dos 

especies de orquídea. Para esto se midió el diámetro del embrión de 10 semillas por cada 

tratamiento, mediante el uso de microscopio digital calibrado (escala: 0,1 mm) marca 

CoolingTech Digital Microscope. El objetivo de esta medición fue obtener un valor promedio 

del tamaño final del embrión y evaluar su crecimiento (Maldonado et al., 2020). Se analizó 

microscópicamente el cambio de los estadios de germinación de las dos especies a los 5, 20 

y 50 días. También, al finalizar el experimento se realizó un análisis cualitativo a las semillas 

de las orquídeas, mediante el uso del estéreo microscopio para determinar la presencia o 

ausencia de rizoides en los tres tratamientos.  

4.6.3. Análisis estadístico 

Para evaluar la germinación de las semillas con los tratamientos asimbióticos y simbiótico, se 

tomó en cuenta el porcentaje de germinación que presentaron las dos especies al finalizar el 

tiempo de experimentación. Los análisis estadísticos se realizaron en el software R-Studio 

versión 4.2.2. Para Odontioda sp. se utilizaron los datos del estadio uno (E1), dado que no 

hubo más cambios en su germinación hasta el final del experimento. Para Epidendrum sp. se 

analizaron los estadios uno y dos (E1 y E2); pero no se analizó el estadio tres (E3) porque no 

había suficientes datos hasta los 50 días de observación.  
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Se aplicó un diseño completamente al azar (DCA), para el cual, todos los datos se 

transformaron con la raíz cuadrada para normalizar la variación. Esto con el fin de realizar un 

análisis de varianza (ANOVA), seguido de una prueba post-hoc de Tukey con un nivel de 

significancia del 5 % (p < 0,05), para ver las diferencias significativas entre los tratamientos 

para cada especie en su máximo estadio alcanzado (Gutiérrez Pulido & Vara Salazar, 2008).  
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Capítulo III 

5. Resultados 

5.1. Análisis de las características macro y microscópicas del hongo micorrízico 

Ceratobasidium sp.  

Después de realizar el primer replante del hongo micorrízico Ceratobasidium sp., se procedió 

a comprobar sus características macro y microscópicas. Se comprobó que el micelio aéreo 

del hongo fue esponjoso y su crecimiento se dio en forma de anillos concéntricos (Figura 3a). 

En cuanto a sus características microscópicas, se observó que las hifas formaban ángulos 

de 90°, constricciones en el punto de origen de la ramificación de la hifa y número de núcleos 

multinucleadas (Figura 3b). 

Figura 3. Características a) macroscópicas y b) microscópicas del hongo Ceratobasidium sp. 

   

Nota: Fotografías de referencia tomadas de los estudios de Hoang et al. (2017) y Montes 

(2016). 

5.2. Viabilidad de las semillas de Odontioda sp. y Epidendrum sp. 

Se pudo observar que las semillas viables de ambas especies de orquídeas presentaron 

embrión, a diferencia de las semillas no viables que se encontraban vacías (Figura 4). 

  

a) b) 
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Figura 4. Semillas con y sin embrión de a) Odontioda sp; y b) Epidendrum sp. 

  

De acuerdo con los resultados de la prueba de Tetrazolio al aplicar la fórmula 1 de viabilidad, 

se obtuvo un porcentaje de semillas viables con el embrión teñido del 96 % para Odontioda 

sp. y del 79 % para Epidendrum sp. (Figura 5).  

Figura 5. Semillas de Epidendrum sp. con el embrión teñido de rojo por el Tetrazolio vista 

en el microscopio (aumento 10x) 

 

Los resultados presentados en la tabla 7 y 8 muestran un porcentaje entre el 80 y 90 % de 

semillas viables sembradas para Odontioda sp. en los tres tratamientos, mientras que para 

Epidendrum sp. el porcentaje de viabilidad alcanzó un 70 %. 

Tabla 7. Detalle de las semillas sembradas en los tres tratamientos de Odontioda sp. 

Tratamientos Semillas totales Semillas viables (%) Semillas no viables (%) 

MS 22 302 89,72 % 10,28 % 

OMA (-) 16 474 84,02 % 15,98 % 

OMA + HM 16 156 90,54 % 9,46 % 

Nota: MS: control positivo, OMA (-): control negativo, OMA + HM: OMA + hongo micorrízico 

a) 

Semillas con 

embrión 

b) 

Semillas sin 

embrión 
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Tabla 8. Detalle de las semillas sembradas en los tres tratamientos de Epidendrum sp. 

