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RESUMEN

Bletia purpurea var. purpurea es una orquidea terrestre con potencial ornamental. La
tasa baja de germinacion in situ, el lento crecimiento, asi como actividades
antropocéntricas que modifican sus habitats son factores que ponen en riesgo las
poblaciones nativas de esta especie y a la mayoria de los miembros de la familia
Orchidaceae. El objetivo de esta investigacion fue establecer un protocolo de
regeneracién in vitro via organogénesis directa. El establecimiento exitoso del cultivo
aséptico se logré al tratar a las semillas con una solucién de Tween® 20 (1%; 10 min),
Benlate® + Captan® (8 g L™ c/u; 30 min), H,O; (3%; 60 min), NaOCI +plata coloidal
(15% + 10%; 15 min). La germinacién fue de 100% a los 33 dias en medio MS sin
vitaminas, adicionado con sacarosa (30 g L™). Los discos de pseudobulbo disecados
de las plantulas germinadas in vitro fueron los mejores explantes para la induccién de
brotes, ya que produjeron después de cuatro semanas de cultivo 1.4 brotes por
explante cuando fueron cultivados en medio MS (50% de sales), sacarosa (20 g L™),
carbon activado (1g L™), y la combinacién de citocininas [KIN (1.9 mg L ™), BA (1-3 mg
L], con auxinas [ANA (0.5-1 mg L) y AIA (0.54-0.93 mg L™Y)]. En la fase de
multiplicacion se logré incrementar la tasa de proliferacién de propagulos a 2.3 brotes
por explante, cuando estos fueron subcultivados por tres semanas en medio MS
adicionado con sacarosa (30 g L™, carbén activado (1 g L™), BA (1-3 mg L™) y ANA
(0.5-1 mg L™). La produccién de raices adventicias para el enraizamiento de brotes fue
del 100% a las cuatro semanas en el medio MS a la mitad de sales adicionado con
sacarosa (20 g L) y AIB (2 y 2.5 mg L™). El porcentaje de supervivencia fue de 100%.
El protocolo de regeneracion obtenido aporta conocimiento basico sobre la propagacion
in vitro de una orquidea mexicana y es una opcion para el rescate y conservacion de la
especie.

Palabras clave: orquidea, amenazada, germinacion asimbiotica, micropropagacion,
organogenesis.
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ABSTRACT

Bletia purpurea var. purpurea is a terrestrial orchid with ornamental potential. The low
rate of in situ germination, slow growth rates, and anthropocentric activities, which
disturb natural habitats, are factors threatening the native populations of this species as
well as most members of the Orchidaceae. The objective of this research was to
establish an in vitro protocol for plant regeneration via direct organogenesis for this
orchid. The establishment of the aseptic cultures was successful when the seeds were
processed with a particular treatment including a series of immersions in different
solutions including Tween® 20 (1%; 10 min), Benlate® + Captan® (8 g L™ each; 30
min), H20, (3%; 60 min) NaOCI + colloidal silver (15% + 10%; 15 min). Germination
was 100% after 33 days of seed inoculation on MS medium without vitamins added with
sucrose (30 g L™). The pseudobulb discs dissected from germinated seedlings were the
best explants for shoot induction since they produced 1.4 shoots per explant after been
cultured on MS medium (50% salts), sucrose (20 g L™), activated charcoal (1g L™), and
the combination of cytokinins [KIN (1.9 mg L™) or BA (1-3 mg L] and auxins [ANA
(0.5-1 mg L™, and AIA (0.54-0.93 mg L™)] for four weeks. During proliferation, we
established the conditions to increase the propagule multiplication rate to 2.3 shoots per
explants after three weeks of culture in MS medium supplemented with sucrose (30 g L°
1y, activated carbon (1g L), BA (1-3 mg L™?), and ANA (0.5-1 mg L™?). Adventitious root
formation was produced in 100% of explants after four weeks of incubation in MS
medium with half strength of the original mineral formulation supplemented with sucrose
(20 g L) and AIB (2 and 2.5 mg L™?). The survival rate of rooted plants was 100%. The
micropropagation protocol obtained in this study provides the fundamentals to
propagate this mexican orchid and may be considered a new propagation option in
rescue and conservation programs.

Index words: orchid, threatened, asymbiotic germination, micropropagation,

organogenesis.
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I. INTRODUCCION

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, tiene por objeto identificar las
especies o poblaciones de flora y fauna silvestres en riesgo en la Republica Mexicana.
La mayoria de las especies de la familia Orchidaceae han sido clasificadas bajo la
categoria de proteccion especial (Pr); sin embargo, varias especies estan incluidas en
la categoria de amenazada (A), posiblemente extinta (E) y en peligro de extincion (P)
(SEMARNAT, 2010). Muchas especies, se encuentran en alguna categoria de riesgo
debido a la alteracion de su habitat, consecuencia de la modificacion en su medio
natural (Godo et al., 2010).

Actualmente toda la familia se encuentra en un lugar del Libro Rojo de Datos elaborado
por la Union Internacional de Conservacion de la Naturaleza y los Recursos Naturales
(UICN). Las orquideas se incluyen en el Apéndice Il de la Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES)
(Chugh et al., 2009).

En algunas especies se han realizado innumerables estudios y publicado resultados
para caracterizar su biologia, ciclo de vida, cultivo y produccién, sistemas de
propagacion, etc. Sin embargo, la mayoria de los miembros son desconocidos o poco
se sabe de ellos. El desarrollo de protocolos eficientes son una valiosa opcién para la
propagacion y conservacion de especies vegetales (Deb y Temjensangba, 2006). Las
técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro, son una herramienta rapida para la
propagacion y conservacion de orquideas raras y amenazadas (Abraham et al., 2012).
Sus aplicaciones cada vez son mas amplias y tiene gran potencial para la conservacion

de germoplasma (Sarasan et al., 2006).



1.1Problematica

Las especies de la familia orchidaceae se encuentran amenazadas constantemente por
la modificacion del ambiente natural donde crecen y que principalmente se debe a la
deforestaciéon. Otros factores que también afectan a las orquideas son las plagas y
enfermedades, el cambio de uso de suelo y problemas en la polinizacion y germinacion
(Flores et al., 2008).

Se ha reportado que la destrucciébn del hébitat, la extraccibn desmedida y la
deforestaciéon han dado como resultado la reduccion alarmante de las poblaciones
naturales (Pradhan, 1985). Ademas, las orquideas se caracterizan por presentar un
crecimiento lento; para su propagacion vegetativa, el numero de ramificaciones y
crecimiento secundarios son reducidos, como es el caso particular de los miembros del
género Phalaenopsis, los cuales presentan habitos de crecimiento monopodial (Arditti,
1984).

Un aspecto que caracteriza a las semillas de las orquideas y que limita su éxito durante
el establecimiento de las plantulas bajo condiciones naturales es que carecen de
reservas metabodlicas necesarias que le permitan obtener energia para comenzar el
proceso de germinacion (Arditti y Ghani, 2000). Aunado a esto, las semillas presentan
baja viabilidad y asociacién obligatoria con micorrizas para la germinacion (Deb y
Temjensangba, 2006). Las orquideas de habito terrestre presentan mayor dificultad
para la germinacion que las semillas que especies epifitas (Arditti y Ernst, 1984). Por
otro lado, en ciertas especies los embriones no estan formados completamente cuando
el fruto alcanza la madurez fisiolégica por lo que necesitan desarrollar completamente
antes de iniciar la germinacion; o bien, se encuentran en estado latente, lo cual impide
el inicio del proceso germinativo (Iriondo y Pérez, 1999). La latencia del embrion es
consecuencia de la presencia de inhibidores, por lo que el balance entre reguladores
de crecimiento endogenos, inhibidores y promotores de la germinacion es afectado por
las condiciones ambientales externas que pueden llegar a romper la latencia (Bewley y
Black, 1994).



Stewart y Kane (2006) sefialan que para la conservacion de orquideas, la obtencion de
un protocolo asimbidtico eficiente para la germinaciéon de manera in vitro y el
aseguramiento de la sobrevivencia y crecimiento activo de las plantulas cuando se
encuentran en la etapa de aclimatacion después de la micropropagacion son los
obstaculos principales para obtener éxito. Aunado a los problemas de propagacion, las
orquideas denotan un alto grado de endemismo lo cual las hace mas vulnerables
debido a la destruccion de sus habitats por la quema y tala de los bosques
(Condemarin-Montealegre et al., 2007). Las orquideas terrestres tienen una
sensibilidad alta a cambios presentados en su entorno, por lo cual han sido objeto de

conservacion (Rasmussen, 1995).

1.2 Justificacion

En especies de orquideas silvestres las estrategias de conservacion son muy
importantes, sobre todo porque las semillas resulta el material de propagacion mas
adecuado cuando se trata de conservar la mayor diversidad genética posible de una
especie o0 poblacion. En especies que se encuentren en alguna categoria de riesgo, la
utilizaciéon de germinacion asimbidtica se ha convertido en una herramienta valiosa
para conservar y reintroducir diferentes orquideas (Pedroza-Manrique et al., 2005; Deb
y Temjensangba, 2006; Stewart y Kane, 2006).

Algunas orquideas se consideran valiosos recursos genéticos debido a que tienen
propiedades terapéuticas y producen compuestos para aliviar varios malestares (Deb y
Temjensangba, 2006). Ademés de ser ampliamente apreciadas por sus flores de
vistosos colores, formas, aroma y por la durabilidad de las mismas. Sin embargo, son
plantas que requieren de condiciones especiales para su cultivo, floracion y
germinacion de sus semillas (Condemarin-Montealegre et al., 2007).



1.3 Objetivo general

*

Establecer un sistema de regeneracion in vitro de la orquidea Bletia purpurea

var. purpurea via organogenesis directa.

1.4 Objetivos especificos

Establecer las condiciones de limpieza y optima germinacion asimbidtica in vitro

de semillas de Bletia purpurea var. purpurea.

Definir las concentraciones hormonales y de medio de cultivo éptimas para la
induccion y multiplicacion de brotes via organogénesis directa de Bletia purpurea

var. purpurea.

Determinar las condiciones de medio de cultivo y hormonales para el

enraizamiento in vitro de brotes de Bletia purpurea var. purpurea.

Establecer el proceso de aclimatacion de plantas de Bletia purpurea var.
purpurea obtenidas in vitro que asegure su sobrevivencia después del

trasplante.

1.5 Hipotesis

El proceso de germinacion natural de las semillas de Bletia purpurea var.
purpurea requiere del establecimiento de micorrizas con hongos del suelo, los
cuales favorecen el suministro y la disponibilidad de nutrimentos y posiblemente
de otros compuestos quimicos para activar al embridn en desarrollo, ya que las
semillas no poseen ningun sistema de reserva. Sin esta estrategia natural para
acceder a los nutrimentos esenciales requeridos para la germinacion y el
crecimiento inicial de las plantulas seria imposible su establecimiento en

condiciones naturales. La germinacion asimbiotica de las semillas es una opcion
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gue ha resultado exitosa en la germinacion aséptica de varias especies y ha
permitido la obtencion de material vegetal sano para estudios diversos de
morfogénesis in vitro. Dadas las caracteristicas morfolégicas de Bletia purpurea
var. purpurea se considera que se puede lograr la germinacion asimbidtica de
las semillas para emplearlas como material donador de explantes para el

establecimiento de un sistema de micropropagacion.

Las respuestas morfogénicas de los tejidos y érganos cultivados asépticamente
son el resultado de la interaccidén del tipo de explante usado y su fisiologia y
diversos factores ambientales y los compuestos quimicos adicionados a los
medios de cultivo. Entre estos ultimos, los reguladores del crecimiento son
criticos, por lo que consideramos que el tipo y concentracion podrian controlar el
tiempo de respuesta y el desarrollo de estructuras organogénicas de los cultivos
de Bletia purpurea var. purpurea. La organogénesis in vitro de esta orquidea es
afectada en todas sus etapas por los componentes del medio de -cultivo,

hormonas y las condiciones de cultivo.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de las orquideas

Las orquideas son un grupo amplio y diverso de plantas dentro de las angiospermas,
las cuales representan aproximadamente el 10% del total de las especies vegetales y
son consideradas plantas con flor de alto valor comercial (Cronquist, 1981; Dressler,
1981).

De acuerdo con Koopowitz (2001) la familia Orchidaceae comprende méas de 20,000
especies, aunque algunos autores como Aguilar-Morales y Lopez-Escamilla (2013)
estiman que existen aproximadamente 35,000 especies en el mundo. Segun Mejia
(2015) existen 140,000 hibridos caracterizados por tener mucha variedad en colores de

flores ademas de ser muy llamativos.

En México se reporta la presencia de alrededor de 1,254 especies de las 25,000
descritas en la familia Orchidaceae (Dixon et al., 2003; Soto-Arena et al., 2007). El 40%

de las especies reportadas son consideradas endémicas (Espejo y Lépez, 1998).

2.1.1 Descripcién botéanica de las orquideas

Las orquideas son herbaceas perennes, epifitas o terrestres, a veces trepadoras,
raramente subacudticas o saprofitas. Su habito de crecimiento es monopodial
distinguido por inflorescencias laterales y el crecimiento apical continuo o simpodial con
crecimiento limitado. Las raices de las orquideas son adventicias, suculentas o
tuberoides a veces cubiertas por el velamen que es un tejido esponjoso, brillante o

blanquecino (Garcia-Cruz y Sosa, 1998).

En las orquideas el tallo puede ser delgado, ocasionalmente suculento o modificado en
rizoma, cormo o pseudobulbo, reducido dando a la planta una apariencia cespitosa. En

las orquideas simpodiales es caracteristico el desarrollo de nuevos vastagos
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provenientes de las zonas basales. Los pseudobulbos estan compuestos por un solo
entrenudo engrosado (heteroblastico) o por varios entrenudos (homoblastico) (Garcia-
Cruz y Sosa, 1998), los cuales poseen bracteas envainadoras papiraceas o coriaceas,
a veces cubriendo por completo al pseudobulbo o cormo, foliaceas, raramente
reducidas a escamas. Sus hojas son simples y enteras, pueden ser a veces plegadas,
radicales o caulinares o modificadas a otras estructuras, muy variables en forma,
carnosas, coriaceas o rigida, a menudo articuladas en la base y deciduas o raramente
con una base envainadora. La inflorescencia de las orquideas pueden ser en forma
racemosa, paniculada, raramente compacta o las flores solitarias, generalmente

pedunculada, terminal o lateral (Garcia-Cruz y Sosa, 1998).

