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RESUMEN

Prosthechea vitellina (Lindley) W.E. Higgins es una orquidea epifita endémica de México
con valor ornamental y econémico. Considerada especie amenazada debido al comercio
ilegal y la creciente destruccion de su habitat. Ante esta probleméatica es necesario
implementar técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro como opcion viable para
rescate, conservacion y propagacion masiva. Los objetivos fueron determinar las mejores
condiciones para la germinacion in vitro, regenerar plantulas por organogénesis directa
y aclimatarlas. Se sembraron semillas provenientes de capsula cerrada en medio MS a
la mitad de concentracion de sales (50%) adicionado con 6-benciladenina (BA, 2.22, 4.44
MM) y acido naftalenacético (ANA, 0.44 uM). La organogénesis se indujo a partir de
plantulas germinadas in vitro, sembradas en medio MS (100% y 50%) con BA (5.0-10.0
1M) ANA y AIA (1.0-2.0 uM). En alargamiento grupos de brotes se colocaron en medio
MS (100% y 50%) con y sin carbén activado (0.5 g L'Y). En multiplicacién, brotes (1.8 cm)
se cultivaron en medio MS con BA (4.5- 13.6 uM), ANA y AIA (0.0- 1.14 pM). En
enraizamiento se cultivaron brotes en medio MS (50%) adicionado con AIB, AIA'Y ANA
(0.0-10.0 puM). En aclimatacion se evaluaron plantas enraizadas in vitro de 5y 7 cm en
turba+perlita (1:1) y corteza de pino. La germinacion fue de 91.8%. En organogénesis la
mayor cantidad de brotes (2.03) se indujeron con 10.0 uM de BA +1.0 uM de ANA y en
multiplicacion se obtuvieron 2.5 brotes con 4.5 uM de BA y 1.14 uM de AIA a las ocho
semanas. El alargamiento mayor de brotes (2.16 cm) se logré con MS (50%) + 0.5 g L™
de carbon activado. EI mayor nimero de raices se produjo con 10 uM de AIB con 5.27

raices por planta. La supervivencia fue de 100% con plantas de 7 cm en corteza de pino.

Palabras clave: endémica, epifita, organogénesis, orquidea, propagacion in vitro.
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ABSTRACT

Prosthechea vitellina (Lindley) W.E. Higgins is an epiphytic orchid endemic to Mexico with
ornamental and economic value. Considered a threatened species due to illegal trade
and the increasing destruction of its habitat. Given this problem, it is necessary to
implement in vitro plant tissue culture techniques as a viable option for rescue,
conservation and mass propagation. The objectives were to determine the best conditions
for germination in vitro, to regenerate seedlings by direct organogenesis and to
acclimatize them. Seeds from closed capsule were sown in MS medium at half salt
concentration (50%) added with 6-benzyladenine (BA, 2.22, 4.44 uM) and
naphthaleneacetic acid (ANA, 0.44 uM). Organogenesis was induced from in vitro
germinated seedlings, placed in MS medium (100% and 50%) with BA (5.0-10.0 puM),
ANA and AIA (1.0-2.0 uM). In elongation, groups of shoots were placed in MS medium
(100% and 50%) with and without activated charcoal (0.5 g L?). In multiplication, shoots
(1.8 cm) were placed in MS medium with BA (4.5- 13.6 uM), ANA and AIA (0.0-1.14 uM)
were added. During rooting, shoots were grown in MS medium (50%) added with AIB,
AIA and ANA (0.0-10.0 pM). In acclimatization, in vitro rooted plants of 5 and 7 cm in peat
+ perlite (1: 1) and pine bark were evaluated. Germination was 91.8%. In organogenesis,
the highest number of shoots (2.03) were induced with 10.0 uM of BA +1.0 uM of ANA
and in multiplication 2.5 shoots were obtained with 4.5 uM of BA and 1.14 uM of I1AA at
eight weeks. The greatest elongation of shoots (2.16 cm) was achieved with MS (50%)
+ 0.5 g L of activated charcoal. The highest number of roots was produced with 10 pM

IBA with 5.27 roots per plant. Survival was 100% with 7 cm plants in pine bark.

Key words: endemic, epiphytic, organogenesis, orchid, in vitro propagation.
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Introduccién

|. INTRODUCCION

La familia Orchidaceae comprende mas de 900 géneros y es una de las familias mas
grandes y diversas de plantas con flores. Las orquideas habitan en un amplio rango de
condiciones ambientales, se pueden encontrar en todas partes del mundo y en la
mayoria de los nichos ecoldgicos; las flores varian mucho en tamafo, forma y color,
presentan estructuras y caracteristicas fisiologicas altamente especializadas (Goh y
Arditti, 2018). Una de las caracteristicas por las que se aprovechan como plantas
ornamentales es la gran variedad de las flores en tamafio, forma y color junto con su
larga vida util, razones de la importancia horticola de las flores de orquideas y por ello
gran namero de especies se han cultivado e hibridado para su comercializacion (Cabral,
2010).

En varios paises tropicales, las orquideas se han convertido en un importante cultivo de
exportacion de flores cortadas (Goh y Arditti, 2018). De acuerdo con Soto-Arenas et al.
(2015) existen cerca de 30,000 especies de orquideas de las cuales México alberga méas
de 1,260 que representan el 4.2% del total de especies. Téllez (2011) menciona que el

porcentaje de endemismo es de 40% de especies y 8% de géneros.

Las orquideas se concentran generalmente en areas especificas, que son importantes
por la rigueza y diversidad de sus poblaciones o por sus endemismos. Téllez (2011)
menciona que en México se han identificado seis areas de gran diversidad, con menos
de 100,000 ha cada una, localizadas en regiones floristicas del pais, las cuales poseen
50% del total de especies registradas y que representan tan sélo 0.003% del territorio

mexicano. Estas areas son de gran importancia para estrategias de conservacion.

La mayoria de las especies de la familia Orchidaceae se encuentran amenazadas por la
pérdida de su habitat (Villasefior, 2010), las mas vulnerables son las epifitas, por la
desventaja de crecer sobre los arboles de selvas y bosques y que son destruidos por la
tala inmoderada (Menchaca et al., 2011). Ademas, la reproduccién de las orquideas a

partir de semillas es limitante en todas las especies debido a que son vulnerables y
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requieren condiciones estrictas de luz, temperatura, humedad (Solano-Gémez et al.,

2008) y relaciones simbidticas con hongos.

El estado de Oaxaca alberga la mayor diversidad de orquideoflora del pais con
aproximadamente 700 especies distribuidas en 144 géneros y cuatro subespecies, que
es mas de la mitad de las orquideas reportadas para México. Las especies registradas
para Oaxaca pertenecen a las cuatro subfamilias de orquideas presentes en México
dentro de 21 de las 37 subtribus (Soto-Arenas y Salazar, 2004; Cox, 2013).

Prosthechea vitellina es una de las 700 especies que alberga el estado de Oaxaca y de
acuerdo con lo establecido por la NOM-059-SEMARNAT (SEMARNAT, 2010), es una
orquidea ubicada en categoria de proteccion especial (Pr).

Dos factores determinantes que han contribuido a la pérdida de material genético de las
orquideas, y muchas otras especies vegetales, es el saqueo y comercio ilegal. Entre los
afos de 1993 a 1996 se estimo la pérdida de entre 9 y 12 millones de plantas (Téllez,
2011). Para las especies silvestres con valor ornamental el factor esencial de la pérdida
de especies ha sido la extraccion desmedida de especimenes de sus habitats naturales
para abastecer la demanda creciente. Desafortunadamente estos especimenes salen del
pais para incrementar colecciones privadas en Estados Unidos, Europa y Japon. A pesar
de las leyes vigentes que prohiben estas practicas las plantas contintan colectandose y
comercializandose en el mercado negro. Es complicado contrarrestar o eliminar la
comercializacion de ejemplares ilegales, debido a que constituyen una fuente de ingreso

para muchas familias (Emeterio-Lara et al., 2016).

La Unidn Internacional para la conservacion de la Naturaleza (IUCN) ubica 260 especies
de orquideas mexicanas en la lista de especies en peligro de extincion. De acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana 2010, 188 especies estan catalogadas en algun estado de
conservacion, 15 estan en peligro de extincion, 62 se encuentran amenazadas, 110 estan
sujetas a proteccidn especial y una se encuentra extinta en la naturaleza (SEMARNAT,
2010).
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La Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (PROFEPA) ha confiscado gran
namero de ejemplares y los ha donado a instituciones que se encargan de su
conservacion in situ y ex situ. Sin embargo, estos esfuerzos han sido insuficientes para

contrarrestar este delito.

Prosthechea vitellina no ha escapado de esta problematica generalizada para las
orquideas y también enfrenta la sobrecolecta de ejemplares silvestres que se
comercializan, con raiz desnuda y préximos a floracién, en calles y mercados de algunas
ciudades del pais como plantas ornamentales exoticas. Por la vistosidad y elegancia de
sus flores, la especie se ha utilizada como progenitora en cruzamientos intergenéricos
para la obtencion de hibridos, que eventualmente alcanzan calidad comercial
(CONABIO, 2010). En décadas pasadas el comercio de ejemplares silvestres a Europa
y Estados Unidos fue una practica comun. En la actualidad el comercio internacional de
esta orquidea esta regulado por la Convencion sobre el Comercio Internacional de
Especies (CITES).

La condicion de especie amenazada de P. vitellina propicia la busqueda de estrategias
gue resuelvan los problemas de reproduccion de la especie en su ambiente natural. Si
bien las capsulas contienen gran cantidad de semillas, la germinacion en su ambiente
natural requiere la asociacién simbidtica con hongos especificos y de condiciones
Optimas de luz, humedad y temperatura. Una opcién es el uso de las técnicas de cultivo
de tejidos vegetales in vitro. La propagacion in vitro de orquideas amenazadas o sujetas
a proteccidon especial es una forma viable para obtener gran cantidad de plantas con
fines de rescate, conservacion, reintroduccion y aprovechamiento comercial sostenible.
La germinacién asimbidtica in vitro ha sido exitosa en gran cantidad de especies de
orquideas silvestres y también se ha convertido en una técnica frecuente para la

obtencion de nuevos hibridos comerciales (Arditti y Ghani, 2000).

Las flores de P. vitellina poseen caracteristicas morfoldgicas naturalmente visibles que
las distingue de sus congéneres en México. Hagsater et al., (2005) reportaron que esta

especie es la Unica con sépalos y pétalos de color rojo-anaranjados, y el labelo y columna
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amarillos. Ademas, Cruz et al. (2014) coincidieron que en México las orquideas nativas

y endémicas son apreciadas por su valor ornamental o medicinal.

En el estado de Oaxaca de acuerdo con Cruz et al., (2014) existen diversas especies del
género Prosthechea que se usan con fines medicinales, sobre todo en comunidades de
la region Mixteca. Ademas, Argueta y Aguilar (1993) indican que en esta region existen
comunidades indigenas que no tienen acceso a los servicios médicos y usan estas

especies por sus propiedades medicinales reconocidas desde tiempos ancestrales.

Hagsater et al. (2005) y Cox (2013) reportaron el valor que posee la naturaleza
aglutinante de los mucilagos de los pseudobulbos para la fabricacion de instrumentos
musicales y plumeria. Las flores son importantes en la elaboracion de las calaveritas del
dia de muertos en el estado de Yucatan. También se emplean en festividades religiosas
para la elaboracién de guirnaldas, coronas y ramilletes que aportan colorido y aromas a
los altares. Fuera de México el comercio licito de esta especie se realiza en invernaderos
de orquideas de Estados Unidos y Europa. Los ejemplares se pueden obtener de manera
directa con los viveros, pero también a través de compras en linea, en otros casos,
durante exposiciones de las asociaciones de aficionados a las orquideas que cada afio
se realizan en varias partes de Estados Unidos. Los precios de las plantas fluctian de
22 a 35 ddlares; este comercio basicamente se hace con ejemplares vivos importados
desde México. Entre los afios 2000 y 2007 el pais export6 un total de 1,647 ejemplares
de diversas especies, el principal destino de ellos fue Japén, Estados Unidos, Chinay en
menor medida Gran Bretafia, Alemania y Taiwan (CONABIO, 2010).

Como planta ornamental Prosthechea vitellina posee caracteristicas Unicas que resaltan
entre otras especies. Por la elegancia y coloracion de sus flores es ampliamente
apreciada en la horticultura ornamental, tanto a nivel nacional como internacional. En la
region de Orizaba-Xalapa, Ver. esta orquidea recibe el nombre comdn de "manuelitos”
debido a que su época de floracion coincide con la festividad de Corpus Christi y las
plantas se usan como elementos decorativos (CONABIO, 2010). Cox (2013) report6 que
las orquideas son un grupo de plantas de interés y que poseen gran potencial

principalmente de uso ornamental y horticola.
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Aunque P. vitellina no es endémica de México tiene una amplia distribucion. Menchaca
et al. (2012) mencionan que la especie se concentra en los estados de Puebla, Oaxaca,
Chiapas y Veracruz. En algunos bosques de pino esta especie llega a ser una de las
epifitas de mayor dominancia en términos de abundancia. Es una orquidea de flores
vistosas y coloracién atractiva que ha tenido importancia horticola desde el siglo XIX
(Sarmiento y Romero, 2000). En México es comun observarla en jardines de casas,
colecciones privadas y jardines botanicos. También ha sido una de las orquideas
mexicanas de mayor presencia en el arte (UNIBIO, 2011).

Por los antecedentes expuestos y por la necesidad de contribuir con estrategias de
conservacion y aprovechamiento de Prosthechea vitellina el presente estudio tuvo como
objetivo establecer las condiciones 6ptimas para la regeneracion in vitro de esta orquidea

via organogénesis a partir de semillas colectadas en campo.




Obijetivos e hipotesis

ll. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Establecer las condiciones o6ptimas para la regeneracion in vitro de la orquidea

Prosthechea vitellina por organogénesis.

2.2 Objetivos especificos

- Definir el método de desinfeccion superficial de capsulas de P. vitellina para el
establecimiento del cultivo aséptico.

- [Establecer las condiciones optimas de medio de cultivo y reguladores de crecimiento
para la germinacion in vitro de P. vitellina.

- Determinar las condiciones 6ptimas de medio de cultivo y reguladores de crecimiento
para la induccion y multiplicacion de brotes a partir de diferentes de explantes de P.
vitellina.

- Definir las condiciones 6ptimas de medio de cultivo y reguladores de crecimiento
para el enraizamiento in vitro de brotes de P. vitellina.

- Establecer el proceso de aclimatacion de plantas de P. vitellina obtenidas in vitro.
2.3 Hipdtesis

- El establecimiento del cultivo aséptico de semillas de P. vitellina est4 determinado
por el tipo y concentracion de agente desinfectante empleado, asi como del tiempo
de inmersién.

- Las respuestas morfogénicas de P. vitellina dependen del tipo de explante y de
las combinaciones de reguladores del crecimiento empleadas en cada etapa de la
ruta morfogénica.

