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RESUMEN

Las orquideas constituyen uno de los grupos de plantas con mayor diversidad bioldgica;
sin embargo, muchas especies presentan bajas tasas de germinacion natural debido a
la ausencia de reservas nutritivas en sus semillas y a su dependencia de asociaciones
micorricicas, lo que limita su propagacion y contribuye al riesgo de disminucion de sus
poblaciones. Con base en ello, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el
efecto de diferentes fuentes de carbono en la germinacion in vitro de Epidendrum
megagastrium Lindl., especie de orquidea poco estudiada y distribuida en los bosques
montanos andinos de Pert y Ecuador. Para ello, se empled un disefio completamente
al azar con cuatro tratamientos correspondientes a diferentes fuentes de carbono:
sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa, incorporadas al medio de cultivo Murashige y
Skoog (MS); se evaluaron las diferentes etapas de germinacién durante 15 semanas
mediante el seguimiento de los cambios morfolégicos de las semillas y su progresion
hacia la formacion de protocormos, considerando la etapa 0 (semillas sin embrion),
etapa | (hinchamiento e hidratacién del embrién) y etapa Il (formacién de protocormos);
los resultados evidenciaron que la fuente de carbono influyé significativamente en la
germinacion in vitro de E. megagastrium (p < 0.05), donde la maltosa presenté la mejor
respuesta, alcanzando los mayores porcentajes de germinacién y formacion de
protocormos (70%), seguida de fructosa (19%), glucosa (11%) y sacarosa (8%).
Asimismo, se observé que no todas las semillas contenian embrion, registrdndose
semillas no viables en todos los tratamientos; la transicién hacia la formacion de
protocormos fue mas rapida y eficiente en el tratamiento con maltosa, lo que indica una
mejor respuesta fisioldgica frente a esta fuente de carbono. Se concluye que la maltosa
constituye la fuente de carbono mas adecuada para la germinacion in vitro de
Epidendrum megagastrium, representando una alternativa importante para el desarrollo
de protocolos de propagacion y conservacion ex situ de esta especie andina.

Palabras clave: germinacion in vitro, fuentes de carbono, protocormos, Orchidaceae,
conservacion ex situ.
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l. INTRODUCCION
Las orquideas constituyen uno de los grupos de plantas mas diversos y ecolégicamente
importantes del mundo, destacdndose por su elevada variabilidad morfolégica,
adaptabilidad y valor ornamental; sin embargo, muchas especies enfrentan actualmente
amenazas relacionadas con la baja tasa de germinacion, pérdida de habitat,
fragmentacion de ecosistemas y cambios ambientales, especialmente aquellas
distribuidas en bosques montanos andinos. Dentro de este grupo se encuentra
Epidendrum megagastrium Lindl., una especie nativa de Pert y Ecuador que habita
entre los 2900 a 3700 m s.n.m., considerada una especie poco estudiada en aspectos
relacionados con su propagacion y conservacion.
La germinacién natural de las semillas de orquideas presenta limitaciones debido a que
poseen semillas diminutas y carentes de reservas nutricionales, dependiendo en
condiciones naturales de asociaciones simbiéticas con hongos micorricicos (Arditti &
Ghani, 2000). Frente a ello, el cultivo in vitro representa una herramienta biotecnoldgica
importante para la propagacion masiva y conservacion de especies de orquideas,
permitiendo el desarrollo de semillas bajo condiciones controladas y asimbiéticas.
Dentro de los factores que influyen en la germinacién in vitro, la fuente de carbono
desempefa un papel fundamental, ya que proporciona la energia necesaria para el
crecimiento y desarrollo embrionario; en los medios de cultivo vegetal, la sacarosa ha
sido la fuente de carbono mas utilizada debido a su alta eficiencia como sustrato
energético y su capacidad para favorecer el crecimiento y la morfogénesis de los tejidos
cultivados (George et al., 2008; Yaseen et al., 2013). Sin embargo, investigaciones
recientes han demostrado que la respuesta puede variar dependiendo de la especie y
del tipo de carbohidrato utilizado, en algunas orquideas, fuentes como la maltosa y la
fructosa han mostrado resultados favorables en la germinacion y formaciéon de
protocormos (Guaman et al., 2024; Bozdemir et al., 2018).
Objetivo general
Evaluar el efecto de diferentes fuentes de carbono en la germinacion in vitro de

Epidendrum megagastrium Lindl., Ayacucho 2025.



Objetivos especificos

o Determinar el efecto de la sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa en la germinaciéon
in vitro de Epidendrum megagastrium Lindl.

e Evaluar las diferentes etapas de germinacién in vitro de semillas de Epidendrum

megagastrium Lindl.



Il. MARCO TEORICO
2.1  Antecedentes
2.1.1 Antecedentes internacionales
Un estudio realizado por Guaman etal. (2024), evalu6é el efecto de diferentes
concentraciones de sacarosa en la germinacién asimbi6tica in vitro de semillas de
Cattleya méxima Lindl.; en la cual la investigacion se desarroll6 empleando el medio de
cultivo Knudson C, suplementado con distintos niveles de sacarosa (0, 20, 30 y 40 g/L).
Los resultados evidenciaron altos porcentajes de germinacion en todos los tratamientos,
destacando el tratamiento sin sacarosa con un 91%, seguido de 87%, 86% y 74% para
las concentraciones de 20, 30 y 40 g/L, respectivamente; sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, lo que indica que la
sacarosa no ejerce una influencia directa en la germinacion. En cambio, factores como
la viabilidad de las semillas y la composicién del medio de cultivo desempefian un papel
determinante.
Mamani etal. (2022), en su investigacion sobre Epidendrum secundum Jacq.,
examinaron medios convencionales (MS, VW, KC) y también medios alternativos de
menor calidad (PA) que se basan en sales hidropdnicas, a los que se les agregd 10% y
20% de agua de coco y diferentes gelificantes (gelrite, agar y carragenina); las semillas
fueron desinfectadas utilizando una solucion de 0.5% de NaClO durante 15 minutos y
se cultivaron a 25°C con un fotoperiodo de 16/8 horas durante 105 dias. Los resultados
revelaron que la germinacion llegé al 85.8% en el medio que contenia gelrite, sales
hidropoénicas y 20% de agua de coco, superando al medio con 10% de agua de coco
gue logré un 78.1%. Sin embargo, en presencia de carragenina, hubo una tasa de
mortalidad del 1.8% entre los protocormos.
Durante el proceso de germinacion y crecimiento in vitro de las semillas de E. secundum
en dos tipos de medios de cultivo: agar de carboximetilcelulosa (CMC) y el medio
comercial Murashige y Skoog (MS), se observé que el medio MS promovia un buen
desarrollo y germinacion. Ademds, encontraron un alto porcentaje de germinacion en

los dos medios utilizados, concluyendo que la siembra 6ptima de las semillas de E.



secundum debe realizarse utilizando una mezcla de ambos sustratos, con una mayor
proporcion de MS en relacién con el CMC (Parra, 2022).

Apolo (2021), examind técnicas para la conservacion y la germinacion in vitro de
Epidendrum nocturnum Jacg., una especie en peligro de extincion en Ecuador; las
semillas se mantuvieron durante cinco meses a temperatura ambiente o en refrigeracion
(4°C) y se analizaron seis tratamientos en medio MS con 0.5% de carbén activado,
complementados con BAP (6-Bencilaminopurina), agua de coco o GA; (Acido
Giberélico), a dos temperaturas (25°C y 4°C), utilizando un disefio completamente
aleatorio y factorial (5 repeticiones). El tratamiento mas efectivo resultdé ser el medio
suplementado con agua de coco a 25°C, alcanzando el mayor porcentaje de
germinacion a los 15 dias (2.64%); asimismo, presentd el menor indice de
contaminacioén interna del 65% causada por hongos durante ese periodo. No se registré
germinacion en un segundo intento, aunque se observé una disminucién de la
contaminacién externa a los 20 dias (46—58%), lo que se relacioné con modificaciones
en el protocolo de desinfeccion.

Delgado (2019), visualizé que la aplicacién de hipoclorito de sodio contribuye a la
escarificacion de las semillas, lo que facilita la entrada de la solucién de tetrazolio en las
semillas de E. secundum y Epidendrum ibaguense Kunth., siendo esta ultima la que
mostré resultados menos positivos; de igual manera, al aumentar la concentraciéon de
hipoclorito, se reduce notablemente el porcentaje de germinacion; por lo tanto, la
concentracion ideal es de un 0.5% de hipoclorito de sodio. Tras 45 dias de observacion,
noté que el porcentaje de germinacion en cultivo in vitro en medio MS a 22°C para
ambas especies fue bastante bajo.

Bozdemir et al. (2018), realizaron un estudio con el objetivo de evaluar como diferentes
tipos y concentraciones de azucares influyen en la germinacion y propagacion in vitro
de Orchis sancta L., una orquidea que actualmente se encuentra amenazada debido a
sSu extraccion excesiva. Para ello, utilizaron el medio de cultivo Van Waes-Debergh
(VWD), al cual afiadieron distintas fuentes de carbohidratos como sacarosa, glucosa,
fructosa, maltosa y galactosa en concentraciones que variaron entre 0 y 100 g/L; a partir
de los resultados, se observo que no todos los azucares actian de la misma manera,
ya que tanto el tipo como la cantidad influyen en cada etapa del desarrollo. La mayor
germinacion se obtuvo con maltosa a 40 g/L, mientras que concentraciones altas de
azucares tendieron a disminuir este proceso; en cuanto a la formacion de protocormos,
la sacarosa fue la que mostr6 mejores resultados, sobre todo en concentraciones

elevadas; por otro lado, el desarrollo de brotes se vio favorecido principalmente por la



fructosa y la sacarosa, mientras que la galactosa presenté un comportamiento
desfavorable en todas las etapas evaluadas.

2.1.2 Antecedentes nacionales

Noa (2024), llevé a cabo un estudio sobre la propagacion in vitro de Epidendrum
dichotomum C. Presl., centrado en cémo los reguladores AIA (Acido Indol-3-Acético) y
BAP (6-Bencilaminopurina) influyen en la germinacion y crecimiento. Se recolectaron
semillas en Tutumbaru, Sivia (Ayacucho), y se cultivaron en medio MS con 30 g/L de
sacarosa, 7 g/L de agar y pH 5,7; aplicaron cinco tratamientos: control (MS), MS + AIA
(0.5y 1.0mg/L) y MS + BAP (0.5y 1.0 mg/L), bajo condiciones controladas de incubacion
(23 + 2 °C, 16/8 h luz/oscuridad). En esta investigacion se observé que el porcentaje y
el tiempo de germinacién de las semillas de E. dichotomum no se alteran con el AlA, sin
embargo, el uso de BAP redujo el porcentaje de germinacién a menos del 50% y
extendio el tiempo hasta 13 semanas; ademas, durante la fase de desarrollo, el AIA
promovié un mayor crecimiento de raices, alcanzando un promedio de 4,4 raices por
plantula, mientras que el BAP impidié un crecimiento y desarrollo adecuados.
Gonzales-Arteaga et al. (2024), realizaron una investigacion que buscaba desarrollar
un método eficaz para la germinacion in vitro de semillas y la produccién de protocormos
de la especie Epidendrum catillus Rchb.f. & Warsz, evaluando la influencia de seis
medios de cultivo diferentes . Las semillas, obtenidas en su punto 6ptimo de madurez
fisiologica en Grapanazi (Oxapampa, Pasco, Perl), se cultivaron siguiendo un
esquema de bloques completos al azar. Los resultados revelaron que los medios
Knudson y MS al 75% y 100%, mejorados con 100 ml/L de agua de coco, ademas del
MS 100% con AG; (3,0 mg/L), favorecieron notablemente la germinacién y el desarrollo
de protocormos a los 64 y 71 dias posteriores a la siembra, en comparaciéon con los
medios que contenian ANA y mayores dosis de AGs.

Vilcherrez (2019), realizé un estudio en el Laboratorio de Biotecnologia de la UNPRG—
Lambayeque sobre la micropropagacion in vitro de Cattleya maxima Lindl. y Epidendrum
sp. donde abarcaron la germinacion hasta el crecimiento de plantulas. Utilizando un
disefio totalmente al azar que incluia 18 tratamientos y 15 repeticiones, examiné el
efecto de la harina de platano, el agua de coco y el carbén activado en medios MS
enriquecidos. Los hallazgos revelaron que el medio MS combinado con un 20% de agua
de coco y 40 g/L de harina de platano logré una tasa de germinacion de hasta el 96-
97% en ambas especies, ademas de una supervivencia y diferenciacion de protocormos
del 100%, junto con un significativo crecimiento vegetativo (altura, hojas, brotes) gracias

a los suplementos de carbén activado.



2.2 Marco conceptual

2.2.1 Orguideas

La familia de las orquideas (ORCHIDACEAE) representa el grupo de plantas mas
diverso a nivel mundial, con al menos 28 mil especies y mas de 700 géneros; estas
plantas estan presentes en todas las areas del planeta donde se puede desarrollar la
vegetacion, exceptuando la region de la Antértida; estas ocupan todos los biomas
terrestres, a excepcion de los desiertos mas célidos y los méas helados. Cerca del 50%
de la biodiversidad mundial de orquideas se encuentra en las zonas tropicales de
Ameérica, las cuales conforman un &rea conocida como el Neotrépico; es especialmente
notable en los paises de la cordillera de los Andes, sobre todo en Colombia, Ecuador y
Pera (Christenhusz & Byng, 2016).