Las orquideas tienen flores particulares, se clasifican en Monandrous, cuando sus
estambres, estigmas y estilos se fusionan en un solo érgano, el ginostemo o columna
lleva un solo estambre fértil cerca o en su apice; en algunas otras los sépalos y pétalos
son casi idénticos; otras veces el sépalo dorsal puede estar ligeramente diferente y el
pétalo medio con frecuencia es modificado, para formar un labelo vistoso o labio.
Cuando el ginostemo emerge, se localiza por debajo del labelo, sometido a la
resupinacién. O en las diandrous o Cypripedioideae, existe una estructura de escudo
estaminoide, que es el resultado de la combinacién de los érganos sexuales y se
localiza en la parte superior mientras en la posterior estd un estigma. Los estambres
estan a un lado de la union del estigma y del estaminoide. Su sépalo dorsal es vistoso y

el pétalo adquiere la forma de bolsa (Arditti, 1984).

Las flores presentan simetria bilateral (excepcionalmente el género Mormodes),
generalmente resupinadas, ginandricas, por lo general perfecta raramente unisexuales
y entonces las flores estaminadas muy diferentes de las pistiladas; ovario infero, uni o
trilocular, el ovario pedicelado incluyendo al pedicelo propiamente y el ovario no
desarrollado; perianto de dos verticilos alternos con tres segmentos, estos a menudos
variadamente unidos; tres sépalos, coloreados o foliaceos, similares o el dorsal
diferente, el par lateral a menudo unido, algunas veces prologados en un mentén en la

base, generalmente valvados en prefloracion, raramente profundamente lobulados;



perianto interno de tres segmentos, los dos laterales o pétalos son similares y el

tercero, el labelo, que es diferente (Garcia-Cruz y Sosa, 1998).

El labelo a menudo esta muy modificado; puede ser entero o lobulado, a veces muy
suculento; generalmente parcialmente unido a la columna, raramente articulado y
movil, la porcidbn basal, central y distal del labelo muy variables, a veces
diferencidndose en hipoquilo, mesoquilo y epiquilo, respectivamente, la superficie
superior del labelo con un disco provisto de lamelas, crestas, hendiduras o placas,
constituyendo el callo, la base del labelo a menudo proyectada en un nectario o
espolon (Garcia-Cruz y Sosa, 1998). Su columna (ginandrio o ginostemo) esta formada
por la consolidacion de los estambres y el estilo. Normalmente es suculenta,
asimétrica, con una antera fértil en el apice (dos cerca del apice en el género
Cypripedium), alada a veces prolongada ventralmente hacia el labelo en una porcién
estéril o pie, a la que se une el labelo, la base a veces con un cojinete ventral o una

palca de tejido o tdbula infraestigmatica (Garcia-Cruz y Sosa, 1998).

El estigma trilobulado, dos de los I6bulos por lo general confluentes y fértiles, el tercero
frecuentemente mas largo que los otros, fértil o estéril y a menudo modificado en un
rostelo, formando una unidad para la transferencia de polen o polinario (Garcia-Cruz y
Sosa, 1998). La antera se encuentra detras del rostelo, en una cavidad profunda o
clinandrio; erecta y paralela a la columna o doblada a lo largo del apice de la columna
(incumbente y operculada o dorsal sobre la porcién apical de la columna), a veces la

base de la antera completamente unida a la columna (Garcia-Cruz y Sosa, 1998).

El polen (con excepcion de Cypripedium) consolidado en 2, 4, 6 u 8 masas de polen o
polinios, suaves, farinosos o0 duros, uniformes en estructura o subdivididos en
fragmentos (séctiles), desnudos o prolongados en un caudiculo por el que el polinio se
une al viscidio; viscidio a veces con un estipe derivado de la columna. Su polinario
constituido por los polinios de una sola antera, el viscidio o el viscidio y el estipe
(Garcia-Cruz y Sosa, 1998).



El fruto es una capsula que abre a lo largo de 1, 2, 3 o 6 suturas longitudinales, las
valvas por lo general permaneciendo unidas al apice después de abrir. Las semillas por
lo regular diminutas, casi siempre de menos de 5 mm de largo, muy numerosas,
carentes de endospermo, con una cubierta papirdcea alrededor del embrion con muy
variadas ornamentaciones, requiriendo de la simbiosis con un hongo micorrizico para

su germinacion de forma natural (Garcia-Cruz y Sosa, 1998; Thomas y Michael, 2007).

2.1.2 Importancia econdémica de las orquideas

Las orquideas son una de las familias botanicas de mayor demanda entre las plantas
ornamentales (Rodriguez et al., 2005). Los principales productores de orquideas en
macetas en el mundo son Taiwan, Tailandia, Reino Unidos, Italia, Japdén, Nueva
Zelanda y Brasil. En contraparte, Estados Unidos es considerado el principal
importador (Chugh et al., 2009). La principal caracteristica de interés para su cultivo
son sus flores que le otorgan un gran valor ornamental (Cheruvathur et al., 2010). Los
horticultores y vendedores han explotado, y en algunos casos sobrexplotado, las
orquideas por la belleza exética que representan sus flores caracterizadas por su
morfologia, durabilidad y colorido (Thomas y Michael, 2007) o por su follaje (Mary y
Divakar, 2015).

En este grupo ornamental se han obtenido numerosas variedades mediante cruzas
interespecificas e intergenéricas que dan como resultado gran diversidad de formas y
colores de flores (Godo et al., 2010). La posibilidad de obtener gran cantidad de plantas
al ano, a partir de los cuerpos parecidos a protocormos (PLBs), ha despertado gran

interés entre los cultivadores y la industria ornamental (Chugh et al., 2009).

La tribu Maxillarieae agrupa aproximadamente 164 géneros, que constituyen elementos
importantes de la orquideoflora de América tropical, gran parte de sus especies son
vistosas y con importante valor horticola, como algunas especies de los géneros

Oncidium, Brassia, Lycaste y Rhynchostele (Jiménez, 2001).



En Japon el género Calanthe comprende aproximadamente 200 especies, con una
amplia gama de colores y fragancias agradables (Godo et al., 2010). ElI género
Cymbidium constituye 50% de las plantas micropropagadas de clima templado, tiene
importancia comercial como planta en maceta y flor de corte y por ello sus hibridos son

altamente demandados (Vyas et al., 2010).

2.2 Generalidades de Bletia purpurea

La especie Bletia purpurea (Lam.) DC incluye tres variedades: var. alba Ariza Julia & J.
Jiménez Alm., var. pittieri Schltr. y var. purpurea (Trépicos, 2016).La clasificacion
taxonomica es la siguiente:

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase:  Magnoliidae Novak ex Takht.

Superorden: Lilianae Takht.

Orden: Asparagales Link.

Familia: Orchidaceae Juss.

Subtribu: Bletiinae Benth.

Género: Bletia Ruiz & Pav. (Tropicos, 2016)

El género Bletia Ruiz & Pav agrupa a 35 especies aproximadamente, se trata de
orquideas de habito terrestre neotropical (Dressler, 1968; Sosa, 1994a; 1994b). La
especie B. purpurea (Lam.) D.C. se distribuye desde el sur de Florida en Estados
Unidos, México y América Central hasta Colombia, Brasil, Ecuador, Venezuela, Peru y
las Islas Antillas. Son plantas de habitats diversos ya que pueden crecer entre
pastizales, sobre laderas empinadas, bajas o medianas elevaciones, en lugares muy
hamedos, zonas inundables, o en zonas mas secas, en bosques de pino, bosques de
pino-encino (Dunsterville y Garay, 1961; Luer, 1972; Williams & Allen, 1980; Ames y
Correll, 1985; McVaugh, 1989; McLeish et al., 1995; Sosa y Diaz-Dumas, 1998).
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2.2.1 Importancia del género Bletia

De acuerdo con un estudio realizado por Palestina y Sosa (2002), donde se analizaron
poblaciones de la especie Bletia purpurea, se registro la presencia de ejemplares en los
estados de Veracruz, Querétaro, Jalisco, Michoacan, Morelos, Quintana Roo, Tabasco
y Chiapas. Para la especie se reportan usos medicinales; algunas de ellas indican que
los pseudobulbos frescos se aplicaban en quemaduras y heridas (Correll, 1978; Lewis,
1977) y los pseudobulbos secos, se usan para preparar infusiones que aliviaban

problemas estomacales e intoxicacion por ingesta de pescado (Correll, 1978).

2.2.2 Descripcion de Bletia purpurea

Las plantas del género Bletia son hierbas terrestres, erectas; con pseudobulbos
subglobosos, epigeos o0 hipogeos, ocasionalmente tuberosos; pocas hojas (o sin ellas
en la floracién), plicadas, pecioladas, articuladas; inflorescencia racemosa, los escapos
laterales sobre los pseudobulbos, sin hojas; sépalos subiguales, libres o los laterales un
tanto connatos y gibosos en la base; los pétalos similares al sépalo dorsal; labelo libre,
erecto, entero o lobado, la base usualmente contraida, ocasionalmente gibosa; I6bulos
laterales usualmente anchos, paralelos o con las puntas extendidas; I6bulo medio
erecto o recurvado, a menudo retuso o bilobado; disco usualmente lamelado; columna
elongada, subterete, alada, a menudo con dos auriculas en la base, sin base o con
base corta; antera operculada, incumbente; ocho polinias, cerosas; fruto cépsula

cilindrica a elipsoidal (McVaugh, 1985).

La morfologia de esta especie es variable, tanto en niamero de hojas como color,
tamafio y cantidad de flores por inflorescencia (Figura 1). Las flores autbgamas de
Bletia purpurea son blancas, los polinios que germinan directamente en el estigma y

son de tamafio variable (Palestina y Sosa, 2002).
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Figura 1. Morfologia de una planta de Bletia purpurea. a) Habito, b) Hoja. c) Inflorescencia. d) Vista
frontal de la flor. e) Vista lateral de la flor. f) Sépalos, pétalos y labelo. g) Columna. h)
Cépsula. (Palestinay Sosa, 2002).
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2.3 Cultivo de orquideas

Las orquideas se pueden propagar mediante division de tallos y por semillas
principalmente. Cuando se parte de semillas la germinacion se puede llevar acabo de
forma simbidtica o asimbidtica. Las semillas, plantas jovenes o adultas de orquideas
hacen simbiosis con hongos, los cuales utilizan los nutrientes y se convierten en un
factor ecolégico importante en la diversidad, ya que minimizan la competencia

interespecifica (Nikabadi et al., 2014).

Un gran nimero de productores e investigadores han empleado hongos simbidéticos
para la propagacion de orquideas. Esto contrasta con el cultivo de muchas orquideas
epifitas tropicales que, en general, son relativamente faciles de germinar en
condiciones asimbioticas. En consecuencia, los productores de orquideas tropicales no
utilizan la germinacion simbiética para su propagacion. Por estas razones se conocen
mucho mejor las interacciones simbioticas de germinacion de las orquideas terrestres
de zonas templadas que las de orquideas epifitas tropicales. Sin embargo, las técnicas
de germinacion simbiotica de semillas epifitas tropicales podrian mejorar el éxito de
cultivo de estas orquideas tanto para fines comerciales como de conservacién

(Condemarin-Montealegre et al., 2007; Ospina y Bayman, 2009).

La Sociedad Estadounidense de la Orquidea (American Orchid Society; AOS, 1988)
sefiala que las orquideas, como cualquier otra planta, pueden cultivarse con buen éxito
si se les proporcionan el cuidado y condiciones apropiadas de luz, temperatura,
humedad, ventilacion, fertilizacion y control fitosanitario. Las condiciones de luz y
temperatura que experimentan las semillas al momento de su germinacion en campo,

tienen un papel importante para el establecimiento de las plantulas (Pons, 2000).

2.3.1 Requerimientos de cultivo

Aungue la informacién del cultivo comercial de las orquideas es amplia, la referente al

cultivo de especies silvestres es limitada. Por ejemplo, la dificultad en la medicion de
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las demandas minerales y la desigualdad de requerimientos restringe los estudios de

necesidades nutricionales (Benzing, 1990).

Las orquideas en su habitat natural tienen un éptimo para desarrollarse a plenitud. Pero
el mantenimiento de las mismas en colecciones o viveros requiere de un plan de
manejo, asi como una atencion constante. Para que las plantas no se deterioren se
necesita del tiempo, el conocimiento, recursos humanos y econdémicos apropiados

(Salazar-Casasa et al., 2007).

Luz: Las orquideas requieren la mayor luz posible sin lesionar la planta, ya que es
necesaria para el 6ptimo crecimiento. El exceso de luz puede originar la decoloracion
de las hojas hasta tornarlas amarillentas; la poca luz produce un tono verde oscuro en
la hoja, impidiendo el desarrollo y reduciendo o anulando la floracién (AOS, 1988). Se
recomienda tener la luz solar indirecta y las planta estar orientada hacia el norte o este
(Mejia, 2015).

Temperatura: Las orquideas necesitan temperaturas diurnas de 24 a 29°C y por la
noche 16°C, dependiendo de las necesidades particulares de ciertas especies. (AOS,
1988). En Cattleya las temperaturas pueden oscilar entre 12 y 30 °C, pero no inferiores
a los 12 °C (Fischer, 2007). Por otra parte, Phalaenopsis tiene un rango de temperatura
optimo de 17 a 23 °C y no inferior a 8 °C (Mejia, 2015).

Humedad relativa: Las orquideas demandan un ambiente humedo, se recomienda
generalmente un rango de 40 y 60% de humedad relativa; no prosperan en un
ambiente excesivamente humedo y sofocante. En la naturaleza las orquideas se
refrescan periédicamente con las lluvias y se secan con las brisas. Estas condiciones
son las que se deben reproducir para implementar su cultivo; generalmente 50% es un
porcentaje optimo (AOS, 1988, Mejia, 2015).

Fertilizaciébn: Para obtener los mejores resultados se recomiendan aplicaciones

semanales de una dilucion a la mitad de la proporcién recomendada, de casi todas las
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férmulas comerciales (AOS, 1988), Zeng et al. (2011) en Nothodoritis zhejiangensis
Zeng et al. (2012) en Paphiopedilum wardii, ocuparon una fertilizacion semanal con 150
mg L * de Peters Professional 20-20-20® (20N-20P-20K). Bello-Bello et al. (2015),

recomienda la fertilizacion foliar (Fertiplus®) una vez por semana durante un mes.

Riego: Por ejemplo para la Cattleya debe ser abundante, pero en temporadas frias
debe de ser espaciado (Fischer, 2007) por lo regular son tres veces por semana (Bello-
Bello et al., 2015), pero dependera del ambiente, las dimensiones de maceta, sustrato,

especie y el clima donde se encuentre (Mejia, 2015).