- Es posible aclimatar plantulas propagadas in vitro de P. vitellina.
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ll. REVISION DE LITERATURA

3.1 Generalidades de las Orquideas
3.1.1 Descripcién botanica

Habito: las orquideas son plantas herbaceas, perennes (raramente anuales), epifitas, en
ocasiones terrestres o litofitas, ocasionalmente trepadoras, algunas veces saprofitas o
raramente, micoparasitas (Garcia-Cruz et al., 2003; Menchaca et al.,, 2011). Las
terrestres presentan raices fibrosas engrosadas y pueden presentar dos tubérculos, cada
aflo emerge uno nuevo y el original muere. En las epifitas, las raices presentan epidermis
pluriestratificada de 6-7 capas, llamada velamen que actia como esponja y permite a la
raiz inmovilizar una reserva de humedad y minerales. También puede servir como una
proteccion mecanica que participa en la reduccién de pérdida de agua por el cortex
(Solano etal., 2007). Tienen un pseudobulbo especializado en el almacenamiento de

agua y nutrientes, a partir de los cuales emergen las hojas.

El crecimiento de las orquideas se organiza en dos principales sistemas: simpodial y
monopodial (Martija, 2007) (Figura 1). En el primero las flores se desarrollan de un rizoma
(tallo horizontal y rastrero), el cual tiene la funcion de almacenar agua. En el monopodial
las hojas se desarrollan alternadamente en el tallo que crece vertical y las flores emergen
de las raices aéreas, las cuales crecen en la axila foliar. Hagsater et al. (2005) mencionan
que las orquideas mexicanas de crecimiento monopodial son principalmente las vainillas,
en los géneros Campylocentrum, Dendrophylax y Dichaea y en algunas especies de
Epidendrum; las de crecimiento simpodial son de los géneros Cattleya, Laelia, Oncidium

y Cymbidium.
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a)

Dendrobium Oncidium Phalaenopsis Vanda

Figura 1. Habito de crecimiento de las orquideas. a) Crecimiento simpodial, b) Crecimiento
monopodial (Bell y Bryan, 1991; Martija, 2007).

Raiz: las raices de las orquideas son 6rganos que presentan diferentes adaptaciones de
acuerdo con la especie (Hagsater et al., 2005). En las especies terrestres las raices son
iguales a la de cualquier otra planta: alargadas y ramificadas, cubiertas con pelos
absorbentes; sin embargo, en las epifitas las raices son aéreas colgantes o unidas a la
corteza de los troncos. Tanto en las terrestres como epifitas y litofilas, las raices estan
protegidas por un tejido esponjoso de células muertas de color blanco o gris, llamado
velamen. En el extremo de la raiz de las epifitas existe una zona verde que tiene la
funcion de realizar fotosintesis y mantienen simbiosis con micorrizas, importante para el

desarrollo y nutricion de ambos organismo (Menchaca et al., 2011).

Hojas: son alternas, dispuestas disticamente, opuestas o verticiladas, a veces todas
reducidas a escamas o todas basales, simples y enteras, abrazadoras en la base con
vaina generalmente cerrada (Cabral, 2010; Menchaca et al., 2011). Son variables en
forma, tamafio, grosor o textura, caracteristicas que pueden indicar el lugar o el ambiente
de procedencia de las plantas. En condiciones climéticas secas las hojas son carnosas
o suculentas y les permiten sobrevivir periodos de sequia. Si el ambiente es mayormente
sombreado, las hojas cuentan con una gran superficie que les permite captar la luz,
mientras que en ambientes himedos las hojas son delgadas porgue no necesitan alma-

cenar agua. La forma de las hojas va desde oval, casi redonda, lanceolada o casi lineal.

Aunque la mayor parte de las hojas son planas también hay cilindricas. En general son

de color verde, mas o menos obscuro, brillante 0 mate. Algunas con una malla de color
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bronce seguido de un color obscuro u olivo; hay hojas manchadas, aunque lo mas
frecuente es que la superficie de las hojas sea lisa 0 pubescente. La mayoria de las
orquideas presentan hojas perennes mientras, aunque otras son caducas, como sucede

en algunas orquideas terrestres (Garcia-Cruz et al., 2003; Martija, 2007; Cabral, 2010).

Flores: generalmente son hermafroditas, bilaterales, trimeras con un pétalo modificado
llamado labelo; estan dispuestas en racimos, paniculas o solitarias en las axilas de las
hojas o sobre un escapo elevado (Bellone, 2006); aunque en la mayoria de las orquideas,
se agrupan en conjuntos de flores llamadas inflorescencias (Menchaca et al., 2011).
También pueden existir, en menor cantidad, flores unisexuales con drganos masculinos
o femeninos, como en los géneros Catasetum, Mormodes y Cycnoches (Bertolini et al.,
2012). La flor presenta una simetria bilateral y el tamafio de las flores es variable, puede

ser desde 3 mm hasta 25 cm de diametro.

Del exterior al interior de la flor se distinguen tres partes: sépalos (uno dorsal y dos
laterales), pétalos (dos laterales y el labelo) y columna. El labelo es diferente a los
laterales ya que es de diferente tamafio, formay color. Esto es para que los polinizadores
lo perciban y se acerquen a las flores (Bertollini et al., 2012) (Figura 2). Entre los sépalos
y pétalos (laterales) en muchas de las especies no existe una gran diferencia ya que

pueden presentar los mismos colores y formas.

El aparato reproductor femenino (pistilo) y el masculino (antera) estan fusionados en
columna ubicada en el centro de la flor, en la parte superior de la columna se encuentra
la antera y en la inferior el estigma, separada de la parte masculina por un tejido llamado
rostelo, cuya funcién es evitar la autopolinizacién (Garcia-Cruz et al., 2003; Cabral,
2010). Dentro de la flor los granos de polen se aglutinan en polinios cuyo nimero de-
pende del género. En la base del polinio se encuentra el viscidio, que es una base
cubierta de mucilago (sustancia pegajosa) y que cumple la funcién de adherirse a los
agentes polinizadores. Los polinizadores llevan los polinarios de una flor a otra,
favoreciendo la polinizacién entre flores o plantas (Lapiner, 1973; Hagsater et al., 2005;
Bellone, 2006).
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Figura 2. Morfologia floral de la Orquidea (Téllez, 2011).

El ovario se ubica abajo de los sépalos y pétalos. A menudo experimenta una torsion que
orienta a la flor hacia arriba (resupinacién), colocando asi al labelo arriba o abajo con lo
gue funciona como una plataforma o atraccion para los polinizadores; como en
Prosthechea citrina, en donde toda la planta parece invertida, ya que las hojas y las flores
crecen hacia abajo (Fanfani y Rossi, 1989; Hagsater, et al., 2005). Las flores poseen una
gran diversidad de colores y a veces combinaciones de dos o tres tonalidades en una
misma flor. Algunas orquideas no tienen olor, mientras que la mayoria tienen una gran
variedad de fragancias, que van desde muy agradable hasta muy desagradable para el
olfato humano (Cabral, 2010).

De acuerdo con Téllez (2011) los aromas de las flores se deben a una sustancia
producida en los osmoéforos, 6rganos utilizados por las plantas para atraer a los
polinizadores, funcién que también realiza el néctar, que es un jugo azucarado que

segregan las plantas en las glandulas productoras llamadas nectarios.

Fruto: son capsulas con dehiscencia por 2 o 6 grietas longitudinales, que se desarrollan
a partir del ovario inmediatamente después de que se llevo acabo la polinizacion, estos
pueden tener diversas formas dependiendo de la especie de orquidea (Dressler, 1981;
Hagsater et al., 2005). Es el 6rgano que se forma en la parte inferior de la flor. Después

de la polinizacién y fecundacién de los évulos, el ovario inicia su crecimiento en grosor y

10
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longitud hasta quedar convertido en un fruto dehiscente (Figura 3), lo que significa que
en la maduracién (cuando su color cambia de verde a amarillo) se abre por sus costillas

y a través de dicha abertura libera las semillas.

. 0,7 mm de Longitud

.\?T
} fo\ \ fruto
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-y s
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seeds z s\

» . '
a b .
pe

Figura 3. Morfologia del fruto y semilla de orquideas. a) Fruto (Malena Barreto, 1997); b)
semillay embrion de Prosthechea sp. (Banda-Sanchez et al., 2017).

Sus formas también son muy variadas, segun las especies. La maduracion depende de
la especie (entre 4 y 12 meses) (Menchaca et al.,, 2011). De acuerdo con el estudio
realizado por Cetzal-Ix et al. (2014) los frutos de P. vitellina miden 3.3 x 1.59 cm y se

desarrollan en promedio dos frutos por planta.

Semillas: son variables en forma y tamafio, desde tipos filiformes, con mas de 5 mm a
semillas muy pequefias, oblongas o subglobosas con menos de 0,1 mm de longitud. Para
la germinacion de las semillas en su entorno natural es necesaria una asociacion fungica
ya gque carecen de endospermay no pueden nutrirse por si mismas en esta primera etapa
(Cabral, 2010). En un estudio sobre las caracteristicas fisicas y germinativas de
Prosthechea sp., Banda-Sanchez et al. (2017) reportaron semillas con dimensiones de
0.7 mm de largo y 0.3 mm de ancho, con un tamafio de embriéon de 0.3 mm de largo x

0.2 mm de ancho (Figura 3).
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3.1.2 Ecologia

La familia botanica Orchidaceae es una de las que mayor nimero de especies posee en
el reino vegetal, con cerca de 27,135 en todo el mundo y 900 géneros (Zotz, 2013). La
Republica Mexicana es una de las zonas floristicas mas diversas del mundo, constituye
el puente continental entre Norte y Sudamérica, por su gran variedad fisiografica y
climatica. Se estima que la flora orquideoldgica de México comprende mas de 1,200
especies y subespecies, distribuidas en 164 géneros (Soto-Arenas et al., 2007). Una
caracteristica sobresaliente es el alto grado de endemismos, ya que se han registrado
444 especies 0 sub especies endémicas que corresponden aproximadamente a 40 %
del total de taxa registrados en el pais (Soto-Arenas, 1996). De acuerdo con la norma
oficial vigente NOM-059-2010 (SEMARNAT, 2010), 181 especies se encuentran en
alguna categoria de riesgo y 74 de ellas se consideran amenazadas o en peligro de

extincion.

En México las orquideas, junto con otros taxa de Bromeliaceae y Araceae, son un
elemento fisondmica y ecolégicamente importante (Espejo, 2012). Existen 151 areas
protegidas por el gobierno (Solano-Gomez et al., 2008) y los estados de Michoacan,
Jalisco, Oaxaca, Chiapas y Veracruz albergan el mayor numero de especies de

orquideas.

3.1.2 Taxonomia

La clasificacion taxondémica de las orquideas es la siguiente (Hagsater et al., 2005;
Thorpe y Yeung, 2011):

Reino: Vegetal
Subreino: Embriophitas
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Orchidales

12
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Familia: Orchidaceae

Género: 750 géneros estimados

Especie: entre 25,000 y 30,000 especies

En la actualidad se conocen cinco linajes principales dentro de las orquideas,
consideradas de manera formal como subfamilias (Chase et al., 2003). De acuerdo con
su orden de aparicién en el arbol evolutivo de la familia, estas son: Apostasioides,
Vanilloides, Cypripedioides, Orchidoides y Epidendroides. Recientemente se establecid
gue las orquideas forman parte de un grupo mayor, el orden Asparagales dentro de las

Monocotiledéneas.

3.1.3 Importancia econdémica

Las orquideas representan un valor comercial que paulatinamente se han convertido en
una actividad econdémica importante. Actualmente el Sistema Nacional de Recursos
Fitogenéticos para la Alimentacion y la Agricultura (SINAREFI) a través de la Red
Orquideas coordina oportunidades de aprovechamiento que sean complementarias de
otras actividades productivas convencionales, como la agricultura, la ganaderia o la

silvicultura. Con la finalidad de estudiar, conservar y aprovechar este recurso.

3.2 Generalidades de Prosthechea vitellina (Lindley)
3.2.1 Descripcién botanica

Las plantas son hierbas epifitas de hasta 40 cm de altura. Las raices son blanquecinas,
de 1-3 mm de grosor. Los pseudobulbos estan agrupados, conico-ovoides, ligeramente
comprimidos, verdes, glaucos cuando jévenes, frecuentemente negruzcos con el tiempo,
de 2-6 x 1-4 cm. Las hojas son de 1 a 3, agrupadas hacia el apice del pseudobulbo,
subcoriaceas, angostamente elipticas a oblanceoladas, obtusas, con la vena media
prominente en el envés, de 7-25 x 1-3.6 cm. La inflorescencia es apical, racemosa, en
ocasiones ramificada, de hasta 30 cm de largo, con 4-20 (-30) flores simultaneas;
pedunculo terete, envuelto en la base por una bractea espatacea, escariosa,

conduplicada, triangular-lanceolada, aguda, de 10-60 mm de largo, mas arriba con varias

13
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bracteas abrazadoras, herbaceas, ampliamente ovadas a triangular-ovadas, obtusas a
agudas, de 6-10 mm de largo. Bracteas florales herbaceas ovadas a lanceoladas, agudas

a acuminadas, de 4-10 mm de largo.

Flores vistosas, algo carnosas, de 3-4 cm de diametro, muy abiertas, casi planas,
resupinadas, inodoras, los sépalos y pétalos de color anaranjado a rojo-naranja, el labelo
y la columna de color amarillo o anaranjado muy palido, la antera rojo-naranja. Ovario
delgado, recto o frecuentemente geniculado, abruptamente engrosado en el tercio apical,
de 10-25 mm de largo y unos 3 mm de grosor en el apice. Sépalos angostamente
elipticos a eliptico-lanceolados, agudos a acuminados, con margenes ligeramente
revolutos; el dorsal ligeramente guillado, los laterales ligeramente oblicuos,
prominentemente quillados dorsalmente sobre todo cerca del 4pice, de 14-30 x 3-10 mm.
Pétalos ampliamente elipticos, agudos, el apice recurvado, de 13-28 x 6-15 mm. Labelo
entero, cortamente unido a la base de la columna, prolongado adelante en 3-quillas
cortas, la mitad apical convexa, con margenes algo recurvados y el apice obtuso a
agudo, de 11.5-20 x 3.5-6 mm. Columna recta, semiterete, con un nectario ligeramente
excavado en la superficie ventral en la zona unida con el labelo, el 4pice terminado en 3
dientes, los laterales oblicuamente triangulares, agudos, el diente medio subcuadrado,
truncado, ocultando parcialmente la antera y una pequefia ligula trapezoide; de 6-10 mm
de largo y 4 mm de ancho en el apice. Antera 4-locular, de 1.5 x 2.5 mm. Polinario
compuesto por 4 polinios obovoides, lateralmente comprimidos, amarillo-cafes, unidos a
caudiculas granulosas. Rostelo pequefio, semicircular, con una secrecion viscosa Yy
adhesiva en la superficie ventral. Cavidad estigmatica en forma de "V", concava. Capsula
elipsoide, 3-angulada, de 30 x 15 mm (Dressler y Pollard, 1974; Hamer, 1974) (Figuras
4y5).
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Figura 4. Flor y ejemplar en floracién de Prosthechea vitellina en hébitat natural.
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Figura 5. Lamina descriptiva de Prosthechea vitellina (Téllez, 2011).
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3.2.2 Importancia del género

El género Prosthechea se re-establecié por W.E. Higgins en 1997, aunque algunas
especies mas tarde se trasladaron a Euchile (por ejemplo, E. mariae y E. citrina) (Withner,
1998). Anteriormente, la especie vitellina habia sido incluida en diferentes géneros:
Anacheilium, Encyclia, Epidendrum, Euchile, Hormidium y Pollardia. La condicién de
género fue confirmada por los datos recientes, sobre la base de pruebas moleculares
(Garcia-Cruz et al., 2003 ). Asi mismo, dentro del género se incluyen 112 especies de
las cuales en México se encuentran P. cochleata, P. concolor, P. cretacea, P. linkiana,
P. livida, P. michuacana, P. pastoris, P. radiata y P. varicosa. Las especies tienen amplia
distribucion en los estados de Michoacan, Tamaulipas, San Luis Potosi, Veracruz,
Querétaro, Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Campeche y Quintana roo.

