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Resumen

Neurospora crassa es un hongo filamentoso con gran potencial para aplicaciones biotecnolégicas
debido a su rapido crecimiento y facil cultivo. En este estudio, se evalud la capacidad de produccién
de la enzima invertasa a partir de este microorganismo, mediante fermentacion en medio sélido
(FMS) y agrolita como soporte inerte. Se evaluaron factores de crecimiento y produccion enzimatica
relevantes como el contenido de sustrato, niveles de humedad, temperaturas de incubacién y nivel
de inéculo. La produccion de invertasa se incrementé al incrementar la concentracion de sustrato,
alcanzando una actividad maxima de 10.69 + 0.01 U/mL, empleando 90 g/L de sacarosa. De igual
manera, la actividad enzimatica se vio favorecida al emplear 65 % de humedad inicial en la FMS
(44.56 £ 1.76 U/mL), una temperatura de 35 °C (46 = 1.63 U/mL) y un nivel de in6culo de 1x108
esporas/mL (41.38 £ 1.00 U/mL). Ademas, se observé que la concentraciéon de proteina varié en
funcién de estas condiciones, con un maximo de 0.08 + 0.01 mg/mL a 65 % de humedad inicial.
Estos resultados muestran que N. crassa es un buen modelo de estudio para el disefio de estrategias
que permitan la eleccién de las condiciones de cultivo en FMS, para mejorar la produccion de
enzimas industrialmente importantes, como es el caso de la invertasa.
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Abstract

Trichocentrum nudum, belonging to the ‘dancing ladies’ group, is an orchid native to America, found
in countries such as Colombia, Venezuela, and Panama. The objective of this study was to establish
a viable germination protocol and evaluate the formation of in vitro seedlings of the Trichocentrum
nudum orchid. To this end, 20 mature capsules of this species were used, collected in the department
of Sucre, and the seeds were subsequently cultivated in three treatments: T1 (100% MS salts), T2
(50% MS salts) and T3 (25% MS salts). With regard to seed germination, the highest germination
percentage and the highest number of shoots were observed in T1. For seedling formation, T2
showed the best results, with the formation of elongated stems and the presence of roots. In
conclusion, the results of the present study allows to establish a protocol for seed germination and in
vitro seedling production of this orchid, which would be a strategic component for its propagation and
conservation.
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Introduccién

Trichocentrum nudum, también conocida con
otros sindnimos, tales como Cohniella nuda y
Oncidium nudum, es una planta epifita
perteneciente a la familia Orchidaceae, nativa
de América y distribuida en paises tales como
Venezuela, Colombia (Hernandez-Rosales y
Ortega-Macareno, 2025) y Panama, y se
encuentra incluida dentro del grupo
comunmente conocido como “orquideas

damas danzantes”. A diferencia de otras
especies del género, Trichocentrum nudum
presenta inflorescencias que son siempre mas
cortas que las hojas (esto puede ser relativo)
y muy densas pero, lo que realmente
diferencia a esta especie es su flor: el
diametro de la flor no es mayor a 3,5 cm, y
estas van desde pequefas con el labelo de
unos 7 mm de longitud a mas grandes con el
labelo de unos 13 mm de longitud (Carnevali
et al., 2010) (Figura 1).

Figura 1. Planta completa y flor de la especie Trichocentrum nudum. Autoria propia.