2.3.2 Plagas y enfermedades

En las orquideas se ha reportado la presencia de hongos, bacterias, virus y nematodos
ademas del pulgdén de las orquideas (Cerataphis orchidearum), escamas protegidas
(Diaspis boisduvalii y Furcaspis biformis), avispas del brote (Eurytoma orchidearum y
Eurytoma sp.), avispa de la raiz, termitas (Rugitermes bicolor), hormigas (Pheidole sp.,
Leptoglossus sp.), picudo de las flores (Stethobaris sp.) y otros de importancia

secundaria como abejas carpinteras (Xylocopa sp.) y caracoles (Angel et al., 2001).

2.3.3 Cultivo comercial

En cuanto a la produccion comercial de orquideas, existen pocos invernaderos
especializados en el cultivo de estas plantas en México, lo que ocasiona que la
demanda no se cubra. Las orquideas reproducidas en invernadero se comercializan en
grandes cantidades, sin embargo, existe un menor pero significativo porcentaje de
practicas comerciales de trafico ilegal. El Distrito Federal, Estado de México, Oaxaca y
Veracruz se identifican como los principales estados productores de orquideas
(CONABIO, 2005; SAGARPA et al., 2005).

El rendimiento de los cultivos depende fundamentalmente de la tasa de multiplicacion

de cada especie y del método de propagacion empleado (Torres y Mogollon, 2000).
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2.4 Propagacion de orquideas

2.4.1 Propagacion sexual

Arditti (1990) indica que la reproduccién sexual de las orquideas es una propagacion
generativa; por medio de las semillas en pocas ocasiones se obtiene una descendencia
semejante a los padres y esta respuesta se observa mas en el caso de especies
silvestres. En orquideas cultivadas (generalmente obtenidas por cruce “hibrido” vy
fuertemente heterocigoto), el uso de semilla producira una progenie muy heterogénea y

rara vez idéntica al material inicial.

Withner (1980) indica que las plantas se pueden multiplicar de dos maneras: via sexual
(semilla) y asexual (vegetativamente). Los dos tipos de propagacion pueden resultar
ineficientes si no se proporcionan las condiciones adecuadas. Cuando no se forman
semillas o se forman muy pocas, éstas pierden rapidamente su viabilidad y la
reproduccion sexual no es satisfactoria; en esos casos la Unica opcion es la

multiplicacion vegetativa.

2.4.2 Propagacion asexual

Las orquideas pueden ser propagadas vegetativamente mediante la division de
plantas, es el método que asegura la descendencia idéntica a la planta madre, pero es
muy limitada la cantidad de plantas obtenidas, ademas necesita mucho tiempo (Arditti,
1990). Aunque algunas variedades son facilmente reproducibles vegetativamente, por
esquejes o divisiones convencionales, las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in
vitro pueden utilizarse de manera Optima para mejorar las tasas de multiplicacion
(Murashige, 1974).

En la orquidea Rhynchostylis retusa, Thomas y Michael (2007) observaron desventajas
en su reproduccion vegetativa debido al crecimiento lento y la poca division de

pseudobulbos. Estas caracteristicas son limitantes que se reflejan en una tasa de
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reproduccion baja, para el cultivo comercial de esta especie fue necesario desarrollar

un procedimiento de propagacion eficiente in vitro.

2.5 Cultivo de tejidos vegetales in vitro

El término cultivo in vitro abarca un amplio rango de técnicas bajo condiciones
estrictamente asépticas (Fay, 1994).

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro son una herramienta biotecnoldgica
gue entre muchas aplicaciones ha facilitado la propagacion y conservacion de
diferentes especies; incluidas plantas ornamentales, forestales, frutales, entre otras
(Irondo- Alegria, 2001; Flores-Escobar et al., 2008).

La investigacion en el cultivo de tejidos vegetales in vitro puede cubrir un rango amplio
de actividades; por ejemplo desde la investigacibn basica sobre los procesos
bioquimicos y morfologicos de la diferenciacion celular, hasta la investigacion aplicada
y al desarrollo de tecnologias para la propagacion clonal o mejoramiento genético de
plantas (Mroginski y Roca, 1991).

La micropropagacion ofrece la posibilidad de clonacion de plantas seleccionadas y
producirlas a gran escala mediante las técnicas de cultivo de tejidos (Yanelly et al.,
2010). En este aspecto podemos encontrar a la Capa Fina de Células, TCL por sus
siglas en inglés, es una de las técnicas in vitro utilizada para la regeneracion de
plantas. Los explantes pequefios, de diferentes érganos de la planta, pueden ser
disecados de forma longitudinal (ITCL) o transversal (tTCL). En la primera forma, las
capas finas solo contienen un tipo de células mientras en el segundo se obtienen

células de diferentes tipos de tejidos (Tran, 1981).

2.5.1 Totipotencia celular

Es denominada la capacidad de cualquier célula de la planta, para regenerar la

estructura completa de un individuo, debido a que contiene la informacién genética
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necesaria (Tapia y Monroy, 2007; Lopez et al., 2008; Azcén-Bieto y Talon, 2013).En
cultivo de tejidos vegetales in vitro, la totipotencia celular da la capacidad a la célula de
diferenciar los meristemos adventicios y regenerar nuevos Organos (Azcon-Bieto y
Talén, 2013).

2.5.2 Morfogénesis in vitro

Tran (1981), se refiere al término morfogénesis como la formacion de nuevas
estructuras con funciones conocidas y desconocidas o estructuras como callos o pelos

unicelulares.

Puede definirse como la génesis o iniciacion de la forma y funcion de organismos vivos.
El objetivo fundamental es identificar los procesos moleculares, bioquimicos y
fisiologicos que conducen a la aparicion de nuevas estructuras organizadas en el
cuerpo de la planta. Tomando como base estos tres aspectos, se define como el
desarrollo junto con el control del crecimiento celular y la diferenciacion celular (Pierick,
1990; Taiz y Zeiger, 2010, Azcén-Bieto y Talon, 2013).

La morfogénesis in vitro se lleva a cabo mediante la utilizacion de las técnicas del
cultivo de tejidos vegetales, en las cuales los cultivos se mantienen bajo condiciones
controladas de asepsia, en un medio de cultivo artificial, con el balance de hormonas y
otros suplementos inorganicos y organicos. También se tiene estricto control de los
factores ambientales que influyen en la generacion del éptimo desarrollo, a fin de lograr
las respuestas morfogénicas requeridas a partir del explante. La morfogénesis in vitro
puede seguir dos rutas: la organogénesis y embriogénesis somatica (Laux y Jirgens,
1997).

2.5.2.1 Organogénesis in vitro

Esta respuesta morfogénica se ve afectada principalmente por las condiciones del

medio de cultivo (Mukherjee et al., 1991), sin embrago se debe de considerar que es el
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resultado de la interaccion entre el explante, el medio de cultivo, las condiciones
ambientales y las fitohormonas (Azcén-Bieto y Talon, 2013). Como resultado es la
formacion de brotes en un explante y puede lograrse de forma directa o indirecta. Las
células somaticas del explante pueden regenerar una planta completa en la
organogeénesis directa. En la organogénesis indirecta interviene una fase de callos y la

posterior formacion de brotes (Krikorian y Roca, 1991).

2.5.2.2 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somética se define como el proceso por el cual células somaticas
haploides o diploides se desarrollan en plantas diferenciadas pasando por las etapas
caracteristicas embriolégicas sin que exista la fusibn de gametos (Williams vy
Maheswaran, 1986; Chugh y Khurana, 2002; Fehér, 2005; Ikeda et al., 2006).

La regeneracién de plantas in vitro via embriogénesis somatica es un prerrequisito
indispensable para la aplicacion de algunas herramientas de la biotecnologia en la

mejora genética de las plantas (Hernandez et al., 2010).

La embriogénesis somatica simula la embriogénesis cigética y puede variar
considerablemente entre las especies, pero en general es bastante similar. La
embriogénesis somatica puede lograrse por dos rutas: directa, donde los embriones se
forman directamente en el explante, e indirecta, donde se presenta una fase de callos

previa a la formacion de los embriones (Krikorian y Roca, 1991).

2.6 Factores que afectan los procesos morfogénicos in vitro

La morfogénesis in vitro depende de la capacidad de las células somaéticas,
particularmente de las presentes en los tejidos parenquimatosos, para regenerar una

planta completa (Laux y Jurgens, 1997).
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Algunos factores importantes para la morfogénesis son las concentraciones y tipos de
fitohormonas, comunmente citocininas y auxinas, la fuente y concentracion del
nitrégeno y algunas otras sustancias como la sacarosa (Villalobos y Thorpe, 1991).La
produccién de brotes adventicios varia de genotipo a genotipo (Cousineau y Donnelly,
1991; Turk et al., 1994; Graham et al., 1997).

Es por ello que se deben de disefiar protocolos individuales de regeneracién, propios
para la especie o cultivar que se ocupa con base en experimentos propios (Zawadzka y
Orlikowska, 2006).

2.6.2 El explante

La eleccion del explante apropiado constituye el primer paso para el establecimiento de
los cultivos; la eleccion estard determinada por el objetivo perseguido y la especie
vegetal utilizada (Mroginski y Roca, 1991). Pueden ser muy variados y disecados a
partir de tallos (nodal e internodal), yemas axilares, hojas, apices o meristemos

apicales, protoplastos, raices, pedicelos y flores (Valle-Sandoval et al., 2008).

Cuando se desea mantener la diversidad en plantas el material a utilizar deben ser las
semillas; sin embargo, si la forma de propagacion no es la apropiada o que las semillas
no sean viables, se opta por usar alguna otra parte de la planta que tenga actividad
meristematica (Fay, 1994). Existen reportes que siendo el mismo origen del explante,
pero de diferente edad fisiol6gica, muestra diferencia al medir la respuesta morfogénica
(L6pez-Gdmez et al., 2010).

Valle-Sandoval et al. (2008), reportaron que los segmentos de tallo en Dendranthema X

grandiflorum, se oxidaron debido a que el tamafio era menor, comparado con otros

explantes disecados de otros segmentos de tallo.

20



2.6.3 Medio de cultivo

El medio de cultivo debe ser acorde a cada especie, porque es el soporte que
proporciona los nutrientes necesarios para su desarrollo (Tadeu et al., 2002).Debido a
la composicion de iones presentes en el medio de basal del MS (Murashige y Skoog,
1962), lo hacen idéneo para cubrir las demandas nutrimentales de diversos cultivos
(Krikorian y Roca, 1991).Sin embargo se han probado de forma in vitro y en diferentes
especies, varios medios para la obtencion de una respuesta morfogénica, entre estos
se encuentran el SH (Shenk y Hildebrandt, 1972), B5 (Gamborg et al.,, 1968), GD
(Gresshoff y Doy, 1974), KM (Kao y Michayluk, 1975), LM (Litvay et al., 1985), NN
(Nitsch y Nitsch, 1969) SI (Franklin et al.,1991), LS (Linsmaier y Skoog, 1965) y el Wh
(White, 1963).

2.6.4 Fitohormonas y reguladores de crecimiento

Azcon-Bieto y Talon (2013) mencionan que las fitohormonas son sustancias organicas
gue se sintetizan en la planta, que en concentraciones mas bajas que los nutrientes o
vitaminas, tienen la capacidad de afectar procesos fisioldgicos, ademas de contar con
una reaccion primaria que desencadena eventos internos y producir un efecto
fisioldgico. Su accion repercute en otro sitio de la biosintesis pero también puede ser la

accion con efecto local.

Todas las células vegetales tienen la capacidad de sintetizar hormonas, sin embargo,
las de mayor actividad son las de zonas meristeméticas en tallos y raices, primordios
de Organos en partes vegetativas o reproductoras y en semillas. El efecto en la
respuesta hormonal esta ligada a la concentracion y la sensibilidad y ésta a su vez es
dependiente al genotipo, tejido, edad, el estado fisiol6gico de la planta, las condiciones

ambientales y la presencia o ausencia de otras hormonas (Azcon-Bieto y Talon, 2013).

En algunos casos, las respuestas deseadas en los cultivos in vitro se obtienen sélo con

el empleo del medio de cultivo basal; sin embargo, en la mayoria de las investigaciones
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es necesario agregar fitohormonas al medio, generalmente auxinas y citocininas
(Krikorian y Roca, 1991). Sin embargo, ninguna hormona tiene el control absoluto de un
proceso fisioldgico, es asi que se debe considerar la interaccion positiva o negativa
entre las hormonas presentes (Azcon-Bieto y Talén, 2013).

En general, se reconocen cinco grupos de fitohormonas, que son las auxinas,
citocininas, giberelinas, etileno y acido abscisico (Azcén-Bieto y Talon, 2013). El grupo
de las auxinas y citocininas, son frecuentemente usadas, de forma individual o

combinadas, por sus efectos en la morfogénesis in vitro (De Pauw et al., 1995).

Las auxinas son responsables del alargamiento o elongacién celular, ademéas de
participar en diversos procesos como la division y diferenciacion celular, la formacién
de raices adventicias, la dominancia apical o en el desarrollo de frutos. (Azcon-Bieto y
Talén, 2013), ademas de tener un papel importante en la polaridad de la planta
(George et al., 2008). Las auxinas que mas se utilizan en el establecimiento de los
cultivos in vitro son: 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido naftalenacético (ANA), Acido
Indol-3-acético (AlA) y acido indolbutirico (AIB) (Krikorian y Roca, 1991).

Las giberelinas actian como alargadores de tallos, participan en el desarrollo y
maduracion de fruto, la germinacién y en el crecimiento vegetativo o reproductivo de la
planta, ademéas de influir en la induccién de la floracién. Entre otros efectos se
encuentra la activacion de la division celular, extensibilidad de la pared celular, la
disposicion trasversal de los microtubulos y el transporte del calcio (Azcén-Bieto y
Talon, 2013).

Las citocininas son las fitohormonas encargadas de regular la divisién celular, ruptura
de dominancia apical, organogénesis in vitro, senescencia foliar, floracion y desarrollo
de cloroplastos. Son sintetizadas principalmente en meristemos de raices o tejidos
meristematicos aéreos, en el endospermo o eje embrionario, su funcién principal es el
mantenimiento de los meristemos aunque pueden ser mensajeros del estado nutritivo

de las raices y repercutir en el desarrollo de las mismas o de los tallos. El rol de las
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citocininas, esta ligado en la iniciacion de los primordios foliares y la posicion en la que
emergen (Azcon-Bieto y Talén, 2013). Las citocininas mas comunes ocupadas de
forma in vitro son 6-furfurilaminopurina (KIN), 6-benzilamino-purina BAP y zeatina
(ZEA) (Krikorian y Roca, 1991).

El etileno es una fitohormona que participa en diferentes etapas del desarrollo de la
planta, esta presente durante la germinacion, la maduracion, senescencia o respuesta
al estrés. Algunas respuestas que se pueden atribuir al etileno son el engrosamiento
del hipocotilo, cambio en la orientacion del desarrollo y reduccién de la elongacion;
estas caracteristicas ayudan en la germinacion al proteger el meristemo y apoyan

cuando emerge del suelo (Azcon-Bieto y Talon, 2013).