Tratamientos Semillas totales Semillas viables (%) Semillas no viables (%) 

MS 15 807 72,34 % 27,66 % 

OMA (-) 13 645 77,55 % 22,43 % 

OMA + HM 13 585 74,00 % 25,98 % 

Nota: MS: control positivo, OMA (-): control negativo, OMA + HM: OMA + hongo micorrízico 

Es importante destacar que durante el proceso de desinfección se perdieron semillas, pues 

al ser diminutas se quedaban adheridas en el papel filtro. Así mismo, al finalizar el conteo del 

experimento (50 días), los tratamientos OMA (-) y OMA + HM de las dos especies cuentan 

con un número inferior de semillas totales en comparación a MS. Esto debido a que no fue 

fácil visualizar y contabilizar todas las semillas en el medio de cultivo porque se encontraban 

superpuestas; especialmente en el tratamiento simbiótico (OMA + HM), en el cual gran 

cantidad de semillas estaban sobrepuestas y cubiertas por el hongo micorrízico.  

5.3. Cambios de los estadios de germinación con respecto al tiempo 

De acuerdo con la revisión periódica establecida previamente en la metodología, se observó 

la aparición de los diferentes estadios de germinación en los tratamientos de cada especie. 

Las semillas de Odontioda sp. no presentaron cambios en los tres tratamientos durante los 

cinco primeros días de revisión. Sin embargo, en el día 15 ya se evidenciaron semillas en 

estadio uno en los tratamientos OMA (-) y OMA + HM. Por otro lado, en el medio MS no se 

observaron cambios hasta el día 20. A partir de esta última revisión (20 días), no hubo más 

cambios en las semillas de los tres tratamientos hasta el final del experimento (Tabla 9). 

Tabla 9. Estadios de germinación de Odontioda sp. con respecto al tiempo 

Tratamientos 

Días de cambio de los diferentes estadios 

5 10 15 20 30 40 50 

Estadios alcanzados 

MS E0 E0 E0 E1 E1 E1 E1 

OMA (-) E0 E0 E1 E1 E1 E1 E1 

OMA + HM E0 E0 E1 E1 E1 E1 E1 

Nota: Estadio 0 (E0), Estadio 1 (E1). 
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Según los resultados obtenidos, Epidendrum sp.  presentó cambios de estadio en sus 

semillas en menor tiempo a comparación con Odontioda sp. (Tabla 10). A los cinco días de 

revisión, los tratamientos OMA (-) y OMA + HM ya presentaban un aumento en el tamaño del 

embrión; no obstante, el tratamiento MS no experimentó cambios en sus semillas. A los 15 

días de revisión, MS presentó semillas en estadio uno, mientras que OMA (-) y OMA + HM ya 

presentaban semillas con rotura de la testa (estadio dos). Transcurridos 20 días, el 

tratamiento MS alcanzó el estadio dos, y no presentó más cambios hasta el final del 

experimento. Por otro lado, OMA + HM y OMA (-) a los 30 días presentaron semillas con 

rizoides (estadio tres) y se mantuvieron así hasta el último día de revisión (50 días).  

Tabla 10. Estadios de germinación de Epidendrum sp. con respecto al tiempo 

Tratamientos 

Días de cambio de los diferentes estadios 

5 10 15 20 30 40 50 

Estadios alcanzados 

MS E0 E0 E1 E2 E2 E2 E2 

OMA (-) E1 E1 E2 E2 E3 E3 E3 

OMA + HM E1 E1 E2 E2 E3 E3 E3 

Nota: Estadio 0 (E0), Estadio 1 (E1), Estadio 2 (E2), Estadio 3 (E3). 

5.4. Porcentaje de semillas en los diferentes estadios de germinación a los 50 días 

La Tabla 11 indica el porcentaje de semillas de Odontioda sp. en cada estadio alcanzado 

hasta el final del experimento. Se observa que, del total de semillas viables sembradas en el 

tratamiento MS, el 81,12 % de semillas no presentaron cambios hasta el último día de revisión 

del cultivo. Por el contrario, un porcentaje superior al 60 % de las semillas de los tratamientos 

OMA + HM y OMA (-) alcanzaron el estadio uno de germinación, siendo los mejores 

resultados de los tres tratamientos para esta especie. 

Tabla 11. Porcentaje de semillas en los diferentes estadios de germinación de Odontioda sp. 

a los 50 días 

Tratamientos 

Total de 

semillas 

viables 

Porcentaje de semillas en los diferentes estadios de 

germinación a los 50 días 

E0 E1 E2 E3 E4 E5 

MS 20 009 81,12 % 18,89 % N/A N/A N/A N/A 

OMA (-) 13 842 35,30 % 64,71 % N/A N/A N/A N/A 

OMA + HM 14 627 32,73 % 67,27 % N/A N/A N/A N/A 

Nota: Se colocó N/A en los estadios no alcanzados por las semillas.   
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En cuanto a las semillas de Epidendrum sp., los tratamientos OMA (-) y OMA + HM mostraron 

los mejores resultados pues alcanzaron un estadio tres de desarrollo a los 50 días del 

experimento, con 0,24 % y 0,26 % de semillas respectivamente. En el tratamiento con medio 

MS solo el 0,16 % de semillas alcanzaron el estadio dos de germinación (Tabla 12).  