Sin embargo, a pesar de la belleza de sus
flores, la diversidad de especies y la extensa
distribucion de las mismas, con el paso del
tiempo se han venido reportando diversos
factores bidticos, abidticos y antropogénicos
que afectan negativamente a las orquideas
(Carranza et al., 2023); entre los factores
bidticos que afectan a la distribucion,
dispersion de semillas y supervivencia de las
orquideas se encuentra la necesidad de
entablar relaciones interespecificas, ya que se
ven sujetas a la disponibilidad de
microorganismos (Fernandez, 2010),
perjudicando las principales interacciones de
las orquideas, como la relacién con hongos
asociados, que desde el momento de la
germinacién benefician a las orquideas,
debido a que sus semillas carecen de
endospermo, por lo cual, necesitan
obligatoriamente un microrganismo que les
facilite los nutrientes, agua y demas
elementos para que se lleve a cabo la
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germinacion (Meng et al, 2019). Por otra
parte, en la etapa de adultez, las orquideas
pueden recibir ayuda de los hongos,
facilitandoles la obtencion de nutrientes para
su crecimiento, procesos fenoldgicos (tales
como floracion y formacion de frutos) y
ayudando en su resguardo contra
microrganismos patégenos (Sathiyadash et
al., 2020).

En ese orden de ideas, otros factores, como
los abidticos, repercuten de manera
trascendental en la conservacién de las
orquideas, siendo el cambio climatico una de
las principales amenazas para las plantas
(Seaton et al., 2013; Faleiro et al., 2018),
afectando significativamente las poblaciones
de orquideas debido a la poca disponibilidad
de nutrientes, humedad, estructura del suelo,
pH y afectando las relaciones simbidticas, con
hongos y polinizadores. El cambio climatico
disminuye en mayor medida la disponibilidad
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de un habitat adecuado para las orquideas,
propiciando el aumento de las amenazas
existentes como la sequia, incendios y
propagacion de malezas y demas especies
invasoras (Werner y Gradstein, 2008; Seaton
et al., 2013).

Finalmente, entre los factores antropogénicos
se encuentran la alteraciéon, pérdida vy
degradacion del habitad, la tala de arboles, y
la extraccion de orquideas silvestres para su
comercio ilegal (Puris et al.,, 2023). Las
poblaciones de orquideas silvestres se ven
afectadas por las presiones del desarrollo
humano, como la conversién de tierras para
agricultura o ganaderia y la recoleccion ilegal
de plantas de sus habitats como plantas
ornamentales para la comercializacion en los
mercados nacionales e internacionales
(Hinsley et al., 2017).

Ante estas problematicas, el campo de la
biotecnologia aporta herramientas y métodos
de vital importancia para la conservacion de
especies, donde resalta el cultivo in vitro de
tejidos vegetales como una de las mas
utilizadas. Esta técnica favorece |la
multiplicacion masiva de plantas en un corto
periodo de tiempo y a costos reducidos
(Ancasi-Espejo et al., 2023) a partir de
protocolos de establecimiento de explantes
que promueven procesos como la
organogénesis (Campos et al., 2020; Duarte,
2022). La técnica de cultivos in vitro ha sido
implementada satisfactoriamente en una gran
variedad de especies vegetales, incluyendo
orquideas terrestres, epifitas y litofitas, por
medio de la germinacion asimbittica de
semillas y la formacién de las estructuras
conocidas como protocormos (Mamani et al.,
2022; Hernandez et al., 2023).

Aunque se tiene registro de multiples estudios
sobre germinacion in vitro de semillas de
orquideas, para Trichocentrum nudum ain no
han sido descritos sus requerimientos
nutricionales y fisiolégicos basicos, ni la
posible respuesta de las semillas a
variaciones en la concentracion del medio de
cultivo comunmente implementado para
orquideas. Puesto que las semillas de estas
plantas no poseen endospermo (tejido de
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reserva propio de todas las semillas), factores
como la disponibilidad y la concentracion de
nutrientes del medio pueden alterar
significativamente los procesos de imbibicion,
la reactivacion metabdlica, procesos de
division celular y el desarrollo inicial del
protocormo (Apolo, 2021). De esta manera,
aun con cambios  simples  (como
modificaciones en las concentraciones del
medio de cultivo) se puede generar
informacion relevante sobre la eficiencia del
desarrollo del protocormo, el nivel minimo o
maximo de nutrientes requeridos por las
semillas para concretar la germinacion, la
posible inhibicion por exceso de sales y la
sensibilidad de la planta a las condiciones
osmoticas del medio (Wongsa et al., 2025).