De acuerdo con lo reportado por CONABIO (2010), P. vitellina fue descrita en 1831 por
John Lindley a partir de ejemplares colectados en México, desde entonces ha sido una
de las orquideas mexicanas mas ampliamente conocidas y cultivadas, tanto en México
como en el extranjero. Menchaca et al. (2012), mencionan que P. vitellina tiene una
amplia distribucion en los estados de Puebla, Oaxaca, Chiapas y Veracruz y en algunos
bosques de pino esta especie llega a ser una de las epifitas de mayor dominancia en
términos de abundancia. A pesar de su distribucién, la especie ha sido extraida

intensamente para satisfacer la demanda horticola y por ello se considera en riesgo.

3.3 Cultivo de orquideas
3.3.1 Requerimientos del cultivo

Debido a que la mayoria de las orquideas son epifitas (sus raices no crecen bajo el
suelo), para el desarrollo de las plantas es necesario reunir las condiciones 6ptimas de

luz, riego, ventilacion, temperatura y fertilizacion (Martija, 2007).

Luz: La mayoria de las orquideas necesitan luz brillante (Behar y Tinschert, 1998) de
forma indirecta para alcanzar la floracion; si la luz es débil puede tardar en florecer o no
hacerlo. Cuando la planta se encuentra en floracién, nunca se debe exponer a los rayos

directos del sol, ni siquiera a través de un cristal (ventana o domo). Algunas orquideas
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toleran la luz directa del sol, pero so6lo en otofio e invierno, cuando es mas débil su
intensidad y otras sélo en invierno. La luz es el factor crucial que determina si la orquidea
florecerd 0 no. Se necesita una cantidad adecuada de luz para asegurar un buen
desarrollo de la planta y una buena acumulacion de nutrientes. Si no se encuentra en un
ambiente con la luz indispensable, entonces no podra producir alimentos suficientes
(azucares) para ser utilizados en un ciclo de floracién. Si tiene demasiada luz solar sera

guemada y desecada por la excesiva transpiracion (Avila y Salgado-Garciglia, 2013).

Riego: Aunque las orquideas no necesitan un riego directo, si requieren que el ambiente
esté humedo. Es recomendable colocar las plantas en un ambiente himedo o aplicar

riegos cada tercer o cuarto dia (Imes, 2000; Martija, 2007).

Ventilacion: Las orquideas, como muchas plantas necesitan estar en sitios con
ventilacion adecuada. La ventilacion mediante cierres o rejillas de ventilacion holgadas
reduce la humedad relativa, lo que conduce a un aumento de la transpiracion de la planta
y al desarrollo de estomas funcionales para controlar la pérdida de agua de la planta
(Seelye et al., 2003).

Temperatura: Las orquideas son especies que crecen en ambientes frios templados y
calidos, pero la mayoria se desarrolla principalmente en ecosistemas tropicales, aunque
algunas soportan climas extremos como heladas, altas temperaturas y precipitacion. Las
condiciones climaticas para su cultivo deben ser similares, por ello es importante conocer
su origen o procedencia. Normalmente, la temperatura interior de las casas es adecuada
para cultivar los tipos mas comunes de orquideas. Si la temperatura es confortable para
el ser humano, lo sera para las orquideas; sin embargo, muchas orquideas se pueden

adaptar a condiciones desfavorables (Martija, 2007).

Fertilizacion: En su ambiente natural, las orquideas se nutren de la materia organica en
descomposicion. Para su cultivo fuera de su habitat es necesario proporcionar los
nutrientes esenciales de forma constante y diluidos en dosis bajas para que sobrevivan
(Suarez, 2007; Martija, 2007).
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3.3.2 Plagas y enfermedades

Las enfermedades mas comunes se diferencian por el agente causal, sin embargo,
pueden presentarse conjuntamente si hay las condiciones propicias. Los hongos y
bacterias pueden afectar simultaneamente si hay exceso de humedad o mala ventilacion.
Ademas, la presencia de ciertos insectos (pulgones) puede facilitar la diseminacién de
los hongos (Roéllke, 2008).

3.3.3 Propagacion sexual

Al igual que la mayoria de las plantas, las orquideas se reproducen de forma sexual y
asexual. En la naturaleza la via sexual es resultado de la polinizacion cruzada, hay
intercambio genético y la descendencia adquiere genes de ambos progenitores, lo que
garantiza mayor diversidad en las caracteristicas de la descendencia (Castellanos et al.
2006).

La mayoria de las semillas de las orquideas necesitan de un hongo especifico para
germinar, la simbiosis ayuda a alimentar a las semillas mientras se desarrollan sus hojas
y raices (Menchaca y Moreno, 2011). En la naturaleza, el éxito de este proceso es
limitado porque deben coincidir muchos factores simultaneamente, por lo que el
porcentaje de germinacion es menor de 1%. Se ha estimado que sélo 10 o 15 semillas
llegan a germinar de un total de 1 millén (0.001%), y sélo una o dos alcanzan el estado

adulto después de dos o tres afios.

Las semillas de orquideas que germinan en un medio natural, lo hacen necesariamente
en simbiosis con hongos micorrizicos y se conoce como germinacion simbidtica. Las
semillas son microscopicas y contienen escasas 0 nulas reservas para llevar a cabo su
germinacion, adicionalmente presentan pequefias cantidades de lipidos y proteinas
como material de reserva y no presentan endospermo y cotiledones. Es por ello, que
estratégicamente establecen una relacion simbidtica con micorrizas, especialmente
basidiomicetos, entre ellos Rhizoctonia sp., Tulasnella sp. y Epulorhiza sp. (Yuan et al.,
2009; Ma et al., 2015) en la que, después de la infeccion se establece un flujo de

carbohidratos, minerales, vitaminas, hormonas y aminoacidos que contribuyen a la
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germinacion de semillas y desarrollo de las plantas. Las plantulas de orquideas epifitas
también pueden utilizar la simbiosis con hongos como una fuente de resistencia a la
desecacion, resultado de su pequefio tamafio y habito arbéreo (Yoder et al. 2000; Weber
y Webster, 2001; Mayo et al. 2010).

Otra forma de propagar las orquideas es la germinacién asimbiotica, que es cuando una
semilla puede germinar y desarrollarse sin la presencia del hongo. Este procedimiento
normalmente ocupa condiciones in vitro (Menchaca y Moreno, 2011) o mediante el co-
cultivo de las semillas con diversos hongos micorrizicos para establecer la relacion
simbidtica. En esta ultima via es necesario el aislamiento y cultivo del hongo en un medio
de cultivo especifico (Mayo et al., 2010). Sin embargo, puede afectar la germinacion
porgue tanto la orquidea como el hongo tienen requerimientos de medios de cultivo

diferentes.

3.3.4 Propagacion asexual

La propagacion asexual se obtiene de cualquier parte de la planta madre como pueden
ser rizomas, brotes generados del tallo o pseudobulbos (Mayo et al., 2010). Algunas
ventajas de la reproduccion asexual incluyen la obtencién de plantas de calidad en mayor
cantidad y en menor tiempo y hacerlo en cualquier época del afio, lo que permite mayor
eficiencia en el ciclo del cultivo y favorece que la floracion se produzca mas de una vez
por afio (Martija, 2007).

La separacion de pseudobulbos es una de las maneras mas comunes de propagacion
asexual de orquideas, es viable cuando la planta forma gran cantidad de pseudobulbos,
los que se pueden separar para obtener una nueva planta. Otra forma de obtener nuevas
plantas es cortar los pseudobulbos en la planta madre para inducir la formacion de brotes.
Otro método utilizado es la propagacion por hijuelos o Keiki, derivado del vocablo
Hawaiano que significa bebé, y que los cultivadores de orquideas utilizan para referirse
a hijuelos que nacen en diferentes partes de las plantas; esta técnica consiste en separar
los hijuelos una vez que se puedan desprender de la planta madre (Menchaca y Moreno,
2011).
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La reproduccién asexual de plantas por cultivo de tejidos es posible gracias a que, en
general, las células de un individuo vegetal poseen la capacidad necesaria para permitir
el crecimiento y el desarrollo de un nuevo individuo, sin que medie ningun tipo de fusion

de células sexuales o gametos (Bouharmont, 1994; Predieri, 2001).

El cultivo de tejidos vegetales representa un gran avance para la propagacion de
orquideas. Esta técnica ha sido aceptada como un método alternativo potencial para la
propagacion y conservacion a gran escala de orquideas amenazadas y en peligro de
extincion. La invencion de la técnica de propagacion in vitro ha salvado a muchas
orquideas que crecen naturalmente y su coleccion de la naturaleza se ha reducido (Pant,
2013). La creciente popularidad de las orquideas para flor cortada y con fines
medicinales ha agregado una nueva dimension a la técnica de propagacion in vitro a
través de la cual se puede obtener un nimero significativo de clones idénticos (Pongener
y Deb, 2012). Por lo tanto, los métodos para la multiplicacion rapida de orquideas son

esenciales para satisfacer la demanda comercial y contribuir a su conservacion.

3.4 Cultivo de tejidos vegetales in vitro

El cultivo de tejidos vegetales in vitro tiene sus origenes en los trabajos de Morel (1960)
sobre la propagacion de orquideas y también en el desarrollo del medio de cultivo MS
propuesto por Murashige y Skoog (1962). Desde entonces el cultivo de tejidos se ha
desarrollado ampliamente y es clave en la propagacion de especies, mejoramiento
genético e ingenieria genética. El cultivo de tejidos vegetales in vitro es un conjunto de
técnicas donde se aisla asépticamente un explante y se cultiva en condiciones fisicas y
guimicas apropiadas para que las células expresen su potencial intrinseco o inducido
(Osunay Saucedo, 2010). Engloba el cultivo de protoplastos, células, tejidos y érganos,
teniendo en comun el cultivo de material libre de contaminantes en un medio ambiente

aseéptico y controlado (Thorpe, 2007).

El término in vitro es el cultivo dentro de un frasco de vidrio en un ambiente artificial con
dos peculiaridades: la asepsia y el control de los factores que afectan el crecimiento
(Sharry, 2015). Esta técnica de cultivo de tejidos vegetales in vitro permite obtener una
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gran cantidad de plantulas a partir de un explante, ademas, las plantas obtenidas son

genéticamente idénticas a la planta madre (clones) (Rangel et al., 2016).

Las orquideas fueron las primeras plantas que se propagaron por cultivo de tejidos
vegetales in vitro, seguido de plantas de follaje (Ficus, Dracaena etc.) y de plantas
ornamentales como Saintpaulia (Miller y Murashige 1976; Chandler y Lu, 2005). En la
actualidad las aplicaciones del cultivo de tejidos abarcan mucho mas que la propagacion
clonal y micropropagacion. Las tecnologias empleadas se han expandido hasta emplear
a la embriogénesis somética en bioreactores para la propagacion masiva. La aplicacion
de estas tecnologias posee un amplio rango, desde mejoramiento genético hasta

biologia molecular y bioprocesos (Rout et al., 2006).

Actualmente la micropropagacion es una tecnologia utilizada para muchas especies que
se propagan con diferentes fines. Entre los cultivos mas propagados a gran escala se

encuentran el platanos, cafée, papaya y cafa de azucar (Kumar et al., 2006).

3.4.1 Totipotencia celular

Haberlandt en 1902 propuso la teoria de que todas las células vegetales tienen la
capacidad de regenerar plantas completas; no demostré su hipotesis porque no pudo
lograr la division celular, ya que los medios de cultivo que empleaba no incluian
reguladores del crecimiento, hasta ese momento desconocidos (Echenique et al, 2010).
La totipotencia es un indicador de que cualquier célula vegetal contiene una copia integra
del material genético de la planta a la que pertenece sin importar su funciéon o posicion
en ella, y por lo tanto tiene el potencial para regenerar una nueva planta completa (Calva
y Pérez, 2005).

La totipotencia celular se define como la capacidad genética que poseen las células
somaticas de regenerar una planta completa cuando se proporcionan las condiciones
adecuadas. Asi, las células somaticas de cualquier tejido podrian formar tallos, raices o
embriones somaticos de acuerdo con la competencia que posea y al estimulo que
reciban (Radice, 2010). En otra definicion, la totipotencia es la capacidad que poseen las

células somaticas de ser competentes para la regeneracion de brotes en conjunto con
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algunos otros factores como la alta vascularidad y niveles de fitohormonas y metabolitos
(Castellanos et al., 2006). También se define como la capacidad de las células vegetales
para desdiferenciarse y diferenciarse de nuevo bajo determinados estimulos (Gisbert,
2011).

3.4.2 Morfogénesis in vitro

La morfogénesis se refiere a las alteraciones morfolégicas de un organismo que suceden
como resultado de cambios estructurales o de organizacion durante su desarrollo
(Villarreal, 2015). Es un proceso bioldgico altamente controlado que es crucial para que
los organismos desarrollen células y 6rganos de una forma particular, el proceso de
morfogénesis es, en si mismo, un fendémeno fisico que implica cambios en las
caracteristicas geométricas de células y organos (Sampathkumar, 2020). La
embriogénesis somética y la organogénesis son dos procesos morfogénicos mediante
los cuales se pueden regenerar plantas completas usando el cultivo in vitro (Figura 6).
Bajo estas condiciones las células somaticas pueden regenerar embriones o brotes,
raices y/o flores. La regeneracion es un proceso que comprende diferentes fases que se
suceden de manera similar en la embriogénesis somatica y la organogénesis (Radice,
2010).

Morfogénesis

Embriogénesis
somatica Organogénesis

Directa Indirecta Directa Indirecta

Figura 6. Esquema de las diferentes rutas morfogénicas.

La morfogénesis se define como la formacion o la génesis de 6rganos y comprende el

crecimiento y diferenciacion celular. En la organogénesis se produce la formacién de
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tallos, raices u otras estructuras y en la embriogénesis somatica se forman embriones
gue al germinar dan lugar a una planta. En ambos casos, el proceso se genera a partir
de células sométicas. Si la respuesta primaria al estimulo morfogénico es la formacién
de callo antes de diferenciarse meristemos o embriones se habla de organogénesis o
embriogénesis indirecta (Gisbert, 2011). El desarrollo vascular es la base de cada
proceso de organogénesis y morfogénesis para garantizar la entrega de recursos y el

soporte mecanico a cualquier tejido y érgano (Frugis, 2019).