El acido abscisico (ABA) es conocido por su accion en el crecimiento vegetal y se
encuentra en todos los tejidos vegetales, algunas cianobacterias, musgos, hongos
fitopatdégenos y algas verdes. Controla el desarrollo embrionario; mitosis, expansion y
diferenciacion celular, reservas de proteinas, almidén y grasas. Esta relacionado en
plantas superiores, con el estrés hidrico, mecéanico, salino, térmico y el cierre de
estomas; inicia la sintesis de proteinas implicadas en la tolerancia y reduce la

transpiracion como mecanismos para evitar la desecacion (Azcon-Bieto y Talon, 2013).

Los reguladores de crecimiento son sustancias naturales o sintéticas que en
concentraciones altas, pueden ser letales para la planta. La adicibn en su forma
sintética a cultivos, ha mostrado mejoras y modificaciones en el desarrollo de las
plantas (Azcon-Bieto y Talon, 2013).

2.6.5 Antioxidantes y adsorbentes

Los antioxidantes son compuestos que reaccionan o controlan la concentracion de
compuestos reactivos de oxigeno y nitrégeno, convirtiéndolas en formas no toxicas o

evitando el efecto oxidativo en las células (Azcon-Bieto y Talon, 2013).
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La adicion de carbdn activado a los medios puede tener multiples beneficios en los
cultivos in vitro, por ejemplo proporciona un ambiente oscuro (Dumas y Monteuuis
1995). El carbén activado mostrd en el cultivo de protoplastos ser benéfico al absorber
las sustancias toxicas durante el aislamiento y mantener poblaciones de células sanas
(Neumann et al., 2009).

2.6.6 Fuente de carbono

Los sistemas in vitro dependen de la adicién de luz y de fuente de carbono exdgenos
demandados por los érganos o tejidos, a diferencia de los sistemas in vivo (Tran,
1981).La adicion de sacarosa al medio de cultivo, provee de una fuente de carbono y
de energia necesaria para los tejidos vegetales (Hall, 2000; De Faria et al., 2004;
Neumann et al.,, 2009), ademas de ser comunmente la fuente de carbohidrato
empleado en el cultivo de células y tejido, regula la asimilacion de carbén inorganico y

la diferenciacion embriogénica (Neumann et al., 2009).

2.7 Cultivo in vitro de orquideas

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro pueden contribuir a la conservacién
de las orquideas (Flores-Escobar et al., 2008). Usando esta herramienta
biotecnoldgica, se pueden proteger orquideas endémicas o en peligro de extincién
(Pedroza-Manrique et al., 2005). Sus aplicaciones abarcan desde el aumento de la tasa
de germinacion, el rescate de embriones y la micropropagacion (Flores-Escobar et al.,
2008). La propagacion mediante las técnicas de cultivo in vitro a larga escala también
brinda un beneficio para las orquideas y su conservacion ex situ (Condemarin-
Montealegre et al., 2007; Chugh et al., 2009).

Cuando la propagacion por semilla de orquideas no es viable o se desea propagar un
determinado genotipo, se recurre a las técnicas convencionales de propagacion

vegetativa a través de la division continua de pseudobulbos o a la micropropagacion.
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Las técnicas de micropropagacion representan muchas ventajas; principalmente
porque se requiere de poco material vegetativo para iniciar los cultivos (Fay, 1994), las
altas tasas de multiplicacion que se consiguen y la obtencion de plantas libres de virus
o enfermedades (Iriondo, 2001).

La propagacion clonal muestra una gran ventaja en la industria horticola, debido a la
producciéon de flores uniformes durante periodos especificos de demanda comercial
(Chugh et al., 2009).La obtencion de una plantula de orquidea, se establece en tres
fases sucesivas, la primera es la germinacion, seguida de la formaciéon de cuerpo
parecidos a protocormos PLBs (Protocorm Like Bodies) por sus siglas en inglés, y por

ultimo el desarrollo de las plantulas (Thomas y Michael, 2007).

2.7.1 Medios de cultivo en orquideas

La primera aportacion al cultivo de orquideas mediante la germinacién asimbiotica, fue
con los medios nombrados Knudson B (KB) y Knudson C (KC) publicados en los afios
1922 y 1946 respectivamente, logrando el uso para la micropropagacion en afos
posteriores (Arditti y Krikorian, 1996). Aunque Domokos (1976) menciona que la
primera vez que se germinaron orquideas fue por Maria Galambos, en un medio con

composicion similar a las de Knudson By C en el afio 1914 (Arditti, 1984).

Hasta la fecha se han probado diferentes medios con variaciones en concentraciones y
composiciones dependiendo de la especie. Algunos ejemplos son el MS (Murashige y
Skoog, 1962), VW (Vacin y Went, 1949), MM (Malmgren, 1996), PhytoTechnology
Orchid Seed Sowing Medium (P723; Johnson et al., 2007), Harvais medium (Harvais,
1982), BM1 terrestrial orchid médium (BM1; Van Waes y Debergh, 1986), Lucke (L;
Anderson, 1996), LM (Lindemann et al., 1970), Phytamax® (Sigma® — P0931), Robert
Erast (RE; Arditti, 1982), Thomale GD (Thomale, 1954), Hyponex NO16 (Zeng et al.,
2011),B141 (PhytoTechnology Laboratories, Shawnee Mission, KS;Kauth et al., 2011)
0753 (phytotechnology médium; Asghar et al., 2011) y New Dogashima (Tokuhara y
Mii, 1993).
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2.7.2 Germinacion in vitro

Richter (1971) establecié que la técnica de cultivo de semillas in vitro tiene una
importancia fundamental en la obtencion de nuevas plantas de hibridos. Este método
se ha convertido en un procedimiento ampliamente utilizado y de rutina para el rescate
de embriones que normalmente no crecen ni se convierten en plantulas; es decir, el
material no se estd multiplicando clonalmente, pero si se estd multiplicando el

germoplasma que se perderia en condiciones naturales.

La germinacion asimbidtica por medio de cultivo in vitro fue reportada por primera vez
en orquideas por Knudson (1946; Arditti y Krikorian, 1996), se ocupa para aumentar y
hacerla eficiente (Teixeira da Silva et al., 2015).Es un método frecuente de
propagacion, sin embargo, el estado de latencia presente en muchas semillas de
especies silvestres reduce significativamente su eficacia en condiciones naturales (Fay,
1994). Se han realizado diferentes investigaciones sobre la germinacién y crecimiento
temprano de plantulas, asi como la determinacion de los requerimientos 6ptimos

nutricionales (Thomson et al., 2006).

En ciertas orquideas, las semillas germinan asépticamente y las plantulas se pueden
desarrollar, incluso en ausencia de hormonas exégenas (Krikorian y Roca, 1991). Sin
embargo, se han desarrollado diferentes protocolos in vitro para algunas especies, asi
como diversos medios, sales y reguladores de crecimiento vegetal, adecuados para la
germinacién y propagacion (Arditti y Ernst, 1993).

Los reguladores de crecimiento son elementos importantes en la fase germinacion
como en Vanda coerulea (Devi et al., 1998), o efectos inhibidores como lo encontrado
en Aerides rosea (Shinha et al., 1998). Segun Deb y Temjensangba (2006) la
germinacion puede estar influenciada por el medio de cultivo, la adicién de reguladores

de crecimientos o la edad de las semillas.
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La germinacion asimbidtica es una técnica de propagacion ocupada en la produccion
masiva y en la conservacion de orquideas (Arditti et al., 1981; Kauth et al., 2006;
Stewart y Kane, 2006; Thomas y Michael, 2007).

En la germinacion de orquideas se debe considerar tres condiciones, la primera es la
viabilidad, el embriébn debe ser capaz de germinar; la segunda se refiere a las
condiciones ambientales adecuadas y la tercera es la superacion de la posible latencia
(Pedroza-Manrigue et al., 2005). Otros factores que pueden romper este tipo de
guiescencia son la alternancia de temperaturas, el lavado de inhibidores solubles al

agua o la imbibicién en soluciones de acido giberélico (Iriondo y Pérez, 1999).

2.7.3 Propagacion clonal

Para la propagaciéon masiva de orquideas a mayor escala; mediante las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales in vitro, se pueden usar varias partes de la planta como
explantes, por ejemplo, apices de brote, segmentos de nudos de las inflorescencias,
segmentos de hoja, tallo, brotes, protocormo, apices meristematicos y segmentos de
rizoma (Morel, 1960; 1964; Capellades et al., 1991; Batygina et al., 2003; Vij y
Aggarwal, 2003; Puchooa, 2004; Chugh et al., 2009).

De todos estos explantes, la propagacion a partir de yemas es de las mas empleadas
en especies de orquideas, ya que se garantiza la estabilidad genética de las nuevas

plantas y se evita la variacion somaclonal (Condemarin-Montealegre et al., 2007).

Los meristemos tienen la ventaja de ser tejidos genéticamente muy estables y de
encontrarse normalmente libres de virus. No obstante, a menudo resulta dificil su
utilizacién debido a que su manipulacibn es mas compleja a consecuencia de su
reducido tamafio (0.2-1.0 mm) y al largo periodo de tiempo requerido para el desarrollo
de las plantulas. Debido a ello, es mas frecuente la utilizacion de explantes caulinares

constituidos por el meristemo apical y uno o mas nudos (Iriondo, 2001).
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ll. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola del
Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad - Genética del Colegio de

Postgraduados - Campus Montecillo.

3.1 Material vegetal

Se usaron capsulas sanas Y fisiologicamente en estado de madurez de Bletia purpurea
var. purpurea obtenidas de una coleccion privada del municipio de Orizaba, del Estado

de Veracruz.

3.2 Medio de cultivo y condiciones de incubacion

Durante las diferentes etapas de esta investigacion se us6 el medio de cultivo basico
de Murashige y Skoog (MS; 1962) adicionado con sacarosa (20 - 30 g L™), agar
(Sigma® 9.5 g L"), mioinositol (100 mg L™) y tiamina (1.0 mg L™). El pH se ajust6 a 5.7
con NaOH o HCI 1N, mediante un potenciometro (Orion 3 star pH Benchtop Thermo
Scientific®). La esterilizacion del medio de cultivo se hizo en una autoclave vertical
(AESA®, modelo 300) a 121 °C y 1.5 kg cm™ de presién durante 20 min.

Los frascos de cultivo con el material vegetal sembrado en todos los experimentos, se
incubaron en un cuarto bajo las siguientes condiciones ambientales: temperatura de 25
+ 2 °C, humedad relativa de 30 % y con fotoperiodo de 16/8 h luz/obscuridad,
proporcionada por tubo T8 LED de policarbonato, luz fria blanca, con un flujo luminoso
de 45 pmol m? s™.
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3.3 Establecimiento del cultivo aséptico

Las capsulas sanas, sin dafios mecanicos, cerradas y completamente desarrolladas,

fueron cortadas y se envolvieron en toallas de papel absorbente para conservarlas en

refrigeracion durante un mes a 8 °C. Para la desinfeccion superficial se siguieron los

pasos que se describen en la Figura 2.

Las capsulas en un frasco de 250 mL + detergente comercial en polvo + agua corriente,

protegido con gasa y sujetada con una liga. Durante 10 min agitacién constante.

~>

r
Enjuagues con agua corriente + Cinco
enjuagues con agua destilada
esterilizada.
\
4
Benlate® + Captan® 30 min. 8 g L™
cada uno.
\

>

Cinco enjuagues con agua destilada
esterilizada.

Cinco enjuagues con agua destilada

esterilizada.

-
-
-
-

Tween® 20 al 1% durante 10
minutos.

>

esterilizada.

|
|
|

Campana de Flujo Laminar:
Peroéxido de oxigeno (H,0,) al 3%
durante 1 h.

Seis enjuagues con agua destilada ]

~>

Cloralex®, NaOCI 15% + Microdyn®
10%, durante 15 min.

Figura 2. Pasos del tratamiento de desinfeccién superficial de capsulas de Bletia purpurea var.

purpurea.
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3.3.1 Variables Cuantificadas

Después de cuatro semanas de cultivo se cuantificé la contaminacion por bacterias y

hongos (%).

3.4 Germinacion de semillas y crecimiento de plantulas in vitro

3.4.1 Induccién de germinacion

Para inducir la germinacién se usé el medio de cultivo MS (1962), adicionado con
sacarosa (30 g L™ y se evaluaron cuatro tratamientos integrados por las vitaminas del
medio MS y las del medio Torrey y Reinert (TR, 1961) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Suplementos organicos adicionados al medio de cultivo MS (1962) para evaluar la
germinacion de Bletia purpurea var. purpurea.

Tra(':\zlilgnni](?)nto Vitaminas Suplement(%/i)Orgénicos
1 - -
2 Vitaminas MS 50
3 Vitaminas TR 50
4 Vitaminas MS + Vitaminas TR 50 + 50

MS = Medio Murashige y Skoog (1962) y TR = Medio Torrey y Reinert (1961).

3.4.1.1 Variables cuantificadas

A las cuatro semanas de cultivo se cuantificé la tasa de oscurecimiento del explante
(%) y la respuesta morfogénica de las semillas medida como porcentaje de
germinacién (%) y el tiempo en que se presenté (dias).

3.4.1.2 Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se establecid bajo un disefio completamente al azar con seis
repeticiones por tratamiento. Se consideré como unidad experimental cada frasco con

las semillas sembradas. Los datos se sometieron a un andlisis de varianza usando el
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programa estadistico SAS (SAS, 2002) y para la comparacion de medias se uso la

prueba de Tukey (P<0.05). Se transformaron los datos usando la formula x = \/y + 1.

3.4.2 Crecimiento de pléantulas in vitro

Las plantulas obtenidas de los tratamientos de induccion de germinacion, se
subcultivaron para promover su alargamiento en el medio MS (1962) a la mitad de su
concentracion de sales, adicionado con sacarosa (20 g L™), tiamina (1.0 mg L™);

benciladenina (BA, 1.0 mg L™), 4cido indolacético (AIA, 0.5 mg L™) y carbén activado (2
gL™h.

3.5 Regeneracién de plantas via organogénesis directa

La capacidad morfogénica de Bletia purpurea var. purpurea se evaludé a partir de
plantulas germinadas in vitro, se ocuparon explantes de toda la planta, excepto las

raices.

3.5.1 Tipos de explante

Se seleccionaron plantulas germinadas in vitro de seis meses de edad con altura

promedio de 15 cm y diametro de pseudobulbo de 5 mm (Figura 3).