Tabla 12. Porcentaje de semillas en los diferentes estadios de germinación de Epidendrum 

sp. a los 50 días 

Tratamientos 

Total de 

semillas 

viables 

Porcentaje de semillas en los diferentes estadios de 

germinación a los 50 días 

E0 E1 E2 E3 E4 E5 

MS 11 435 53,67 % 46,17 % 0,16 % N/A N/A N/A 

OMA (-) 10 582 35,98 % 46,34 % 17,44 % 0,24 % N/A N/A 

OMA + HM 10 053 30,45 % 50,20 % 19,09 % 0,26 % N/A N/A 

Nota: Se colocó N/A en los estadios no alcanzados por las semillas.   

5.5. Germinación simbiótica vs germinación asimbiótica 

En la Tabla 13 se presentan los índices de germinación (IG) de las dos especies de orquídeas 

estudiadas. Como se puede observar, la especie Epidendrum sp. presentó un IG mayor a 

Odontioda sp. en los tres tratamientos; esto debido a que algunas las semillas de Epidendrum 

sp. alcanzaron un estadio tres de germinación.  

Los tratamientos OMA (-) y OMA + HM son los que presentan un mayor IG para las dos 

especies en comparación con MS. Sin embargo, el tratamiento simbiótico (OMA + HM) obtuvo 

un mayor IG para la especie Epidendrum sp., con una diferencia del 8 % sobre el tratamiento 

asimbiótico (OMA (-)). Por otro lado, la especie Odontioda sp. tuvo tan solo un 2,5 % de 

diferencia entre los IG del tratamiento simbiótico (OMA + HM) versus el asimbiótico OMA (-). 

Tabla 13. Índice de germinación a los 50 días para las dos especies de orquídeas estudiadas 

Tratamientos 
Índice de germinación (IG) 

Odontioda sp. Epidendrum sp. 

MS 18,66 % 46,39 % 

OMA (-) 64,85 % 81,97 % 

OMA + HM 67,34 % 89,97 % 
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5.6. Evaluación cualitativa de la germinación con respecto al tiempo  

Transcurridos los 50 días del experimento, se observó que, a nivel microscópico, las semillas 

de las dos especies de orquídeas presentaron características morfológicas similares a las 

descritas en la Tabla 6 por Stewart & Zettler (2002) y modificada por Salazar-Mercado & 

Delgado-Botello (2020).  

Del análisis cualitativo realizado se pudo observar que las semillas de Odontioda sp. tuvieron 

un desarrollo lento, dado que, transcurridos los 50 días del experimento, las semillas solo 

incrementaron el tamaño de su embrión en los tres tratamientos, alcanzando el estadio uno 

(E1) de germinación (Tabla 14).  

Tabla 14. Estructuras morfológicas de semillas de Odontioda sp. en los estadios de 

germinación vistas en el estéreo microscopio 

Tratamientos 5 días 20 días 50 días 

MS 

   

Estadio alcanzado E0 E1 E1 

OMA (-) 

   

Estadio alcanzado E0 E1 E1 

OMA + HM 

   

Estadio alcanzado E0 E1 E1 

Nota: Estadio 0 (E0), Estadio 1 (E1). Elaboración propia (2023) 
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Por otro lado, las semillas de Epidendrum sp. tuvieron una mejor germinación que Odontioda 

sp. A los 20 días los tres tratamientos presentaron semillas en estadio dos (E2). En la revisión 

final a los 50 días, las semillas en OMA (-) y OMA + HM alcanzaron el estadio tres (E3), con 

la presencia de rizoides; mientras que, las semillas de MS seguían en estadio dos (E2) de 

germinación. Las semillas no presentaron más cambios hasta el final del experimento.  

Tabla 15. Estructuras morfológicas de semillas de Epidendrum sp. en los estadios de 

germinación vistas en el estéreo microscopio 

Tratamientos 5 días 20 días 50 días 

MS 

   

Estadio alcanzado E0 E2 E2 

OMA (-) 

   

Estadio alcanzado E1 E2 E3 

OMA + HM 

   

Estadio alcanzado E1 E2 E3 

Nota: Estadio 0 (E0), Estadio 1 (E1), Estadio 2 (E2), Estadio 3 (E3). Elaboración propia (2023) 

5.5. Evaluación del proceso de germinación de las semillas 

Al final del experimento se midió el diámetro del embrión de 10 semillas de cada tratamiento, 

y se comparó con el diámetro inicial del embrión de la semilla. El tamaño inicial del embrión 

de las semillas de Odontioda sp. es inferior al de Epidendrum sp. (Tabla 16). En cuanto a las 

semillas de Odontioda sp. en los tratamientos OMA (-) y OMA + HM, el aumento del tamaño 
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del embrión fue de 2,7 y 2,9 veces respectivamente, en comparación con el diámetro inicial. 

En el tratamiento MS el incremento fue de 1,5 veces al tamaño inicial del embrión. Para 

Epidendrum sp., en los tratamientos OMA (-) y OMA + HM, el embrión tuvo un aumento de 

2,5 veces más que el tamaño inicial; mientras que en el tratamiento MS el aumento del 

embrión fue 1,8 veces.  