Calva y Pérez (2005) mencionan que en micropropagacion, la embriogénesis y la
organogeénesis (Figura 7) pueden usarse para obtener clones sométicos y regenerar
plantas completas, con caracteristicas uniformes y libres de microorganismos, de

genotipos élite y especies dificiles de propagar por métodos convencionales.

suspensiones
celulares

,/ embriones
/ somaticos

Figura 7. Esquema de los diferentes procesos morfogénicos obtenidos a partir de la
siembra in vitro de diferentes explantes. Las lineas continuas expresan
organogénesis o embriogénesis directa mientras que las lineas quebradas
indican que la morfogénesis se obtiene por via indirecta (Calva y Pérez, 2005).
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3.4.3 Organogeénesis in vitro

La organogénesis es la capacidad de los tejidos vegetales para formar varios érganos
de novo. El proceso de organogénesis proporciona la base para la propagacion asexual
de plantas en gran parte a partir de tejidos somaticos no meristematicos (Schwarz y
Beaty, 2018). La organogénesis constituye la caracteristica bioldgica que impulsa la
regeneracion in vitro de las plantas, en la que el papel de las hormonas vegetales es
crucial (Garcia-Pérez et al., 2020). Es una caracteristica muy compleja que aprovecha la
totipotencia de las células vegetales para formar nuevos 6rganos con la capacidad de

convertirse en plantulas funcionales, en condiciones especificas (Bhatia y Bera, 2015).

La organogénesis puede llevarse a cabo de forma indirecta o directa; la primera se
genera a partir de un callo, el cual, es una masa amorfa que pierde su arreglo
parenquimatico y continla la proliferacion celular del explante. La directa se origina por
la formacion de brotes a partir de los explantes sin que se presente la formacion de callo
(lliev et al., 2010; Olmos et al., 2010). La organogénesis indirecta a menudo induce la
variacion somaclonal y permite exponer caracteristicas diferentes que no estan
expresadas normalmente en la naturaleza o bien eliminar alguna indeseable y que a
partir del callo formado se obtienen tejidos diferenciados como un trozo de raiz, tallo u
hoja (Perianez-Rodriguez et al., 2014).

Calva y Pérez (2005) hacen referencia a que el cultivo de 6rganos se puede rediferenciar
hasta plantas completas que luego se transfieren a invernadero. Gisbert (2011) menciona
gue para inducir la organogénesis en los diferentes tipos de explantes se pueden utilizar
distintos reguladores de crecimiento, de tipo auxina combinados con citocininas, y hace
hincapié en que cada caso requiere de reguladores en concentraciones determinadas,

basadas en los objetivos que se quieran alcanzar.

3.4.4 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somética se define como un proceso en el que se forman estructuras
similares a embriones a partir de tejidos somaticos y se convierten en una planta

completa. La embriogénesis somética es una via de regeneracion atil para muchas
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monocotiledéneas y dicotileddneas. En este proceso, la composicion del medio de cultivo
controla todo el proceso (Gisbert, 2011; Bhatia et al., 2015).

La embriogénesis somatica se puede establecer de forma indirecta, donde el explante
primero forma un callo, o directa, donde los embriones se forman directamente del
explante (Villarreal, 2015). De acuerdo con Rodriguez et al. (2014) la formacién de callo
es la via indirecta de la embriogénesis y el cultivo de callos puede ser utilizado para

diferentes propdsitos, tales como la micropropagacion y el mejoramiento vegetal.

Para inducir la embriogénesis se suelen utilizar auxinas y en concreto el 2-4 D (acido 2-
4 diclorofenoxiacético) (Gisbert, 2011).

3.5 Factores que afectan los procesos morfogénicos in vitro

3.5.1 El genotipo

El genotipo es un factor determinante en todos los procesos morfogénicos, desde la
capacidad del explante para su establecimiento en condiciones in vitro a la proliferacion
de callo, o la diferenciacion y crecimiento de nuevos organos (Castellanos et al. 2006;
Rodriguez et al. 2014). Por esta causa, no es posible generalizar metodologias o
protocolos de trabajo debido a que los medios de cultivo, asi como las condiciones de
cultivo seleccionados, deben ser especificos para cada situacién en particular. Algunos
genotipos no responden al cultivo in vitro 0 son recalcitrantes, mientras que otros,
responden para producir callos o brotes con facilidad (Smith, 2013; Mahmood y Razzaq,
2017).

3.5.2 El explante

Los procesos morfogénicos dependen del genotipo, pero a esto debe sumarse el efecto
del explante seleccionado. El tratamiento de la planta madre, las condiciones fisicas y
fisiologicas en las que ésta se encuentre y el sector del cual se tome el explante
determinaran a su vez la respuesta morfogénica en condiciones in vitro (Molina et al.,
2002; Radice, 2010).
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Las plantas jovenes o en desarrollo con tejidos meristeméaticos y crecimiento vegetativo
vigoroso son la mejor fuente de explantes (Calva y Pérez, 2005; Smith, 2013). De la
misma manera manifiestan que, aunque en una misma planta se puede encontrar tanto
crecimiento juvenil como adulto, el primero se caracteriza por ser activo y por la ausencia
de estructuras reproductoras, mientras que el adulto es mas lento y presenta estructuras
sexuales para la reproduccion de la planta. Ademas, las plantas adultas pueden haber
acumulado mayor cantidad de microorganismos en sus tejidos y contener menos células

meristematicas, necesarias para establecer los cultivos in vitro.

Cualquier parte de la planta puede usarse como un explante (Smith, 2013). Si la
propagacion clonal es el objetivo, entonces el explante usualmente sera una yema, brote
lateral o terminal (Cancino-Escalante et al., 2015). También se utilizan yemas adventicias
cuadradas de hojas pequefias, yemas adventicias con discos de tallo, microtubérculos y

yemas de rizoma (Wang et al., 2021).

3.5.3 Medio de cultivo

Un medio de cultivo consta de sales inorganicas, vitaminas, aminoacidos, azucares y
reguladores de crecimiento. Existen diferentes tipos de medios de cultivo disponibles; sin
embargo, algunos son especificos para ciertas especies. Se han descrito un gran nimero
de medios para el cultivo de vegetales in vitro (Calevo et al., 2017). El éxito con el cultivo
de tejidos vegetales depende del uso del medio adecuado y del empleo de tejidos viables,

incubacion, calidad de reactivos, asepsia, entre otros.

Los componentes principales del medio son: macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, aminoacidos, azucares, agentes gelificantes y hormonas o reguladores de

crecimiento (Perea y Tirado, 2011).

Los macronutrimentos (N, P, K, Ca, Mg y S) proveen los elementos indispensables para
el desarrollo de las plantas y constituyen al menos el 0.1 % del peso de materia seca de
las plantas. Por lo que el éxito en el cultivo de tejidos dependera de la seleccion de
macronutrimentos en la concentracion y balance adecuados (Razdan, 2003; Trejo y
Alcantar, 2010).
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Los micronutrimentos (Fe, Mn, Zn, Cu, Mo, Br, Co, Ni) son requeridos en pequefias
cantidades para el desarrollo de las plantas y actian como cofactores e inductores de la

sintesis de enzimas (Gamborg, 2002, Trejo-Tellez y Alcantar, 2010).

Los medios mas empleados para el cultivo de tejidos vegetales in vitro son: medio LS
(Linsmaier y Skoog, 1965); medio B5 (Gamborg et.al., 1968); medio MS (Murashige y
Skoog, 1962).

3.5.4 Reguladores de crecimiento vegetal

El uso apropiado de reguladores de crecimiento vegetal definira el éxito de la
morfogénesis. En condiciones Optimas de cultivo pueden aumentar significativamente la
diferenciacion de organos (Torre, 2017). Una hormona vegetal o fitohormona es un
compuesto producido internamente por una planta, que ejerce su funcion en muy bajas
concentraciones y cuyo principal efecto se produce a nivel celular, cambiando los
patrones de crecimiento de los vegetales y permitiendo su control (Alcantara-Cortes et
al., 2019).

Las auxinas son hormonas que participan durante todo el ciclo de vida de las plantas y
son particularmente interesantes ya que se distribuyen diferencialmente dentro de los
tejidos lo que da lugar a diferentes procesos morfogenéticos (Garay-Arroyo et al., 2014);
promueven la elongacién celular, la formacién de callos y raices adventicias, mientras
que las citocininas: promueven la division celular, regulan el crecimiento y el desarrollo
de los tejidos vegetales (Segretin, 2011). De acuerdo con Alcantara-Cortes et al., (2019)
las principales fitohormonas mas conocidas en la aplicacion biotecnol6gica son auxinas,
giberelinas, citoquininas, acido abscisico, acido salicilico, poliaminas, jasmonatos y
derivados, brasinoesteroides, etileno y estrigolactonas.

La primera fitohormona aislada fue la auxina acido indol-3-acético (IAA). Las auxinas
sintéticas usadas mas frecuentemente son el acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D),
acido 3-indol butirico (IBA) y el &cido 1-naftalenacético (ANA) (Gamborg, 2002; George
et al., 2008) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Auxinas comunmente usadas en el cultivo de tejidos vegetales in vitro
(Gamborg, 2002).

Nombre quimico Abreviatura
Acido 2,4-Diclorofenoxiacético 2,4-D
Acido 2,4,5-Triclorofenoxiacético 2,45-T
Acido 2-metoxi-3,6-diclorobenzoico Dicamba
Acido indol-3-4cetico AlA
Acido indol-3-butirico IBA
Acido 2-metil-4-clorofenoxiacético MCPA
Acido 1-naftalenacético ANA
Acido 4-amino-2,5,6-tricloropicolinico Picloram

Las citocininas tienen la capacidad de estimular e inducir una alta proliferacion y division
celular, suelen inducir la iniciacién y elongacion de las raices al igual que pueden activar
la senescencia de las hojas, permitiendo estimular el desarrollo fotomorfogénico vegetal
y jugar un rol importante en el aumento y generaciéon de la produccion de brotes a nivel
vegetal (Salazar et al., 2018; Alcantara-Cortes et al., 2019). Al promover la division
celular conduce a la regeneracion in vitro de brotes, mediante la estimulacion d la
formacion de meristemo apical de brote y subsecuentemente, yemas de brote (Radice,
2010; Gupta, 2013).

La primera citocinina aislada fue la cinetina (kin) y en la actualidad es comun utilizar
citocininas sintéticas como el 6-benziladenina (BA) y el tidiazurén (TDZ) (Tian et al.,
2017) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Citocininas comunmente utilizadas en el cultivo de tejidos vegetales in vitro

Nombre quimico Abreviatura
6-benziladenina 6 6-benzilaminopurina BA 6 BAP
Ne®- (2-isopentil) adenina 2IP
6-furfurilaminopurina Kin
1-fenil-3-(1,2,3-tidiazol-5-yl)urea Tidiazuron 6 TDZ
4-hidroxi-3-metil-trans-2-butelinaminopurina Zeatina
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3.5.5 Antioxidantes y adsorbentes

El carb6n activado en general se usa para adsorber compuestos toxicos de la micro
atmosfera gaseosa o el exceso de reguladores del crecimiento presentes en el medio de
cultivo. La presencia de carbén activado presenta una relacion positiva en la germinacion
y formacion de los protocormos en especies de orquideas como Cymbidium giganteum
y Cyrtopodium saintlegerianum (Schneiders et al., 2012; Rodrigues, 2015). Aunque se
deben establecer protocolos adecuados para cada tipo de orquidea mediante pruebas
especificas (Hossain et al., 2010), Se le tribuye al carbdn activado la propiedad de
adsorber gran variedad de sustancias nocivas y gases toxicos liberados al medio por las

plantas y también durante el proceso de esterilizacién en autoclave (Saenz et al. 2010).

3.5.6 Fuente de Carbono

La fuente de carbono es un componente importante en cualquier medio de cultivo y es
esencial para el desarrollo in vitro. La fuente de carbono se necesita porque los explantes
no son completamente autétrofos, y no pueden cubrir sus necesidades con la fotosintesis
gue pueden realizar in vitro (Segretin, 2011; Rojas, 2016). Muy pocos cultivos in vitro son
autotrofos y, por lo tanto, es necesario agregar al medio una fuente de carbono, sacarosa
en concentraciones de 2 a 5% que actla como fuente de energia. Generalmente se usa
sacarosa ya que es facilmente asimilable por las plantas, ademas de que es econdémica,
También se pueden emplear otros carbohidratos tales como glucosa, maltosa, galactosa
y sorbitol (Gamborg, 2002; Rojas, 2016).

3.5.7 Otros suplementos

Las vitaminas son uno de los principales suplementos adicionales para complementar el
medio de cultivo; tienen funciones cataliticas en reacciones enzimaticas (Cruz, 2012). El
uso de las vitaminas en los medios de cultivos es variable dependiendo de la especie,
las que mas se emplean son la Tiamina (B1) y la Piridoxina (B6) (Rojas, 2016). También
se pueden afiadir otras vitaminas tales como acido nicotinico; B3, biotina; H, entre otras,

porque pueden potencializar la respuesta morfogénica (Boeri, 2015).
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3.6 Cultivo in vitro de Orquideas

La propagacion y cultivo in vitro de orquideas inicié con la germinacion en el medio de
cultivo de Knudson (1922) adicionado con sacarosa sin la asociacion con hongos
(Martija, 2007). Posteriormente, Knudson (1946) adiciono nutrientes para la germinacion
de semillas de orquideas. A partir de este descubrimiento muchas orquideas se han
regenerado y propagado a partir de segmentos de hoja, segmentos nodales de plantulas
provenientes de semillas germinadas in vitro, nudos florales, &pices, rizomas y

microsecciones apicales (Murthy, 2001; Chen et al., 2002).

El cultivo in vitro de orquideas en medios nutritivos permite una produccion rapida y
uniforme de plantulas (Arditti y Krikorian, 1996; Stewart y Kane, 2006; Silva et al., 2017).
A través de la técnica de cultivo in vitro se pueden obtener un gran namero de plantas,
transformandose en una valiosa herramienta cuando se trata de propagar especies en
peligro de extincion, hibridos desde el punto de vista comercial o del mantenimiento de
la biodiversidad (Lallana et al., 2020).

De acuerdo con Mayo et al. (2010) la primera propagacion exitosa de orquideas en
condiciones in vitro a partir de la germinacion de semillas fue lograda por Knudson (1922)
con especies de Cattleya y otras especies como Dendrobium tosaense (Lo et al., 2004)

y Cattleya aurantiaca, Encyclia chacoensis y Brassavola nodosa (Damon et al., 2004).

3.6.1 Medios de cultivo

Para la germinacién de semillas de orquideas se reportan algunos medios de uso
generalizado como Knudson C (Knudson, 1946) y MS (Murashige y Skoog, 1962)
(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Formulacién de medios de cultivo, empleados en el cultivo in vitro de orquideas
(Mayo et al. 2007).