Figura 3. Morfologia de una plantula de Bletia purpurea var. purpurea de seis meses de edad
obtenida in vitro.
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A las plantulas se les eliminaron las raices antes de disecar los explantes. Se
obtuvieron dos tipos tejidos como explantes: secciones de hoja y secciones del
pseudobulbo. Los explantes de hoja consistieron en segmentos de la zona apical,
media y basal de la lamina. Para los pseudobulbos se probé la técnica llamada Thin
Cell Layer (TCL, Tran, 1973), la cual consiste en hacer cortes transversales para
obtener capas delgadas (1-2 mm de grosor por 5 mm de diametro) respetando su
polaridad, para usarlos como explantes (Figura 4). Debido a esto, se obtuvieron
secciones basales, media, apical y basal de la primera hoja. En total se obtuvieron siete
explantes de cada plantula, los cuales se sembraron en el medio de cultivo MS (1962),
adicionado con carbén activado (1 g L™) y diferentes concentraciones de hormonas
(Cuadro 2). Al combinar los 7 tipos de explantes con los 3 medios de cultivo evaluados

se tuvo un experimento con 7 X 3= 21 tratamientos experimentales totales.

\ \ Seccion apical de lamina

Seccién media de lamina
Seccién basal de lamina

L

/

‘y/‘ Seccién basal de hoja
" Seccion apical del pseudobulbo
Seccion media del pseudobulbo
J Seccién basal del pseudobulbo
5cm j
1
|
Figura 4. Plantula de Bletia purpurea var. purpurea obtenida in vitro donde se indican las zonas de
diseccion para obtener los explantes.

Cuadro 2. Combinaciones de citocininas y auxinas y concentraciones del medio de cultivo
evaluadas durante la etapa de induccidon de brotes en diferentes explantes de Bletia
purpurea var. purpurea.

Tratamiento Sacar?sa Medio de cultivo MS BA ANA AlA
(No) (gL?) (%) mg L™ UM mgL? pM  mgL' M
1 20 50 2.0 8.88 2.0 10.6 - -
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2 20 50 1.0 4.44 - - 0.5 2.8
3 20 100 1.0 4.44 - - 0.5 2.8

BA = Benciladenina; ANA = acido naftalenacético, AIA = acido indolacético.

3.5.1.1 Variables Cuantificadas

A las cuatro semanas de cultivo se registré el nimero de explantes con brotes y

namero de brotes por explante.

3.5.1.2 Disefio experimental y andlisis estadistico

El experimento se condujo bajo un disefio completamente al azar con diez repeticiones
por tratamiento. Se consideré como unidad experimental cada frasco con un explante
plantado. Los datos se sometieron a un andlisis de varianza usando el programa
estadistico SAS (SAS, 2002) y para la comparacion de medias se usé la prueba de
Tukey (P<0.05).

3.5.2 Induccién de brotes

Con el propésito de optimizar la produccién de brotes y después de determinar el mejor
tipo de explante, se estableci6 un nuevo experimento con 37 tratamientos
experimentales para evaluar otras fuentes y dosis de reguladores del crecimiento, asi
como el porcentaje de sales del medio MS (1962), el cual siempre estuvo
suplementado con carbén activado (1 g L™) (Cuadro 3). Se utilizaron secciones de

discos de pseudobulbo de 5 mm de didmetro.

3.5.2.1 Variables Cuantificadas

A las cuatro semanas de cultivo se cuantificaron el nimero de brotes por explante y

porcentaje de brotaciéon dado por el nimero de explante con respuesta.
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3.5.2.2 Disefio experimental y andlisis estadistico

El experimento se condujo en un disefio completamente al azar con diez repeticiones
por tratamiento. Se considerd la unidad experimental una seccion transversal de
pseudobulbo plantada en cada frasco. Los datos se sometieron a un analisis de
varianza usando el programa estadistico SAS (SAS, 2002) y para la comparacion de

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

Cuadro 3. Concentracion de sales del medio de cultivo MS (1962), sacarosa, auxinas y citocininas
evaluadas en la induccién de brotes de Bletia purpurea var. purpurea a partir de
explantes de pseudobulbo al azar de la zona apical, media o basal.

Tratamiento Citocinina Auxina Citocinina Auxina MS Sacarosa
(No) (mg L™ (mg L™ (HM) (HM) (%) 9Lh
1 - - - - - - - - 50 20
2 - - - - - - - - 100 30
3 - - ANA 0.54 - - ANA 2.86 50 30
4 - - ANA 1.0 - - ANA 5.3 50 20
5 - - ANA 1.0 BA - ANA 5.3 50 30
6 - - ANA 2.0 - - ANA 10.6 50 20
7 - - AlA 0.5 - - AlA 2.85 50 30
8 - - AlA 0.93 BA - AlA 5.3 50 30
9 KIN 1.9 ANA 2.0 KIN 9.23 ANA 10.6 100 30
10 KIN 1.9 ANA 1.0 KIN 9.23 ANA 5.3 100 30
11 KIN 1.9 ANA 0.5 KIN 9.23 ANA 2.65 100 30
12 BA 1.0 - - BA 4.44 - - 50 20
13 BA 1.0 ANA 1.0 BA 4.44 ANA 5.3 50 20
14 BA 1.0 ANA 2.0 BA 4.44 ANA 10.6 50 20
15 BA 1.0 AlA 0.5 BA 4.44 AlA 2.85 50 20
16 BA 1.0 AlA 0.5 BA 4.44 AlA 2.85 100 20
17 BA 1.0 - - BA 4.44 - - 50 30
18 BA 1.0 ANA 1.0 BA 4.44 ANA 5.3 50 30
19 BA 1.0 AlA 0.93 BA 4.44 AlA 5.3 50 30
20 BA 1.0 AlA 0.93 BA 4.44 AlA 5.3 50 30
21 BA 1.0 ANA 0.54 BA 4.44 ANA 2.86 50 30
22 BA 1.0 AlA 0.5 BA 4.44 AlA 2.85 50 30
23 BA 2.0 - - BA 8.88 - - 50 20
24 BA 2.0 ANA 1.0 BA 8.88 ANA 5.3 50 20
25 BA 2.0 ANA 2.0 BA 8.88 ANA 10.6 50 20
26 BA 2.0 ANA 2.0 BA 8.88 ANA 10.6 100 30
27 BA 2.0 ANA 1.0 BA 8.88 ANA 5.3 100 30
28 BA 2.0 ANA 0.5 BA 8.88 ANA 2.65 100 30
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29 BA 2.0 - - BA 8.88 - - 50 30

30 BA 2.0 ANA 1.0 BA 8.88 ANA 5.3 50 30
31 BA 2.0 ANA 0.54 BA 8.88 ANA 2.86 50 30
32 BA 2.0 AlA 0.5 BA 8.88 AlA 2.85 50 30
33 BA 3.0 - - BA 13.32 - - 50 30
34 BA 3.0 ANA 1.0 BA 13.32 ANA 5.3 50 30
35 BA 3.0 AlA 0.93 BA 13.32 AlA 5.3 50 30
36 BA 3.0 ANA 0.54 BA 13.32 ANA 2.86 50 30
37 BA 3.0 AlA 0.5 BA 13.32 AlA 2.85 50 30
AIA = acido indol-3-acético, ANA = A&cido naftalenacético, BA = Benciladenina, KIN = 6-

furfurilaminopurina.

3.5.3 Multiplicacién de brotes

En esta etapa del proceso se utilizaron brotes de 0.5-1.0 cm y se subcultivaron en
frascos de vidrio de 100 mL de capacidad, con 30 mL de medio de cultivo MS (1962)
adicionado con sacarosa (30 g L™), carbén activado (1 g L™) y se probaron diferentes
concentraciones sales del medio, auxinas y citocininas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Medio de cultivo MS (1962) adicionado con sacarosa (30 g L™), auxinas y citocininas

evaluadas en la multiplicacién de brotes de Bletia purpurea var. purpurea a partir de
explantes de pseudobulbo.

Tratamiento Citocinina Auxina Citocinina Auxina
(No) mg L' mg L' UM UM

1 - - ANA 1.0 - - ANA 53
2 AlA 0.93 - - AlA 53
3 - - ANA 0.54 - - ANA 2.86
4 - - AlA 0.5 - - AlA 2.85
5 BA 1.0 - - BA 4.44 - -

6 BA 1.0 ANA 1.0 BA 4.44 ANA 53
7 BA 1.0 AlA 0.93 BA 4.44 AlA 53
8 BA 1.0 ANA 0.54 BA 4.44 ANA 2.86
9 BA 1.0 AlA 0.5 BA 4.44 AlA 2.85
10 BA 2.0 - - BA 8.88 - -

11 BA 2.0 ANA 1.0 BA 8.88 ANA 5.3
12 BA 2.0 ANA 0.54 BA 8.88 ANA 2.86
13 BA 2.0 AlA 0.5 BA 8.88 AlA 2.85
14 BA 3.0 - - BA 13.32 - -

15 BA 3.0 ANA 1.0 BA 13.32 ANA 5.3
16 BA 3.0 AlA 0.93 BA 13.32 AlA 5.3
17 BA 3.0 ANA 0.54 BA 13.32 ANA 2.86
18 BA 3.0 AlA 0.5 BA 13.32 AlA 2.85
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AIA = Aacido indol-3-acético, ANA = &cido naftalenacético, BA = Benciladenina, KIN = 6-
furfurilaminopurina.

3.5.3.1 Variables cuantificadas

A las tres semanas de cultivo se cuantificé el nimero brotes por explante y porcentaje

de brotacion.

3.5.3.2 Disefio experimental y andlisis estadistico

El experimento se condujo en un disefio completamente al azar con diez repeticiones
por tratamiento. Se consider6 la unidad experimental cada frasco sembrado con un
brote de 0.5 - 1.0cm en el frasco. Los datos se sometieron a un analisis de varianza
usando el programa estadistico SAS (SAS, 2002) y para la comparacion de medias se
usé la prueba de Tukey (P<0.05).

3.5.4 Enraizamiento in vitro de plantulas

Se seleccionaron plantulas de 10 cm de altura y se cultivaron en frascos de 250 mL de
capacidad, con 40 mL de medio de cultivo. Se us6 el medio de cultivo MS (1962) a la
mitad de concentraciéon de sales, adicionado con sacarosa (20 g L™) y dos
concentraciones de AIB (2y 2.5 mg L™).

3.5.4.1 Variables cuantificadas

A los 15, 20 y 25 dias se midi6 nimero y tamafio de raices (cm) y el porcentaje de

enraizamiento.

3.5.4.2 Disefio experimental y andlisis estadistico

El experimento se condujo en un disefio completamente al azar con diez repeticiones
por tratamiento. Se considerd la unidad experimental una plantula plantada en cada
frasco. Los datos de numero y tamafo de raices, se sometieron a un analisis de
varianza usando el programa estadistico SAS (SAS, 2002) y para la comparacién de

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

36



3.5.5 Aclimatacion

En esta etapa se seleccionaron plantulas de 12 cm de altura, se enjuagaron con agua
destilada estéril y se trasplantaron individualmente en vasos de unicel del1l8mL con
una mezcla de agrolita- peat moss (1:1) previamente humedecido, se protegieron con
una bolsa de polietileno transparente sujetada con una liga.

A los 15, 20 y 25 dias se hicieron dos perforaciones en los extremos de las bolsas de
plastico y al término de 30 dias después del trasplante se retird la proteccién. Dos
semanas después se evalud el porcentaje de supervivencia. El proceso empleado para
evaluar la regeneracion in vitro de Bletia purpurea var. purpurea via organogénesis

directa se detalla en la figura 4.

Crecimiento de

Cultivo aséptico Germinacién plantulas
Induccion de brotes Tipos de Explantes Organogenesis
directa
Multiplicacion de Enraizgmiento de Aclimatacion de
brotes plantulas plantulas

Figura 5. Etapas del proceso metodoldgico para la regeneracion in vitro de Bletia purpurea var.
purpurea via organogénesis directa.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Establecimiento del cultivo aséptico

El procedimiento que se empled para la limpieza de las capsulas de Bletia purpurea
var. purpurea (inmersién de las capsulas en una solucién de Tween® 20 al 1% durante
10 min, seguido de seis enjuagues con agua destilada esterilizada (ADE),
posteriormente su inmersién en una solucién de Benlate® + Captan® (8 g L™ cada uno)
durante 30 min, después en peroxido de oxigeno (H20;) al 3% durante 1 h y por ultimo
en una solucion de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex®, NaOCI) 15% + Microdyn®
10% durante 15 min), resulté un método eficiente, ya que después de cuatro semanas
de haberlo aplicado el porcentaje de contaminacion registrado fue bajo (4%) y se debid
a la presencia de bacterias (Figura 6b), lo cual podria atribuirse a un manejo

inadecuado de las semillas al momento de la siembra.

Figura 6. Semillas en la fase del establecimiento del cultivo aséptico de Bletia purpurea var
purpurea. a) sin contaminacién b) contaminacién por bacteria

La utilizacion de capsulas cerradas facilit6 y mejor6 el proceso de limpieza y
desinfeccién, ya que en otros estudios previamente reportados en la misma especie
Bletia purpurea, los procedimientos usados fueron mas complejos, con mayor nimero
de manipulaciones de las capsulas y presentaron mayores tasas de contaminacién. En
estos reportes, las capsulas fueron inicialmente deshidratadas colocandolas sobre gel
de silice durante dos semanas, después extrajeron las semillas y las mantuvieron en

obscuridad y frio (-10 °C) sobre el mismo gel antes de someterlas al proceso de
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desinfecciéon (Dutra et al.,, 2008; Johnson et al., 2011). Como en el caso de
Cyrtopodium punctatum que sumergieron las semillas en una solucion de: etanol 100 %
+ NaOCI al 6 % + agua destilada, desionizada y estéril (ADDE) y por ultimo enjuagaron
con ADDE (Dutra et al., 2009).

La capsula sirve como protector natural contra agentes contaminantes, permite que el
manejo y el procedimiento desinfeccion de semillas puedan ser mas agresivos sin
causar dafos a las mismas. Como el uso de fuego para complementar este proceso
ejemplos de ello son Dendrobium nobile “hibridos” (Udomdee et al., 2014), Coelogyne
nervosa (Abraham et al., 2012), Cymbidium faberi (Chen et al., 2005) y Dendrobium
nobile (Bhattacharyya et al., 2014). Ademas la capsula brinda una barrera fisica entre
las semillas y las sustancias utilizadas durante esta fase, evitando asi un posible efecto
nocivo (Buyun et al., 2004).