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue establecer un protocolo de
germinacion viable y evaluar la formacion de
plantulas in vitro de la orquidea Trichocentrum
nudum.

Materiales y Métodos

Ubicacion geografica

La presente investigacion se realiz6 en el
Laboratorio de Biotecnologia y Cultivo de
Tejidos Vegetales de la Universidad de Sucre,
sede Puerta Roja. Esta se ubica en la ciudad
de Sincelejo, cuya posicidon geografica en
Colombia es 9° 18’ de latitud norte y 75° 23’
de longitud oeste del meridiano de Greenwich.

Obtenciéon y recoleccion del material
vegetal

Se hizo uso de 20 capsulas maduras de
Trichocentrum nudum (Figura 2), las cuales
fueron recolectadas en el municipio de
Sampues, Sucre, y los puntos de recoleccion
se encuentran representados por las
coordenadas: 9,19942 de latitud y -75,34284
de longitud oeste del meridiano de Greenwich.
Para la recoleccion del material vegetal, se
desplazd hacia el lugar de ubicacion de las
mismas, se hizo uso de papel periddico y
bolsas ziploc y se transportaron las capsulas
hacia la Universidad de Sucre, en donde se
les realizd el respectivo tratamiento de
desinfeccion.
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Desinfecciéon del material vegetal

Las capsulas se desinfectaron mediante el
lavado por inmersién en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2%, durante 3 minutos
con dos gotas de Tween 20 (Sigma®),
posteriormente se realizé dos enjuagues con
agua destilada esteril para eliminar el exceso
de detergente.

Medios de cultivo

Se realiz6 un total de 3 tratamientos (T1, T2y
T3), donde cada tratamiento estuvo
conformado por 20 réplicas, para un total de
60 medios de cultivo. Los tratamientos
estuvieron compuestos por sales MS (1962) al
100% para T1, para T2 sales MS (1962) al
50% y para T3 sales MS (1962) al 25%, y para
todos los tratamientos sacarosa al 3%, 0,05 gr
de Myo-inositol, 500 ul de tiamina HCI, Gelrite
al 0,2%, y se ajusto el pH a 5,7 £ 5,8. Luego
se disolvio el Gelrite durante 10 minutos en
una plancha de calentamiento y se distribuyo

en frascos de vidrio a razén de 20 ml por
frasco. Finalmente, se esterilizé en autoclave
durante 20 min a 15 psiy 121° C. Los medios
de los diferentes tratamientos se sembraron
en condiciones de asepsia en cabina de flujo
laminar horizontal.

Siembra del material vegetal, germinacion
de las semillas y condiciones del medio
Se cortaron las capsulas longitudinalmente
con la ayuda de un bisturi previamente
desinfectado dentro de la camara de flujo
laminar, se extrajo un cimulo de semillas y se
sembré en los diferentes medios de cultivo
distribuyéndolas en cinco grupos dentro del
frasco con la ayuda de una asa de aro (Figura
3). Posteriormente, se colocaron en un cuarto
de incubacién a una temperatura de 28 + 5 °C,
humedad relativa de 65 % y un fotoperiodo de
12 horas luz con una intensidad luminica de
50 ymol m2s™,

Figura 3. Siembra de las semillas de Trichocentrum nudum.
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Evaluacion del material vegetal

Se evalud el desarrollo germinativo de las
semillas en cada uno de los medios a las 24
horas, 48 horas, 72 horas, 5 dias, 10 dias, 15
dias, 20 dias, 30 dias, 40 dias, 45 dias, 50
dias, 60 dias, 70 dias y 90 dias. Al mismo
tiempo, se evaluaran parametros cuantitativos
y cualitativos, tales como el mejor tratamiento
para la germinacién, numero de semillas
germinadas, longitud del vastago, nimero de
raices, numero de brotes y presencia o
ausencia de contaminacion.