Tabla 16. Diámetros promedio de los embriones de las dos especies de orquídeas al finalizar 

el experimento (50 días). 

Especies 
Tamaño inicial 

(mm) 

Diámetro promedio del embrión (mm) 

MS OMA (-) OMA + HM 

Odontioda sp. 0,081 0,121 0,221 0,241 

Epidendrum sp. 0,125 0,227 0,308 0,323 

Nota: Los valores corresponden al promedio del diámetro de los embriones medidos al final 

del experimento. 

5.8. Análisis estadístico  

5.8.1. Análisis de la varianza de Odontioda sp. del estadio uno de germinación  

El resultado de la prueba ANOVA arrojó un F = 60,85 y valor p < 2e-16, lo que indica que hay 

diferencias significativas entre los tratamientos considerados en el análisis para el estadio 

uno (E1) de Odontioda sp. De acuerdo con los resultados de la prueba de Tukey, se 

observaron diferencias significativas entre el tratamiento MS y los tratamientos OMA + HM y 

OMA (-) en relación al porcentaje de semillas en estadio uno (E1).  

Los resultados muestran que las medias de los tratamientos OMA + HM y OMA (-) son 

mayores en comparación con el tratamiento MS (Tabla 17). Estos hallazgos indican que el 

tratamiento OMA + HM fue el que obtuvo una mayor cantidad de semillas en estadio uno. Es 

evidente que el tratamiento OMA + HM tuvo un impacto significativo en la promoción de la 

germinación en comparación con el tratamiento MS y el tratamiento OMA (-). 
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Tabla 17 . Medias y desviaciones estándar del estadio uno de germinación (E1) para los 

tratamientos en Odontioda sp. 

Tratamientos 
Media de los porcentajes de 

germinación en E1 
Desviación estándar Grupos 

OMA + HM 2,54 0,485 a 

OMA (-) 2,48 0,586 a 

MS 1,32 0,348 b 

Nota: Las letras a y b se utilizan para indicar que hay diferencias significativas entre los 

tratamientos, la misma letra indica que no hay diferencias significativas. 

5.8.2. Análisis de la varianza de Epidendrum sp. del estadio uno y dos de germinación 

El resultado de la prueba de ANOVA arrojó un F = 0,163 y un valor p = 0,849, lo indica que 

no hay diferencias significativas entre los tratamientos considerados en el análisis, para el 

estadio uno (E1) de Epidendrum sp. De acuerdo con los resultados de la prueba de Tukey, 

no se observaron diferencias significativas entre los tres tratamientos en relación al porcentaje 

de semillas en estadio uno (E1). 

Aunque las diferencias no fueron estadísticamente significativas, es importante destacar que 

el tratamiento OMA + HM exhibió una media ligeramente más alta que los otros tratamientos 

(Tabla 18). Esto sugiere que el tratamiento OMA + HM obtuvo una mayor cantidad de semillas 

en estadio uno (E1) en comparación con los tratamientos MS y OMA (-) a los 50 días del 

experimento. 

Tabla 18. Medias y desviaciones estándar del estadio uno de germinación (E1) para los 

tratamientos en Epidendrum sp. 

Tratamientos 
Media de los porcentajes de 

germinación en E1 
Desviación estándar Grupos 

OMA + HM 2,164 0,442 a 

OMA (-) 2,114 0,441 a 

MS 2,106 0,374 a 

Nota: La misma letra en los grupos indica que no hay diferencias significativas entre los 

tratamientos. 
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En cambio, para el estadio dos (E2), el resultado del ANOVA con un F = 230,6 y un valor p < 

2e-16, indica que hay diferencias significativas entre los tratamientos considerados en el 

análisis para Epidendrum sp. De acuerdo con los resultados de la prueba de Tukey, se 

observaron diferencias significativas entre el tratamiento MS y los tratamientos OMA + HM y 

OMA (-) en relación al porcentaje de semillas en el estadio dos (E2).  

Por otro lado, los resultados mostraron que el tratamiento OMA + HM presenta una media 

mayor en comparación con OMA (-), lo que indica que fue el tratamiento que obtuvo una 

mayor cantidad de semillas en el estadio dos (Tabla 19). Por el contrario, el tratamiento MS 

presentó una media cercana cero, lo que indica que hubo una presencia mínima de semillas 

en estadios dos. Los resultados resaltan que el tratamiento simbiótico (OMA + HM) tuvo un 

efecto significativo en la promoción de la germinación en comparación con el tratamiento MS 

y el tratamiento OMA (-). 

Tabla 19. Medias y desviaciones estándar del estadio dos de germinación (E2) para los 

tratamientos en Epidendrum sp. 