Murashige Vacint y . Dalla Ros_a
Compueitos y Skoog Knudson C Went Lindemann y Laneri
(mg L™ (MS, 1962) (1946) (VW 1949) (1970) (2977)
NHiNO3 1650
KNOs 1900 525
CaCl; 2H.0 332.2 1000
MgSOa4 370 250 122.1 58.62 250
KH2PO4 170 250 250 135 250
(NH4)2 SO4 500 500 1000 500
Ca(NO3)2 4H0 1000 347.2
H3;BOs 6.2 1.014
MnSO4 4H-.0 22.3 5.682 5.68 0.05 7.5
ZnS0O4 7TH0 8.6 0.565
Na, MoO4 0.25
CuSQqy, 5H.0 0.025 0.019
CoCly, 6H,0 0.025
Kl 0.83 0.099
FeSO4, 7TH20 27.85 25 27.85
NaZZE?JA’ 37.27 1050 37.25
Tartrato férrico 28
Caﬁng?rtiggseico 200
e
Citrato férrico 4.4

Sin embargo, los requerimientos pueden ser muy diversos, incluso en especies del
mismo género (Mayo et al. 2010). Existen numerosos medios para el cultivo de semillas
de orquideas, siendo los mas usados Knudson (1946), Vacin & Went (1949) y Murashige
& Skoog (1962). De los tres citados, el que mejor resultado ha dado para los géneros
comunes ha sido el MS diluido al 50% manteniendo el nivel de sacarosa en 3% (Lallana
et al., 2020).
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Gil et al. (2016) report6 para la germinacion de Masdevallia coccinea Linden ex Lindl y
Maxillaria nutans Lindl con el medio MS adicionado con 30 g L de sacarosa y myo-
inositol en concentracion de 0.1 g L, mientras que Rodriguez (2009) logré la
germinacion asimbiética de orquideas silvestres con el medio Knudson C, VW, y MS al
50% (1962).

También se sugiere que las semillas de orquideas deben germinarse en medio MS que
contenga 30 g L't de sacarosa Y solidificado con 7 g L'* de agar (Yam y Arditti, 2017).

3.6.2 Tipos de explantes

En la propagacion in vitro de orquideas se pueden utilizar distintos tipos de explantes,
sin embargo, se prefieren los obtenidos de plantulas germinadas in vitro porque se tiene
mayor control de las condiciones asépticas. El potencial de regeneracién de explantes
como yemas axilares, discos de tallo, segmentos de inflorescencia, tallos florales, hojas,
cascaras de hojas, érganos perennes (pseudobulbos, rizomas, tubérculos) y raices se
ha incrementado y también se ha aplicado con éxito (Vij et al., 2004; Arditti, 2008, Kant
et al., 2016).

Se utilizaron semillas inmaduras de Barkeria scandens para establecer un protocolo de
germinacion aplicado a la conservacion de la especie de manera exitosa (Arenas y
Aguirre, 2012). Otros explantes utilizados de plantulas germinadas in vitro son los
protocormos (Gil et al. 2016), segmentos de hojas, estructuras tipo protocormos y
pseudobulbos. En Barkeria whartoniana y B. scandens se logré la regeneracién de
plantas a partir de secciones longitudinales de protocormos, y secciones de hoja y tallo,
respectivamente (Villafuerte, 2013). Incluso se ha utilizado polen aglutinado en polinios
para evaluar la germinacion (Bonilla-Sanchez y Mosquera-Mosquera, 2019).

3.6.3 Reguladores de crecimiento

Diversos reguladores de crecimiento y diferentes combinaciones se han empleado en el
cultivo in vitro de orquideas tales como auxinas (acido naftalenacético, ANA), citocinninas
(benciladenina, BA), giberelinas (acido giberélico, GAs), y acido abscisico (ABA) en
diferentes dosis. En la propagacion in vitro de orquideas mexicanas (Cattleya aurantiaca,
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Encyclia adenocaula, Euchile citrina, Epidendrum radicans, Laelia albida, Laelia
autumnalis, Laelia speciosa, Oncidium tigrinum y Oncidium cavendishianum) se usaron
diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento (ANA/BA, ANA/GAs,
ANA/BA/GA3) en dosis de 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10 mg L™, con la finalidad de
inducir callos y regenerar estructuras tipo protocormos y plantulas (Avila y Salgado-
Garciglia, 2013). De este modo se observo que las dosis y combinaciones de reguladores
de crecimiento para la proliferacion y desarrollo de las estructuras protocérmicas fueron
similares a los observados en la micropropagacion de Epidendrum longipetalum, que en
presencia de 2.5 mg L tanto de BA como de ANA se produjeron protocormos y brotes

a los 40 dias de cultivo de los explantes (Torres-Zufiga y Aguirre-Leén, 2001).

Otras orquideas requieren dosis mayores de reguladores, como en Laelia anceps Lindl.,
donde la combinacion 1:1 de auxina/citocinina (ANA/BA) de 8 mg L™, dio como resultado
el mayor numero de estructuras protocérmicas hasta los 180 dias del cultivo (Suéarez et
al., 2011). En el caso de Cymbidium aloifolium se logré obtener un maximo de 9.6 brotes
por explante con la combinaciéon de 1.0 mg L-1 de BA 'y 0.5 mg L* de ANA (Paul et al.,
2019). Para determinar la induccion de brotes en Phalaenopsis spp. Se utiliz6 BA (20.2
UM) solo y combinado con ANA (5.37 uM) obteniendo 2.4 brotes por yema en la
combinacion BA/ANA en comparacion con 2 brotes por yema utlizando solo BAP
(Frausto et al., 2019). Para la especie Dendrobium chryseum se obtuvo mayor
enraizamiento y raices mas largas con la adicién al medio de cultivo MS de 1.5 mg L
de AIA (Maharjan, 2020).

3.6.4 Métodos asépticos

La desinfeccion del tejido fuente de explantes en el cultivo in vitro se realiza con agentes
desinfectantes como hipoclorito de sodio o calcio. La penetracion del agente
desinfectante en superficies rugosas o vellosas del tejido vegetal se puede incrementar

con la adicién de agentes tensoactivos como el Tween 20 (Mayo et al. 2010).

Existen diversos métodos para la desinfeccion de las semillas de orquideas, entre ellos

estan los siguientes: El de la jeringa consiste en tomar 5 mL y colocar un filtro de algodon
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en la punta, envuelto de tela y amarrado con una liga. Posteriormente se inserta el
émbolo para asegurarse de que no esta completamente taponeado, después se saca el
émbolo de la jeringa y se vierte una pequefia cantidad de semillas y se inserta
nuevamente, luego se prepara una solucion de cloro al 1% afiadiendo una gota de
detergente y se mojan las semillas completamente y por ultimo se lavan las semillas de

tres a cuatro veces con agua destilada.

Otro método es el de Paquete el cual consiste en usar sobres pequefios de papel filtro
con cierta cantidad de semillas, doblarlos y sellarlos con grapas. Posteriormente
sumergirlos en agua destilada por 10 min, apretando suavemente para eliminar las
burbujas de aire, luego sumergir los sobres en solucién de cloro al 1% con una gota de
detergente durante 10 min, agitdndolos suavemente. Después enjuagar los sobres con

agua destilada cuatro veces (Menchaca y Moreno, 2011).

Para la desinfeccion superficial de capsulas inmaduras de P. fragans se realizo el
siguiente protocolo: dos inmersiones en hipoclorito de sodio al 2.5% durante 5 minutos y
enjuagues con abundante agua destilada desionizada estéril durante 2 minutos

realizando la segunda parte en campana de flujo laminar (Salgado y Pefiaranda, 2018).

También se ha utilizado hipoclorito de sodio al 0.5 % en un tiempo de inmersion de 85
min, el cual dio como resultado un porcentaje de germinacion satisfactorio tanto para
semillas con cubiertas relativamente permeables como Anacamptis laxiflora como para
aguellas con cubiertas de semillas relativamente impermeables como Himantoglossum

robertianum (Katsalirou et al., 2019).

3.7 Cultivo in vitro del género Prosthechea
3.7.1 Medios de cultivo

Se han reportado investigaciones sobre la germinacion in vitro de semillas de
Prosthechea fragans (Sw.) W. E. Higgin en medios de cultivo conteniendo sales
inorganicas al 50% como Knudson (1946), Vacin y Went (1949), Murashige y Skoog
(1962) y Morel (1960), sin embargo, en ninguno de los medios de cultivo probados se
observé germinacion (Rodriguez et al. 2007).
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Por otro lado, Cazarez et al, (2016) establecieron protocormos de P. citrina cultivados en
medio Murashige y Skoog (MS, 1962) adicionado con combinaciones de BAP/ANA en
concentraciones de 1.0-0.1 a 3.0-0.3 mg L para organogénesis y para enraizamiento la
combinacién ANA/BAP, en concentraciones de 1.0-0.1 a 3.0- 0.3 mg L7, la eficiencia
observada en nuevos brotes fue de 6.75 por explante y la longitud méaxima de hoja fue
de 20.6 mm y la de raices fue de 38.27 mm. En aclimatacibn se observé una
supervivencia de 85%. Para la misma especie Cano (2013) cultivé las semillas en medio
solido Murashige y Skoog (MS,1962) al 50%, incubadas a 25 +2 °C y fotoperiodo de 16/8
h de oscuridad con lamparas fluorescentes de 74 W. En una primera etapa se logro

obtener la geminacion de las semillas.

Para la germinacién de semillas, crecimiento y desarrollo de protocormos se ha utilizado
el medio MS (1962) suplementado con la composicion de sacarosa 30 g L2, vitaminas
Morel (1974), agua de coco al 10% (v/v), carbén activado 2 g Lt y 12 g L™ de agar; en
especies de orquideas como Cypripedium macrantho, Prosthechea fragans vy

Paphiopedilum spicerianum (Ying Chena, 2015; Suh, 2016; Salgado y Pefiaranda, 2018).

Para el caso de P. vitellina, Castelan et al. (2013) evalué la germinacién de las semillas
en diferentes concentraciones de sales del medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS,
1962), 100%, 75%, 50% y 25%. Los resultados obtenidos indicaron que el medio de
cultivo MS (1962) a la concentracion de 100% es el mas adecuado para la germinacion,
después el de 25%, 75% y 50%, sin embargo, las plantulas tuvieron un mejor desarrollo
en cuanto a tamafo, presencia de hojas y raiz en el medio de cultivo MS al 75%. Por lo
cual llego a la conclusiéon de que Prosthechea vitellina, es una especie que no necesita
un medio de cultivo al 100% de su concentracion original para germinar. Por otro lado,
observo que el desarrollo de los protocormos fue notablemente mejor en el medio de
cultivo con una concentraciéon del 75%. Dicho autor concluye que es muy importante que
al presentar un mejor desarrollo in vitro las plantulas tienen mayores probabilidades de
sobrevivir al proceso de cultivo ex vitro. También se han cultivado semillas en medio
semisolido MS sin reguladores de crecimiento obteniendo una tasa de germinacion del
95.66 % (Jacome-Blasquez et al., 2016).
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3.7.2 Tipos de explantes utilizados in vitro

Se han empleado las semillas de P. vitellina como explante inicial con el objetivo de
evaluar la capacidad germinativa in vitro (Castelan et al., 2013) al igual que Jacome-
Blasquez et al. (2016) con semillas de P. vitellina; del mismo modo Nava (2013) a partir
de plantas madre y mediante polinizacidon manual obtuvo las semillas de P. citrina para
posteriormente cultivarlas en medio MS con 50 % de la concentracién de sales, lo mismo
para P. fragans (Rodriguez et al., 2007), aunque no se observé respuesta germinativa.
Cazares et al. (2016) reportaron para P. citrina el uso de protocormos para la obtencion

de plantulas in vitro.

3.7.3 Reguladores del crecimiento

Para P. citrina la organogénesis se obtuvo con la combinacion de BA/ANA en
concentraciones de 1.0-0.1 a 3.0-0.3 mg L! (Cazarez et al., 2016) y para enraizamiento
la combinacién ANA/BAP, en concentraciones de 1.0-0.1 a 3.0- 0.3 mg L', como
resultado en la fase de organogénesis observo que al agregar BAP al medio de cultivo
en concentraciones de 1.0 a 3.0 mg L* se logra el proceso de brotacion; en la elongacion
y enraizamiento, mostraron mayor longitud, hojas y raices en la concentracion ANA 3.0
/BAP 0.3 mg L1

No se reporta el uso de reguladores de crecimiento en estudios realizados de cultivo in
vitro de Prosthechea vitellina (Castelan et al., 2013; Jacome-Blasquez et al., 2016);
Prosthechea fragans (Rodriguez et al., 2007)

3.7.4 Métodos asépticos

El método utilizado por Rodriguez et al. (2007) consisti6 en lavar las capsulas de
Prosthechea fragans con detergente comercial al 1.0%. Después de enjuagadas se
sumergieron durante 5 minutos en solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI, 1.0% de cloro
activo) mas 0.1% Tween® 20. Los enjuagues se hicieron con agua destilada estéril.
Posteriormente, en la campana de flujo laminar las capsulas se sumergieron en una
solucién de sulfato de cobre al 2.0% durante 5 minutos, luego en hipoclorito de sodio

(NaOCl) al 1.0% durante 5 minutos, y finalmente se enjuagaron con suficiente agua
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destilada estéril. Antes de ser seccionadas, las capsulas fueron sumergidas en alcohol
al 70% y flameadas. Para la misma especie se realiz6 la desinfeccién superficial de
capsulas inmaduras con dos inmersiones en hipoclorito de sodio al 2.5% durante 5 min
y enjuagues con abundante agua destilada desionizada estéril durante 2 min realizando

la segunda parte en campana de flujo laminar (Salgado y Pefaranda, 2018).
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IV. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Agricola del

Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética, ubicado en el edificio “José

D. Molina Galan” (Genética) del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, México.

La metodologia utilizada para determinar la morfogénesis in vitro de Prosthechea vitellina

se resume en el diagrama representado en la figura 8.

MATERIAL VEGETAL

Semillas de P. vitellina (Lindley)

W.E. HIGGINS

ASEPSIA DEL CULTIVO

GERMINACION in vitro

|

Obtencion de plantulas
como explante

INDUCCION DE BROTES

l

ALARGAMIENTO DE
BROTES

1 B ORGANOGENESIS in vitro

MULTIPLICACION DE
BROTES

l

ENRAIZAMIENTO

ACLIMATACION

Figura 8. Diagrama de flujo para la morfogénesis in vitro de Prosthechea vitellina.
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4.1 Material vegetal

Se utilizaron capsulas maduras de Prosthechea vitellina colectadas de plantas silvestres
en la localidad de San José La Estancia, Coixtlahuaca, ubicada en la regién Mixteca del

Estado de Oaxaca (Figura 9).

wo g

Figura 9. Flores y frutos de Prosthechea vitellina. a) Flores; b) Capsula inmadura de 90
dias de edad; c) Capsula madura de 210 dias; d) Capsula abierta con semillas
extraidas manualmente.