El método de desinfeccion desarrollado en la presente investigacion es sencillo
comparado con otros. En algunos casos se han desarrollado métodos de desinfeccion
complejos que también han funcionado. Asi, en la orquidea Eulophia nuda el proceso
de desinfeccion incluyé la inmersion en solucion de NaOCI (2%) + Tween 20®, durante
15-20 min y con enjuagues de agua destilada, después se sumergieron en solucion de
Bavistin® (Fungicida)+ Estreptomicina® durante 15 — 17 min seguido de tres enjuagues
con agua destilada estéril seguido de etanol 70% durante 60 s, por ultimo en la
campana de flujo laminar sumergié en una solucién de HgCl, durante 5 — 7 min +

enjuagues de agua destilada estéril (Panwar et al., 2012; Nanekar et al., 2014)

Los tratamientos con fungicidas como el Benomil ayudan a reducir la contaminacion por
hongos (Smith, 2013). Ademas el H,O, es un poderoso oxidante por lo que sirve como
un estimulador de la germinacién (Fenner, 2000) y es una de las sustancia reactivas
del oxigeno que se producen de forma natural en la invasion de un patégeno durante la
respuesta hipersensible matando microbios (Taiz y Zeiger, 2010). La adicion de

Tween® 20 como agente surfactante, combinado con NaOCI resultan eficientes en el
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establecimiento de un cultivo aséptico cuando se determinan las concentraciones y
tiempos de inmersion optimos (Smith, 2013).

En la desinfeccion de orquideas de diferentes especies, incluidas Cymbidium faberi,
Dactylorhiza incarnata subsp. serotina, Dactylorhiza maculata subsp. maculata,
Dendrobium nobile var. ‘Emma White’, Dendrobium officinale, Doritaenopsis sp.,
Esmeralda clarkei, Liparis loeselii, Laelia albida, Laelia speciosa, Nothodoritis
zhejiangensis, Paphiopedilum spp., Phalaenopsis sp., Phalaenopsis aphrodite subsp.
formosana, Phalaenopsis gigantea, Vanda tessellata, entre otras, es posible emplear
diferentes agentes desinfectantes que brindan resultados Optimos. Estos agentes
pueden incluir detergentes comerciales, NaOCI, etanol (70-75%), cloruro de calcio [Ca
(Cl0),], Tween®20, e incluso cloruro de mercurio. Estos productos son méas efectivos
cuando se disuelven en agua destilada o desionizada esterilizada (Tokuhara y Mii,
1993; Park et al., 2000; Santos-Hernandez et al., 2005; Vejsadova, 2006; Avila-Diaz et
al., 2009; Asghar et al., 2011; Chutima et al., 2011; Niknejad et al., 2011; Paudel y
Pant, 2012; Tao et al., 2011; Zeng et al., 2011; Feng y Chen, 2014; Tan et al., 2014;
Bhattacharjee et al., 2015).

En otras especies se han reportado métodos de desinfeccion que resultaron sencillos
para el establecimiento del cultivo aséptico. Por ejemplo, en capsulas de Calanthe
sieboldii se utilizé6 una solucién de NaOCI (2.0%) durante 20 minutos, seguido de
enjuagues con agua destilada estéril, en Zygostates grandiflora con NaOCI (4.0%)
durante 30 minutos seguido de enjuagues con agua destilada estéril (Pacek-Bieniek et
al., 2010), o en Cypripedium macranthos se utilizé una solucion de NaOCI (2.5%)
durante diez minutos, seguido de tres enjuagues con agua destilada estéril (Zhang et
al., 2013). En el caso de Malaxis khasiana, Deb y Temjensangba (2006) lograron la
desinfeccién de las capsulas de esta orquidea solo con la inmersién en una solucion
acuosa de HgCl, (0.05% wi/v) durante cinco min, seguido de cinco enjuagues con agua

esterilizada.

Los tratamientos de desinfeccibn empleados para establecer los cultivos asépticos

responden a la naturaleza y condiciones de la especie, al tipo de explante, a las
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condiciones fitosanitarias de la planta madre, entre otros factores. Una planta que es un
ejemplar de vida silvestre siempre esta en contacto con diferentes factores
contaminantes que pueden significar una barrera para el establecimiento del cultivo
aséptico. En cambio, de una planta madre mantenida en condiciones de invernadero
los explantes pueden estar en un estado fitosanitario mas limpio. La obtencion de
material proveniente de semillas desinfectadas, es considerado como una alternativa
para la propagacion y preservacion de las especies, debido a que simulan las

condiciones naturales (Teixeira da Silva et al., 2015).

4.2 Germinacion in vitro de semillas

Los cuatro tratamientos de medios de cultivo evaluados tuvieron un efecto significativo
sobre la tasa de germinacién de las semillas, pero no sobre el tiempo en que ésta se
presentd ni el oscurecimiento de las semillas (Apéndice 2). La mejor respuesta a las
cuatro semanas de cultivo se obtuvo con en el medio MS (1962) basal sin vitaminas,
adicionado con sacarosa (30 g L™) donde la germinacién fue de 100% (Figura 7), estos
resultados concuerdan con Dutra et al. (2008), quienes evaluaron los medios Knudson
C (KC, 1946), P723 (Johnson et al., 2007), MM (1996), VW (1949), MS (1962) y BM-1
(1986) en Bletia purpurea, donde al término de cinco semanas de cultivo los
porcentajes de germinacion fueron de 93 a 100% y la respuesta no fue afectada

significativamente por el medio de cultivo.
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Figura 7. Germinacién de Bletia purpurea var. purpurea después de cuatro semanas de cultivo.
S/V= Sin Vitaminas; MS= Murashige y Skoog (1962); V=Vitaminas; TR= Torrey y Reinert
(1961).
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En esta investigacion se confirmé que el uso del medio MS es idéneo para la fase de
germinaciéon de Bletia purpurea var. purpurea, ademdas se puede lograr sin adicion de
vitaminas u otros compuestos. Estos porcentajes concuerdan con los obtenidos por
Santos y Carranza (2009) en la orquidea Encyclia mariae a los 30 dias sobre un medio
basal MS (1962) y en el mismo medio y tiempo para Vanda tessellata (Bhattacharjee et
al., 2015). Es importante resaltar que no hay reportes sobre la germinacién de Bletia

purpurea var. purpurea, ni para ninguna especie del género en México.

La respuesta de germinacion de las semillas en todos los tratamientos evaluados se
presenté a los 33 dias de la siembra (Figura 8). Este lapso se considera menor en
comparacién con la respuesta en la orquidea Coelogyne nervosa, donde la
germinacion se presentd después de 67 dias en el medio basal MS (1962) (Abraham et
al., 2012). En cambio, el tiempo fue mayor comparado con Vanda coerulea, donde la
germinacion ocurrié a los 22 dias en el mismo medio de cultivo (Roy et al., 2011).

Figura 8. Germinacién de semillas de Bletia purpurea var. purpurea en medio de cultivo MS (1962)
después de cuatro semanas de cultivo.

Aungue la composicion quimica del medio de cultivo MS (1962) es uno de los mas
empleados por favorecer la germinacion de semillas de orquideas (Mahendran y
Narmatha, 2009; Bhattacharjee et al., 2015; Teixeira da Silva et al., 2015), no siempre
se alcanzan los mejores resultados. En la orquidea Odontoglossum gloriosum el medio
MS solo promovio el 2.57% de germinacién en un periodo de 126 dias (Pedroza-

Manrique y Mican-Gutiérrez, 2006); en Cypripedium macranthos solo se obtuvo 9.5%
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de germinacion con el medio MS modificado (Zhang et al., 2013) y en Cyrtopodium
punctatum el porcentaje de germinacion solo fue de 12.9% en el medio MS (1962) a la
mitad de concentracion de sales (Dutra et al., 2009). En las orquideas Nothodoritis
zhejiangensi y Pterostylis sanguinea los porcentajes de germinacion también fueron
bajos (15.7 y 40-53.3%, respectivamente) en el medio MS (1962) a la mitad de sales
(Zeng et al., 2011; Nikabadi et al., 2014).

Por estas respuestas desfavorables en algunas especies se ha optado por el uso de
otros medios de cultivo. En Vanda tessellata Bhattacharjee et al. (2015) ocuparon el
medio B5 (Gamborg et al., 1968) donde se obtuvieron porcentajes de germinacion de
45% en un periodo de 45-50 dias. Zeng et al. (2011) reportaron la mejor respuesta de
germinacion (64.7%) en la orquidea Nothodoritis zhejiangensi cuando se usé el medio
KC (1946) adicionado con 0.53 pM (0.1 mg L™) de ANA+ agua de coco 10% y carbén
activado 0.1%. En la orquidea Calenthe tricarinata Godo et al. (2010) reportaron 18%

de germinacion en el medio basal New Dogoshima (Tokuhara y Mii, 1993).

Por su parte, Johnson et al. (2007) reportaron un elevado porcentaje de germinacion
(87.9%) en Eulophia en el medio P723 hasta después de 18 semanas. Si bien estos
porcentajes de germinacién son bajos en comparacion con lo obtenido en la presente
investigacion, la respuesta puede estar influenciada no necesariamente por el medio de
cultivo sino también por la especie de orquidea, la viabilidad de las semillas y por el

grado de madurez de la semilla al momento de cosechar las capsulas.

En otras orquideas se ha reportado la necesidad de adicionar reguladores de
crecimiento u otros compuestos para lograr la germinacion de semillas. En
Rhynchostylis retusa se obtuvo 93% de germinacion cuando se adiciono al medio MS
(1962) agua de coco (15%) (Thomas y Michael, 2007), en Zygostates grandiflora
adicionaron al medio MS, 8.88 uM de BAP + 8.55 pM de AIA (Pacek-Bieniek et al.,
2010), En la orquidea Orchis coriophora, Bektas et al. (2013) obtuvieron el mayor
porcentaje de germinacion (44.2%) en el medio Orchimax®, adicionado con 5.7 uM de

acido indol-3-acético (AlA).
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Aunque el uso de extractos, jugos o hidrolizados como el agua de coco, homogenizado
de papa, platano, tomate etc., es comdn para sustituir vitaminas o aminoacidos
definidos, la repetitividad en la preparacion del medio sugiere evitar el uso de los

mismos porque pueden variar en su composicion (George et al., 2008).

Respecto al tiempo que transcurre para que ocurra la germinacion, éste puede ser
variable y puede estar relacionado con el medio de cultivo empleado, el proceso y las
sustancias empleadas durante la limpieza y desinfeccion, la especie, el vigor y el grado
de madurez de las semillas. Stewart y Kane (2006) encontraron que la mejor tasa de
germinacion en Habenaria macroceratitis se presentd hasta los 63 dias en diferentes

medios de cultivo.

Ademas, Deb y Temjensangba (2006) reportaron que el mayor porcentaje de
germinacion (75%) en Malaxis khasiana se obtuvo a los 107 dias en el medio de cultivo
MS (1962) adicionado con sacarosa (20%), caseina hidrolizada (500 mg L") y 1 pM de
BA. Resultados similares se obtuvieron en Cleisostoma recemiferu (Temjensangba y
Deb, 2006) y Rhynchostylis retusa donde el 93% de germinacién ocurrié en el medio
MS (1962) adicionando con 15% de agua de coco (Thomas y Michael, 2007) o en el

medio basal como Laelia speciosa con un 60% (Avila-Diaz et al., 2009).

Los otros tratamientos probados con la adicién al medio de las vitaminas TR (Torrey y
Reinert, 1961) o en combinacion con las del MS (Murashige y Skoog, 1962), dieron
porcentajes bajos, esto puede ser atribuido a que influyen en el balance y disponibilidad
de iones del medio, ademas la adicién de vitaminas probablemente no es esencial en la
germinacién, como si lo es en otros procesos morfogénicos, esto depende del tejido,

organo o planta (George et al., 2008).
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4.3 Regeneracion de plantas via organogénesis directa

4.3.1 Tipos de explante

Para evaluar la capacidad morfogénica de diferentes explantes disecados de plantulas
germinadas in vitro se probaron tres tratamientos de medios de cultivo. Los resultados
obtenidos sefialan que de los siete tipos de explantes evaluados solo algunos
mostraron capacidad para la morfogénesis in vitro. Los explantes provenientes de
pseudobulbo, independiente de la zona de donde fueron disectados (basal, media o
apical) fueron los que presentaron la mejor respuesta organogénica. La posicion del
explante no mostré diferencias significativas en la respuesta a los tratamientos
hormonales (P<0.05, Cuadro 5).

Los segmentos de hojas son utilizados como explantes por lo facil de obtenerlos y
porque el dafio en la planta donante es menor. La edad de este tipo de explante influye
en la respuesta morfogénica, es asi que las hojas jovenes a diferencia de las maduras
aseguran el éxito de la micropropagacion en algunas especies (Chugh et al., 2009). Los
explantes de hoja de Bletia purpurea var. purpurea, sin importar la zona de diseccion,
rapidamente se necrosaron, ya que adquirieron una coloraciéon café que inicié desde
los bordes hasta cubrir los tejidos completamente después de 20 dias del
establecimiento in vitro (Figura 9a). En estos explantes las respuestas morfogénicas se
consideraron nulas debido a que no se observé la formacién de callos, ni de brotes

adventicios.

Como se sefialé previamente, los explantes que si mostraron capacidad morfogénica
para la micropropagacion fueron los segmentos disecados de pseudobulbos (Figura
9b). La respuesta obtenida en estos explantes se debio a la presencia de zonas de
crecimiento o meristemos en condicion quiescente, los cuales se activaron y
respondieron a la presencia de los reguladores del crecimiento suplementados al medio
de cultivo, mismos que provocan la reduccion de la zona citoplasmatica, la
diferenciacion de las células del parénquima y retardando la formacion de hojas (Chugh

et al., 2009). Ademas, el acido naftalenacético exdgeno, es el principal diferenciador de
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rizomas, ramas y en combinacion de citocininas la produccién de brotes. Para algunas

orquideas terrestres los segmentos de pseudobulbos resultan los explantes indicados

para establecer sistemas de propagacion eficientes (Chugh et al., 2009).

Figura 9. Respuesta de explantes de Bletia purpurea var. purpurea sobre el medio MS (1962)
evaluando el tipo de explante, adicionando al medio dos concentraciones de BA (4.44 —
8.88 uUM) en combinacion con ANA (10.uM) y AIA (2.8 uM), después de 4 semanas de

cultivo. a) Oscurecimiento de explante (hoja) sin

pseudobulbo con respuesta. Br = brote, Ex = explante.

respuesta y b) Explante de

Cuadro 5. Respuesta organogénica de explantes de pseudobulbo de Bletia purpurea var.
purpurea sobre el medio MS a las cuatro semanas de cultivo.