Las orquideas son plantas herbaceas perennes que presentan diversas formas de vida,
incluyendo especies que, al igual que muchas otras plantas, estan fijadas al suelo y son
clasificadas como terrestres. Sin embargo, la mayoria de las orquideas son epifitas, lo
que significa que se desarrollan sobre los arboles, utilizandolos como soporte para
captar luz; estas orquideas epifitas se limitan a las areas tropicales del planeta, en
contraste con las terrestres, que tienen una distribucion a nivel global, desde un poco
mas al norte del Circulo Polar Artico hasta la region de la Tierra del Fuego en el sur. En
el area tropical, algunas orquideas son plantas trepadoras que pueden alcanzar
considerables longitudes, como las vainillas, del género Vanilla, y también hay especies
gue crecen en rocas (Edquén et al., 2024).

Se distinguen principalmente por la estructura de sus flores, las cuales presentan tres
sépalos y tres pétalos, donde uno de ellos se transforma en una estructura especial
llamada labelo, que suele ser la parte mas llamativa y cumple una funcién importante en
la polinizacién; ademas, muchas especies desarrollan pseudobulbos, que son tallos
modificados encargados de almacenar agua y nutrientes, permitiéndoles adaptarse
mejor a diferentes condiciones ambientales. Sus frutos son capsulas que contienen
miles de semillas muy pequefas, lo que influye directamente en su proceso de
reproduccion y germinacion (MINAM, 2017).

De acuerdo con su forma de crecimiento, las orquideas pueden ser monopodiales o
simpodiales; las monopodiales crecen a partir de un solo eje principal de forma continua
y no presentan rizomas, mientras que las simpodiales desarrollan rizomas,
pseudobulbos y nuevos brotes laterales que permiten su expansion. Asimismo, segun
el lugar donde crecen, pueden clasificarse en epifitas, terrestres o saxicolas; las epifitas
son las mas comunes y se desarrollan sobre troncos y ramas de arboles sin alimentarse

de ellos, aprovechando la humedad del ambiente, el agua de lluvia y los nutrientes



acumulados en la corteza. Las terrestres crecen directamente en el suelo y las saxicolas
se desarrollan sobre rocas o superficies pedregosas (MINAM, 2017).

Las orquideas tienen una gran importancia ornamental, ecolégica y econémica, razén
por la cual muchas especies se encuentran protegidas debido a la extraccidén excesiva
y la pérdida de su habitat natural; frente a ello, el cultivo in vitro se ha convertido en una
alternativa importante para su propagacion y conservacion, ya que permite producir
plantulas en condiciones controladas dentro de laboratorio, reduciendo la extraccién de
plantas silvestres; esta técnica contribuye no solo a la preservacion de la biodiversidad,
sino también al aprovechamiento sostenible de estas especies, especialmente en
programas de conservacion y produccién comercial (MINAM, 2017).

2.2.1.1 Morfologia

La familia Orchidaceae presenta una diversidad morfologica que, segun Dressler (1993),
es el resultado de millones de afios de coevolucién con sus polinizadores y de
adaptaciones a ambientes especificos.

22111 Morfologia vegetativa

a. Habito de crecimiento

Dressler (1981), distingue tres grandes habitos de crecimiento en las orquideas; el
simpodial, en el que cada nuevo brote reemplaza al anterior; el monopodial, donde el
tallo principal crece indefinidamente desde un solo meristemo apical; y formas
intermedias que combinan caracteristicas de ambos.

b. Raices

Las raices de las orquideas epifitas poseen una estructura anatémica Unica que se
denomina velamen radicum, que actda como una cubierta pluriestratificada de células
muertas con capacidad higroscépica, que le permite a la planta absorber agua y
minerales disueltos directamente del aire humedo y lluvia; el velamen puede ser de color
blanco plateado cuando esta seco y se torna verde transltcido al hidratarse (Benzing,
1990).

c. Tallos y pseudobulbos

Segun Dressler (1993), en las orquideas simpodiales, el tallo modificado que actla
como organo de reserva es el pseudobulbo que varia en forma (globosa, ovoides,
cilindricos y comprimidos), tamafio y numero de entrenudos; esta variabilidad responde
a presiones ecologicas especificas relacionadas con la disponibilidad de agua y
nutrientes en microhdabitats colonizados. Las especies sin pseudobulbos, como las del
género Lepanthes, presentan tallos suculentos que cumplen funciones similares de

almacenamiento (Chase et al., 2015).



d. Hojas

Mechaca (2011), menciona que las orquideas presentan hojas simples, sin divisiones,
foliolos y no tienen aserraduras, ni espinas; en la mayoria se visualizan hojas con
venacion reticulada y paralela. Los tipos de hojas son:

¢ Hojas plegadas

¢ Hojas conduplicadas

¢ Hojas cilindricas o teretiformes

2.2.1.1.2 Morfologia floral

Dressler (1981), la define como “la flor perfecta de adaptacién entre forma y funcion
polinizadora”; morfolégicamente es una flor trimera, hermafrodita en la mayoria de los
casos, con tres sépalos, dos pétalos laterales y un tercer pétalo modificado llamado
labelo, y con 6rganos reproductores fusionados en una estructura Unica denominada
columna o ginostemio.

a. Sépalos

Dressler (1993) distingue tres tipos principales de sépalos:

Sépalos libres y similares entre si.

Sépalo dorsal diferenciado y laterales mas o menos fusionados en un sinsépalo.

Sépalos con extensiones filiformes o caudas.

b. Pétalos y labelo

Una caracteristica distintiva de las orquideas es la presencia de un verticilo externo
conformado por tres sépalos: uno ubicado en la parte dorsal y dos laterales, los cuales
generalmente presentan forma y color semejantes. En algunos géneros, los sépalos
laterales pueden encontrarse fusionados de manera total o parcial, formando una sola
estructura central conocida como sinsépalo, como ocurre en géneros como Lepanthes,
Phragmipedium y algunas especies de Pleurothallis (Collantes, 2014).

Segun Pijl & Dodson (1966), en muchas especies el labelo presenta callos, quillas o
papilas que son Unicos en cada especie y refuerzan la especificidad polinizadora; el
labelo puede ser:

e Tubular

e Cuculido

e Trilobulado

e Imitador

c. Columna o ginostemio

Es la estructura mas caracteristica y diagndstica de la familia Orchidaceae a nivel
morfoldgico; esta resulta de la fusion completa del estilo y el estigma pistilares con el

filamento y la antera estaminales en una sola estructura compacta que puede ser corta
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o robusta, larga y delgada, curvada, con alas laterales, pie basal prominente, o con un
réstelo especialmente desarrollado que forma el viscidio del polinario. Es una funcién
Unica entre las angiospermas que permite un control preciso del proceso de polinizacién
y reduce drasticamente la autopolinizacion (Dressler, 1981).

d. Polinario

El polinario es la estructura responsable de la dispersion del polen en la mayoria de las
orquideas y constituye una de sus principales adaptaciones morfologicas; esta
conformado por las polineas, que son masas de granos de polen agrupados; el
caudiculo, que conecta las polineas con el viscidio; y el viscidio, una estructura pegajosa
que facilita la adhesion al polinizador. EI numero de polineas varia generalmente entre
2y 8, aunque en las orquideas mas evolucionadas suele ser de 2 a 4, lo que se asocia
con una mayor eficiencia en la polinizacion y en la transferencia del material genético
(Dressler, 1993).

e. Estigma

Segun Darwin (1862), el estigma de las orquideas presenta una forma particular, ya
gue suele ser viscoso, céncavo y se ubica generalmente en la parte ventral de la
columna, en posicién opuesta a las anteras. La separacioén entre el estigma y las
anteras, conocida como hercogamia, funciona como un mecanismo que evita la
autopolinizacién; ademas, el rostelo actlla como una barrera fisica entre ambos 6rganos,
favoreciendo asi la polinizacion cruzada.

Figura 1. Partes de la flor. (A) Vista lateral. (B) Vista frontal de la flor (segun Dressler,
1981).
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2.2.1.1.3 Morfologia del fruto y semilla

a. Fruto

El fruto de las orquideas es una capsula loculicida que se abre longitudinalmente para
liberar las semillas. Puede presentar diferentes formas, como cilindrica, fusiforme o
elipsoide, y su tiempo de maduracion varia segun la especie y las condiciones
ambientales (Dressler, 1993).

b. Semilla

Son pequefias y numerosas, carecen de endospermo casi por completo; es decir, no
poseen reservas nutritivas suficientes para germinar por si solas. Debido a ello,
dependen de la asociacion con hongos micorricicos especificos que les proporcionan
los nutrientes necesarios durante las primeras etapas de desarrollo (Arditti & Ghani,
2000).

2.2.1.2 Género Epidendrum

El género Epidendrum, descrito por Linneo en 1753, es uno de los mas grandes y
diversos dentro de la familia Orchidaceae, e incluso uno de los mas amplios del reino
vegetal; se han registrado mas de 1500 especies, distribuidas desde el sur de Estados
Unidos hasta el norte de Argentina, lo que lo convierte en uno de los géneros de
orquideas mas representativos de la regién neotropical. Su nombre proviene del griego
epi (sobre) y dendron (arbol), haciendo referencia a que muchas de sus especies crecen
sobre los arboles, es decir, tienen habito epifito (Hangsater & Guzman, 1998).

La importancia de Epidendrum no solo radica en la gran cantidad de especies que
posee, sino también en su valor ecolégico y ornamental; estas orquideas cumplen un
papel importante al servir como fuente de alimento para polinizadores especializados y
al formar parte de diversos ecosistemas como bosques nublados, paramos, bosques
secos y zonas costeras. Ademas, muchas especies son apreciadas en la horticultura
por la belleza de sus flores; en el Perd, se han registrado mas de 300 especies de este
género, varias de ellas endémicas de los Andes centrales, lo que convierte al pais en
una zona clave para la diversidad y conservacion de estas orquideas (Le6n et al., 2006).
La ubicacién taxondémica utilizada se basa en el sistema propuesto por Cronquist et al.
(1981).

Dominio : Eukarya
Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Liliopsida
Orden : Orchidales
Familia : Orchidaceae
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Género : Epidendrum
Especie : Epidendrum megagastrium Lindl. (1853)
Figura 2. Flor de Epidendrum megagastrium Lindl. (Fotografia de elaboracion propia).
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2.2.2 Germinacion

En términos generales, la germinacion es el proceso mediante el cual la semilla inicia
su desarrollo hasta convertirse en una pequefia planta capaz de vivir de manera
independiente, sin depender de las reservas nutritivas almacenadas en ella. Para que
este proceso se lleve a cabo, es necesario que existan condiciones adecuadas tanto en
la propia semilla como en el ambiente que la rodea (De la Cuadra, 1993).

Arditti & Ghani (2000), sefialan que la germinacién de las semillas de orquideas se
considera iniciada cuando aparece el protocormo, una estructura globosa caracteristica
de la familia Orchidaceae que representa una etapa clave en el desarrollo temprano de
la planta. Esta estructura se forma cuando el embrién rompe la testa de la semilla y
comienza a mostrar actividad metabdlica activa, indicando que el proceso germinativo
se ha establecido con éxito; el protocormo actia como una fase intermedia entre la
semilla y la plantula, ya que en esta etapa aun no se observan raices ni hojas
verdaderas, pero si se inicia la absorcion de nutrientes y la diferenciacion de tejidos
necesarios para el crecimiento posterior. Este proceso puede ocurrir tanto de forma

simbidtica, mediante la asociacion con hongos micorricicos en condiciones naturales,
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como de manera asimbidtica en medios de cultivo in vitro; a partir de la formacién visible
del protocormo, los eventos posteriores, como la aparicion de primordios foliares, raices
y el desarrollo de la plantula, corresponden al desarrollo postgerminativo.

Etapas de germinacion:

Etapa 0: Semilla en estado quiescente

Etapa 1: Imbibicién

Etapa 2: Ruptura de la testa

Etapa 3: Formacion del protocormo

Figura 3. Protocormo de Epidendrum megagastrium Lindl. (Fotografia de elaboracion
propia).

Rizoides

i

Protocormo

2.2.2.1 Semillas de orquideas

Las orquideas, producen semillas muy especializadas que se caracterizan por su
reducido tamafio y simplicidad estructural en comparacion con otras angiospermas;
estas semillas no presentan endospermo, contienen un embrién poco desarrollado
formado por pocas células y estan recubiertas por una testa permeable con estructura
reticulada; debido a esta composicién tan limitada, en condiciones naturales requieren
una fuente externa de carbono y nutrientes para poder desarrollarse, estableciendo asi
una estrecha relacién con hongos micorricicos presentes en el suelo (Arditti & Ghani,
2000; Rasmussen, 1995).

Ademas, las semillas de orquideas son diminutas, increiblemente ligeras y se generan
en vastas cantidades; su longitud suele oscilar entre aproximadamente 0.05 mm vy 6.0
mm, presentando una diferencia de hasta 120 veces entre las mas largas y las mas

cortas conocidas dentro de esta familia. La semilla calificada como “mas ancha”, que
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mide 0.9 mm, es 90 veces mas ancha que la “més delgada”, que alcanza los 0.01 mm

(considerando que las semillas de orquidea tienen una forma tubular o esférica, ancha

y delgada se refieren realmente al diametro). Los pesos documentados de las semillas

varian desde 0.31 ug hasta 24 ug, lo que representa una diferencia de 78 veces. La

cantidad de semillas por fruto puede ser tan alta como 4000000 o tan baja como 20 a

50, lo que implica una variaciéon de entre 80000 y 200000 veces. Las testas suelen ser

translucidas, y las paredes celulares externas pueden ser lisas o tener un patron de

reticulacion, segun Arditti & Pridgeon (1997).