Disefio y analisis estadistico

Esta investigacion se realizé bajo un disefio
completamente al azar (DCA). A los datos que
se obtuvieron se les aplicaron las pruebas de
normalidad (ShapiroWilk) y homogeneidad de
varianzas (Bartlett), tras lo cual, aquellas
variables distribuidas de forma normal y
homogénea fueron sometidas a un analisis de

varianza (ANOVA), seguido de la prueba de
comparaciéon multiples de medias Tukey (a:
0.05), mientras que en caso contrario se
realizé la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis. Todos los analisis estadisticos se
procesaron en programas tales como Excel, R
Project y R Studio para Windows 11 (de
Mendiburu, 2012).

Resultados y discusién

Este trabajo encontr6 que, al transcurrir
aproximadamente 50 dias después de la
siembra de las semillas, fue posible observar
inicios de germinacion en los medios de
cultivo, observandose asi la estructura
conocida como protocormo globular y los
primeros brotes en diferentes réplicas de los
distintos tratamientos implementados (Vargas
et al., 2023) (Figura 4).

Figura 4. Semillas germinadas in vitro y formacion de brotes de la orquidea Trichocentrum nudum.

Los resultados obtenidos se relacionan con
los de Vogel y Macedo (2010), los cuales
evaluaron el efecto del acido indol-3-acético
(IAA), el tidiazurdn (TDZ) y la calidad de luz en
la germinacion de semillas de Cyrtopodium
glutiniferum, reportando inicios de
germinacién a los 50 dias después de la
siembra de las semillas. De igual manera,
Wida et al. (2017) afirman que, en
Dendrobium lasianthera, la germinacion
asimbidtica se di6 a las seis semanas (42
dias), tiempo en el que el embridbn mostro
crecimiento constante, la testa se rompid y el
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embrion emergié. Asi mismo, Moreno y
Menchaca (2007) evaluaron el efecto de
compuestos organicos adicionados al medio
MS en la germinacién de Stanhopea tigrina 'y
registraron que, alrededor de los 60 dias, se
observé la formacion de protocormos de 0.5
cm con rizoides y primordios foliares. Sin
embargo, se reportan diferencias al hacer la
comparacion de estos resultados con otras
especies del mismo género. Ramos et al.
(2020), en un estudio de propagacion clonal
de Trichocentrum stramineum, registraron
germinacion a los 20 dias después de la
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siembra de las semillas en medio KC-E,
mientras que Flores et al. (2008) registraron
para la misma especie el desarrollo de
protocormos a los 13 dias en medios MS
suplementados con peptona, sacarosa, agua
de coco y extractos de frutas. De la misma
manera, Alvarez (2012) observé en
Trichocentrum  pachyphyllum germinacion
transcurridos 15 dias en medio Peter, y con el
medio KM, en el cual la germinacién no se dio
sino hasta los 60 dias.

En ese orden de ideas, el andlisis de varianza
para el numero de semillas germinadas
demuestra que hay diferencias significativas
entre dicha variable y los tratamientos (p-
valor=0.02307, p < 0.05) (Figura 5).
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Figura 5. Numero de semillas germinadas con respecto
a los tratamientos.

El analisis de varianza para el numero de
raices demuestra que hay diferencias
significativas entre esta variable y los
tratamientos (p-valor=0.01084, p < 0.05)
(Figura 6).
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Figura 6. Numero de raices con respecto a los
tratamientos.
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El analisis de varianza para el numero de
brotes demuestra que hay diferencias
significativas entre la variable en cuestion y
los tratamientos (p-valor=0.02215, p < 0.05)
(Figura 7).
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Figura 7. Numero de brotes con respecto a los
tratamientos.

El analisis de varianza para la longitud del
vastago demuestra que no hay diferencias
significativas entre dicha variable y los
tratamientos (p-valor=0.286, p > 0.05) (Figura
8).
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Figura 8. Longitud del vastago con respecto a los
tratamientos.