Tratamientos 
Media de los porcentajes de 

germinación en E2 

Desviación estándar 
Grupos 

OMA + HM 1,387 0,317 a 

OMA (-) 1,285 0,316 a 

MS 0,05 0,111 b 

Nota: Las letras a y b se utilizan para indicar que hay diferencias significativas entre los 

tratamientos; la misma letra indica que no hay diferencias significativas. 
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Capítulo IV 

6. Discusión 

La orquídea Odontioda sp. es un híbrido intergenérico, cultivado principalmente por su valor 

comercial. Esta especie florece una vez al año, y el tiempo que requiere desde la generación 

del brote hasta su floración es de 10 a 11 meses, por lo que es raro que ocurran múltiples 

brotes en ese periodo de tiempo. Por el contrario, algunas especies silvestres del género 

Epidendrum pueden producir varios brotes de flores por año (Kubota et al., 2006; Pinheiro & 

Cozzolino, 2013). Las especies de Epidendrum muestran una amplia adaptabilidad 

reproductiva y poseen características anatómicas que les permiten sobrevivir en diversos 

entornos (Pinheiro et al., 2010; Rindyastuti et al., 2018). Por esta razón se las conoce como 

orquídeas colonizadoras debido a que se las puede encontrar en varios hábitats, desde 

bosques tropicales, dunas, matorrales, páramos andinos, hasta bordes de carreteras, e 

incluso en áreas perturbadas y degradadas (Hágsater & Wrazidlo, 2020; Trapnell & Hamrick, 

2023).  

En general, la germinación de las semillas de las orquídeas puede ser un proceso lento y 

complejo, debido a que dependen de una relación simbiótica que puede tardar meses o años 

en establecerse (Ma et al., 2022; Zhang et al., 2022). Así mismo, depende del tipo de 

polinización y del proceso de maduración del fruto, viéndose patrones diferentes en el tiempo 

de germinación. En condiciones in vitro, después de 154 – 200 días de polinización natural 

se ha logrado un 50% de germinación de semillas; mientras que, un 80 % de semillas 

germinaron después de 44 días de polinización artificial (Menchaca, 2021).  

Adicionalmente, a las orquídeas híbridas les toma más tiempo desarrollarse de forma ex situ; 

como se evidencia en otros estudios de germinación con otras orquídeas híbridas 

intergenéricas (A. multiflora x R. coelestis y Vanda liouvillei x Seidenfadenia mitrata). Estos 

híbridos desarrollaron una cápsula madura de forma natural después de 160 a 200 días. Así 

mismo, presentaron estadios tres y cuatro de germinación a los 50 y 113 días de su siembra 

asimbiótica in vitro en medio Vacin y Went (VM) modificado (Jitsopakul et al., 2022, 2023). 

Esto demuestra que el cambio de un estadio a otro en las orquídeas intergenéricas puede 

tomar varios meses en suceder como ocurrió con la híbrida Odontioda sp. Sus semillas se 

obtuvieron de una cápsula que tardó un año en madurar en condiciones naturales y al 

transcurrir los 50 días que duró el experimento solo se observó un aumento en el tamaño de 

su embrión (estadio uno) en los tratamientos simbiótico y asimbióticos.  
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Por otro lado, la orquídea Epidendrum sp., a los 30 días de la siembra simbiótica presentó los 

primeros rizoides (estadio tres), lo que indica que el tiempo para cambiar de estadio varia con 

la especie y también influye el hecho de que Epidendrum sp. es una especie silvestre. Esto 

concuerda con los resultados de la especie Epidendrum geminiflorum, sus semillas 

alcanzaron el estadio tres (formación de protocormos) a las dos semanas de su siembra en 

medios asimbióticos y simbiótico con el hongo micorrízico Tulasnella calospora, pero se 

mantuvieron así durante ocho semanas hasta pasar a un estadio cuatro de germinación 

(Quijia-Lamiña et al., 2023). En cambio, la especie Epidendrum secundum a los 10 días de 

su siembra simbiótica in vitro ya presentaba agrandamiento de embriones y sus primeros 

rizoides (Durán-López et al., 2019).   

En relación a lo anterior, para evaluar la capacidad de las semillas para germinar se usó la 

fórmula descrita por Hossain et al., (2010). Las semillas de Odontioda sp. y Epidendrum sp. 

presentaron una alta viabilidad, con porcentajes superiores al 80% y 70% respectivamente, 

en los tres tratamientos evaluados. Sin embargo, debemos tener en cuenta que las semillas 

de cada especie de orquídea responden de diferente manera al medio de cultivo empleado 

(Jolman et al., 2022). En los resultados obtenidos de la germinación simbiótica y asimbiótica 

de este estudio, el IG del tratamiento simbiótico fue superior para las dos especies, con un 

87 % para Epidendrum sp. y 67 % para Odontioda sp., a pesar de que Epidendrum sp. tenga 

un bajo porcentaje de semillas germinadas en estadio tres. Esto lo afirma Yang (2017) cuando 

menciona que, aunque el porcentaje de germinación de semillas sea cercano a cero puede 

resultar en un valor alto del IG, debido a que la fórmula del IG pondera el número de semillas 

que han alcanzado un máximo estadio, dándoles un mayor peso debido a los multiplicadores.  