2.2.3 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro es una técnica biotecnoldgica que consiste en el crecimiento y

desarrollo de células, tejidos, 6rganos o plantas completas en un medio de cultivo

artificial, bajo condiciones controladas y completamente estériles. Este proceso se lleva

a cabo en un ambiente aséptico, donde se utilizan medios nutritivos especialmente

formulados que contienen sales minerales, vitaminas, reguladores de crecimiento y una

fuente de carbono, cominmente sacarosa, necesarios para favorecer el desarrollo

adecuado del material vegetal (Sanez & Abram, 1995).

2.2.3.1Tipos de cultivo in vitro

Segun Pierik (1990), los tipos de cultivo in vitro son:

¢ Cultivo de plantas intactas

e Cultivo de embriones

e Cultivo de meristemos y yemas

e Cultivo de 6rganos aislados

e Cultivo de callo

e Cultivo de células aisladas

¢ Cultivo de protoplasto

2.2.3.2 Medios de cultivo in vitro

George etal. (2008), un medio de cultivo in vitro es una solucién nutritiva que

proporciona todos los compuestos necesarios para el crecimiento y el desarrollo del

explante; un medio de cultivo estandar debe contener los siguientes componentes:

e Macronutrientes minerales: nitrdgeno (NOs~ y NHs%), fésforo, potasio, calcio,
magnesio y azufre.

e Micronutrientes minerales: hierro (en forma de quelato FEEDTA), manganeso,
zinc, boro, cobre, molibdeno y cobalto.

e Fuente de carbono: generalmente sacarosa (20-30 g/L), que sirve como fuente
energética principal y agente osmotico. También se emplean glucosa, fructosa,

maltosa o almidén segun la especie.
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¢ Vitaminas: tiamina (B1), &cido nicotinico (Bs) y piridoxina (Be) son las mas utilizadas.
El inositol, aunque técnicamente un azucar, se incluye frecuentemente como
cofactor vitaminico.

e Reguladores de crecimiento vegetal (opcional): auxinas, citoquininas,
giberelinas, acido abscisico y brasinoesteroides.

e Agente gelificante (medios so6lidos): agar (68 g/L) o gelrite (Phytagel, 2—3 g/L)
para dar consistencia sélida o semisélida al medio.

e Suplementos organicos (opcional): agua de coco, extracto de levadura, caseina
hidrolizada, homogenizado de platano, carbon activado, aminoacidos.

Tabla 1. Lista de composiciones del medio Murashige T y Skoog F (1962).

Macronutrientes

Componentes

Férmula quimica

Peso (mg/L)

Nitrato de amonio NH 4 NO 3 1650
Nitrato de potasio KNO 3 1900
Cloruro de calcio anhidro CacCl, . 2H,0 440
Sulfato de magnesio anhidro MgSO,, . 7H,0 370
Fosfato dicalcacico de potasio KH2PO 4 170
Micronutrientes

Acido bérico H3BO s 6.2
Yoduro de potasio Kl 0.83
Sulfato de manganeso MnSO, . 4H,0 22.3
Sulfato de zinc ZnS0O, . 7H,0 8.6
Molbidato de sodio Na,MoO, . 2H,0 0.25
Sulfato de cobre CuSO, . 5H,0 0.025
Cloruro de cobalto CoCl, . 6H,0O 0.025
Hierro/Forma quelada

Tetraacetato de etilendiamina Na 2 EDTA.2H 20 37.3
sédica

Sulfato ferroso heptahidratado FeSO, . 7H,0O 27.8
Vitaminas

Tiamina HCI 0.1
Acido nicotinico 0.5
Pirodoxina 0.5
Clicina 2
Myoinositol 100

Fuente: (Chimdessa, 2020)

2.2.3.3 Etapas del proceso de cultivo in vitro

Murashige (1974), propuso un sistema de etapas para la micropropagacion comercial
gue sigue siendo el marco referencial mas utilizado en la biotecnologia; el sistema
original de tres etapas fue ampliado a cuatro por George et al. (2008).

Etapa 0. Seleccion del material donante

La eleccién de la planta madre o planta donante es muy importante para lograr buenos

resultados en el cultivo in vitro. George et al. (2008) mencionan que es necesario
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seleccionar plantas sanas, con buenas caracteristicas visibles, en crecimiento activo y
libres de plagas o enfermedades.

Etapa |. Establecimiento del cultivo aséptico

El establecimiento aséptico comprende la seleccion del tipo de explante, la desinfeccion
superficial y la siembra inicial en el medio de cultivo; la eleccién del explante depende
del objetivo, ya que hay explantes mas seguros de cultivar y mantener la estabilidad
genética, como los meristemos apicales y axilares (George et al., 2008b).

Etapa Il. Multiplicacion

El objetivo de esta etapa es mantener e incrementar el nimero de brotes para continuar
con nuevos ciclos de multiplicacion, proceso conocido también como subcultivo. Para
ello, se realizan cortes diagonales entre nudo y nudo con la finalidad de aislar las yemas
principales, permitiendo que el explante conserve la fidelidad genética de la planta
madre durante todo el proceso de micropropagacion (Fernandez et al., 2019).

Etapa lll. Enraizamiento y elongacion

Se busca inducir la formacién del sistema radicular y, como consecuencia, favorecer la
elongacioén del explante para obtener brotes mas vigorosos y completos (Fernandez et
al., 2019) . Segun George et al. (2008), el establecimiento in vitro exitoso no solo incluye
el enraizamiento, elongacién y adecuado desarrollo del explante, sino también la
ausencia total de microorganismos contaminantes que puedan afectar el crecimiento y
la viabilidad del cultivo.

Etapa IV. Aclimatacién ex vitro

La aclimatacién es la fase final del proceso y consiste en adaptar gradualmente las
plantas obtenidas in vitro a las condiciones del ambiente externo. Durante el cultivo in
vitro, las plantulas se desarrollan en condiciones muy controladas (humedad relativa,
intensidad luminosa, temperatura controlada, pH, nutrientes, etc.); por ello, al ser
trasladadas al exterior, las plantulas experimentan un cambio brusco en las condiciones
ambientales que incrementa el riesgo de deshidratacion, estrés fisioldgico y mortalidad;
por ende, la aclimatacion gradual permite que las plantas desarrollen progresivamente
mecanismos de regulacién hidrica y fotosintética, favoreciendo su establecimiento,
crecimiento y supervivencia en condiciones naturales o de vivero (PospiSilova et al.,
1999).
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Figura 4. Diferentes etapas del cultivo de tejidos vegetales (Kane, 2011, p. 183).
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2.2.4 Fuente de carbono

Las fuentes de carbono son compuestos que suministran carbono organico a los
organismos, el cual es esencial para llevar a cabo procesos fundamentales como el
crecimiento celular, la sintesis de biomoléculas y la produccién de energia metabdlica.
En los sistemas bioldgicos, el carbono cumple una funcién indispensable, ya que
participa en la formacion de moléculas estructurales como proteinas, lipidos,
carbohidratos y acidos nucleicos; ademas, actia como fuente de energia a través de
procesos metabdlicos como la glucdlisis y el ciclo de Krebs, permitiendo el desarrollo y
funcionamiento normal de las células (Madigan et al., 2018).

En los cultivos vegetales in vitro, las fuentes de carbono son fundamentales debido a
que los tejidos cultivados, especialmente en sus primeras etapas de desarrollo,
presentan una capacidad fotosintética reducida; por esta razon, requieren un suministro
externo de carbono que les permita crecer, diferenciarse y mantener su actividad
metabdlica. Generalmente, concentraciones entre 20 y 30 g/L (2 a 3%) resultan
adecuadas para la mayoria de los cultivos, ya que favorecen un desarrollo 6ptimo; sin
embargo, cuando estas concentraciones son excesivas, pueden generar dificultad para
absorber agua, alteraciones en el crecimiento normal de los explantes e incluso

aumentar el riesgo de contaminacion dentro del medio de cultivo (George et al., 2008).
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2.2.4.1 Sacarosa

La sacarosa es un disacarido compuesto por una molécula de glucosa y una de fructosa
unidas mediante un enlace glucosidico; es el azicar comun presente de forma natural
en muchas plantas, como la cafia de azlcar y la remolacha, que constituye una de las
principales fuentes de transporte de carbohidratos en los vegetales. En cultivo in vitro,
la sacarosa es la fuente de carbono mas utilizada debido a su alta estabilidad, facil
disponibilidad y gran eficiencia para estimular el crecimiento y desarrollo de los tejidos
vegetales; ademas, puede hidrolizarse facilmente en glucosa y fructosa gracias a la
accion de enzimas presentes en los propios tejidos de la planta, lo que facilita su
aprovechamiento metabdlico. Por estas razones, la sacarosa es considerada el aztcar
preferido en la mayoria de los medios de cultivo vegetal in vitro, ya que proporciona la
energia y el carbono necesarios para la division celular, la diferenciacion y el desarrollo
normal de los explantes (George et al., 2008b).

2.2.4.2 Glucosa

Segun Bhojwani (2013), la glucosa es un monosacarido de seis carbonos, conocido
como hexosa, que cumple una funcién esencial como fuente inmediata de energia en
las células vegetales; en los cultivos in vitro, este azlcar puede ser absorbido y utilizado
rapidamente por los tejidos vegetales, participando directamente en procesos
metabdlicos fundamentales para el crecimiento y desarrollo celular. Los autores sefialan
gque la glucosa interviene activamente en rutas metabdlicas centrales como la glucdlisis
y el ciclo de Krebs, donde se transforma en energia necesaria para la division celular, la
formacion de nuevos tejidos y la sintesis de biomoléculas estructurales.

2.2.4.3 Fructosa

La fructosa es un monosacarido isomero de la glucosa, muy soluble en agua y se
encuentra de manera natural en frutas y miel; estas tienen efectos variables, en algunas
especies puede reducir la germinacion o tener un crecimiento mas lento en comparacion
con la sacarosa.

La fructosa actiia como una fuente de carbono en los medios de cultivo in vitro y puede
reemplazar a la sacarosa 0 mezclarse con otros azlcares, como la glucosa;
investigaciones indican que la fructosa promueve el crecimiento y la evolucion de las
plantas cultivadas in vitro, aunque suele presentar un enraizamiento y una tasa de brotes
enraizados algo inferior en comparacion con la sacarosa (75-89% frente a 99-100%);
aunque la fructosa es facilmente metabolizable, su eficacia como fuente de carbono
depende del tipo de tejido vegetal y su sensibilidad al estrés osmotico (Martinez-
Hernandez et al., 2009).
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2.2.4.4 Maltosa

Es un azucar que se forma a partir de dos moléculas de glucosa unidas mediante un
enlace glucosidico alfa (1—4), se encuentra en ciertas frutas, donde representa el 15%
del total de los azucares, y su nivel de dulzura es un 50% en relacién con la sacarosa.
La maltosa ha mostrado efectos positivos en la formacion de protocormos, alto
porcentaje de germinacién y en el desarrollo inicial de algunas orquideas debido a su
lenta degradacién (Bozdemir et al., 2018).

George et al. (2008), sefialan que la maltosa puede ser una alternativa interesante en la
germinacion de semillas con metabolismo de almidén activo en el endospermo, aunque
en las orquideas que carecen de endospermo; por lo cual, su ventaja sobre la sacarosa
no esta claramente establecida.

2.2.5 Marco legal

El tr&fico de flora silvestre ha sido progresivamente regulado por el Estado debido a su
impacto negativo en la conservacion de muchas especies; esta actividad ha contribuido
a que diversas plantas se encuentren actualmente en categorias de amenaza como En
Peligro Critico, En Peligro y Vulnerable, situacién que también afecta a las orquideas.
En este grupo, algunas especies estan incluidas en el Apéndice | de la CITES, el cual
agrupa a aquellas especies en mayor riesgo de extincién, cuyo comercio internacional
esta practicamente prohibido, permitiéndose solo en casos excepcionales como
investigacion cientifica; por otro lado, la mayoria de las orquideas se encuentra en el
Apéndice Il, donde se incluyen especies que no estan necesariamente en peligro
inmediato, pero cuyo comercio debe ser regulado para evitar que lleguen a estarlo
(MINAM, 2018). Por lo cual, la realizaciobn de estudios que impliguen la colecta o
manipulacién de estas especies requiere contar con los permisos correspondientes,
garantizando asi que las actividades se desarrollen de manera legal y contribuyan a su
conservacion.

En el Peru, la extraccion de muestras de orquideas con fines de investigacion esta
regulada por normas que buscan proteger la biodiversidad y asegurar su uso sostenible;
la Ley N.° 29763, Ley Forestal y de Fauna Silvestre, establece que la flora silvestre es
patrimonio de la Nacién, por lo que cualquier actividad de colecta requiere autorizacion
del Estado (Congreso de la Republica del Per(, 2011). Esto implica que incluso los
estudios cientificos deben cumplir con procedimientos formales que garanticen la
conservacion de las especies y de los ecosistemas donde habitan.

Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre (SERFOR), es la entidad encargada de
regular y supervisar la extraccion de recursos forestales y de flora silvestre; para realizar

colectas de orquideas, es necesario tramitar permisos que incluyan informacion
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detallada sobre los objetivos de la investigacién, la ubicacion, el nUmero de muestras y
las medidas para minimizar impactos ambientales (SERFOR, 2015). Ademas, se
promueve el uso de alternativas como el cultivo in vitro, ya que permite reducir la presion
sobre las poblaciones naturales.
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. MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio
El trabajo de investigacion abarcé dos espacios diferentes:
a. Muestreo: La muestra se colect6 en el distrito de Quinua — Ayacucho.
b. Trabajo en laboratorio: Realizado en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.
3.1.1 Ubicacion politica

a. Muestreo

Departamento : Ayacucho

Provincia : Huamanga

Distrito : Quinua

Comunidad : Lurinzayacc y Ananzayacc

b. Trabajo en laboratorio

Departamento : Ayacucho
Provincia : Huamanga
Distrito : Ayacucho

3.1.2 Ubicacién geogréfica

Tabla 2. Ubicacién geogréfica de la Comunidad Campesina de Lurinzayacc y

Ananzayacc del distrito de Quinua; y Laboratorio de Biotecnologia.

Coordenadas WGS 1984 — UTM, zona 18L

Fase Ubicacion X Y Altitud (m s.n.m)
Campo Distrito de Quinua 594120 8560600 3578.5
Laboratorio  Laboratorio de 584444 8546630 2843.1

Biotecnologia
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Figura 5. Mapa de ubicacion geografica del distrito de Quinua.
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3.2 Poblacion y muestra

3.2.1 Poblacion

Semillas de Epidendrum megagastrium Lindl. del distrito de Quinua.

3.2.2 Muestra

Semillas procedentes de una cépsula de Epidendrum megagastrium Lindl.
3.3 Tipo de investigacién

Basica — experimental.

3.4 Problema

3.4.1 Formulacién del problema
¢Como influyen las diferentes fuentes de carbono en la germinacion in vitro de

Epidendrum megagastrium Lindl?, Ayacucho 20257?.

3.5 Hipotesis

Las diferentes fuentes de carbono (sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa) tienen
diferentes influencias en la germinacion in vitro de Epidendrum megagastrium Lindl.,
Ayacucho 2025.

3.6 Metodologia

3.6.1 Recoleccién de la muestra

Se empleo una sola capsula madura de Epidendrum megagastrium Lindl., recolectada

en el distrito de Quinua, Ayacucho, directamente de su hébitat natural y antes de su
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dehiscencia; la selecciébn de una sola capsula estuvo determinada por la escasa

disponibilidad de capsulas maduras y los diferentes tiempos de maduracién observadas

durante el periodo de recoleccién. La cantidad de semillas obtenida fue suficiente para
establecer los tratamientos y las cinco repeticiones del experimento, permitiendo realizar
las evaluaciones de germinacion bajo condiciones experimentales estandarizadas.
3.6.1.1 Criterios para la colecta del material biolégico

e Seleccionar plantas madre sanas, desarrolladas y libres de signos visibles de
enfermedades o plagas.

e Seleccionar la cdpsula debe estar madura, en la cual presenta hinchamiento en las
suturas y coloracion ligeramente amarillenta en la parte apical.

3.6.1.2 Colecta del material biolégico

Antes de realizar la colecta, se hizo un recorrido por distintos sectores del distrito de

Quinua, poniendo especial atencién en la carretera que conduce al desvio hacia la

localidad de Huamanguilla, para ubicar la planta de interés. Se registraron sus

coordenadas geogréficas para poder identificarlas facilmente y regresar luego a realizar
la colecta de manera ordenada y con los respectivos permisos para la extraccién de
flora silvestre dada por la SERFOR.

La colecta se llevd a cabo en el borde de la carretera, en el desvio hacia la localidad de

Huamanguilla, distrito de Quinua, en una zona donde las plantas se desarrollan de forma

natural.

e En una primera etapa, se recolectaron Unicamente las capsulas de E. megagastrium
gue cumplian con los criterios de madurez y buen estado fitosanitario, seleccionando
principalmente aquellas capsulas cerradas para garantizar la viabilidad de las
semillas. La extraccion se realizé de manera cuidadosa, evitando causar dafios a la
planta madre y limitando la cantidad de material recolectado, con el fin de no afectar
la regeneracion natural de la poblacion.

e En la segunda etapa se realiz6 la colecta de un ejemplar completo de la planta con
fines de identificacién taxon6mica; el material fue fotografiado utilizando una camara
Nikon D3500 y posteriormente se procedié a su diseccion para el andlisis detallado
de sus estructuras morfologicas. Las partes de menor tamafio fueron observadas
mediante un estereoscopio, registrdndose imagenes complementarias con un
teléfono movil (Redmi Note 10S); estas estructuras fueron fotografiadas
minuciosamente con el propésito de elaborar una lamina tipo Lankester, permitiendo
documentar de forma precisa las caracteristicas diagnosticas de la especie;
asimismo, se registraron datos de campo como coordenadas geograficas y altitud,

empleando las aplicaciones Google Earth Pro y Timestamp.
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3.7 Preparacion del medio de cultivo

Para la preparacién del medio de cultivo, se utilizd una balanza analitica para pesar
los componentes y cuatro frascos de vidrio, uno para cada tratamiento; en cada
frasco se prepard el medio basal de Murashige y Skoog (MS), el cual contiene
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y otros componentes esenciales para
el crecimiento y desarrollo de los tejidos vegetales (Tabla 1). A cada medio de
cultivo se le adicioné una fuente de carbono al 3% diferente como tratamiento
experimental (sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa).

Posteriormente, los componentes fueron disueltos en agua destilada hasta
completar el volumen requerido, asegurando una adecuada homogenizacion de la
solucién.

Una vez preparado el medio de cultivo, se procedié a medir y ajustar el pH a 5,7
mediante la adicion de NaOH 0.1N, segun fuera necesario. Este valor de pH se
establecié por encontrarse dentro del rango adecuado para el cultivo in vitro.
Luego, se incorpor6 agar agar al 0.7 % como agente gelificante. La mezcla fue
calentada en un horno microondas para lograr la completa disolucion del agar y
obtener un medio homogéneo y libre de grumos.

Finalmente, el medio preparado fue sometido a un proceso de esterilizacion en
autoclave a 121 °C durante 20 minutos, con el objetivo de eliminar cualquier tipo de

microorganismo contaminante.

3.8 Desinfeccion de la capsula de Epidendrum megagastrium Lindl.

En una camara de flujo laminar previamente desinfectada, se colocaron todos los
materiales e instrumentos necesarios para el procedimiento, garantizando
condiciones de asepsia durante todo el proceso.

La desinfeccion del material vegetal se realizé siguiendo la técnica descrita por
Rodriguez  (2013). Para ello, la capsula de E. megagastrium fue sometida
inicialmente a una limpieza preliminar, sumergiéndola en una solucién de agua
corriente con jabdn neutro y agitandola suavemente, para luego enjuagarla con
abundante agua.

Posteriormente, la capsula se colocé en una solucién de hipoclorito de sodio al 0.5%,
manteniéndola en agitacion constante durante 10 minutos, con el objetivo de eliminar
microorganismos presentes en su superficie.

A continuacion, se realizaron tres enjuagues consecutivos con agua destilada estéril,
con la finalidad de eliminar completamente los residuos del agente desinfectante.
Finalmente, la capsula fue sumergida en etanol al 70% por 30 segundos, fue retirada

con una pinza estéril y flameada cuidadosamente hasta la evaporacion total del
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alcohol. Una vez finalizado este proceso, se colocd en una placa de Petri estéril,

guedando lista para su manipulacion y siembra en el medio de cultivo.

3.9 Siembra de semillas

En condiciones de asepsia, dentro de una camara de flujo laminar y con el mechero
encendido, el medio de cultivo aun caliente fue vertido cuidadosamente en placas de
Petri correspondientes a cada tratamiento, dejandose reposar hasta su completa
solidificacion.

Posteriormente, se realizaron cortes transversales en la capsula de E. megagastrium
utilizando un bisturi estéril, con la finalidad de liberar las semillas.

Para la siembra, las semillas fueron distribuidas de manera uniforme sobre la
superficie del medio de cultivo. Para ello, se cargaron aproximadamente 0.5 cm?3 de
semillas en una jeringa de 5 mL, las cuales se transfirieron a un tubo de ensayo que
contenia 20 mL de agua destilada. El tubo fue agitado suavemente para lograr una
suspension homogénea de las semillas.

A continuacion, con ayuda de una tuberculina, se extrajo 1 mL de la suspension y se
depositd en cada placa de Petri, realizando movimientos suaves Y utilizando el bisel
para asegurar una distribuciéon uniforme sobre el medio de cultivo.

Finalmente, las placas sembradas fueron rotuladas y selladas con cinta parafilm;
luego fueron trasladadas a la cAmara de incubacion, donde se mantuvieron a una

temperatura de 20 + 1 °C para su desarrollo.

3.10 Evaluaciény recoleccion de datos

3.10.1 Evaluacién

Frecuencia de observacion: cada 7 dias durante un periodo de 15 semanas.

Variables a medir:

Germinacion (%): se evalu6 a partir de la proporcion de semillas germinadas
respecto al total de semillas presentes en un area de 1 cmz? delimitada en cada placa
de Petri, la utilizacion de un area de evaluacién constante permitié estandarizar el
conteo y realizar comparaciones uniformes entre los tratamientos; se emplearon
cinco repeticiones por tratamiento. Se consideré como semilla germinada aquella que
present6 desarrollo y aumento de tamafio del embrion, evidenciando el inicio de la

formacion del protocormo (Figura 6).
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Figura 6. Semillas sin germinar (A) y semilla germinada (B) de Epidendrum
megagastrium Lindl. (Fotografia de elaboracién propia).
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Etapas de germinacién (%): se identificaron tres etapas durante del proceso de
germinacion; semillas sin embrién (etapa 0), el hinchamiento de la semilla e
hidratacion o imbibicion (etapa I) y formacion de protocormo (etapa Il), de acuerdo
con Arditti & Ghani (2000). Las caracteristicas morfolégicas correspondientes a cada

etapa se muestran en el Anexo 11.

Instrumentos: se utilizd un estereoscopio para la observacién detallada y hojas de

registro.

3.10.2 Recoleccién de datos

Durante la recoleccién de datos del porcentaje de germinacién, se realizé el registro
a lo largo de 15 semanas. El porcentaje de germinacion se determiné mediante la
relacién entre el nimero de semillas germinadas y el total de semillas sembradas en
cada tratamiento, expresado en porcentaje (Apolo, 2021).

Para el porcentaje correspondiente a las etapas de germinacion, las evaluaciones se
realizaron cada 7 dias durante todo el periodo experimental, lo que permitié observar
la progresion de las semillas a través de la etapa 0 (semillas sin embrion), etapa |
(hinchamiento de semilla e hidratacion) y etapa Il (formacién de protocormo). El
seguimiento se mantuvo hasta alcanzar un porcentaje considerable de formacion de
protocormos, tomando como referencia lo sefialado por Arditti & Ghani (2000) y Pierik
(1990), quienes indican que valores superiores al 60% reflejan una germinacion

favorable en condiciones de cultivo in vitro.
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3.11 Analisis estadistico

A partir de los datos obtenidos, se elaboraron tablas y figuras estadisticas para facilitar
su interpretacion; la informacion fue organizada inicialmente en una base de datos en
Microsoft Excel 2019 y posteriormente analizada con el software InfoStat (version
estudiante).

Antes, se verificd el cumplimiento del supuesto de normalidad mediante la prueba de
Shapiro-Wilk empleando el programa Jamovi 2.7.24; al no cumplirse este supuesto, se
opté por aplicar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis utilizando InfoStat,
trabajando con un nivel de confianza del 95%.

Por otro lado, para las variables que cumplieron con el supuesto de normalidad, se
realiz6 un andlisis de varianza (ANVA), con un nivel de confianza del 95%; asimismo,
en las comparaciones multiples de promedios se aplico la prueba de Tukey (a=0.05).
Estos analisis fueron desarrollados utilizando el lenguaje de programacion R Core Team
(2021).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
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La germinacion in vitro de E. megagastrium presenté diferencias en respuesta a las
distintas fuentes de carbono evaluadas; el analisis mediante la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis evidencié diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05).
El tratamiento suplementado con maltosa registré la mayor respuesta germinativa, con
una mediana del 70%, ubicandose en el grupo estadistico B; los tratamientos con
sacarosa y glucosa presentaron menores medianas de germinacion, con valores de 8%
y 11%, respectivamente, ambos pertenecientes al grupo estadistico A. Por su parte, la
fructosa alcanz6 una mediana de germinacion del 19% y se ubicé en el grupo estadistico
AB, lo que indica un comportamiento intermedio, sin diferir significativamente ni del

tratamiento con maltosa ni de los tratamientos con sacarosa y glucosa.
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Figura 7. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre la germinacion in vitro de
E. megagastrium Lindl. Letras distintas indican diferencias significativas entre

tratamientos (Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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En la evaluacién del porcentaje de semillas correspondientes a la Etapa 0, el analisis
estadistico no evidencié diferencias significativas entre las diferentes fuentes de
carbono evaluadas (p > 0.05), ubicAndose todas ellas dentro del mismo grupo
estadistico (grupo A). Asimismo, se observé la presencia de semillas sin desarrollo
embrionario en todos los tratamientos, registrandose medias de 18% en sacarosa, 13%

en maltosa, 10% en glucosa y 13% en fructosa.
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Figura 8. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre las semillas sin embrion
(etapa 0) en el cultivo in vitro de E. megagastrium Lindl., evaluado a las 15 semanas.
Letras iguales no difieren significativamente (Tukey p > 0.05).
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Respecto a la etapa | durante la germinacion in vitro de E. megagastrium evaluada
después de cuatro semanas de cultivo, los tratamientos suplementados con diferentes
fuentes de carbono no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p> 0.05).
El analisis estadistico indicé que todos los tratamientos pertenecieron al mismo grupo
A; asimismo, se observaron porcentajes elevados de imbibicién, con valores promedio

que oscilan entre 81.4% (sacarosa), 90.3% (glucosa), 88.7% (fructosa) y 87.3%

(maltosa).
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Figura 9. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre la imbibicién (etapa I) en el

cultivo in vitro de E. megagastrium Lindl., evaluado a las 4 semanas. Letras iguales no

difieren significativamente (Tukey p > 0.05).