Cor;c;eg;:ggién BA ANA AlA Explante Numero de brotes Brotacion
(%) HM my my por explante (%)
50 8.88 10.6 - Seccibén basal 0.6 60
50 8.88 10.6 - Seccién media 0.9 90
50 8.88 10.6 Seccidn apical 1.0 100
50 4.44 - 2.8 Seccion basal 0.7 70
50 4.44 - 2.8 Seccién media 0.8 80
50 4.44 - 2.8 Seccion apical 0.9 90
100 4.44 - 2.8 Seccién basal 0.9 90
100 4.44 - 2.8 Seccién media 0.7 70
100 4.44 - 2.8 Seccion apical 1.0 100

BA = Benciladenina; ANA = acido naftalenacético, AIA = acido indolacético.
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Con las técnicas de cultivo in vitro usando meristemos se pueden obtener plantas libres
de bacterias, hongos, virus y permiten la obtencion de plantas idénticas a la planta
madre. En orquideas de crecimiento simpodial estos explantes son los recomendables
por ejemplo para Dendrobium, Cymbidium, Arundina, Phaius y Anoectochilus (Chugh et
al., 2009). La micropropagacion a través de la regeneracion directa de brotes, depende
de la especie y las condiciones del medio (Zeng et al., 2013), es por ello que se deben
probar diferentes concentraciones hormonales para encontrar los niveles optimos, los
mejores compuestos quimicos y las combinaciones que produzcan las mayores
respuestas. En este sentido, los resultados de este experimento indican que la
presencia de BA en combinacioén con cualquiera de las dos auxinas evaluadas: ANA o
AlA fueron capaces de romper la latencia de las yemas axilares y activarlas para
inducir la produccion de nuevos brotes (Cuadro 5). Sin embargo, los brotes producidos
estuvieron limitados por el nimero de yemas existentes en cada explante, por lo que

los promedios calculados resultaron relativamente bajos.

4.3.2 Induccioén de brotes

Después de definir a los segmentos de pseudobulbo como el mejor tipo de explante, se
evaluaron otras fuentes y dosis hormonales, asi como el porcentaje de sales del medio
MS (1962), adicionado con carbén activado (1 g L™) para optimizar la organogénesis.
Los tratamientos evaluados tuvieron efecto significativo sobre el nimero de brotes por

explante y el porcentaje de brotacion (P<0.05) (Apéndice 4).

La respuesta considerada como positiva, fue la generaciéon de brotes, mismos que se
observaron a los siete dias después de la siembra (Figura 10). La brotacion fue variable
y los porcentajes fluctuaron desde 20 a 100% (Cuadro 6). Todos los tratamientos
evaluados fueron capaces de producir brotes, sin embargo, los mejores tratamientos
incluyeron el medio MS (1962) al 50 % de sales, adicionado con 20 g L™y carbén
activado (1g L™). Las citocininas y auxinas son las fitohormonas que regulan la
morfogénesis in vitro, ya que solas o combinadas pueden inducir la organogénesis y

embriogénesis somatica, ya sea de manera directa o indirecta. Su balance es crucial
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para la induccién de brotes y el crecimiento de los mismos (De Pauw et al., 1995; Chen
et al., 2005; Long et al., 2010).

icm

Figura 10. Brote adventicio de Bletia purpurea var. purpurea en explantes de pseudobulbo a los 7
dias de cultivo en medio MS (1962) adicionado con 8.88 uM de BA + 5.3 uM de ANA. Br
= brote.

De todas las concentraciones hormonales probadas once destacaron por promover
100% de brotacién (Cuadro 6). Estos porcentajes son parecidos con los reportados
para Eulophia nuda, donde 95% de la brotacién se obtuvo en el medio MS (1962), sin
embargo la cantidad fue 44.4 uM de BA (Panwar et al., 2012), concentracion mucho
mayor a lo probado en esta investigacion. En Cymbidium “Sleeping Nymph” hubo un
83 % de brotacion a los 30 dds pero el medio basal fue Knudson C (1946), y tuvo un

tratamiento previo con agua de coco (Vyas et al. (2010).

Cuadro 6. Respuesta del explantes de pseudobulbo de Bletia purpurea var. purpurea en la fase de
induccion de brotacion.

MS Sacarosa Citocinina Auxina Brotes por Brotacién
(%) CI) (uM) (M) explante’ %

50 20 - - - - 1.20 ab 100a
100 30 - - - - 1.00 ab 60 ab
50 30 - - ANA 2.86 0.70 ab 40 ab
50 20 - - ANA 5.3 1.10 ab 100 a
50 30 - - ANA 5.3 0.50 ab 40 ab
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50 20 - - ANA 10.6 1.20 ab 100 a

50 30 - - AIA 2.85 0.40 ab 40 ab
50 30 - - AIA 53 0.60 ab 40 ab
100 30 KIN 9.23 ANA 10.6 0.75 ab 50 ab
100 30 KIN 9.23 ANA 53 0.62 ab 30 ab
100 30 KIN 9.23 ANA 2.65 0.75 ab 40 ab
50 20 BA 4.44 - - 1.20 ab 100 a
50 20 BA 4.44 ANA 5.3 140a 100 a
50 20 BA 4.44 ANA 10.6 1.20 ab 100 a
50 20 BA 4.44 AlIA 2.85 1.10 ab 100 a
100 20 BA 4.44 AIA 2.85 1.20 ab 100 a
50 30 BA 4.44 - - 0.50 ab 50 ab
50 30 BA 4.44 ANA 5.3 0.90 ab 70 ab
50 30 BA 4.44 AIA 5.3 0.40 ab 30 ab
50 30 BA 4.44 AIA 5.3 0.60 ab 50 ab
50 30 BA 4.44 ANA 2.86 0.70 ab 60 ab
50 30 BA 4.44 AlA 2.85 1.10 ab 90 ab
50 20 BA 8.88 - - 1.20 ab 100 a
50 20 BA 8.88 ANA 5.3 140 a 100 a
50 20 BA 8.88 ANA 10.6 140 a 100 a
100 30 BA 8.88 ANA 10.6 0.87 ab 50 ab
100 30 BA 8.88 ANA 5.3 0.62 ab 30 ab
100 30 BA 8.88 ANA 2.65 0.87 ab 60 ab
50 30 BA 8.88 - - 0.50 ab 50 ab
50 30 BA 8.88 ANA 5.3 1.10 ab 70 ab
50 30 BA 8.88 ANA 2.86 0.70 ab 60 ab
50 30 BA 8.88 AlA 2.85 0.60 ab 50 ab
50 30 BA 13.32 - - 0.70 ab 60 ab
50 30 BA 13.32 ANA 5.3 0.20b 20b
50 30 BA 13.32 AIA 5.3 0.40 ab 40 ab
50 30 BA 13.32 ANA 2.86 0.50 ab 50 ab
50 30 BA 13.32 AIA 2.85 0.90 ab 70 ab

"Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05), Brotacién=Porcentaje de
explantes con respuesta.

En el presente estudio con Bletia purpurea var. purpurea el medio basal MS (1962) a la
mitad de concentracién de sales, adicionado con 20 g L* de sacarosa y 1g L™ de
carbon activado, favorecié el 100% de brotacion. Esta respuesta podria ser atribuida a
las hormonas endodgenas, que son la responsables de la génesis de diferentes tejidos,
cuya sintesis no es promovida por factores externos pero responden cuando se aislan

células o tejidos (Tran, 1981).
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La mayor cantidad de brotes que se obtuvieron por explante fue de 1.4 brotes a los 7
dds en el medio MS (1962) a la mitad de concentracion de sales, adicionado con 20 g
L™ de sacarosay 1 g L™ de carbén activado. Las condiciones del medio de cultivo como
de especie son factores que influyen en la respuesta organogénica del explante, es asi
gue el uso de carbon activado mantiene los niveles de pH estable y eleva la absorcion
de nitrégeno (Eymar et al., 2000). De acuerdo con Batygina et al. (2003) las orquideas
con pseudobulbo regeneran un brote debido a la naturaleza del explante. Gonzélez y
Cueva (2014) para Cyrtochilum loxens la mejor respuesta (0.57 brotes), se obtuvo en
combinacion de 2.22 uM BA y 5.3 uM ANA después de 60 dias de cultivo.

Para la fase de induccion de brotes las mejores concentraciones fueron las
combinaciones de BA + ANA (8.88 + 5.3, 4.44 + 5.3, 8.88+ 10.6, UM respectivamente)
(Cuadro 6). Para Paphiopedilum hangianum, Zeng et al. (2013) reportaron las mismas
tres combinaciones de BA + ANA entre los mejores tratamientos hormonales, donde los
explantes produjeron 3.4, 3.23 y 3.27 brotes por explantes respectivamente, en medio
MS a la mitad de concentracién de sales adicionado con 10% de agua de coco, 2 g L™
de peptona y 170 mg L™ de bifosfato de sodio. En Paphiopedilum armeniacum 8.88 uM
de BA + 5.3 uM de ANA Long et al. (2010), obtuvieron 1.17 brotes por nudo. Para
Dendrobium ‘Sonia’ 4.44 uM de BA + 5.3 uM de ANA promovieron la mejor respuesta
organogénica originando 37 cuerpos parecidos a protocormos (Puchooa, 2004), o en
Cymbidium faberi la misma concentracion formo6 2.8 brotes por explante (Chen et al.,
2005).

Ademas para P. villosum var. densissimum y P. armeniacum en 13.32 uM de BA + 5.3
MM de ANA generd 1y 1.20 brotes por explante respectivamente (Long et al., 2010),
esto contrasta con B. purpurea var. purpurea donde esta relacion solo regenero 0.20
brotes siendo el tratamiento hormonal menos favorable (Cuadro 6). Chen et al. (2005)
en 8.88 uM de BA + 2.65 uM de ANA para Cymbidium faberi obtuvieron la mejor
respuesta de 3.5 brotes, en B. purpurea var. purpurea solo regeneré 0.87 brotes
(Cuadro 6). En las orquideas Paphiopedilum insigne y Paphiopedilum bellatulum, 4.44

MM de BA + 2.8 puM ANA dieron 1.0 y 0.33 brotes respectivamente por explante (Long
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et al., 2010) a diferencia de B. purpurea var. purpurea donde se obtuvieron 0.7 brotes

por explante de pseudobulbo (Cuadro 6).

Con 8.88 uM de BA Condemarin-Montealegre et al. (2007) para Encyclia microtos
tuvieron dos brotes por explante (yema) hasta los 90 dds. En Cymbidium faberi Chen et
al. (2005) reportaron 1.9 brotes, para B. purpurea var. purpurea esta concentracion
originé 0.5 y 1.2 brotes por explante de pseudobulbo en el medio MS a la mitad de
sales adicionado con 30 y 20 g L™ de sacarosa respectivamente (Cuadro 6), esto
denota el efecto de la sacarosa sobre la respuesta organogénica. Existe referencia que
la fuente de carbono influye en la respuesta y cantidad de biomasa como lo reportado
en Dendrobium nobile (De Faria et al., 2004) donde la mejor respuesta es a mayor

concentracion; sin embargo, en B. purpurea var. purpurea se obtuvo lo contrario.

Aungue Murashige (1974) reporté para Cymbidium que la regeneracion de plantas a
partir de pseudobulbos es numerosa; dentro de una especie sus genotipos pueden
responder de diferente manera aun estando bajo las mismas condiciones de cultivo
(Park et al., 2002; Lee y Lee, 2003).Con subcultivos continuos, en tres meses se

podrian obtener hasta 30 plantulas de un solo explante.

4.3.3 Multiplicacion de brotes

Con la finalidad de incrementar la cantidad de brotes generados por explante, en la
etapa de multiplicacién se establecié un experimento en el que se probaron diferentes
concentraciones de citocininas y auxinas. El medio de cultivo suplementado con 8.88
MM de BA + 5.3 puM de ANA produjo la mejor respuesta con 2.3 brotes por explante
(P=<0.05; Apéndice 5; Cuadro 7; Figura 11), asi como el mayor porcentaje de brotes
producidos. Esta combinacion de citocinina:auxina con estas concentraciones también
fue uno de los mejores tratamientos en la fase de induccion de brotes. Tokuhara y Mii
(1993) usaron el medio New Dogashima adicionado con 4.44 de BA + 0.53 uM de ANA
de la fase de induccion, para la fase de multiplicacién obteniendo hasta 10,000 cuerpos

parecidos a protocormos en un afio. Zhao et al. (2013) en Dendrobium wangliangii
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ocuparon la misma combinacion (8.88 uM BA + 0.53 uM ANA), adicionando al medio

100 ml L™ de agua de coco obteniendo hasta 7.7 brotes.

Por otra parte Zeng et al. (2015) duplicaron el niumero de brotes de Paphiopedilum

‘hibridos’ después de 12 semanas en un medio adicionado con 13 uM de BA + 1.59 uM

de ANA. Sherif et al. (2016) reporta de 18 hasta 23 brotes por explantes en callos

obtenidos de diferentes tejidos en una concentracion de 4.44 uM de BA + 2.65 pM de

ANA. Estos datos concuerdan con Roy et al. (2011) que mencionan que con el uso de

concentraciones bajas de auxinas se evita la disminucion de multiplicacion de

pseudobulbos.

Figura 11. Brotes de Bletia purpurea var. purpurea en fase de multiplicacion cultivados en un

medio suplementado con 8.88 uM de BA + 5.3 uM de ANA. Br = Brote.

Cuadro 7. Respuesta organogénica de segmentos de pseudobulbo durante la fase de
multiplicaciéon de brotes de Bletia purpurea var. purpurea después de tres semanas de

cultivo.
Clt(();:’\l/lr;ma A(L'“X'\'/Ir)]a Brotes por explante Bro(t(%lén
- - ANA 5.3 1l.1ab 60 a
- - AIA 5.3 1.0ab 60 a
- - ANA 2.86 0.7 ab 40 a
- - AlA 2.85 1.7ab 60 a
BA 4.44 - - 0.7 ab 60 a
BA 4.44 ANA 5.3 1.2ab 80a
BA 4.44 AlA 5.3 1.4ab 80 a
BA 4.44 ANA 2.86 1.0ab 70 a
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BA 4.44 AIA 2.85 14 ab 90 a

BA 8.88 - - 0.9 ab 60 a
BA 8.88 ANA 5.3 23a 90 a
BA 8.88 ANA 2.86 0.7 ab 60 a
BA 8.88 AlA 2.85 0.8 ab 50a
BA 13.32 - - 1.2ab 70 a
BA 13.32 ANA 5.3 05D 30a
BA 13.32 AlIA 5.3 0.6 ab 50 a
BA 13.32 ANA 2.86 0.9ab 60 a
BA 13.32 AlA 2.85 0.9ab 70a

AIA = acido indol-3-acético, ANA = acido naftalenacético, BA = Benciladenina, KIN = 6-furfuril-
aminopurina. "Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05),
Brotacion=Porcentaje de explantes con respuesta.