Por otro lado, después de aproximadamente
120 dias después de la siembra de las
semillas, es posible evidenciar diferencias
significativas principalmente en cuanto al
crecimiento y elongacion de las vitroplantas y
la formacion de raices (Figura 9).
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Figura 9. A. Vitroplantas después de 120 dias post-
siembra. B. Vitroplantas en T1. C. Vitroplantas en T2. D.
Vitroplantas en T3.

Los resultados obtenidos para Trichocentrum
nudum permiten detallar que, hasta el ultimo
de los controles, el porcentaje de germinacion
fue del 92% en T1, 52% en T2 y en T3, el
porcentaje de germinacion fue del 48%. Estos
hallazgos confirman que la germinacion de
semillas, la formacién de brotes, el desarrollo
radicular y la elongacién del vastago se da
mas eficientemente en los tratamientos T1
(sales MS al 100%) y T2 (sales MS al 50%),
mientras que en T3 (sales MS al 25%) se pudo
observar deficiencias claras en todos los
parametros. Estas  observaciones se
comparan con lo registrado por Romero et al.
(2007), los cuales afirman que tanto el 100%
como el 50% de sales minerales propicia un
mayor desarrollo de plantulas en orquideas,
hallazgos que se asemejan
considerablemente con los del presente
trabajo. Del mismo modo, Rangel et al. (2018),
en su trabajo con Anthurium schlechtendalii
(anturio), registraron que ambas
concentraciones de sales (50% y 100%)
promueven la germinacion, aunque el mayor
crecimiento se alcanzé con el 100% de sales
MS suplementadas con sacarosa. Sin
embargo, para la especie de T. nudum, los
resultados afirman que tanto la concentracion
completa como la reducida a la mitad son
favorables, dependiendo de parametro
evaluado, ya que para el numero de brotes, el
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T1 (100%) mostré los mejores resultados,
mientras que para el nimero de raices, los
resultados mas eficientes fueron obtenidos
con T2 (50%). En este estudio, el T3 (25%) fue
el tratamiento que mostré menor efectividad
para lograr la germinacion de las semillas;
este comportamiento observado puede ocurrir
debido a la baja disponibilidad de macro y
micronutrientes en los medios de -cultivo,
componentes fundamentales en el proceso de
divisién celular, metabolismo energético y
sintesis/transporte de hormonas, tal como lo
reportan Cadavid y Salazar (2008) para la
especie Cattleya quadricolor, en donde el
tratamiento 3 con sales MS V4 (25%) arrojoé un
porcentaje de germinacién de semillas bajo en
comparacion con los tratamientos 1 (100%) y
2 (50%), donde estos fueron de 88% y 64%,
respectivamente. Segun lo anterior, Martinez
et al. (2015) afirman que la disminucién de la
concentracion de sales puede afectar el
potencial osmético, dificultando la absorcion
de nutrientes y reduciendo la eficiencia de la
actividad metabdlica de las plantulas.

Es importante considerar que, en otras
especies, como la pitahaya, se ha evidenciado
un efecto opuesto y resultados contradictorios
a los obtenidos en T. nudum: Loja y Villalba
(2024) registraron imbibicion total de la
germinacién en el medio MS al 100%, lo que
viene dado por el bajo potencial hidrico
proveniente de la alta concentracion de sales,
condicién que asemeja ambientes con déficit
hidrico (Tombion et al., 2023; Lamz vy
Gonzales, 2013). Sin embargo, en T. nudum
este aspecto no se observo, lo que quiere
decir que existen diferencias interespecificas
en la tolerancia a la salinidad del medio de
cultivo. En ese orden de ideas, estudios en
Trichocentrum stramineum evidencian
variaciones en la respuesta: Ramos et al.,,
(2020) observaron que el medio KC-E permitié
una germinacion significativamente superior
frente al medio MS, lo que se explica por el
efecto inhibidor de la alta concentracion de
sales en este ultimo (Flores et al., 2008).
Otros estudios con orquideas soportan esta
aseveracion. Andrade et al. (2015) observaron
que semillas cultivadas en MS al 25%
mostraron sintomas de deficiencia
nutrimental, lo que coincide también con lo
reportado en T. nudum bajo T3. Morard y
Henry (1998) y Navarro et al (2000) también
resaltan que tanto la disminucion como el
exceso del potencial osmético del medio
afectan la absorcion de agua y nutrientes,
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condicionando el crecimiento. Por el contrario,
en T1 (100%) se obtuvo el mayor niumero de
brotes, lo cual se asemeja con lo reportado por
Téllez et al. (2024) en Rhyncholaelia glauca 'y
por Mora et al. (2023) en Prostechea vitellina,
donde el medio MS completo produjo un
mayor numero de brotes por explante. Estas
semejanzas resaltan que, en determinadas
especies de orquideas, la composicion
completa de nutrientes del MS resulta
adecuada para la estimulacion de la
organogeénesis.