30



En la etapa Il de la germinacion in vitro de E. megagastrium, correspondiente a la
formacion de protocormos evaluada durante 15 semanas, la fuente de carbono utilizada
en el medio de cultivo influy6é significativamente en el porcentaje de protocormos
formados (p < 0.05). El analisis de comparacién de medias mediante la prueba de Tukey
(a = 0.05) mostré6 que la maltosa presenté el mayor porcentaje de formacion de
protocormos con una mediana de 70% (grupo A), diferenciandose significativamente de
la fructosa (19%), glucosa (11%) y sacarosa (8%), las cuales no mostraron diferencias

significativas entre si al pertenecer al mismo grupo estadistico (B).
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Figura 10. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre la formacion de

protocormos (etapa Il) en el cultivo in vitro de E. megagastrium Lindl., evaluado a las 15
semanas. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, p
< 0.05).
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La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentes fuentes de
carbono sobre la germinaciéon in vitro de Epidendrum megagastrium Lindl.; los
resultados demostraron que la fuente de carbono influyd significativamente en el
proceso germinativo (Figura 7), siendo la maltosa la que produjo mayor porcentaje de
germinacion (70%), seguida por la fructosa (19%), glucosa (11%) y sacarosa (8%), esta
tltima con el desempefio mas bajo. La evidencia observada permite aceptar que la
respuesta germinativa depende, al menos en parte, de la fuente de carbono incorporada
al medio de cultivo, lo cual resulta fisiolégicamente relacionado, debido a que las
semillas de las orquideas son extremadamente pequefias, carecen de endospermo y
poseen un embrién poco desarrollado, por lo que disponen de reservas limitadas para
sostener el crecimiento inicial; ya que, en condiciones naturales, el embriéon depende de
la asociacion con hongos micorricicos para obtener carbono y otros nutrientes, mientras
que en la germinacion asimbidtica esta funcién es reemplazada por el medio de cultivo,
el cual debe aportar una fuente de carbono adecuada para favorecer la division celular
y la formacién del protocormo (Yeung, 2017).

El mayor porcentaje de germinacion de las semillas de E. megagastrium observado en
este estudio al emplear maltosa como fuente de carbono podria estar relacionado con
la forma en que este disacarido es aprovechado durante las primeras etapas de
germinacion, proporcionando un suministro gradual, mantener la presion osmatica del
entorno y, en consecuencia, disminuyendo la inhibicibn osmotica sobre el desarrollo del
protocormo, un factor especialmente critico dado que las células embrionarias de las
orquideas son muy sensibles a los desequilibrios osmaéticos durante la imbibicién y la
formacion temprana del protocormo (George et al., 2008). No obstante, dado que en la
presente investigacion no se evalud el metabolismo de los azucares ni la actividad
enzimatica, no es posible afirmar el mecanismo responsable de este comportamiento y
los resultados deben interpretarse como evidencia de que la maltosa constituyé la fuente
de carbono mas eficiente bajo las condiciones experimentales evaluadas, mientras que
la explicacion fisiol6gica requiere investigaciones complementarias.

Estos resultados coinciden parcialmente con lo reportado por Bozdemir et al. (2018),
quienes encontraron que la maltosa promovio la mayor germinacion in vitro en O. sancta
cuando fue utilizada a 40g/L; los autores sefalaron que tanto el tipo como la
concentracion del carbohidrato influyen en las diferentes fases de desarrollo de las
orquideas, demostrando que la respuesta no es uniforme entre las distintas fuentes de
carbono. Aunque O. sancta pertenece a un género diferente de Epidendrum, ambos

estudios muestran que la maltosa puede constituir una alternativa eficiente para
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favorecer la germinacion asimbidtica de determinadas especies de la familia
Orchidaceae.

Asimismo, los resultados guardan relacién con lo descrito por Mamani et al. (2022) en
E. secundum, quienes destacaron que las caracteristicas quimicas del medio de cultivo
son determinantes para el establecimiento y desarrollo de los protocormos; si bien dicho
estudio no comparé diferentes fuentes de carbono, demostré que modificaciones en la
composicion del medio pueden alterar significativamente la respuesta germinativa, lo
cual respalda la importancia de optimizar cada componente del medio de cultivo para
cada especie del género Epidendrum.

En conjunto, los estudios revisados indican que no existe una fuente de carbono
universalmente superior para todas las orquideas y dependen de factores como la
especie, el estado fisiologico de las semillas, composicién del medio de cultivo y las
condiciones de incubacion. Por ello, los protocolos desarrollados para un determinado
género o especie no deben extrapolarse directamente a otras orquideas sin una
evaluacion experimental previa (Yeung, 2017). Del mismo modo, Gonzales-Arteaga
etal. (2024), sefialaron que la formulacion del medio de cultivo condicion6 la
germinacion y la produccion de protocormos en E. catillus, ratificando que la respuesta
al cultivo in vitro depende de la interaccion entre la especie y las condiciones
nutricionales del medio. En conjunto, estos estudios respaldan que la optimizacion de la
fuente de carbono constituye un aspecto fundamental para el desarrollo de protocolos
especificos de propagacion en especies de Epidendrum.

A diferencia de la maltosa, la fructosa present6 una respuesta intermedia, sin diferencias
estadisticas con los demas tratamientos; este comportamiento indica que la fructosa fue
capaz de sostener el proceso germinativo, aunque con una eficiencia inferior a la
maltosa. Una posible explicacién es que las semillas de E. megagastrium poseen
requerimientos fisiolégicos distintos a los descritos para otras especies de orquideas;
sin embargo, esta hipétesis requiere estudios adicionales que evalten directamente el
metabolismo de este carbohidrato.

La sacarosa y glucosa mostraron menores porcentajes de germinacion; (8.00% y
16.20%, respectivamente), conformando ambas al grupo estadistico A, sin diferencias
significativas entre si; este resultado es contradictorio, ya que la sacarosa es el
carbohidrato mas utilizado como referencia en la germinacion in vitro de orquideas en
general, incluyendo géneros tropicales afines como Cattleya, Dendrobium vy
Phalaenopsis (Arditti & Ernst, 1993); no obstante, los estudios han demostrado que la
respuesta a los carbohidratos varia considerablemente segun la especie vegetal y el

estudio fisiologico del explante, lo que podria explicar la menor eficiencia como se
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observé en los resultados. Asimismo, Delgado (2019) visualizé porcentajes de
germinacion bajos en E. secundum y E. ibaguense en cultivo in vitro bajo condiciones
estandar, sefialando que la respuesta germinativa en el género Epidendrum es sensible
a multiples factores del medio, no Unicamente al tipo de carbohidrato.

La presencia de los valores atipicos en el diagrama de cajas, especialmente en el
tratamiento de fructosa, puede atribuirse tanto a la variabilidad biolégica de las semillas
como a microvariaciones en las condiciones del cultivo in vitro, tales como diferencias
en la composicién del medio, distribucion de luz o condiciones microambientales dentro
de los frascos, segun George et al. (2008); este tipo de variabilidad es comun en cultivos
in vitro y debe ser considerada como parte del comportamiento natural del material
vegetal.

En la etapa correspondiente a las semillas sin embrion (Figura 8), no se observaron
diferencias significativas entre las fuentes de carbono evaluadas; este resultado muestra
que la proporcién de semillas sin desarrollo embrionario fue independiente del
carbohidrato incorporado al medio de cultivo y estuvo asociada principalmente a la
calidad fisiol6gica del material vegetal. En las orquideas es frecuente encontrar semillas
vacias o con embriones poco desarrollados debido a que producen miles de semillas
por capsula, pero no todas completan adecuadamente el proceso de embriogénesis; la
viabilidad de las semillas puede verse influenciada por factores como el éxito de la
polinizacion, el desarrollo del embrion, el estado de madurez de la capsula y las
condiciones ambientales durante la formacion del fruto (Arditti & Ghani, 2000; Yeung,
2017). En consecuencia, la presencia de semillas no viables observada en este estudio
constituye una caracteristica comun en la familia Orchidaceae y no necesariamente
refleja deficiencias en el protocolo de cultivo in vitro.

Asimismo, la ausencia de diferencias estadisticas entre tratamientos en esta etapa era
previsible, debido a que la fuente de carbono suministrada en el medio de cultivo no
tiene la capacidad de modificar la viabilidad inicial de las semillas, debido a que el
carbohidrato actGa Unicamente después de que el embridn viable inicia su metabolismo
y comienza el proceso germinativo. Por ello, las diferencias observadas posteriormente
entre tratamientos pueden atribuirse al efecto de la fuente de carbono sobre el desarrollo
de los embriones viables y no sobre la proporcion inicial de semillas con capacidad de
germinar.

Mientras que en los resultados de la Figura 9 muestran que todos los tratamientos
indujeron porcentajes de imbibicion relativamente elevados y sin diferencias
estadisticamente significativas entre si (grupo A) durante las primeras 4 semanas, con

medias que oscilaron entre 81.4% (sacarosa), 90.3% (glucosa), 88.7% (fructosa) y
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87.3% (maltosa). La imbibicion representa la primera fase fisiolégica de la germinacion
y comprende la hidratacion del embrién, el incremento del volumen celular y la
reactivacion gradual de la actividad metabolica, procesos indispensables para el inicio
de las divisiones celulares (Bewley et al., 2013). En las semillas de orquideas, debido a
la ausencia de endospermo y al reducido tamafio del embrion, esta fase depende
principalmente de las propiedades fisicas del medio y de la disponibilidad de agua, mas
gue del tipo de carbohidrato presente.

Resultados semejantes fueron descritos por Mamani et al. (2022) para E. secundum,
quienes observaron que la tasa de imbibicion de los embriones fue similar entre los
distintos medios evaluados durante las primeras semanas de cultivo, siendo las
diferencias entre tratamientos mas notorias en etapas posteriores, como la formacion
de protocormos y el desarrollo vegetativo. Esta dinamica indica que la capacidad de la
fuente de carbono para sostener el desarrollo del embrién mas alla de la imbibicién es
el factor diferenciador real entre carbohidratos, mas que su influencia sobre la entrada
inicial de agua.

En la etapa de formacién de protocormos (Figura 10), se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p< 0.05), destacando la maltosa
como el tratamiento que produjo el mayor porcentaje de semillas que alcanzaron esta
etapa; el protocormo constituye una estructura caracteristica de las orquideas y
representa la transicion entre el embrién y la plantula, siendo el momento en que inicia
la diferenciacion de tejidos, la formacion de rizoides y, posteriormente, el desarrollo de
los primeros primordios foliares; debido a la intensa actividad metabdlica que ocurre
durante esta etapa, el embridn requiere un suministro continuo de carbono y energia
para sostener la division y diferenciacion celular (Yeung, 2017). En el presente estudio,
la maltosa promovié una mayor formacién de protocormos, seguida de la fructosa,
glucosa y finalmente sacarosa; lo que se podria decir que la fuente de carbono
desempefia un papel determinante en el desarrollo germinativo de E. megagastrium.
Este comportamiento coincide parcialmente con lo reportado por Bozdemir et al. (2018)
en O. sancta, donde la maltosa fue la fuente de carbono mas eficiente durante la
germinacion inicial; sin embargo, la sacarosa produjo una mayor formacion de
protocormos cuando se utiliz6 en concentraciones elevadas. Por otro lado, en E.
megagastrium, la maltosa mantuvo su efecto favorable tanto en la germinacién como en
la formacion de protocormos; la posible explicacion es que este disacarido se hidroliza
mas lentamente que la sacarosa, proporcionando un suministro mas gradual de glucosa
para el metabolismo celular, donde esta liberacion progresiva podria contribuir a

mantener un equilibrio osmético més estable en el medio de cultivo y asi evitar
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fluctuaciones bruscas en la disponibilidad de carbono, favoreciendo la respiracion
celular, biosintesis de nuevos tejidos y la diferenciacion del protocormo (Bozdemir et al.,
2018; George et al.,, 2008). No obstante, diversos estudios han demostrado que la
respuesta a las fuentes de carbono es especifica para cada especie de orquidea;
mientras que en algunas especies la sacarosa constituye la fuente mas eficiente para la
germinacion y el crecimiento inicial, en otras especies la maltosa 0 incluso otros
carbohidratos pueden generar mejores respuestas fisiolégicas (Guaman et al., 2024).
Los resultados obtenidos en E. megagastrium corroboran este comportamiento y
evidencian que no es recomendable extrapolar protocolos desarrollados para otras
especies sin realizar previamente evaluaciones experimentales y, a la vez, esta
variabilidad refleja las diferencias fisioldgicas existentes entre especies de Orchidaceae,
resaltando la necesidad de desarrollar protocolos de micropropagacion adaptados a
cada taxon.