La adicion individual de citocininas y auxinas en los medios de cultivo no tuvo efectos
positivos en la fase de multiplicacion, lo cual estd en concordancia con lo reportado
previamente en otras orquideas como Coelogyne suaveolens, donde la auxina (AIA)
retardo el crecimiento y la citocinina (KIN) etiol6 las plantas. (Sungkumlong y Deb,
2008). Sin embargo, esta respuesta puede variar ampliamente entre especies, ya que
en el caso de Cymbidium faberi en la que la adicion de BA durante la multiplicacién de
brotes incrementd el nimero de brotes por explante a 7.9 (Kong et al., 2007; Vyas et
al., 2009). Tao et al. (2011) reportaron que la tasa de multiplicacion fue reduciendo

cuando la concentracion individual de BA se incrementd.

La generacion de nuevos brotes en especies con habito de crecimiento monopodial es
muy reducida debido a que la dominancia del meristemo apical y su crecimiento
continuo inhiben el desarrollo de yemas axilares, ocasionando una baja tasa de
multiplicacion vegetativa (Roy et al., 2011), condicion que prevalece durante la
propagacion in vitro. En nuestro estudio, el mejor tratamiento produjo 2.3 brotes por
explante de disco de pseudobulbo y de cada pseudobulbo se disecan tres discos, esto
significa que de una sola planta se pueden obtener hasta 6.9 brotes. De esta manera al
afo se pueden obtener de 2 hasta 7 plantas. Debido a que bajo condiciones de
micropropagacion las tasas de proliferacion de propagulos en muchas especies

vegetales se ven incrementadas sustancialmente, estas técnicas se han usado
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exitosamente para optimizar los sistemas de propagacion comercial a gran escala
(Aktar et al., 2007).

4.3.4 Enraizamiento in vitro de plantulas

La adicion de AIB en concentraciones relativamente bajas de 10 y 12.5 uM lograron
incrementar significativamente el nUmero de raices por explante, pero no tuvieron
efecto sobre el tamafio de las mismas ni el porcentaje de enraizamiento (P<0.05,
Apéndice 6, Cuadro 8). La longitud promedio de las raices fue de 2.81 cm.

Cuadro 8. Respuesta de plantulas durante la fase de enraizamiento de plantulas de Bletia

purpurea var. purpurea, en el medio MS al 50 % de sales, adicionado con sacarosa 20 g
L'y &cido indolbutirico (AIB), después de tres semanas de cultivo.

Auxina . o . Enraizamiento
Numero de raices Tamafo de raices
(uMm) %
AIB 10 104 a 2.83 a 100
AIB 12.5 70b 2.79 a 100

"Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05).

La presencia de la auxina en las dos dosis evaluadas fue suficiente para obtener el
100% de enraizamiento de los brotes en un tiempo relativamente corto de 25 dias.
Debido a esto, se puede mencionar que esta orquidea es una especie de facil
enraizamiento. Con la concentraciéon de 12.5 uM de AIB se obtuvo la mejor respuesta
con 10.4 raices por plantula, lo cual resulté superior al promedio reportado en Eulophia
nuda donde se obtuvieron 5.7 raices en medio de cultivo adicionado con esta misma
dosis (Nanekar et al., 2014). En otras especies como Dendrobium primulinum esta
concentracion de AIB fue el mejor tratamiento para inducir 2.7 raices por planta (Pant y
Thapa, 2012). También resultd eficiente para inducir el 87% de enraizamiento en
Malaxis acuminata (Cheruvathur et al., 2010), 97.5% en Dendrobium nobile (Asghar et
al.,, 2011), 78.6% en Cymbidium faberi (Tao et al., 2011) y 87% en Eulophia nuda
(Nanekar et al., 2014).

Estos resultados contrastan con lo encontrado en Esmeralda clarkei, donde se obtuvo

el menor namero de raiz (1.33) con 10 uM de IBA hormonal (Paudel y Pant, 2012); o en

54



Dendrobium sabin donde la mejor respuesta (1.22 raices), fue con la concentracion de
10 puM a los 20 dias (Rafique et al., 2012). En el caso de plantulas de Rhynchostylis
retusa, el 100% de enraizamiento se obtuvo en el medio MS (1962) suplementado con
2 UM de AIB (Thomas y Michael, 2007); también en el género Dendrobium se tuvo el
maximo de 1.81 raices con 10 uM de AIB (Aktar et al., 2007).

Aunque el medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962) sin adicién de hormonas resulta
eficiente para promover el enraizamiento en algunas especies (Gonzélez y Cuevas,
2014), la respuesta se incrementa si se adicionan auxinas, como el AIB que ejerce un
fuerte efecto como enraizador (Azcon-Bieto y Talon, 2013). Por su parte, Panwar et al.
(2012) obtuvieron la mejor respuesta (70%) en un medio basal MS (1962) a una cuarta

parte de sus sales para la orquidea Eulophia nuda.

Otros trabajos muestran la accion de variaciones de medio de cultivo y compuestos
para inducir el enraizamiento, como en Dendrobium nobile, donde se utiliz6 el medio
MS (1962) adicionando con 6.24 puM de TDZ y con 25 % de carbon activado
(Bhattacharyyan et al., 2014).

Cabe mencionar que durante las fases de induccion de brotes y multiplicacion, los
explantes de Bletia purpurea var. purpurea formaron raices lo que representa una
ventaja. Sin embargo, la suplementacién del medio de cultivo con AIB incrementé
favorablemente el nimero y longitud de las raices producidas. Se ha reportado que en
algunas especies de plantas no se requiere la adicibn de hormonas exdgenas para
inducir raices y por ello se suele omitir en la fase de enraizamiento (Castillo, 2008).

El medio de enraizamiento de Bletia purpurea var. purpurea a la mitad de la
concentracion de sales y adicionado con carbon activado favorecié el enraizamiento,
similar a lo reportado para Coelogyne suaveolens (Sungkumlong y Deb, 2008) y
Cymbidium faberi (Tao et al., 2011). Ademas, Liu et al. (2002) mencionan que el AIB es

una auxina con mayor actividad promotora de enraizamiento, en contraparte de otras

55



auxinas como el ANA y el AlA; ademas el AIB se considera un promotor del AIA

endoégeno.

4.3.5 Aclimatacion

En el proceso de aclimatacion de plantulas obtenidas in vitro se proporcionaron las
condiciones ambientales adecuadas para garantizar la supervivencia. Las condiciones
de temperatura, luminosidad y humedad relativa se pueden establecer de manera
practica y barata con cubiertas plasticas transparentes como se probd en este estudio y
como se ha reportado en otros trabajos recientes (Sherif et al., 2016). Esta etapa es
critica y muy importante, ya que durante la micropropagacion las plantas se cultivan
bajo condiciones 6ptimas de humedad, temperatura, fotoperiodo y nutrimentos, pero
dado que la humedad relativa es elevada en los contenedores, las plantas desarrollan
anormalidades morfologicas, anatomicas y fisiologicas que afectan su desempefio y
crecimiento, en especial durante los primeros dias después del trasplante, ya que las
raices y los estomas de las hojas son poco funcionales y viven en un régimen de
heterotrofia. Esto podria limitar su sobrevivencia y reducir sus posibilidades para
establecerse en el nuevo ambiente bajo condiciones de invernadero. El porcentaje de
supervivencia de plantas enraizadas de Bletia purpurea var. purpurea fue del 100%
después de siete semanas en sustrato agrolita - peat moss (1:1) (Figura 13). Esta
respuesta es similar a lo reportado por Dutra et al. (2008) para la misma especie Bletia
purpurea con una supervivencia del 98% a las 15 semanas. Este porcentaje fue mayor
qgue lo alcanzado por Puchooa (2004), donde el porcentaje fue de 84% después de 8
semanas en Dendrobium ‘Sonia’, o en Dendrobium primulinum que fue de 70% en
mezcla de fibra de coco y musgo (2:1) (Pant y Thapa, 2012). En Cyrtopodium
punctatum fue de 90% después de cinco semanas con ese mismo metodo (Dutra et al.,
2009).
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La combinacion agrolita - peat moss, ha demostrado ser eficiente durante esta etapa,
ya que mantiene una aireacion adecuada, ayuda a almacenar humedad, favorece la
adsorcién de nutrimentos y posee una elevada capacidad de intercambio de cationes.
En muchos casos, no se aplican fertilizantes en esta etapa, pero algunas veces en el
riego se adiciona como fertilizante una solucién liquida del medio de cultivo MS (1962)
a la mitad de concentracion de sales ayudar al establecimiento de las plantas en fase
(Yanelly et al., 2010). Cuando se cumple la fase de aclimatacion se considera superada

la propagacion (Godo et al., 2010).

Figura 12. Plantas de Bletia purpurea var. purpurea a las siete semanas después de la
aclimatacién en mezcla de agrolitay peat moss.

El establecimiento de protocolos exitosos, sustentables y con enfoque de propagacion
masivo-comercial de orquideas es importante no solo para conocer la fisiologia,
biologia y cultivo de estas plantas y también para explotarse y cubrir la demanda
creciente de plantas y flores de orquideas(Chugh et al., 2009).
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V. CONCLUSIONES

El presente protocolo de regeneracion de Bletia purpurea var. purpurea, aporta
conocimiento basico sobre la fisiologia y respuestas del cultivo in vitro de esta especie
silvestre.

El establecimiento exitoso del cultivo aséptico de los explantes originales (capsulas) se
logré al procesarlas con un tratamiento a base de Tween® 20 al 1% durante 10 min,
Benlate® + Captan® (8 g L™ c/u) durante 30 min, H.O, al 3% durante 1 h y NaOCI al
15% + plata coloidal 10% durante 15 min.

El mejor tratamiento para la germinacion de las semillas fue el medio MS sin vitaminas,
adicionado con sacarosa (30 g L™), el cual produjo el 100% de germinacion a los 33
dias después de la siembra.

Durante la etapa de induccion de brotes se obtuvo 1.4 brotes por explante después de
tres semanas de cultivo en medio MS al 50 % de sales, adicionado con sacarosa (20 g
L™Y), carbén activado (1g L™?), y la combinacion de BA + ANA (8.88 + 5.3, 4.44 + 5.3,
8.88 + 10.6 uM)

Durante la fase de multiplicaciéon se logré incrementar la tasa de multiplicacion de
plantas, ya que se produjeron 2.3 brotes cuando los explantes fueron cultivados con la
combinaciéon de 8.88 uM de BA + 5.3 pM de ANA en medio MS adicionado con
sacarosa (30 g L) y carbén activado (1 g L™).

El mejor tratamiento para el enraizamiento de brotes fue el medio MS a la mitad de
concentracion de sales, adicionado con 20 g L™ de sacarosa y 10 pM de AIB, en el cual
se produjo que el 100% de brotes enraizaran después de cuatro semanas de cultivo.

La aclimataciéon de plantulas fue del 100% de supervivencia después de siete semanas
cuando se trasplantaron a un sustrato artificial preparado con una mezcla de agrolita y

peat moss (1:1).

58



VI. RECOMENDACIONES

Mejorar la metodologia de colecta, manejo y conservacion de las capsulas.

Para la colecta, se propone generar accesiones regionales y evaluar la respuesta de
diversas poblaciones.

Considerar la polinizacion manual para el uso de diferentes edades fisiologicas de las
semillas y embriones y el posible efecto durante su germinacion.

Para la fase de induccion de brotes, ajustar concentraciones de fuente de carbono, asi
como emplear otras concentraciones y fitohormonas.

Durante la fase de multiplicacién probar otras fuentes y concentraciones hormonales
para obtener un mayor numero de brotes.

En la aclimatacion usar fertilizacion y evaluar su efecto en un periodo mayor.

Evaluar otras rutas morfogénicas, como la organogénesis indirecta o la embriogénesis

somatica.
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VIIl. APENDICE

Apéndice 1. Composicion del medio basal MS (Murashige y Skoog (1962). Ocupado para el
establecimiento del protocolo de propagacion in vitro de Bletia purpurea var.

purpurea
Sales Inorgéanicas Compuestos Organicos
Macronutrientes Micronutrientes
mg L™ mg L™
NH4NO; 1,650 Kl 0.83 Inositol 100
KNO; 1,900 H3BO; 6.2 Acido Nicotinico 0.05
CacCl,.2H,0 440 MnSQ,.4H,0 22.3 Piridoxina.HCI 0.5
MgS0,.7H,0 370 ZnS0,.7H,0 8.6 Tiamina. HCI 0.1
KH,PO, 170 Na,Mo00,.2H,0 0.25 Glicina 2
CuS0,.5H,0 0.025 Sacarosa 3%
CoCl,.6H,0 0.025
FeS0O,.7H,0O 27.8

Na,EDTA.2H,037.3

Apéndice 2. Cuadrados medios y su significancia del andlisis de varianza de tratamientos en la
fase de induccién de germinacion in vitro de Bletia purpurea var. purpurea.

Fuente de variacion Induccion de germinacion
Tratamiento 1.04*

Error 0.12

C. V. 94.28

R? 0.55

Media 0.37

Pr>F 0.0009

*=significativo. **=No significativo, C V= Coeficiente de variacion

Apéndice 3. Cuadrados medios y su significancia del andlisis de varianza del tipo de explante en
la fase de induccién de brotes de Bletia purpurea var. purpurea.

Fuente de variacién Brotes por explante
Tratamiento 0.03
Explante 0.44
Interaccidon: Explante/Tratamiento 0.16
Error 0.13
C. V. 44.02
R? 0.12
Media 0.83

*=significativo. **=No significativo, C V= Coeficiente de variacion
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Apéndice 4. Cuadrados medios y su significancia del andlisis de varianza del explante en la fase
de induccidn de brotes de Bletia purpurea var. purpurea.

Fuente de variacién Induccién de brotes Brotacion
Tratamiento 1.05* 0.70
Error 0.43 0.17
C.V. 78.36 64.89
R’ 0.21 0.30
Media 0.84 0.64

*=significativo. NS=No significativo, C V= Coeficiente de variacion

Apéndice 5. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza en la fase de
multiplicacion de brotes de Bletia purpurea var. purpurea.

Fuente de variacién Multiplicacién de brotes Brotacién
Tratamiento 1.36% 1.93
Error 0.82 1.26
C.V. 283.73 54.67
R? 0.14 0.13
Media 0.32 2.05

*=significativo. **=No significativo, C V= Coeficiente de variacion

Apéndice 6. Cuadrados medios y su significancia del analisis de varianza de la fase de
enraizamiento de brotes de Bletia purpurea var. purpurea.

Fuente de variacion Numero raices Tamafio de raices
Tratamiento 57.80* 0.0088**
Error 4.57 0.42

C. V. 24.59 23.16

R? 0.41 0.001
Media 8.70 2.8170

*=significativo. **=No significativo, C V= Coeficiente de variacion
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