Los altos índices de germinación obtenidos en los tratamientos simbióticos, como se 

mencionó anteriormente, resaltan la importancia de evaluar el efecto de los hongos 

micorrízicos. Se ha demostrado que los hongos micorrízicos juegan un papel fundamental en 

la conservación de las orquídeas, dado que pueden asociarse con diversas especies de todo 

el mundo (Gang et al., 2017; S. da Cruz et al., 2022). Se ha demostrado que los hongos 

micorrízicos transfieren nutrientes minerales como nitrógeno (N), fosforo (P) y carbono (C), 

que favorecen la germinación de semillas y mejoran el porcentaje de germinación simbiótica 

in vitro (Yeh et al. 2019). Se conoce que los miembros de Ceratobasidiaceae promueven la 

germinación de semillas en una amplia variedad de orquídeas de diferentes hábitats, 

especialmente de la gama de subfamilias Apostasiodeae, Vanilloideae, Epidendroideae, 

Orchidoideae (Jolman et al., 2022). Las orquídeas de este estudio pertenecen a la subfamilia 

Epidendroideae, lo que justifica la afinidad del hongo micorrízico del género Ceratobasidium 

con las dos especies.  
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En cuanto a la interacción micorriza-orquídea, las orquídeas pueden llegar a ser generalistas, 

y otras específicas. Generalmente, las orquídeas epífitas son específicas en su interacción 

micorrízica, y no pueden germinar con un hongo aislado de otra especie de orquídea; 

mientras que las especies terrestres pueden asociare con una gran variedad de micobiontes 

del suelo (Chávez et al., 2015). De igual manera, no todos los hongos micorrízicos pueden 

promover la germinación de las semillas, pero si relacionarse con la orquídea cuando alcance 

su etapa adulta (Rafter et al., 2016; McCormick et al., 2021). Es importante destacar que el 

hongo micorrízico Ceratobasidium sp. utilizado en este estudio fue aislado por Durán-López 

et al. (2019) de la raíz de la orquídea Trichoceros antenniferum y conservado en medio PDA 

hasta la realización de este experimento. Se sabe que los hongos micorrízicos utilizados para 

la germinación simbiótica han sido aislados e identificados de las raíces de plantas adultas 

(McCormick et al., 2021). Sin embargo, varios autores afirman que la mayoría de hongos 

micorrízicos aislados de las raíces de plantas maduras pueden no ser adecuados para inducir 

la germinación de semillas, y obtener un cultivo puro de estos hongos es complicado (T. Li et 

al., 2021; McCormick et al., 2021; Zhao et al., 2021).  

Se ha encontrado hallazgos de que el género Ceratobasidium puede perder su capacidad 

fúngica con el transcurso de los años, dado que, una cepa aislada de las raíces de la orquídea 

Dendrophylax lindenii y conservada durante dos años en medio PDA a 4 °C, no generó el 

mismo efecto de germinación de las semillas de la orquídea de la que fue aislado, que cuando 

se utilizó un inóculo joven (Hoang et al., 2017). Estos hallazgos concuerdan con los de este 

estudio, puesto que a pesar de haber reproducido el hongo para cada siembra simbiótica y 

poder trabajar con un inóculo joven (10 días de crecimiento), este ya no tenía la misma 

capacidad para promover la germinación de las dos especies de orquídeas. Sin embargo, 

Ceratobasidium sp. es un hongo micorrízico que promueve la germinación cuando su periodo 

de conservación no es extenso. En el estudio realizado con la orquídea Prasophyllum frenchii, 

se utilizó aislados fúngicos de Ceratobasidium conservado durante siete meses, y después 

de tres meses de la siembra simbiótica se obtuvieron semillas en estadio cuatro en medios 

con salvado de trigo y agar avena (Freestone et al., 2022). 

A pesar de que el medio MS es ampliamente utilizado en la propagación in vitro de orquídeas, 

no todos los tipos de semillas de esta familia responden bien a este medio de cultivo (Jolman 

et al., 2022). En cuanto a la germinación asimbiótica, el medio MS modificado con coco en 

este estudio fue preparado de manera artesanal, por lo que no fue óptimo para la germinación 

de Epidendrum sp. y Odontioda sp.; a pesar de que ambas especies presentaron una 

respuesta rápida en el hinchamiento de sus semillas las dos primeras semanas del 

experimento. Las orquídeas Acianthera prolifera y Epidendrum secundum, también 
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presentaron esta rápida respuesta en etapas iniciales de germinación, pero su desarrollo de 

protocormos e incluso formación de plántulas fue mejor en otros medios de cultivo (Koene et 

al., 2019; Durán-López et al., 2019). Así mismo, en las semillas de la orquídea híbrida 

Laeliocattleya el medio MS modificado con coco no fue el adecuado, dado que fue el medio 

de cultivo menos eficiente para el desarrollo de embriones hinchados, ruptura de testa, 

formación de protocormos y formación de rizoides en comparación con el medio MS 

modificado con jugo de piña (Salazar-Mercado & Botello-Delgado, 2020).  