En el caso particular de E. megagastrium, especie endémica de los bosques de montafia
de Ecuador y Perl que habita entre 2900 y 3700 m s.n.m. (Hagsater & Jiménez, 2019);
una posible explicacion es que las caracteristicas fisiologicas de E. megagastrium, las
condiciones ecoldgicas extremas de su habitat natural, podrian haber seleccionado una
fisiologia embrionaria adaptada a fuentes de carbono de asimilacibn mas lenta y
controlada, como la maltosa, en comparacion con los monosacaridos de absorciéon
rapida o la sacarosa. Esta hipétesis es concordante con el principio general establecido
en la literatura de cultivo in vitro de que las condiciones del medio deben replicar, en la
medida de lo posible, las condiciones del habitat natural de la especie (Mamani et al.,
2022); sin embargo, se requieren estudios fisiol6gicos y bioquimicos que la confirmen.
Desde el punto de vista de la conservacion, los resultados obtenidos tienen implicancias
practicas importantes, porgue la identificacion de la maltosa como la fuente de carbono
mas eficiente para la germinacion in vitro de E. megagastrium aporta una base sélida
para el desarrollo de protocolos orientados a su propagacion masiva y conservacion ex
situ; esto cobra especial relevancia si se considera que esta especie enfrenta presiones
significativas debido a la pérdida y degradacion de los bosques nublados andinos (Leén
et al., 2006).

Asimismo, los protocolos desarrollados mediante cultivo in vitro pueden contribuir al
establecimiento de bancos de germoplasma, programas de reintroduccion y proyectos
de restauracién ecoldgica, especialmente cuando se trata de especies con distribucion
restringida o interés para la conservacion. Arditti & Ghani (2000), sefialan que la
germinacion asimbidtica ha representado uno de los principales avances en la

conservacion de Orchidaceae, ya que permite superar las limitaciones impuestas por la
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dependencia de hongos micorricicos durante las primeras etapas del desarrollo. En
consecuencia, disponer de un protocolo eficiente para la germinacion de E.
megagastrium constituye una herramienta valiosa para futuras investigaciones
relacionadas con su propagacion masiva, caracterizacion fisioldgica y conservacion.

Finalmente, la informacién generada en este estudio amplia el conocimiento disponible
sobre la biologia reproductiva y la propagacion in vitro de Epidendrum megagastrium,
una especie para la cual existe escasa informacion cientifica; aunque diversos trabajos
han evaluado la germinacién de otras especies del género, como E. secundum, E.
catillus y E. dichotomum, aun son limitados los estudios dirigidos a optimizar protocolos
especificos para E. megagastrium. En este sentido, los resultados obtenidos constituyen
una base para futuras investigaciones orientadas a evaluar diferentes concentraciones
de maltosa, combinaciones de fuentes de carbono, reguladores de crecimiento vegetal
y otros factores que puedan incrementar la eficiencia de la propagacion in vitro y

contribuir a la conservacion de esta especie.
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V. CONCLUSIONES

La fuente de carbono utilizada en el medio de cultivo influyé significativamente (p <
0,05) en la germinacion in vitro de Epidendrum megagastrium Lindl, entre las distintas
fuentes de carbono evaluadas, la maltosa presentd la mejor respuesta, alcanzando
una mediana de germinacién de 70%, mientras que la fructosa, glucosa y sacarosa
mostraron porcentajes considerablemente menores (19%, 11% y 8%,
respectivamente); estos resultados evidencian que la seleccion de la fuente de
carbono es un factor clave para lograr una germinacion eficiente en el cultivo in vitro
de esta especie.

Durante las diferentes etapas de germinacidon in vitro se evidencioé que no todas las
semillas presentaban embrién, observandose porcentajes de semillas sin embrién en
todos los tratamientos; asimismo, las semillas pasaron progresivamente desde la
etapa |, caracterizada por el hinchamiento e hidratacién del embrién, hacia la etapa
Il correspondiente a la formacién de protocormos. En la etapa de imbibicién, todas
las fuentes de carbono evaluadas (fructosa, glucosa, maltosa y sacarosa) produjeron
porcentajes elevados y estadisticamente similares, evidenciando que este proceso
depende principalmente de fendmenos fisico-osméticos; sin embargo, diferencias
significativas surgieron durante la formacion de protocormos, donde la maltosa
favorecio la transicion mas rapida y eficiente hasta la etapa Il, alcanzando el mayor

porcentaje de protocormos (mediana = 70.00%; media = 68.20%).
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VL. RECOMENDACIONES

Realizar estudios que permitan establecer las concentraciones éptimas de cada
fuente de carbono (sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa) para comparar con
los resultados obtenidos en la germinacion in vitro de Epidendrum megagastrium
Lindl.

Continuar investigaciones sobre E. megagastrium relacionadas con aspectos
fisiologicos, bioquimicos y de cultivo in vitro que permitan optimizar su
propagacion masiva, contribuir a programas de conservacion y aprovechamiento
sostenible de la especie, debido a que es una especie poco estudiada y de
importancia para la conservacion de los ecosistemas andinos.

Fomentar la conservacion ex situ de orquideas nativas mediante programas de
propagacion in vitro, cultivo de tejidos vegetales y reintroduccién en sus habitats
naturales bajo condiciones controlada, contribuyendo a la preservaciéon de la

biodiversidad regional.
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Anexo 1. Lamina Lankester de Epidendrum megagastrium Lindl.

Edicion y montaje: Maily B. Jose Conde

[dentificacion: Eric Hagsater
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Anexo 2. Exsiccata botanica de Epidendrum megagastrium Lindl.
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Anexo 3. Efecto de las fuentes de carbono en la germinacién de E. megagastrium.

Tratamiento Media Mediana H p
Sacarosa 8 8 11.59 0.0088
Glucosa 16.20 11
Fructosa 24.40 19
Maltosa 68.20 70
Tratamiento Rango promedio Grupo

Sacarosa 5.8 A

Glucosa 7.6 A

Fructosa 11 AB

Maltosa 17.6 B

Nota: Grupos con diferente letra indican diferencias estadisticamente significativas (prueba de Kruskal

Wallis y comparaciones multiples de Dum, p<0.05).

Anexo 4. Resultados del andlisis estadistico de la Etapa 0 (semillas sin embrion)

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Estadistico W Valor p
0.97978 0.9312

Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene

Fuente de variacion Df F Pr(>F)
Tratamiento 3 0.289 0.8327
Error 16

Andlisis de varianza (ANVA)

Fuente de variacién Df Sum Sq Mean Sq F Pr(>F)
Tratamiento 3 197.2 65.73 0.571 0.642
Error 16 1842.0 115.12
Prueba de comparacién multiple de Tukey
Comparacion Diff Iwr upr Valor P
Glucosa - Fructosa -1.2 -20.61492 18.21492 0.9979511
Maltosa - Fructosa 14 -18.01492 20.81492 0.9967627
Sacarosa - Fructosa 7.0 -12.41492 26.41492 0.7339155
Maltosa - Glucosa 2.6 -16.81492 22.01492 0.9801914
Sacarosa - Glucosa 8.2 -11.21492 27.61492 0.6306017
Sacarosa - Maltosa 5.6 -13.81492 25.01492 0.8417338
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Anexo 5. Resultados del andlisis estadistico de la etapa | (imbibicion)

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Estadistico W Valor p
0.9793 0.9250

Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene

Fuente de variacion Df F Pr(>F)
Tratamiento 3 0.2775 0.8408
Error 16

Andlisis de varianza (ANVA)

Fuente de variacion Df Sum Sq Mean Sq F Pr(>F)
Tratamiento 3 203.30 67.78 0.59 0.63
Error 16 1837.20 114.83
Prueba de comparacién multiple de Tukey
Comparacion Diff Iwr upr Valor P
Glucosa - Fructosa 14 -17.98961 20.78961 0.9967501
Maltosa - Fructosa -14 -20.78961 17.98961 0.9967501
Sacarosa - Fructosa -7.0 -26.38961 12.38961 0.7331545
Maltosa - Glucosa -2.8 -22.18961 16.58961 0.9754193
Sacarosa - Glucosa -8.4 -27.78961 10.98961 0.6120657
Sacarosa - Maltosa -5.6 -24.98961 13.78961 0.8412268

Anexo 6. Resultados del analisis estadistico de la etapa Il (formacién de protocormo)

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Estadistico W Valor p
0.91919 0.09558

Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene

Fuente de variacion Df F Pr(>F)
Tratamiento 3 1.054 0.396
Error 16

Andlisis de varianza (ANVA)

Fuente de variacion Df Sum Sq Mean Sq F Pr(>F)

Tratamiento 3 10812 3604 13.36 0.000127 ***

Error 16 4317 270

Prueba de comparacién multiple de Tukey
Comparacion Diff Iwr upr Valor P

Glucosa - Fructosa -8.2 --37.92158 21.52158 0.8582173
Maltosa - Fructosa 43.8 14.07842 73.52158 0.0032991
Sacarosa - Fructosa -16.4 -46.12158 13.32158 0.4174686
Maltosa - Glucosa 52.0 22.27842 81.72158 0.0006742
Sacarosa - Glucosa -8.2 -37.92158 21.52158 0.8582173
Sacarosa - Maltosa -60.2 -89.92158 -30.47842 0.0001458
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Anexo 7. Fotografias de campo en el Distrito de Quinua.

27 abr. 2025 1:33:22p.
18L 594120 8560600
3369w
Altitud:3578.5m
Velocidad:0.0km/h

Numero de indice: 56

D
» 5 nov#26258:39:33;
181 594110 85’68
PP 1°
yAltitud:3579. 2msnm
} ={ Velotidad:0.5
2*Numero'de indice

b. Seleccion y colecta de E. megagastrium.
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Anexo 8. Preparacion del medio Murashige & Skoog (MS) y ajuste de pH.

b. Ajuste del pH del medio MS al valor de 5.7
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Anexo 9. Desinfeccion de la capsula y siembra de semillas de Epidendrum megagastrium Lindl.

Enjuague de la Desinfeccion con hipoclorito Enjuague de la Desinfeccion con
capsula de sodio al 0.5% capsula etanol al 70%

i . 4 Flameado de la capsula
Siembra 05 cm®  semillas 0.5 cm? semillas Corte de la capsula p

disueltas en 20 ml de
agua destilada

50



Anexo 10. Semillas sin germinar (A) y semillas germinadas (B) de Epidendrum
megagastrium Lindl.
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Anexo 11. Etapas de germinacion de Epidendrum megagastrium Lindl.

Nota: Etapas de germinacion de Epidendrum megagastrium Lindl. A) semilla sin
embrién; B) y C) hinchamiento de semilla e hidratacién (imbibicion); y D) y E) formacién
de protocormo.
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Anexo 12. Autorizacion otorgada por el SERFOR para la investigacion en flora silvestre.

oo SERFOR = £ Sfiw s

RESOLUCION DIRECTORAL

Magdalena Del Mar, 15 de Diciembre del 2025
RD N°* D000227-2025-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF

VISTOS:

El formulario F52, registrado con nimero de expediente 2025-0055211 de fecha 28
de octubre del 2025, conteniendo la solicitud de autorizacion con fines de investigacion
cientifica de flora silvestre, fuera de areas naturales protegidas (ANP), presentada por la
sefiora MAILY BETSABET JOSE CONDE (la administrada), identificada con DNI N°
73620937, asi como, el Informe Técnico N° DO000060-2025-MIDAGRI-SERFOR-
DGGSPFFS-DGSPF-COP de fecha 05 de diciembre del 2025, y;

CONSIDERANDO:

Que, el articulo 66° de la Constitucion Politica del Perd de 1993 establece que los
recursos naturales, renovables y no renovables, son patimonio de la Nacion; y el Estado es
soberano en su aprovechamiento;

Que, el articulo 9° de la Ley N° 26821, Ley Organica para el aprovechamiento
sostenible de los Recursos Naturales, establece que el Estado promueve la investigacion
cientifica y tecnologica sobre la diversidad, calidad, composicion, potencialidad y gestion de
los recursos naturales. Promueve, asimismo, la informacion y el conocimiento de los
recursos naturales. Para estos efectos, podran otorgarse permisos para investigacion;

Que, mediante el articulo 13° de la Ley N° 29763, Ley Forestal y de Fauna Silvestre,
se creo el Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre - SERFOR, como un organismo
publico técnico especializado con personeria juridica de derecho publico interno, como
pliego presupuestal adscrito al Ministerio de Agricultura, actualmente el Ministerio de
Desarrollo Agrario y Riego; articulo en el que ademas se sefiala que el SERFOR es la
autoridad nacional forestal y de fauna silvestre, ente rector del Sistema Nacional de Gestion
Forestal y de Fauna Silvestre, constituyendo su autoridad técnico normativa a nivel nacional,
encargada de dictar las normas y establecer los procedimientos relacionados a su ambito;

Que, el articulo 137° de la precitada Ley N° 29763, Ley Forestal y de Fauna Silvestre,
declara de interés nacional realizar la investigacion, el desarrollo tecnoldgico, la mejora del
conocimiento y el monitoreo del estado de conservacion del patrimonio forestal y de fauna
silvestre de la Nacion;