4.2 Medio de cultivo y condiciones de incubacion

En las diferentes etapas de la investigacion se uso6 el medio basico MS (Murashige y
Skoog, 1962) adicionado con sacarosa (30 g L), myo-inositol (100 mg L), acido
nicotinico (0.5 mg L), piridoxina (0.5 mg L), tiamina (0.1 mg L), glicina (2 mg L) y
solidificado con agar-agar (Merck®, 7 g L™). El pH del medio se ajusté a 5.7 con NaOH
o HCI 1N con un potenciometro (Thermo Scientific ® modelo Orion 3 Star) antes de
adicionar el agar. Se sirvieron de 15 a 30 mL del medio de cultivo en frascos de vidrio de
45 a 125 mL de capacidad. La esterilizacion se hizo en autoclave vertical (AESA® modelo
300) a 121 °C y 15 kg cm de presién durante 20 min.

Los frascos de cultivo con el material vegetal sembrado de todos los experimentos se
mantuvieron en cuarto de incubacién con fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad
proporcionado por lamparas de luz blanca fria LED de 75 W, temperatura de 26 £+ 2 °C y

humedad relativa de 30%.
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4.3 Establecimiento del cultivo aséptico

Cépsulas maduras cerradas (210 dias después de la polinizacion) se lavaron con
detergente comercial (Roma®) y agua corriente por 5 min en agitaciéon continua.
Después se enjuagaron con agua del grifo hasta eliminar el detergente y se trasladaron
a la campana de flujo laminar donde se sumergieron en solucion de alcohol 70% en
agitacion por 1 min y se enjuagaron cinco veces con agua destilada estéril. Enseguida
se sumergieron en solucion desinfectante de hipoclorito de sodio comercial (NaOCI,
Cloralex®, 30 % v/v), bactericida a base de plata coloidal estable (Microdyn®, 1% v/v) y
Tween® 20 (4 % v/v) por 15 min en agitacion continua, enseguida se retird la mezcla y
se adiciono una solucién fungicida de Captan® (2 g L) y se mantuvo en agitacion
durante 5 min. Finalmente, la capsula sin enjuagar se colocd en una caja Petri estéril

para extraer y sembrar las semillas en el medio de cultivo.

4.4 Germinacioén in vitro

Las semillas se establecieron en el medio MS con 50% de la concentracion de sales
dispensado en frascos de vidrio de 45 mL de capacidad con 15 mL del medio adicionado
con carbén activado (0.5 g L?) y diferentes concentraciones de benciladenina (BA)
combinadas con acido naftalenacético (ANA) mas un testigo sin reguladores de

crecimiento (Cuadro 4).

Cuadro 4. Concentraciones de 6-benciladenina (BA) y acido 1- naftalenacético (ANA)
evaluadas en la germinacion in vitro de semillas de Prosthechea vitellina.

_ i BA ANA
Tratamiento (NUm.) mn mn

(mg L) (CLD) (mg L™) (CLD)

1(Testigo) 0.0 0.00 0.0 0.00

2 0.5 2.22 0.0 0.00

3 1.0 4.44 0.0 0.00

4 0.5 2.22 0.1 0.44

5 1.0 4.44 0.1 0.44
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4.4.1 Variables cuantificadas

Las variables se contabilizaron cada tercer dia durante nueve semanas Yy
correspondieron al inicio de la germinacion (dias después de la siembra, dds), término
de germinacion (dds) y oscurecimiento (%). La germinacién se registré a partir del
momento en el que se observo coloracion verde acentuada del embrién y aumento del
tamafio en circunferencia y longitud (engrosamiento), que ocasioné el rompimiento de la
testa y por tanto, el inicio de la germinacion (Pérez-Martinez et al., 2016). El registro de
la variable se llevé a cabo por observacion directa con ayuda del microscopio y el célculo
del porcentaje de germinacion se hizo mediante el conteo de las semillas germinadas y

no germinadas al cabo de nueve semanas, con la ayuda del programa Image J.

Se considero la descripcién de estadios descritos y propuestos por Espinosa (2004);
Shimura y Koda (2004) y por Seaton y Ramsay (2005) para evaluar la germinacion y el

desarrollo de los diferentes estadios (Cuadro 5).

Cuadro 5. Estadios ontogénicos observados durante el proceso de germinacion in vitro
de Prosthechea vitellina*.

Valor del

estadio

Nombre Descripcion

Semilla con embrion . - L .
1 . . : Semilla con embrién y testa de coloracion blaguecino.
viable, sin germinar

La semilla absorbe agua (imbibicién) a través de la

2 Embridon hinchado testa provocando el aumento de volumen del embrién y
la ruptura de la testa.
3 Protocormo con Formacién por division celular del protocormo para
primordio foliar despues formarse en la region apical el primordio foliar
4 Protocormo con Formacién de rizoides alrededor de la parte inferior del
rizoides protocormo
5 Plantula con hojas A partir del primordio foliar se desarrollan la primer hoja

iniciales (primera hoja) fotosintetica

Plantula con hojas y Formacién a partir del primordio foliar la segunda hoja

6 . . y a la par la formacién de raiz en la parte basal del
raiz (segunda hoja)
protocormo
- Plantulacon2 o0 3 Formacién de una tercera hoja, conformando una
hojas y raices plantula completa de 2 a 3 cm de altura

*Espinosa (2004); Shimura y Koda (2004); Seaton y Ramsay (2005).
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4.4.2 Disefio experimental y analisis

El experimento se establecié en un disefio completamente al azar con cinco repeticiones
por tratamiento donde la unidad experimental correspondié al frasco de vidrio que
contenia 15 mL del medio de cultivo. La cantidad de semillas fue variable debido a su
tamano diminuto. Se realiz6 observacion directa al estereomicroscopio lo cual permitid
verificar la presencia de embrion en ellas. Se determind el porcentaje de germinacion
mediante el conteo directo con la ayuda del programa de procesamiento de imagen

digital (ImageJ).

4.5 Regeneracién de plantulas por organogénesis
4.5.1 Induccion de brotes

Para inducir la organogénesis se evaluaron como explantes plantulas de 18 semanas de
edad germinadas in vitro con diferente longitud (1 a 2 cm) (Figura 10) y con tres a cuatro
hojas formadas. Se elimind la raiz y se establecieron cuatro plantulas en frascos de vidrio
de 45 mL de capacidad con 15 mL de medio. Se evaluo6 el efecto de la BA combinado
con ANA o AIA (Cuadro 6). A las cuatro semanas se hizo un subcultivo a los mismos

tratamientos.

fcm

A B8 C

Figura 10. Plantulas de Prosthechea vitellina de la misma edad utilizadas como explantes
en lainduccion de brotes in vitro. (A) Plantula de 1.5 cm de altura y sin raiz; (B)
Plantula de 1.8 cm de altura; (C) Plantula de 2 cm de altura con hojas mas
desarrolladas.
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Cuadro 6. Concentraciones 6-benciladenina (BA), acido 1-naftalenacético (ANA) y acido
indolacético (AlA) evaluadas en lainduccion de brotes de Prosthechea vitellina.

Tratamiento  MS BA ANA AlA
(NGm.) (%) (mg LY (M) (mg L) MM)  (mgL?Y)  (uM)
1 50 1.1 50 0.19 1.0 0.00 0.0
2 50 1.1 50 0.38 2.0 0.00 0.0
3 50 1.1 50 0.00 0.0 0.18 1.0
4 50 1.1 50 0.00 0.0 0.36 2.0
5 50 2.2 10.0 0.19 1.0 0.00 0.0
6 50 2.2 10.0 0.38 2.0 0.00 0.0
7 50 2.2 10.0 0.00 0.0 0.18 1.0
8 50 2.2 10.0 0.00 0.0 0.36 2.0
9 100 1.1 50 0.19 1.0 0.00 0.0
10 100 1.1 50 0.38 2.0 0.00 0.0
11 100 1.1 50 0.00 0.0 0.18 1.0
12 100 1.1 50 0.00 0.0 0.36 2.0
13 100 2.2 10.0 0.19 1.0 0.00 0.0
14 100 2.2 10.0 0.38 2.0 0.00 0.0
15 100 2.2 10.0 0.00 0.0 0.18 1.0
16 100 2.2 10.0 0.00 0.0 0.36 2.0

4.5.2 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Al término de ocho semanas de cultivo se cuantificé la brotacion (%, determinado a partir
del nimero de explantes que generaron brotes), nimero de brotes por explante (BE) y
longitud (cm) de los brotes (LB). EIl disefio experimental fue completamente al azar
simple con 10 repeticiones por tratamiento y cuatro plantulas por frasco de cultivo como
unidad experimental. El andlisis de varianza de los datos se hizo con el Sistema de
Andlisis Estadistico SAS (SAS Institute Inc, 2013) y para la comparacién de medias se

utilizoé la prueba de Tukey (p<0.05).
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4.6 Alargamiento de brotes

En esta etapa se utilizaron grupos de uno a tres brotes de una longitud promedio de 1.02
cm, procedentes de la etapa de induccién. Se colocaron en frascos de vidrio de 90 mL
de capacidad que contenian 30 mL de medio basico MS. Se evaluaron dos
concentraciones de sales del medio MS (50 y 100 %) sin o con 0.5 g L de carbén

activado (Cuadro 6). A las 4 semanas se hizo un subcultivo a los mismos tratamientos.

Los cultivos se incubaron a 26 = 2 °C en condiciones de fotoperiodo de 16 h (45 pumol m

2 s1) durante ocho semanas.

4.6.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

A las ocho semanas se midi6 la longitud de los brotes (cm). El disefio experimental fue
completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2, con 10 repeticiones por tratamiento y
un grupo de brotes por frasco de cultivo como unidad experimental. El analisis de
varianza se hizo con el Sistema de Andlisis Estadistico SAS (SAS Institute Inc, 2013) y
para la comparacion de medias se us6 la prueba de Tukey (p<0.05).

4.7 Multiplicacion de brotes

Se utilizaron brotes con una longitud promedio de 1.8 cm, procedentes de la etapa de
alargamiento, los cuales se cultivaron en frascos de vidrio de 45 mL de capacidad que
contenian 15 mL de medio MS con diferentes concentraciones de BA combinadas con
ANA o AIA (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Concentraciones de 6-benciladenina (BA), acido 1-naftalenacético (ANA) y acido
indolacético (AlA) evaluadas en la multiplicacion de brotes de Prosthechea

vitellina.
Tratamiento MS BA ANA AlA
(Nam) (%) (mgL?)  (uM) (mg L) (M)  (mgL?) (M)
1 50 1.0 4.5 0.25 1.14 0.00 0.0
2 50 1.0 4.5 0.00 0.00 0.25 1.14
3 50 2.0 9.1 0.25 1.14 0.00 0.00
4 50 2.0 9.1 0.00 0.00 0.25 1.14
5 50 3.0 13.6 0.25 1.14 0.00 0.00
6 50 3.0 13.6 0.00 0.00 0.25 1.14
7 100 1.0 45 0.25 1.14 0.00 0.00
8 100 1.0 4.5 0.00 0.00 0.25 1.14
9 100 2.0 9.1 0.25 1.14 0.00 0.00
10 100 2.0 9.1 0.00 0.00 0.25 1.14
11 100 3.0 13.6 0.25 1.14 0.00 0.00
12 100 3.0 13.6 0.00 0.00 0.25 1.14

4.7.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

A las ocho semanas se contabilizaron las mismas variables de la etapa de induccion
indicadas en el apartado 5.6.1. El disefio experimental fue completamente al azar simple
con 10 repeticiones por tratamiento y dos brotes por frasco de cultivo como unidad
experimental. El andlisis de varianza se hizo con el Sistema de Andlisis Estadistico SAS
(SAS Institute Inc, 2013) y para la comparaciéon de medias se us6 la prueba de Tukey
(p=<0.05).

4.8 Enraizamiento de plantas

Se utilizaron brotes con una longitud promedio de 3.5 cm, los cuales se plantaron en
frascos de vidrio de 90 mL de capacidad que contenian 30 mL de medio MS con 50% de
la concentracion de sales adicionado con acido indol-3-butirico (AIB), &cido indolacético
(AIA) y &cido naftalenacético (ANA) y un testigo sin reguladores de crecimiento (Cuadro

8). Se hizo un subcultivo a las cuatro semanas.
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Cuadro 8. Concentraciones de acido indol-3-butirico (AIB), acido indolacético (AlA) y acido
1-naftalenacético (ANA) evaluadas en el enraizamiento de brotes de
Prosthechea vitellina.

Tratamiento AlB AlA ANA
(NGm.) (mg L) (UM) (mg LY @M)  (mgL?®)  (uM)
1(Testigo) 0.0 0.00 0.000 0.00 0.000 0.00
2 0.5 2.46 0.000 0.00 0.000 0.00
3 1.0 4.96 0.000 0.00 0.000 0.00
4 2.0 10.00 0.000 0.00 0.000 0.00
5 0.0 0.00 0.435 2.46 0.000 0.00
6 0.0 0.00 0.870 4.96 0.000 0.00
7 0.0 0.00 1.754 10.00 0.000 0.00
8 0.0 0.00 0.000 0.00 0.464 2.46
9 0.0 0.00 0.000 0.00 0.935 4.96
10 0.0 0.00 0.000 0.00 1.886 10.00

4.8.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

A las cuatro y ocho semanas se cuantificé el enraizamiento (%, calculado por el nUmero
de brotes que formaron raices) y el nUmero de raices por brote (RB). El experimento se
estableci6 en un disefio completamente al azar simple con 10 repeticiones por
tratamiento donde la unidad experimental fueron tres brotes por frasco de cultivo. Se hizo
un analisis de varianza con el programa estadistico SAS (SAS Institute Inc, 2013) y para

la comparacién de medias se uso la prueba de Tukey (p<0.05).

4.9 Aclimatacién de plantulas

En esta etapa se evaluaron plantulas enraizadas in vitro con dos alturas promedio de 5
y 7 cm. Las plantulas se extrajeron de los frascos y se lavaron con agua tibia y destilada
para retirar el medio de cultivo, cuidando las raices. A continuacién, se sumergieron en
solucién fungicida (Captan®, 0.5 g L) durante 20 min y se sembraron en vasos de
poliestireno expandido de 118 mL de capacidad con dos tipos de sustrato: corteza de
pino fina y una mezcla de peatmoss+agrolita (1:1). Después se aplico riego con 50% de
la concentracion de sales del medio MS. Al final las plantulas se cubrieron con vasos de

poliestireno cristal de 9x15 cm (diametro/alto) sellados con un domo del mismo material.
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Posteriormente las plantulas se colocaron a temperatura ambiente promedio de 23+3 °C
con fotoperiodo de 12 h. Se regaron con 50% de la concentracion de sales del medio MS
durante las dos primeras semanas Yy al final de este periodo se hicieron tres perforaciones
en el vaso transparente para favorecer la circulacion del aire. Se fertilizaron con la

solucién del medio MS al 50% de la concentracion de sales hasta finalizar la evaluacion.