En algunos casos, el medio MS es utilizado para el desarrollo de plántulas, y no como medio 

para la germinación asimbiótica de semillas. Este es el caso de la orquídea híbrida Vanda 

coerulea x Ascocentrum auranticum, que alcanzó el máximo crecimiento de plántulas en el 

medio MS, pero no fue el medio ideal para la germinación de sus semillas (Kishor et al., 2006). 

Por el contrario, el medio de cultivo MS suplementado con agua de coco, y jugo de piña fue 

el más eficiente para la germinación de híbridos de Phalaenopsis a las 18 semanas de cultivo 

in vitro (S. Salazar et al., 2013). Estos resultados concuerdan con el estudio de Jitsopakul 

(2022) sobre la germinación in vitro de orquídeas híbridas, en el cual usan medio MS y VM 

modificado, se presenta que MS puede estimular la germinación en ciertas especies híbridas 

y en otras no, debido a la composición del medio.  

De esta manera, se puede decir que determinar el tratamiento ideal para promover la 

germinación de las semillas, desarrollo de protocormos y formación de plántulas, varía de 

acuerdo a las necesidades de cada especie (Salazar-Mercado & Botello-Delgado, 2020). Sin 

embargo, las orquídeas requieren de una asociación simbiótica con hongos micorrízicos para 

poder germinar y desarrollarse, pues estos proporcionan a las plantas los azúcares y 

nutrientes necesarios hasta que la planta pueda fabricar sus propios nutrientes (Lopes 

Ferreira et al., 2015). Algunos autores confirman que realizar una germinación simbiótica 

puede resultar más eficiente si se cuenta con el hongo micorrízico apropiado para la especie 

de orquídea, debido a que acelera el proceso de germinación (Otero Ospina & Bayman, 2009; 

Tsulsiyah et al., 2021). 

Por otra parte, no solo es fundamental el medio de cultivo, sino también las condiciones en 

las que se lleva a cabo la germinación in vitro son de vital importancia. Las semillas de las 

dos especies de orquídeas estudiadas presentaban condiciones óptimas para poder germinar 

en todos los tratamientos. Sin embargo, estudios previos han demostrado que existen 

diversos factores que pueden afectar su viabilidad y, por ende, su germinación. Dentro de 

estos factores se incluye la luz, la humedad, la temperatura e incluso el proceso de 

desinfección a las que se encuentran expuestas previo a su siembra (Doria, 2010; Alghamdi, 
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2019; Duarte et al., 2022). El hipoclorito de sodio es un desinfectante efectivo para realizar el 

cultivo in vitro de semillas de orquídeas, pero se debe tener precaución con las dosis y 

tiempos de inmersión, porque puede ocasionar elevada mortalidad de semillas incluso varios 

días después del cultivo. Al finalizar este estudio, se pudo evidenciar la presencia de semillas 

con embriones blancos, es decir semillas muertas.  

De igual manera, las semillas de orquídeas son conocidas por tener una baja tasa de 

germinación y pueden requerir condiciones de germinación muy específicas, como 

temperaturas y niveles de humedad controlados (Jolman et al., 2022). La temperatura y la 

luz, juegan un papel importante en la germinación de semillas de orquídeas. Varios estudios 

mencionan que el rango de temperatura para la germinación in vitro de semillas varía entre 

los 15 a 28 °C. Sin embargo, se debe tener en cuenta los requisitos de temperatura de cada 

especie en sus hábitats naturales (Yan & Chen, 2020).  

En el cultivo comercial, la orquídea Odontioda sp. se expone a temperaturas superiores a los 

28 °C durante varias horas y crece bien, pero se recomienda el cultivo in vitro a una 

temperatura de 26 °C diurna y nocturna (Blanchard & Runkle, 2005). En cuanto a las 

orquídeas Epidendrum se sabe que son adaptables y pueden tolerar una amplia gama de 

temperaturas, estas se clasifican típicamente como orquídeas intermedias a cálidas, prefieren 

temperaturas entre 15 y 30 °C para un crecimiento y desarrollo óptimo (Vega & Marques, 

2015). Para este estudio se estableció un rango de temperatura de 24 a 28 ° C las 24 horas. 

Igualmente, la luz a la que son sometidas las semillas de las orquídeas llega a ser un factor 

crucial para la germinación y desarrollo. Según Alghamdi (2019), las orquídeas se desarrollan 

mejor en ausencia de luz en medios asimbióticos, pero en medios simbióticos la luz es un 

factor clave para su germinación. Así mismo, se debe considerar los requisitos de la especie, 

pues ciclos de luz 12h/12h o 16h/8h se usan comúnmente para semillas de especies epífitas, 

mientras que para especies terrestres es necesario un período de oscuridad continua para la 

germinación (Jolman et al., 2022). Un claro ejemplo de que la luz es un factor de prioridad 

para la germinación es el caso de la orquídea terrestre Vanilla planifolia, que se desarrolla en 

condiciones de luz y sombra; para su germinación asimbiótica se dejaron las semillas en 

oscuridad durante 30 días, y llegó a formar protocormos después de 60 días de cultivo 

(Carranza Alvarez, 2021).  