Que, segun lo dispuesto por el articulo 140° de la Ley en mencion, sefiala que el
SERFOR evalla y otorga la autorizacion para extraccion de recursos forestales y de fauna
silvestre con fines de investigacion cientifica cuando: (i) se incluye especies amenazadas'?,
(i) especies consideradas en los Apéndices de CITES?, (iii) se realiza acceso a recursos
genéticos sin fines de lucro; y (iv) propositos culturales;

Que, mediante el articulo 1° de la Resolucion de Direccion General N° D000627-2021-
MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS, de fecha 15 de noviembre del 2021, la Direccion General

" Decreto Supremo N° 043-2006-AG. Aprueban categorizacion de Jes amer das de flora sih

' Decreto Supremo N° 004-2014-MINAGRI. Actualizacion de la Iistarde clasificacion y g ion de las especi
das de fauna silvest
! Convencion sobre el Comercio Int ional de Especies A das de Fauna y Flora Silvestres.
ST Eae Prarceats de un documento electronico archivado en el Servicio Forestal y de Fauna Sive:
FAU 20862838627 9ot

Complementaria Final del D.5. 026-2016-PCM. Su autenticid

Fochu: 15,12 2025 09:08.19 £&.04
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RESOLUCION DIRECTORAL

de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre (DGGSPFFS) del
SERFOR resolvié delegar en la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal
(DGSPF), la funcion de otorgar permisos de investigacion o de difusion cultural con o sin
colecta de flora silvestre y sus recursos genéticos, contenida en el literal g), del articulo 53°
del Reglamento de Organizacion y Funciones del SERFOR, aprobado por Decreto Supremo
N° 007-2013-MINAGRI y modificado por Decreto Supremo N° 016-2014-MINAGRI;
delegacion efectuada en aplicacion del numeral 78.1 del articulo 78° del Texto Unico
Ordenado - TUO de la Ley N° 27444, Ley del Procedimiento Administrativo General,
aprobado por Decreto Supremo N° 004-2019-JUS;

Que, a través del Decreto Supremo N° 018-2015-MINAGRI, que aprueba el
Reglamento para |la Gestion Forestal, en el articulo 154°, sefiala que regula el procedimiento
de otorgamiento de autorizaciones con fines de investigacion cientifica, sefialando que la
investigacion del Patrimonio Forestal, se aprueban mediante autorizaciones,
salvaguardando los derechos del pais respecto a su patrimonio genético nativo; y establece
para tal efecto los requisitos y consideraciones para su otorgamiento, de acuerdo con el
numeral 5.3.2 los Lineamientos para el otorgamiento de la autorizacion con fines de
investigacion cientifica de flora y/o fauna silvestre, aprobados por Resolucion de Direccion
Ejecutiva N° 060-2016-SERFOR/DE; asi como, las obligaciones materia de cumplimiento
por parte de la titular de la autorizacion;

Que, en ese contexto mediante formulario F52, registrado con niimero de expediente
2025-0055211 de fecha 28 de octubre del 2025, a través de la mesa de partes virtual del
SERFOR, la administrada solicité a la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio
Forestal (DGSPF) la autorizacion de investigacion cientifica de flora silvestre para realizar el
proyecto denominado: Efecto de diferentes fuentes de carbono en la germinacion in
vitro de Epidendrum megagastrium Lindl., Ayacucho 2025; investigacion que contempla
la colecta de flora silvestre;

Que, mediante carta N° D000660-2025-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF
de fecha 25 de noviembre del 2025, la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio
Forestal comunicé a la administrada las siguientes observaciones: a) presentar las
fichas de datos del personal investigador que acompaiia al investigador principal; b)
adecuar el proyecto de tesis al formato del plan de investigacion; c) desarrollar los
métodos y técnicas y el procedimiento de la colecta de capsulas maduras de semillas
de Epidendrum megagastrium, citando fuentes bibliograficas, sefalar el laboratorio
donde realizara el proceso de germinacion in vitro; d) explicar como se realizara la
identificacion taxonoémica de la especie a estudiar; e) explicar cual sera el destino final
del material propagado al término del estudio, entregar a la Autoridad Regional Forestal
y de Fauna Silvestre todos los ejemplares propagados mediante acta con informacion
detallada del material colectado, y parametros de evaluacion; f) sefialar la Institucion
Cientifica Nacional Depositaria de Material Biologico (ICNDMB), registrada por el
SERFOR, donde se depositaran las muestras botanicas; g) incorporar la colecta de
ejemplar para determinacion taxonomica y especificar el tipo, cantidad de muestra a
colectar y finalidad; h) incorporar las actividades de depdsito del material botanico
colectado en una Institucion Cientifica Nacional Depositaria de Material Biologico
(ICNDMB), registrada por el SERFOR, germinacion in vitro y entrega del informe final al
SERFOR;

Que, mediante carta s/n, de fecha 03 de diciembre del 2025, registrada con
expediente 2025-0062752, la administrada remitio a la Direccion de Gestion Sostenible
del Patrimonio Forestal el levantamiento de las observaciones;

Esta es ura copla auténtica imprimible de un documento electrdnico archivado en el Servicio Forestal y de Fauna Sivestre, aplicando lo despu
el Art, 25 de DS PCM y la Terc Disposicion Complementaria Fnal del D.S, 026-2016-PCM. Su autenticidad e integridad pue
co

ntrastadas a través de la siguiente direccidn web: Url: https://sgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental/ Clave: X54G7CC
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RESOLUCION DIRECTORAL

Que, de conformidad con el articulo 154° del Reglamento para la Gestion Forestal,
aprobado por Decreto Supremo N° 018-2015-MINAGRI, y en ejercicio de |a funcion delegada
a través del articulo 1° de la Resolucion de Direccion General N® D000627-2021-MIDAGRI-
SERFOR-DGGSPFFS, se desprende que corresponde a la DGSPF evaluar la solicitud y, en
su caso, otorgar la autorizacion con fines de investigacion, puesto que se desarrollara fuera
del ambito de ANP e implicara el estudio de una especie CITES;

Que, por tanto, la citada solicitud ha sido evaluada en mérito a los requisitos
establecidos en el Procedimiento PA1110EE32 del Texto Unico de Procedimientos
Administrativos (TUPA) del SERFOR, aprobado mediante Decreto Supremo N° 012-2024-
MIDAGRI y su modificatonia, en concordancia con los Lineamientos para el otorgamiento de
la autorizacion con fines de investigacion cientifica de flora y/o fauna silvestre, aprobados
por Resolucion de Direccion Ejecutiva N° 060-2016-SERFOR/DE;

Que, asimismo, la solicitud se encuentra sujeta a las condiciones establecidas en el
numeral 9 del ANEXO N° 1 del Reglamento para la Gestion Forestal; en concordancia con
el numeral 6.6 de los lineamientos aprobados por Resolucion de Direccion Ejecutiva N° 060-
2016-SERFORJ/DE, los cuales se detallan a continuacion: i) Solicitud con caracter de
declaracion jurada que contenga informacion sobre el investigador, segun formato; i) Hoja
de vida del investigador principal y plan de investigacion, segun formato; iii) Carta de
presentacion de los investigadores parficipantes, emitida por la institucion académica u
organizacion cientifica nacional o extranjera de procedencia; iv) Documento que acredite el
consentimiento informado previo, expedido por la respectiva organizacion comunal
representativa, de comresponder; y v) Documento que acredite el acuerdo entre las
instituciones que respaldan a los investigadores nacionales y extranjeros, en caso la solicitud
sea presentada por un investigador extranjero;

Que, en ese sentido, la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal a
través del Informe Técnico N° D000060-2025-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF-
COP de fecha 05 de diciembre del 2025; concluye que, la solicitud formulada por la
administrada corresponde ser atendida por el SERFOR — sede central, en concordancia con
lo dispuesto en el articulo 154° del Reglamento para la Gestion Forestal, puesto que es una
investigacion basica que se desarrollara fuera del ambito de ANP e implicara el estudio de
una especie CITES y no comprende el acceso a los recursos genéticos; ademas, conforme
a lo sefialado en el plan de investigacion, la identificacion taxonomica de la especie se
realizara mediante protocolos convencionales de identificacion. Las muestras botanicas
colectadas para determinacion taxonémica seran depositadas Herbario San Cristobal de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, Institucion Cientifica Nacional
Depositaria de Material Biologico; asimismo, que la solicitud de investigacion cientifica
presentada por la administrada cumple con los requisitos contemplados en el Procedimiento
PA1110EE32 del Texto Unico de Procedimientos Administrativos (TUPA) del SERFOR,
aprobado por Decreto Supremo N° 012-2024-MIDAGRI y su modificatoria, concordantes con
los Lineamientos para el otorgamiento de la autorizacion con fines de investigacion cientifica
de flora y/o fauna silvestre, aprobados por Resolucion de Direccion Ejecutiva N° 060-2016-
SERFORJ/DE, asi como, con las condiciones minimas y los criterios técnicos para su
ejecucion, considerandose procedente el plazo propuesto para el desarrollo de las
actividades con fines de investigacion de flora silvestre, con colecta, por el periodo de siete
(07) meses;

Que, asimismo, dicho Informe Técnico recomienda la emision del acto administrativo
que aprueba la solicitud de investigacion cientifica de flora silvestre, fuera de ANP, para el
desarrollo del proyecto denominado Efecto de diferentes fuentes de carbono en la
germinacion in vitro de Epidendrum megagastrium Lindl., Ayacucho 2025; cuyos
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RESOLUCION DIRECTORAL

hallazgos de la investigacion generaran informacion cientifica nueva que permitira optimizar
un protocolo de micropropagacion, facilitar su conservacion y promover su uso sostenible;
por lo cual este estudio no solo ayudara a proteger una especie nativa, sino que también
fortalecera el conocimiento biotecnolégico aplicado a las orquideas de la region;

Que, por otro lado, el articulo 158° del Reglamento para la Gestion Forestal, aprobado
mediante Decreto Supremo N° 018-2015-MINAGRI, establece como obligaciones del
investigador en flora silvestre que son las siguientes:

a.

b.

No extraer especimenes, ni muestras biologicas, de fiora silvestre no autorizadas; no
ceder los mismos a terceras personas, ni utilizarios para fines distintos a lo autorizado.
Entregar al SERFOR un informe final en idioma esparnol y en version digital, como
resultado de la autorizacion otorgada, asi como copia de las publicaciones producto
de la investigacion realizada, e indicar el nimero de la Autorizacion en las
publicaciones generadas. Esta informacion es ingresada al SNIFFS.

Solicitar el correspondiente permiso de exportacion ante el SERFOR a través de la
Ventanilla Unica de Comercio Exterior - VUCE, asi como pasar el controf respectivo,
en caso se requiera enviar al extranjero parte del material colectado, por razones
cientificas acotadas. Los ejemplares Unicos de los grupos taxonomicos colectados y
holotipos solo podran ser exportados en calidad de préstamo.

Que, asimismo, en el marco de la autorizacion otorgada, la administrada considerara
los siguientes compromisos:

a.

b.

Comunicar con la debida a la Direccion Forestal y de Fauna Silvestre del Gobierno
Regional de Ayacucho, a fin de coordinar el ingreso y salida a campo.

Indicar el namero de la resolucion en las publicaciones generadas a partir de la
autorizacion concedida.

Solicitar anticipadamente ante la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio
Forestal del SERFOR y dentro del periodo del cronograma de trabajo del plan de
investigacion, cualquier cambio en las caracteristicas del estudio aprobado (por
ejemplo, cronograma, inclusion de investigadores, etc.), que demande la modificacion
de la presente resolucion.

En caso sobrevenga aigin hecho o evento que imposibilite la ejecucion de la
investigacion autorizada o que origine que no se pueda continuar con el desarrolio de
la misma, corresponde al administrado solicitar por escrito ante la Direccion de Gestion
Sostenible del Patrimonio Forestal del SERFOR, la renuncia a la autorizacion
otorgada; renuncia que debera ser soficitada dentro del plazo de vigencia de la
autorizacion, precisandose el hecho o evento que origina la imposibilidad de ejecutar
0 de continuar ejecutando la investigacion aprobada, debiendo ademas el
administrado adjuntar la documentacion de sustento que estime necesaria, de ser el
caso.

Todos los ejemplares logrados de Ias especies estudiadas, producto de la propagacion
in vitro, seran entregados mediante acta al Centro de Propagacion de Especies
Ornamentales de Flora Silvestre a nombre de la empresa ENOCOON S.A. de la cual
se cuenta con una carta de aceptacion y compromiso institucional de apoyo a la
investigacion cientifica y conservacion de las plantas generadas a partir de la
investigacion titulada: “Efecto de diferentes fuentes de carbono en la germinacion in
vitro de Epidendrum megagasirium Lindi., Ayacucho 2025°. En la referida acta se
informaran parametros de mortandad y éxito de los ejemplares, tamafio, nombre
cientifico, entre otros.

La empresa ENOCOON S.A. se compromete a: recibir, mantener y conservar las
plantulas obtenidas mediante in vitro, no emplear el material bioidgico con fines
comerciales ni de distribucion, salvo lo permitido por la normativa; garantizar que las
plantas seran manejadas de acuerdo con los estandares técnicos de conservacion ex
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situ; mantener registro de ingreso y estado de las plantulas recibidas y facilitar
informacion a SERFOR en caso sea requerida.

g. La Direccion Forestal y de Fauna Silvestre del Gobierno Regional de Ayacucho, en su
calidad de Autoridad Regional Forestal y de Fauna Silvestre realizara la supervision
de la entrega de las plantas generadas producto de la investigacion y realizara el
seguimiento de los compromisos asumidos por el Centro de Propagacion de Especies
Ornamentales de Flora Silvestre de la empresa ENOCOON S.A. en materia de
conservacion de las referidas plantas.