4.9.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Se cuantifico el porcentaje de supervivencia a las cuatro y ocho semanas. El experimento
se establecié en un disefio completamente al azar simple con 20 repeticiones por
tratamiento donde la unidad experimental fue una plantula en cada vaso. Se hizo un
andlisis de varianza con el programa estadistico SAS (SAS Institute Inc, 2013) y para la

comparacion de medias se uso la prueba de Tukey (p<0.05).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Establecimiento del cultivo aséptico

La metodologia empleada para la desinfeccion superficial de la capsula de semillas de
P. vitellina resulto efectiva (100%) para la eliminacion de microrganismos contaminantes.
No se observé contaminacion en el explante ni en el medio de cultivo. Lo cual coincide
con los resultados obtenidos en semillas de Prosthechea sp. donde se obtuvieron
semillas libres de contaminacion al utilizar enjuagues con agua destilada, detergente y la
inmersion en hipoclorito de sodio (NaOCI) por 5 min (Del cristo et al., 2017) y en otras
especies del genero Oncidium al utilizar diferentes concentraciones de NaOCI (0.5%; 1%
y 2%) (Billard et al., 2014). Ademas, se observo que la utilizacién de Captan® no resulto
fitotoxico. La tolerancia de este ingrediente activo también se ha reportado en diferentes

especies vegetales como en Cedrela odorata (Sampayo-Maldonado et al., 2017).

5.2 Germinacién in vitro

El cultivo de semillas de P. vitelina en medio MS y adicionado con diferentes

concentraciones de BA y ANA, ademas de carbon activado favorecieron la germinacion.

En orquideas, de acuerdo con Barba et al., (2002), la germinacion se define como los
estadios secuenciales del proceso de desarrollo del protocormo, terminando cuando se
forman las hojas y raices. En P. vitellina se observaron todos los estadios de desarrollo

de la germinacion y también la formacion de hojas y raices (Figura 11).
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1. Semilla con
embridn viable 2_ Embrién hinchado

3. Protocormo con
primordio foliar

4_Protocormo con
rizoides
6. Plantula con
hojas y raiz

5. Plantula con
hojas iniciales

7. Plantulascon 2 a
3 hojas y raices

Figura 11. Estadios ontogénicos en la germinacién in vitro de Prosthechea vitellina a lo
largo de 22 semanas.
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El proceso de imbibicion comenzo a los 10 dias después de la siembra (dds). En esta
etapa las semillas incrementaron su tamafio mediante la absorcién de agua a través de
la testa y se pudo observar el cambio de coloracion del embrién de blanquecino a amarillo
ligero, el cual se torno a verde claro después de 15 dias de la siembra. Este incremento
de tamafo también se ha documentado en semillas de orquideas como L. autumnalis

(Hernandez-Mufioz et al., 2017) y O. bifolium (Billard et al., 2014), en los cuales la

germinacion inicié a los 5 y 6 dias respectivamente.

Figura 12. Proceso de imbibicion y formacién de primordio foliar en semillas de
Prosthechea vitellina en condiciones in vitro a lo largo de 60 dias.
Posteriormente, como consecuencia de la absorcion de agua que produjo el aumento de
volumen del embrién, lo cual, de acuerdo con Barba et al., (2002) propici6 la division
celular en laregion anterior provocando la ruptura de la testa, dando lugar a la formacién
del protocormo, la cual se presento a los 50 dds, y en el cual se formd, en la regién apical
una protuberancia llamada primordio foliar, lo cual ocurrié alrededor de los 60 dias; los
rizoides se formaron a partir de los 65 dias alrededor de la parte inferior del protocormo.
Posteriormente a partir del primordio foliar se desarrollaron las hojas fotosintéticas y en
la parte basal del protocormo se formaron raices, conformando asi una plantula completa
con dos a tres hojas y raices desarrolladas. La etapa del desarrollo de la plantula tuvo

lugar del dia 70 al dia 154 después de la siembra. Estas etapas ocurrieron de manera

51



Resultados y discusion

similar en especies como L. speciosa y L. autumnalis en el transcurso de 202 (Aguilar-

Morales y Lopez-Escamilla, 2013) y 120 dds (Hernandez-Mufioz et al., 2017).

Lo anterior concuerda con el rango de germinacion in vitro de las orquideas, mencionado
por Lee y Lee (1991) y Cortes (2006) quienes reportan un rango de germinacion entre
los 30 y 60 dias o bien un rango mas amplio reportado por Arditti y Ernest (1992), el cual
esta entre siete y 235 dias después de haberlas colocado en un medio de cultivo, a su
vez reporta también la obtencién de plantulas entre los 50 y 724 dias. Arenas y Aguirre
(2012), encontraron para Barkeria scandens que las semillas alcanzarén el estadio de
protocormo con primordio foliar a los 50 dias en medio MS. En el caso del género
Prosthechea no existen datos documentados acerca de los dias de germinacion de las

semillas.

El porcentaje de germinacion de P. vitellina fue de 91.8 %, aunque no existen evidencias
para esta especie si concuerda con lo reportado en otras especies del género como
Catleya mendelii con un 92.8 % de germinacion en semillas de en medio MS sin
hormonas (Salazar-Mercado, 2012) o en el caso de Epidendrum jameisonic con un 99%
de germinacion en medio MS adicionado con carbon activado (Mufioz-Barrionuevo,
2011).

5.3 Regeneracién de plantas por organogénesis directa

5.3.1 Induccion de brotes

Después de ocho semanas de cultivo, en todos los tratamientos se presentd brotacion,
los reguladores de crecimiento afectaron significativamente el nimero y la longitud de
los brotes (Apéndice 2). La mayor cantidad de brotes por explante (2.03) se obtuvo con
10 de uM BA y 1 uM de ANA en medio MS completo; en contraste, 5 uM BA 'y 2 uM de
AlA en medio MS con 50% de concentracion de sales solo produjo 1.23 brotes. La mayor
longitud de los brotes (1.2 cm) se obtuvo con 10 uM BA'y 2 uM ANA en una concentracion
del 100% del medio MS, a diferencia de la menor longitud alcanzada (0.86 cm) obtenida
con 5 uM BA y 2 uM ANA con concentracion de 50 % del medio MS (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Niumero de brotes por explante (BE) y longitud de brotes (LB) inducidos en
plantulas in vitro de Prosthechea vitellina con 6-benciladenina (BA), acido
naftalenacético (ANA)y acido indolacético (AlA) alas ocho semanas de cultivo.

MS (%) BA (uM) ANA (uM) AlA (UM) BE (Num) LB (cm)
50 5.0 1.0 - 1.78 abc 0.94 abc
50 5.0 2.0 - 1.58 abc 0.86 ¢
50 5.0 - 1.0 1.55 abc 0.90 bc
50 5.0 - 2.0 1.23 ¢ 0.89 hc
50 10.0 1.0 - 1.60 abc 1.09 abc
50 10.0 2.0 - 1.58 abc 1.01 abc
50 10.0 - 1.0 1.53 abc 1.01 abc
50 10.0 - 2.0 1.85 ab 0.86 ¢
100 5.0 1.0 - 1.75 abc 1.12 abc
100 5.0 2.0 - 1.80 abc 1.01 abc
100 5.0 - 1.0 1.60 abc 1.02 abc
100 5.0 - 2.0 1.73 abc 1.07 abc
100 10.0 1.0 - 203 a 1.13 abc
100 10.0 2.0 - 1.43 bc 1.20 a
100 10.0 - 1.0 1.30 bc 1.10 abc
100 10.0 - 2.0 1.63 abc 1.16 ab

Medias con diferente letra en una columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Los brotes comenzaron a formarse en la base de la plantula, presentando una coloraciéon
amarillo claro que después cambio a verde. Al cabo de cuatro semanas de cultivo se
observaron brotes con un tamafo promedio de 0.5 cm con hojas semidesplegadas
(Figura 13).
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1cm br

Figura 13. Induccién de brotes in vitro en explantes de Prosthechea vitellina después de
cuatro semanas de su siembra en dos concentraciones de medio MS (1962)
suplementado con 6-benciladenina (BA, 5 y 10 uM), a4cido 1-naftalenacético
(ANA, 1.0y 2.0 uM) y 4cido indolacético (AIA, 1.0 y 2.0 uM).

A las ocho semanas de cultivo los brotes presentaron de dos a tres hojas formadas,

fueron de color verde y alcanzaron una longitud de 1 cm (Figura 14).

1icm

Figura 14. Induccion de brotes in vitro de Prosthechea vitellina en medio MS completo con
A)y B) 10 y]M BA + 1 uyM ANA y C) 10 uM BA + 2 uM ANA después de ocho
semanas de cultivo.

En la literatura es limitada la informacion sobre la induccion de brotes en el género
Prosthechea, en cambio si existen estudios de este proceso en otras especies de

orquideas. En estos estudios se han reportado resultados favorables en el proceso de
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organogénesis al utilizar BA en combinacion con ANA. Cazarez et al. (2016) reportaron
en Prosthechea citrina (La Llave & Lex.) W. E. Higgins que, en la fase de organogénesis,
3 mg L'* de BA indujeron la brotacién, obteniendo en promedio 6.75 brotes por explante.
En otro estudio con Cattleya trianae 0. 05 mg L' de BA produjo 47.2% de brotes, mientras

gue la ausencia de este regulador la redujo a 33.5% (Gil et al., 2019).

En Phalaenopsis spp. (Blume) se emplearon balances hormonales (BAP, 20 uM y BAP,
20 UM/ANA 5.37 uM), en medio MS con50% de concentracién de sales, los cuales
permitieron la induccion de brotes en las yemas florales y la combinacion de ambos

reguladores incremento significativamente la induccién (Frausto et al., 2019).

5.3.2 Alargamiento de brotes

La concentracion del medio de cultivo MS y el carb6n activado afectaron
significativamente el nimero de brotes por explante y la longitud de los mismos
(Apéndice 3). La mejor respuesta en el crecimiento de los brotes (2.16 cm) se obtuvo con
el medio MS a la mitad de la concentracion de las sales minerales mas 0.5 g L de carbén
activado. En cambio, la menor longitud (1.55 cm) se obtuvo en medio MS completo sin
carbén activado. El medio MS completo con 0.5 g L* de carbdn activado produjo el mayor
namero de brotes con 3.38, mientras con 50% de las sales y sin carbon activado se

obtuvieron 2.2 brotes por explante (Cuadro 10).

Cuadro 10. Niumero de brotes por explante (BE) y longitud del brote (BE) en Prosthechea
vitellinacon 50% Yy 100% de la concentraciéon del medio MSy 0.5g L *de carbén
activado (CA) a las ocho semanas de cultivo.

MS (%) + CA(g L) Longitud del brote (cm) Numero de brotes (NUm.)
100 +0.5 2.04 a 3.38 a
50+ 0.5 2.16 a 272 b
100 + 0.0 155 b 222 b
50 +0.0 1.71 b 220 b

Medias con diferente letra en una columna son significativamente diferentes (p<0.05).

El carb6n activado es comun agregarlo al medio de cultivo en la micropropagacion de
orquideas. Se ha descrito que el carbon activado mejora el crecimiento y la supervivencia
de las plantas in vitro debido a su funcion de adsorcion de compuestos fendlicos,
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compuestos inhibidores y sustancias morfogenéticamente activas o toxicas no
identificadas (Kant et al., 2016; Park et al., 2006).

En Laelia flava, Miltonia flavescens y Oncidium trulliferum se reportdé que 2 g L' de
carbon activado, en el medio MS completo y a la mitad de la concentracion de las sales
minerales, mejora la calidad de las plantas in vitro y aumenta la supervivencia (Moraes
et al., 2003). En Cattleya labiata 1.5 g L* de carbén activado favorecen el crecimiento de
las plantulas in vitro después de 8 meses de cultivo (Sipayung et al., 2018). En cultivo en
biorreactor de En Anoectochilus formosanus y Dendrobium candidum, 5 yM de BAy 0.5
g L de carbdén activado favorecieron la organogénesis en medio MS semisélido con

sistema bioreactor. En Pecteilis radiata el carbon activado redujo el oscurecimiento de

los protocormos (Kim et al., 2019).
5.3.3 Multiplicaciéon de brotes

Los tratamientos con reguladores de crecimiento afectaron significativamente el numero
y longitud de los brotes por explante (Apéndice 4). Todos los tratamientos promovieron
la brotacién pero fue de 100% en las combinaciones de 4.5 uM de BA con 1.14 uM de
AIA y 13.6 uM de BA con 1.4 uM de ANA, ambas en medio MS a la mitad de la
concentracion de las sales minerales, después de 8 semanas de cultivo. La combinacion
de 4.5 uM de BA y 1.14 pM de AIA favorecio la mayor cantidad de brotes por explante
con 2.5 en medio MS con la mitad de concentracion de sales. En contraste, la menor
respuesta, 1.35 brotes, se obtuvo con 13.6 uM de BA y 1.14 uM de ANA en medio MS
completo. La mayor longitud de brote fue de 1.63 cm con 4.5 pM de BA y 1.14 uM de
ANA en medio MS con la mitad de la concentracion de sales. En cambio, los brotes
cultivados en medio MS completo con 13.6 uM de BA y 1.14 uM de ANA solo alcanzaron
0.84 cm de longitud (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Namero de brotes por explante (BE), longitud de brotes (LB) y Brotacién (B, %)

inducidos en plantulas in vitro de Prosthechea vitellina con 6-benciladenina
(BA), acido naftalenacético (ANA) y acido indolacético (AIA) a las ocho
semanas de cultivo.

MS (%) BA (UM) ANA (uM) AIA (uM)  BE (Nam) LB (cm) B (%)
50 4.5 1.14 - 2.25 a 1.63 a 95 a
50 4.5 - 1.14 250 a 1.33 ab 100 a
50 9.1 1.14 - 1.75 ab 1.16 ab 95 a
50 9.1 - 1.14 2.00 ab 1.04 b 95 a
50 13.6 1.14 - 1.85 ab 1.31 ab 100 a
50 13.6 - 1.14 1.90 ab 1.19 ab 95 a
100 4.5 1.14 - 2.05 ab 111 b 95 a
100 4.5 - 1.14 1.65 ab 113 b 95 a
100 9.1 1.14 - 1.60 ab 1.01 b 75 a
100 9.1 - 1.14 1.65 ab 1.14 ab 90 a
100 13.6 1.14 - 1.35 ab 0.84 b 85 a
100 13.6 - 1.14 1.60 ab 0.89 b 85 a

Medias con diferente letra en una columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Los brotes se observaron a partir de la segunda semana de cultivo, se formaron en la

base de

la plantula y presentaron coloracién verde clara, los brotes crecieron lentamente

y no se observo la presencia de callo (Figura 15).
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Figura 15. Multiplicacién de brotes in vitro de Prosthechea vitellina en medio MS con la
mitad de concentracion de las sales con A) 4.5 uM BA +1.14 uyM AlAy B) 4.5 uM
BA + 1.14 uM ANA después de ocho semanas de cultivo.