Por último, la densidad de las semillas sembradas pudo llegar a afectar la germinación de 

estas en los tratamientos asimbióticos como simbiótico. De acuerdo a estudios previos, se 

usó un peso estándar de 1,8 a 2 mg, equivalente a 200 semillas para realizar las siembras 

por caja Petri (Durán-López et al., 2019; Beltrán Aguilar & Solórzano Chávez, 2022). Para 
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este estudio ese peso equivalía a aproximadamente 800 semillas para Odontioda sp. y 500 

para Epidendrum sp. Es importante destacar que las semillas de las dos especies difieren en 

tamaño (Tabla 16). Por esta razón, la densidad de las semillas utilizada llega a ser un factor 

importante en la germinación simbiótica y asimbiótica. Generalmente se sugiere el uso de 80 

a 100 semillas por caja Petri (Aggarwal et al., 2012; Sathiyadash et al., 2014). Sin embargo, 

en el estudio de Decruse et al. (2018) se corroboró que los cultivos simbióticos y asimbióticos 

con baja densidad de semillas, entre 25 y 50 semillas por caja Petri, presentaron mejores 

porcentajes de germinación y un crecimiento rápido para la orquídea Vanda thwaitesii.  
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7. Conclusiones 

El hongo micorrízico Ceratobasidium sp. logró promover la germinación con las dos especies 

de orquídeas: Odontioda sp. (híbrido) y Epidendrum sp. Sin embargo, demostró mayor 

afinidad con la especie silvestre Epidendrum sp., que durante este estudio sólo alcanzó un 

estadio tres de germinación.  

La germinación simbiótica demostró una mayor eficiencia para ambas especies de orquídeas, 

ya que exhibieron índices de germinación más elevados en comparación con la germinación 

asimbiótica en los medios MS modificado de coco y OMA sin inoculación de hongo. 

El tratamiento simbiótico con Epidendrum sp. presentó una mejor germinación que con 

Odontioda sp., pues hubo presencia de semillas con rizoides al finalizar el experimento, a 

comparación de Odontioda sp. (híbrido) que solo incrementó el tamaño de su embrión. 

Finalmente, se comprueba que el hongo micorrízico Ceratobasidium sp. no es un simbionte 

específico, pues puede asociarse con varias especies de orquídeas.  
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8. Recomendaciones 

Se recomienda realizar la germinación simbiótica y asimbiótica monitoreando periódicamente 

las condiciones de luz, temperatura y humedad, para corroborar que se mantengan 

constantes y así probar la eficiencia de la germinación de las semillas.  

Para llevar un mejor control de las siembras in vitro, se aconseja contar las semillas en lugar 

de usar un peso establecido en estudios previos, debido a que el peso de las semillas varía 

dependiendo de la especie.  

Para posteriores estudios se debería realizar un preacondicionamiento a las semillas que se 

encuentren en refrigeración u otros métodos de conservación, sumergiéndolas en sacarosa 

al 10 %, para estudiar cómo afecta en su viabilidad y posterior germinación.   

Probar diferentes tiempos y concentraciones de hipoclorito de sodio en el proceso de 

desinfección de las semillas, para evaluar su efecto en la germinación y posterior mortalidad 

de semillas.  

Se sugiere duplicar el periodo de experimentación para las especies híbridas, debido a que 

el tiempo para establecer una relación simbiótica con los hongos micorrízicos y la germinación 

de las semillas varía con la especie. 

En futuras investigaciones, se recomienda probar la germinación asimbiótica con medio MS 

comercial, con el fin de evaluar la germinación de las semillas y posterior desarrollo de 

plántulas. 

Se recomiendan más estudios sobre los subcultivos de Ceratobasidium sp. para determinar 

si con el tiempo el hongo micorrízico presenta una disminución en su capacidad para germinar 

semillas de orquídeas.   
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10. Anexos 

Anexo A. Composición de los medios de cultivo empleados  

• Medio de cultivo OMA 

Compuesto Cantidad 

Avena 1,25 g 

Agar 4 g 

Agua destilada 500 ml 

• Medio de cultivo MS modificado coco 

Compuesto Cantidad 

Agua destilada 500 ml 

Agua de coco 75 ml 

Sacarosa 10 g 

Carbón activado 1 g 

Agar 4 g 

Soluciones (A, B, C, D y E) 5 ml 

Vitamina B1 0,5 ml 

Tween 2 gotas 

• Medio de cultivo PDA 

Compuesto Cantidad 

Puré de papa 2,5 g 

Glucosa 5 g 

Agar 5 g 

Agua destilada 250 ml 
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Anexo B. Medición del diámetro de las semillas de las dos especies de orquídeas a al 

finalizar el experimento.  

Especies 
Medición del diámetro del embrión a los 50 días 

Inicial MS OMA (-) OMA + HM 

Odontioda 

sp. 

    

Epidendrum 

sp. 

    

Nota: La barra lateral inferior derecha es la escala de medición: 0,1 mm. 