Que, por otro lado, el articulo 100° del Reglamento para la Gestion Forestal y de Fauna
Silvestre en Comunidades Nativas y Comunidades Campesinas, sefiala lo siguiente:

“Investigaciones cientificas realizadas dentro de las tierras de comunidades
campesinas y comunidades nativas

Toda investigacion cientifica en materia forestal y de fauna silvestre a realizarse dentro de
tierras de comunidades campesinas 0 comunidades nativas, requiere de la autorizacion
expresa de la comunidad y autorizacion oforgada por la autoridad correspondiente. (...)".

Que, en adicion a ello, debemos precisar que, una autorizacion para realizar estudios
de investigacion no habilita el ingreso a predios privados, en cuyos casos, deberan gestionar
la autorizacion de ingreso correspondiente ante la autoridad o titular del area, segun
corresponda;

Que, en ese sentido, en caso la ejecucion de la investigacion comprenda el ingreso a
territorios de Comunidades Campesinas o Comunidades Nativas, previamente debera
solicitarse la autorizacion correspondiente;

Que, de conformidad con la Ley Forestal y de Fauna Silvestre, aprobada por Ley N°
29763; el Reglamento para la Gestion Forestal, aprobado mediante Decreto Supremo N°
018-2015-MINAGRI; el TUPA del SERFOR, aprobado por Decreto Supremo N° 012-2024-
MIDAGRI y su modificatoria; los “Lineamientos para el otorgamiento de la autorizacion con
fines de investigacion cientifica de flora y/o fauna silvestre®, aprobados mediante Resolucion
de Direccion Ejecutiva N° 060-2016-SERFOR/DE; el literal g), del Articulo 53° del
Reglamento de Organizacién y Funciones aprobado por Decreto Supremo N° 007-2013-
MINAGRI y su modificatoria mediante Decreto Supremo N° 014-2016-MINAGRI; el TUO de
la Ley N° 27444, Ley del Procedimiento Administrativo General, aprobado por Decreto
Supremo N° 004-2019-JUS; asi como, en ejercicio de la funcion delegada a fravés del
articulo 1° de la Resolucion de Direccion General N° D000627-2021-MIDAGRI-SERFOR-
DGGSPFFS;

SE RESUELVE:

Articulo 1.- OTORGAR la Autorizacion con fines de investigacion cientifica de flora
silvestre, fuera de areas naturales protegidas, a la sefiora MAILY BETSABET JOSE
CONDE, identificada con DNI N° 73620937, correspondiéndole el Codigo de Autorizacion
N° AUT-IFL-2025-121; para el desarrollo del proyecto titulado Efecto de diferentes fuentes
de carbono en la germinacion in vitro de Epidendrum megagastrium Lindl., Ayacucho
2025; que se realizara en el distrito de Quinua, en la provincia de Huamanga, en el
departamento de Ayacucho, donde se colectaran capsulas de Epidendrum megagastrium
Lindl. para ser trasladados al Laboratorio de la Especialidad de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, para la propagacion in vitro, asi como
ejemplares para identificacion taxonémica; en conformidad con lo sefialado en la Tabla N°
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1 del ANEXO 1; cuya vigencia se contabilizara desde la fecha de emision de la presente
resolucion®.

Articulo 2.- Autorizar la participacion de los investigadores sefialados por la
administrada, conforme con lo sefialado en el ANEXO 2 de la presente resolucion

Articulo 3.- El ingreso y desarrollo de las actividades de investigacion cientifica
dentro de tierras comunales, areas de conservacion privada (ACP), areas de conservacion
regional (ACR), predios privados vy titulos habilitantes que abarquen las localidades de
muestreo de la investigacion, deberan ser autorizadas previamente por la autoridad o titular
correspondiente, por lo que es responsabilidad de la administrada obtener la autorizacion
de ingreso antes de la ejecucion de la investigacion, en caso corresponda.

Articulo 4.- La administrada se encuentra sujeta al cumplimiento de lo presentado
en el plan de investigacion evaluado y al plazo correspondiente a siete (07) meses, asi como
la colecta de matenial biologico de flora silvestre de acuerdo con lo sefialado en el ANEXO
3. El material biolégico colectado para identificacion taxonomica sera depositado en el
Herbario San Cristobal de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga,
Institucion Cientifica Nacional Depositaria de Material Biologico registrada por el SERFOR.
Se prevé la exportacion de muestras para identificacion al Herbario AMO de México.
Asimismo, deberan cumplir con las obligaciones establecidas en la legislacion forestal y de
fauna silvestre, segtn lo sefialado en la parte considerativa de la presente resolucion.

Articulo 5.- La presentacion del Informe Final, en version digital como resultado de
la autorizacion otorgada, se realizara de acuerdo con los términos sefialados en el ANEXO
4 de la presente resolucion, y debera ser presentado a la culminacion de la investigacion
(julio —2026).

Articulo 6.- La presente autorizacion no limita el ejercicio de las funciones ylo
requisitos de las entidades, en los ambitos en los que se realice la investigacion (ARFFS,
ACR, ACP y otros).

Articulo 7.- Toda modificacion en el desarrollo de la investigacion sera comunicada
al SERFOR dentro del plazo de vigencia de la presente resolucion.

Articulo 8.- La presente autorizacion no habilita la exportacion de muestras
biolégicas, en caso se requiera realizar esta actividad, la administrada y los investigadores
identificados en la presente resolucion, podran gestionar el correspondiente Permiso de
Exportacion ante la Direccion General de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal y de
Fauna Silvestre del SERFOR.

Articulo 9.- La contravencion a las obligaciones y/o condiciones establecidas en la
presente resolucion conllevara a la comision de la infraccion tipificada en el numeral 5) del
Anexo 1 del Cuadro de Infracciones y Sanciones en materia forestal, aprobado mediante el
Decreto Supremo N° 007-2021-MIDAGRI. Cabe mencionar que el matenial biolégico
colectado no podra ser utilizado para fines distintos a lo autorizado, bajo apercibimiento de
configurarse el supuesto establecido en la mencionada nomrmativa. En caso de realizar
investigaciones para ofros fines con el material autorizado, se debera solicitar una nueva
autorizacion.

4 Decreto Supremo N° 004-2012-JUS. Texto Unico Ordenado de la Ley 27444 "Ley del Procedimiento Administrativo
General"
Articulo 18. El acto administrativo que otorga beneficio al administrado se entiende eficaz desde la fecha de su emision,
salvo disposicion diferente del mismo acto.

Esta es una copla auténtica imprimible de un documento electrdnico archivado en el Servicio Forestal y de Fauna Sivestre, aplicando lo dispuesto por
el Art. 25 de DS. 070 PCM vy la Torcera Dispasicide ymplementaria Final del D.S. 026-2016-POM. Su autenticidad e integridad pueden ser

contrastadas a través de la siguiente direccidn web: Url: https://sgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental/ Clave: X54G7CC
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Anexo 13. Certificacion de la especie de Epidendrum megagastrium Lindl.

W

Herbario AMO
FJ'if H:'E'\Glll.'r

Ciudad de México a 8 de mayo de 2026,

A quien comesponda:

A solicitud de la interesada, hago constar que Maily Betsabet Jose Conde, solicitd mi opinion en la
determinacion taxonimica de la especie Epidendrum megagasirium Lindl. para llevar a cabo el provecto de tesis

titulada: Efecto de diferentes fuentes de carbono en la germinacion in vitre de Epidendrum megagastrium
Lindl., Avacucho 2025,

Por medio de la presente certifico que la especie utilizada para el desarrollo de la vesis antes mencionada
es, efectivamente, £. megagastrium Lind].

Sin mas por ¢l momento y esperando haber cumplido con sus disposiciones, quedo a sus drdenes para
cualguier duda o aclaracion al respecto.

Atentamente.

&

ri / -

J —

r -ﬁ‘f-’r { ’f (:" _.'f:«r’"

ING. ERIC RAGNAR “‘D[.Rﬂ HAGSATER GARTENBERG
Director
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Anexo 14. Matriz de consistencia.

Efecto de diferentes fuentes de carbono en la germinacién in vitro de Epidendrum megagastrium Lindl., Ayacucho 2025

Autor: Maily Betsabet Jose Conde

Asesor: Mg. Reynan Céndor Alarcon

PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
¢Como influyen las Objetivo General Antecedente Las diferentes fuentes Variable Independiente Tipo de investigacion
diferentes fuentes de e Antecedente de carbono (sacarosa, Fuente de carbono Basica - experimental
carbono en la Evaluar el efecto de internacionales Y oglucosa, fructosa y Niveles Poblacién
germinacion in vitro de diferentes  fuentes de nacionales. maltosa) tienen e Sacarosa 3% Semillas de Epidendrum
Epidendrum carbono en la germinacion Marco conceptual diferentes influencias e Glucosa 3% megagastrium Lindl. del
megagastrium  Lindl?, in viro de Epidendrum ¢ Orquideas (geénero gn |3 germinacién in ¢ Fructosa 3% distrito de Quinua.
Ayacucho 20257 megagastrium Lindl., g‘;'rdrﬁ”d“%r,“) vitro de Epidendrum ¢ Maltosa3% Muestra

Ayacucho 2025. minacion megagastrium Lindl., Variable Dependiente Semillas procedentes de
e Cultivo in vitro A ho 2 e Germinacién (%). ,
Fuente de carbono yacucho 2025. una capsula de

Objetivo especifico

o Determinar el efecto de
la sacarosa, glucosa,
fructosa y maltosa en la
germinacion in vitro de
Epidendrum
megagastrium Lindl.

e Evaluar las diferentes
etapas de germinacién
in vitro de Epidendrum
megagastrium Lindl.

Sacarosa
Glucosa
Fructosa
Maltosa
Marco legal

e Etapas de germinacion
(%)

Epidendrum megagastrium
Lindl.

Recoleccion de datos
e Hojas de registro

e Camara fotogréfica
Procedimiento general
Preparacion de medio
Desinfeccién
Siembra

Recoleccién de datos
Andlisis estadistico

Se evaluard los datos
mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-
Wallis, considerando un
nivel de confianza del 95
%.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Maily Betsabet JOSE CONDE
RESOLUCION DECANAL N° 146-2026-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia martes once de agosto del afio dos
mil veintiséis; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, participando como
presidente encargado el Dr. Fidel Rodolfo MUJICA LENGUA con Memorando N°® 192-2026-UNSCH-
FCB, con fecha once de agosto del afio dos mil veintiséis; a su vez (Miembro —Jurado), la Mg. Jenny
Olga ARREA PAUCAR (Miembro —Jurado), el Mg. Reyndn CONDOR ALARCON (Miembro — Asesor) y
el Mg. Luis Uriel MOSCOSO GARCIA actuando como secretario docente, para presenciar la
sustentacién de tesis titulada: Efecto de diferentes fuentes de carbono en la germinacion in vitro
de Epidendrum megagastrium Lindl., Ayacucho 2025, presentado por la Bach. Maily Betsabet JOSE
CONDE; el presidente luego de verificar la documentacion presentada, indicé al secretario docente
dar lectura a la documentacién generada que refrenda el presente acto académico, luego dispuso
el inicio del acto de sustentacién, indicando a la sustentante que dispone de cuarenta y cinco
minutos para exponer su trabajo de investigacion tal como establece en el Reglamento de Grados
y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga. Culminada la exposicién, el presidente invit6 a cada uno de los Miembros del Jurado a
participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa,
el presidente invitd a la sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el
Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y
calificaciones correspondientes; cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicidn Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Fidel Rodolfo MUJICA LENGUA 19 19 19
Mg. Jenny Olga ARREA PAUCAR 18 16 17
Mg. Reynan CONDOR ALARCON 18 17 18
PROMEDIO 18

La sustentante alcanzé el promedio de dieciocho (18) aprobatorio. Acto seguido, el presidente
autorizd el ingreso de la sustentante y el publico asistente al Auditorio de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los
resultados e indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo
las seis de la tarde del mismo dia; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

Dr. Fidel Rodolfo MU |CALENGUA Mg. Jenny Qlga ARREA PAUCAR
Presidente (&) Miembro - Jurado

Miembro - Jurado

Mg. Reyn%&z ALARCON Mg. Luis'UFiel MBISCOSO GARCIA

Miembro — Jurado y Asesor ecretario Docente




FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA-ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 44-2026-FCB-D

Yo, SERAPIO ROMERO GAVILAN, Director de la Escuela Profesional de Biologia
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Efecto de
diferentes fuentes de carbono en la germinacion in vitro de Epidendrum
megagastrium Lindl., Ayacucho 2025, por MAILY BETSABET JOSE CONDE; he
constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON
DEPOSITO, una similitud de 6%, grado de coincidencia, menor a lo que determina
la ausencia de plagio definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de
Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resolucién del Consejo Universitario N°
039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se
acompana el INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 31 de agosto de 2026.

NALDE S,
FAIENC

al ¢2 Biologia

AN CRISTOBAL BE HUAIANGA
ICtre OGICAS

b Romero Gavildn
DIRECTOR
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