En especies de orquideas se han reportado respuestas diversas. Pant y Thapa (2012)
informaron una rapida micropropagacion in vitro de Dendrobium primulinum, utilizando
brotes de 0.3 a 0.5 cm que se obtuvieron de plantulas cultivadas in vitro. Observaron que
el medio MS con 1.5 mg L'* de BAP y 0.5 mg L de ANA fue eficaz para la multiplicacién
de 4.5 brotes por explante. En Cymbidium aloifolium se obtuvo un maximo de 39 brotes
en medio MS con 4.5 uM de BA en la fase de multiplicacién (Kumar et al., 2021). En la
multiplicacion de Smithsonia maculata se obtuvieron 11.25 brotes por explante con 10
mg L* de BAP y 1.0 mg L de AIA en medio MS durante 12 semanas de cultivo (Decruse

y Gangaprasad, 2018).

En especies de importancia econémica como la vainilla también se han realizado
estudios de multiplicacion in vitro. En Vainilla tahitensis la dosis de 2.0 mg L de BA

favorecio la mejor respuesta con 5y 6 brotes a los 60 y 90 dias de cultivo (Barcia, 2020).

En el género Prosthechea son limitados los estudios acerca de la multiplicacion in vitro,
exceptuando el caso de Prosthechea citrina en donde 1.5 mg L't de BAy 0.15 mg L de

ANA promovieron la brotacién con 6.75 brotes por explante (Cazarez et al., 2016).

El uso de la citocinina BA en el cultivo in vitro promueve la proliferacién de orquideas,

porgue interviene en la divisién celular (Raven et al., 1992) y a medida que se producen
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mas células en un tejido, el potencial de regeneracién es mayor (Veltcheva y Svetleva,
2005). Este efecto puede variar segun el estado de diferenciacion de las células,

induciendo la formacion de organos (Gil et al., 2019).

5.3.4 Enraizamiento de plantulas

El mayor porcentaje de enraizamiento (90%) se obtuvo con 4.96 uM de ANA y con 2.46
UM de AIB a las 8 semanas de cultivo, aunque la diferencia no fue significativa con el
testigo (83.33%) ni con el resto de los tratamientos (Apéndice 5). EI mayor numero de
raices (5.27) se produjo con 10 uM de AIB a las ocho semanas de cultivo, que
estadisticamente fue similar al testigo (3.97 raices) (Cuadro 12).

Cuadro 12. Enraizamiento in vitro de plantulas de Prosthechea vitellina con acido indol-3-
butirico (AIB), acido indolacético (AlA) y acido naftalenacético (ANA) a las
cuatro y ocho semanas de cultivo.

Regulador de 4 semanas 8 semanas
crecimiento Raices Enraizamiento Raices Enraizamiento
(HM) (Nam.) (%) (NGm.) (%)
0.00 2.37 ab 73.33 a 3.97 a 83.33 a
2.46 AIB 293 a 83.33 a 4.47 a 90.00 a
4.96 AIB 1.57 ab 63.33 a 423 a 80.00 a
10.00 AIB 1.57 ab 53.33 a 5.27 a 80.00 a
2.46 AlA 2.57 ab 73.33 a 4.30 a 86.67 a
4.96 AIA 2.27 ab 66.67 a 447 a 76.67 a
10.00 AIA 1.50 ab 53.33 a 3.30 a 73.33 a
2.46 ANA 2.00 ab 60.00 a 353 a 73.33 a
4.96 ANA 253 ab 80.00 a 450 a 90.00 a
10.00 ANA 117 b 63.33 a 3.97 a 86.67 a

Medias con diferente letra en una columna son significativamente diferentes (p<0.05).

La presencia de raices se observo a partir de la segunda semana de cultivo en todos los
tratamientos, con coloracion clara, casi transparente que con el paso de los dias se fue

tornando verde claro y algunas partes de color blanco (Figura 16).
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Al cabo de la octava semana de cultivo las raices aumentaron en nimero y tamanio,
tomando la caracteristica forma de las raices de orquideas, con coloracion verde mas
oscuro y protegidas por un tejido esponjoso de color blanco o gris, llamado velamen
(Figura 17) y en el extremo de la raiz se observo una zona verde la cual tiene una funciéon

importante para el desarrollo y nutricion de la planta segun Menchaca et al. (2011).

1icm

Figura 16. Enraizamiento in vitro de Prosthechea vitellina en medio MS a la mitad de

concentracién de sales con A) y B) 2.46 uM de AIB después de cuatro semanas
de cultivo.

A B
Figura 17. Enraizamiento in vitro de Prosthechea vitellina en medio MS a la mitad de

concentraciéon de las sales minerales con A) y B) 10 uM de AIB después de ocho
semanas de cultivo.
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En su mayoria, las auxinas, solas o en combinacién con otras auxinas o citocininas, se
han utilizado ampliamente para promover el enraizamiento en orquideas (Mirani et al.,
2017). Fukaki y Tasaka (2009) mencionan que las auxinas estimulan la iniciacion y el
desarrollo de la raiz lateral activando las células del periciclo inactivo. El enraizamiento
in vitro es la etapa mas importante que, en ultima instancia, puede ser responsable del
trasplante exitoso de las plantulas y en donde las auxinas juegan un papel vital. Mirani
et al. (2017) en su estudio con Dendrobium nobile reportaron que las concentraciones de
ANA favorecieron plantas mas vigorosas que con el AIB en términos de namero, longitud
y grosor de la raiz. La mayor respuesta en el desarrollo radicular lo obtuvieron con 3.0
mg L de ANA con 3.72 raices.

De manera similar, en Prosthechea citrina las raices y las hojas mostraron mayor longitud
con 3 mg L't de ANA y 0.3 mg L de BA y se obtuvieron plantulas con un promedio de
longitud maxima en hojas de 2.06 cm y en raices de 3.82 cm (Cézarez et al., 2016). En
Vanilla planifolia la adicién de 0.5 mg L de AIA promovi6é el enraizamiento y la pre
aclimatacion in vitro (Carranza-Alvarez et al., 2021). En Ansellia africana el porcentaje
de enraizamiento mas alto se logr6é con 15 uM de AIB y 30 uM de floroglucinol, lo que
resulté en una aclimatacion exitosa de las plantulas (Bhattacharyya et al., 2018). De
manera similar en Dendrobium palpebrae las plantulas derivadas de brotes aumentaron
en longitud y en nimero de raices desarrolladas en medio MS con 0.5 mg L* de ANA
(4.82 cm por brote y 2.75 brotes) (Bhowmik y Rahman, 2020). En el caso de
enraizamiento de Dendrobium primulinum se observé que después de 3 semanas de
cultivo la mejor respuesta de enraizamiento la obtuvieron en medio MS con 0.5 mg L*
de AIA (Panty Thapa, 2012).

Borges Garcia et al. (2011) determinaron en Dioscorea alata que concentraciones de
0.01y 0.1 mg L de ANA asi como la combinacién de 0.01 de ANA y 0.1 mg L de BA,

fueron las mas adecuadas para estimular la formacion de nuevas raices.

También se han utilizado auxinas combinadas con compuestos organicos como en

Stanhopea tigrina, donde la adicion de 100 mL L' de agua de coco, sola o en
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combinacién con 2.5 0 5.0 mg L -* de AIA favorecieron la induccién de raices (Castillo-
Pérez et al., 2021).

5.3.5 Aclimatacion de plantulas

El tamafio de la plantula tuvo efecto significativo sobre la supervivencia (Apéndice 6). En
la cuarta y octava semana se alcanzo el porcentaje mas alto con un tamafio de planta de
7 cm en corteza de pino (100%); el porcentaje mas bajo (30%) se obtuvo con el tamafio

de planta de 5 cm en turba + perlita a las 8 semanas de cultivo (Cuadro 13; Figura 18).

Cuadro 13. Aclimatacién de plantulas de Prosthechea vitellina con tamafio de 5y 7 cm con
sustrato de corteza de pino (CP) y turba+ Perlita (T+P) después de 4 y 8

semanas.
Sustrato + Tamafio de plantula (cm) 4 semanas 8 semanas
Supervivencia (%) Supervivencia (%)
CP+5 90.0 a 90.0 a
CP+7 100.0 a 100.0 a
T+P+5 50.0 b 30.0 b
T+P+7 100.0 a 80.0 a

Medias con diferente letra en una columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Existen diferentes sustratos para aclimatar plantas de orquideas. Los sustratos ideales
para mantener orquideas, desde la aclimatacion hasta vivero, deben ser durables,
inertes, ligeros cuando estén en la maceta, de facil dren cuando esté sometido a riego y
al mismo tiempo que adsorba agua lo suficiente para las raices y que proporcionen
aireacion a las raices (Vera, 2020).
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\V VZ

Figura 18. Aclimatacion de plantas de Prosthechea vitellina. A) Plantas después de ocho
semanas; B) Planta de 7 cm de altura en corteza de pino y C) Plantade 5cm de
altura en turba + perlita (1:1) a las cuatro semanas.

La corteza de pino es una de los mas utilizados, aunque no muestre los mismos
resultados en diferentes tipos de orquideas. La supervivencia de las plantas en la
aclimatacién depende de los componentes de los sustratos. En P. citrina a los 30 dias
se encontrd que las mejores mezclas fueron los sustratos 1:1:1 de corteza de encino,
tezontle y carb6én donde se sobrevivié el 85% de plantas (Céazarez et al., 2016).

Dominguez y Hernandez (2006) reportaron 100% de supervivencia de plantas de
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Encyclia phoenicia en una combinacion de turba, carbdén vegetal y grava (1:1:1) y el de
menor respuesta fue el que contenia corteza de pino y turba (6:3). A diferencia de los
resultados obtenidos en este estudio con P. vitellina, en P. citrinay E. phoenicia la corteza

de pino no fue muy favorable para la aclimatacion.

Otra combinacion de sustrato utilizado en aclimatacion es el musgo sphagnum con turba,
cascara de arroz, fibra de coco y carbdn, en donde se obtuvo 65% de supervivencia para
Prostechea crassilabia y 64% para Sobralia setigera, y Epidendrum macrocarpum a los

60 dias de iniciado el proceso (Flores, 2019).
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VI. CONCLUSIONES

La desinfeccion de semillas de Prosthechea vitellina fue del 100%.

Se obtuvo un porcentaje de germinacién in vitro de 91.8% en semillas de
Prosthechea vitellina cultivadas en medio MS con 50% de concentracion de sales
minerales.

El mejor resultado en induccion de brotes de P. vitellina se obtuvo con 10.0 uM de
BAy 1.0 uM de ANA a las ocho semanas. Se obtuvieron en promedio 2.03 brotes
por explante.

La mayor multiplicacion de brotes de P. vitellina se obtuvo con 4.5 uM de BA 'y
1.14 pM de AIA en medio MS con 50% de concentracion de las sales a las 8
semanas donde se lograron 2.5 brotes por explante.

La mejor respuesta en alargamiento de brotes de P. vitellina se consiguio en el
medio MS con 50% de concentracion de las sales y 0.5 g L* de carbén activado.
Se obtuvieron brotes con 2.16 cm de longitud.

El mayor porcentaje de enraizamiento (90%) de P. vitellina se alcanzé con 4.96
UM de ANA en medio MS con 50% de concentracion de sales a las ocho semanas.
Se obtuvieron en promedio 5.27 raices por explante con 10 uM de AIB a las ocho
semanas.

Se obtuvo 100 % de supervivencia en la aclimatacion a partir de plantas in vitro
de P. vitellina de 7 cm en corteza de pino después de ocho semanas.

Se desarroll6 un protocolo de regeneraciéon de plantas de P. vitellina por
organogénesis directa a partir de plantulas germinadas in vitro. Este protocolo
representa una opcion importante para la propagacion in vitro de la especie con

fines de rescate, conservacion, reintroduccion y aprovechamiento comercial.
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Cuadro A.1. Composicion quimica del medio basal MS (Murashige y Skoog (1962).

Sales Inorgéanicas

Compuestos Organicos

Macronutrientes (mg L™?) Micronutrientes (mg L) (mg L)
NHsNOs3 1,650 Kl 0.83 Inositol 100
KNO3 1,900 H3BOs 6.2 Acido Nicotinico 0.05
CaCl2.2H20 440 MnS0O4.4H20 22.3 Piridoxina.HCI 0.5
MgSO0:2.7H20 370 ZnS04.7H20 8.6 Tiamina. HCI 0.1
KH2PO4 170 Na2Mo00O4.2H20 0.25 Glicina 2

CuS04.5H20 0.025 Sacarosa

CoCl2.6H20 0.025 3%
FeS04.7H20 27.8

Na2EDTA.2H20 37.3

Cuadro A.2. Cuadrados medios y su significancia del andlisis del namero y
longitud de los brotes en la induccion in vitro de P. vitellina después de ocho

semanas de cultivo

Fuente de Variaciéon Numero de brotes Longitud de brotes (cm)
MS+BA+ANA * MS+BA+AIA 2.02* 1.19*
Error 0.59 0.13
C. V. 47.43 36.05
R? 0.11 0.16
Media 1.62 1.02

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion
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Cuadro A.3. Cuadrados medios y su significancia del analisis de numero y altura
de brotes en el alargamiento in vitro de P. vitellina después de ocho semanas de
cultivo

Fuente de Variacion Numero de brotes Longitud de brotes (cm)
Concentracion MS * Carbén activado 3.38* 2.156
Error 1.06 0.27
C. V. 39.21 27.93
R? 0.18 0.18
Media 2.63 1.86

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion

Cuadro A.4. Cuadrados medios y su significancia del analisis de la brotacion,
longitud y numero de brotes en la multiplicacién in vitro de P. vitellina después
de ocho semanas de cultivo.

Fuente de Variacién Numero de brotes Longitud de brotes (cm) Brotacion (Nim.)
BA+ANA *BA+AIA 2.5 1.63 1.00
Error 0.94 0.22 0.07
C. V. 52.77 41.06 29.41
R2 0.21 0.24 0.17
Media 1.84 1.14 0.91

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacion
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Cuadro A.5. Cuadrados medios y su significancia del anélisis de nUmero de raices
en el enraizamiento in vitro de P. vitellina después de cuatro y ocho semanas de

cultivo.
Tiempo Fuente de Variacion Numero de raices Enraizamiento (NUm)
4 Semanas AIB*AIA*ANA 2.93 0.83
Error 4.30 0.22
C. V. 101.36 70.36
R? 0.13 0.12
Media 2.04 0.67
8 Semanas AIB*AIA*ANA 5.26 0.90
Error 8.30 0.14
C. V. 68.60 46.36
R? 0.13 0.14
Media 4.2 0.82

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.= Coeficiente de variacién

Cuadro A.6. Cuadrados medios y su significancia del andlisis de supervivencia a

las cuatro y ocho semanas de cultivo.

Tiempo Fuente de Variacion Supervivencia (Nim)

4 Semanas Sustrato * tamafio de planta 1.00
Error 0.09

C. V. 35.19

R? 0.50

Media 0.85

8 Semanas Sustrato * tamafio de planta 1.00
Error 0.13

C. V. 47.39

R? 0.52

Media 0.75

*=Significativo (p<0.05); NS= No significativo; C.V.

= Coeficiente de variacion
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