Por otro lado, la elongacién del vastago en T.
nudum fue mas eficiente en T2 (50%), lo que
se relaciona con lo descrito por Flores et al.
(2017) y Frausto et al. (2019), quienes
observaron que la reduccion de sales al 50%
promueve la elongacion de brotes y mejora la
viabilidad de explantes en orquideas, como
Phalaenopsis. Este hallazgo sugiere que,
aunque el medio MS completo aporta
nutrientes suficientes, la reduccién a la mitad
de su concentracion puede disminuir los
efectos osmoéticos negativos, provocando asi
un crecimiento mas equilibrado. Ademas, se
debe considerar que las orquideas, al estar
adaptadas a ambientes con bajos niveles de
nutrientes, presentan un bajo requerimiento
mineral (Frausto et al., 2019), por lo que la
eleccion de la concentracién adecuada es
fundamental para optimizar la germinacion y
el crecimiento in vitro.

Finalmente, se hace la aclaracion de que, en
este estudio, la contaminacion no representd
un inconveniente, ya que en ninguno de los
medios de cultivo evaluados se presentd
indicios de proliferacién de hongos o bacterias
durante el tiempo de evaluacion estipulado,
permitiendo que los ensayos se realizaran de
manera satisfactoria y que los parametros
analizados reflejaran con mayor precision la
respuesta a los tratamientos implementados.
En sintesis, la presente investigacion confirma
que la respuesta de T. nudum a las
concentraciones de sales MS depende del
parametro a evaluar. Por un lado, mientras
que el medio completo (T1) favorece la
brotacion, el medio al 50% (T2) promueve una
elongacion mas eficiente del vastago, y el
medio reducido al 25% (T3) resulta limitante e
inadecuado para la germinacion y crecimiento
de las vitroplantulas. Estos resultados hacen
énfasis en la importancia de ajustar la
concentracién de sales al requerimiento
fisiologico propio de cada especie, evitando
tanto la deficiencia como el exceso de
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nutrientes. Se sugiere explorar combinaciones
dinamicas de otros medios, en pro de
observar la respuesta de esta orquidea ante
tales condiciones. Asimismo, se recomienda
complementar el medio MS con fuentes
adicionales de carbono y reguladores de
crecimiento, a fin de potenciar la formacion de
plantulas vigorosas.

Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten concluir
que la germinacion y el desarrollo in vitro de
T. nudum dependen directamente de la
concentracion de sales del medio MS, siendo
las concentraciones completas (100%) y
reducidas al 50% las mas favorables segun el
parametro evaluado. El medio MS al 100%
estimulé principalmente la formacién de
brotes, mientras que al 50% permitié una
elongacion mas equilibrada del vastago, en
tanto que la reduccidon al 25% resultd
ineficiente para todas las fases del desarrollo.
Estos hallazgos resaltan la posibilidad de
establecer un protocolo para el
establecimiento in vitro de esta especie y su
posterior proceso de micropropagacion.
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