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l.as causas principales que ocasionan la pérdido y desapa

ricién do gran nlémero de pléntulas de orquideas en México, es
tén relacionodos con problemas sociales, politicos y econdémi-
cos mas que biolégicos,

Lo orquidea Laelia onceps var. albu es una de las variee

dades naturcles de esto especie que estéd en peligro de desapa
recer, por lo que en este trabojo se realizd su propagaciédn
aplicando la técnica de cultivo de tejidos a partir de tejido
indiferenciado o callo obtenido de pléntulas germinadas "in
vitro". Principiando con la determinoacién de un medio nutri-
tivo y los bolaonces hormonoles, de auxinas y citocininas, pa-
ra lograr primeramente la proliferacién y mantenimients del
calla y posteriormente la obtencién de pléntulas completas me
diante lao induccién o lao arganogénesis de esto tejido.

El mejor medio nutritivo fue el Linsmoier y Skoog, yo
que en lo moyoria de los trotomientos con un balance hormonal
mayor de auxina gque de citocinina, se obtuvo una mayor canti-
dod de calla; este tejido suplementado con 0.5 mg/l de N-6-~
Bencil adenina (BA) indujo la formacién de pléntulas, las gque
posteriormente formoron roices con 2 mg/l de 6cido indolbuti-
rico (IBA) y 0.5 mg/l de écido naftaolen-acético (ANA).

La formacién de pléntulas completos se obtuvo en un pe--
riodo de 10 meses oproximadamente, logrando finalmente su Q==
daptacién al medio ambiente en uno mezcla de maquique y agro-

lito camo sustratao,
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Las orquideos se hun convertido en plontas ornomentoles
muy populares desde hace yo mucho tiempo, debido a sus otriby
tos estéticos expresados en flares de caprichosas formas, vis
tosos colores y atractivos aromas, despertando por ésto cada
vez més el interés del hombre por ellas (37).

Sus relaciones bioldgicas son muy interesantes, como son
sus meconismos de polinizacién; sus osociocionos simbidtices
con hongos paora lo germinocidn; os{ como sus corocter{sticas
cosmopolitas por ser habitantes de rios, pantanos, selvas,
bosques y desiertos (17).

Las orquideas en México desde ¢l punta de vista ornamen-
tol hon sido y siguen siendo objeto de un gron comercio entre
oficionados y floristes que se dedican a le propagacién del
materiol que proporcionan los bosques y selvas de nuestro
pais (19).

La gron riquezo de México, con respecto ol nimero de ese
pecies de orquideas que posee, es quizé insospechoda y mendse
preciado por la mayorfe de los orquidéfilos (55).

Estac gran riquezo se debe principolmente o la amplio voe-
riocién en su relieve geogréfico, el cual presento las condi-
ciones de altura, temperaturo y humedad ideales (16) que pro-
picion la proliferacién de los diferentes cspecies de orqui--
deas en muchas éreas de nuestro pofs, colocando principalmen~
te 0 los estados de Veracruz, Chiapas, Oexaca y Guerrero a la

cobezo en esto produccién (55) (Figura 1),

Lo mayorfa de las orquideas, ecologicumente no son exitd



Trépico de Céncer

-

4
T

,

[T

“¢0‘;‘H‘

ARXY X4

\,
20NAS PRINCIPALES DE DISTRIBUCION
DE LA FAMILIA ORCHIDACEAE (55).

FIGURA 1.




sas, ya que na formun gruandes colonias como o hacen eotras
plantus; tienden a ser locoles, va nue frecuentemante estan
restringidos a pequeiias dreas y adn on dstas es dificil loco-
lizarlaes (37).

Su existencia estd sujeta a condicione ., muy especificas,
como son el tipa de sustrato, acidéz del mismo, numedad, luz,
precipitacién, temperotura, otc., odemds de las intrincodos
mecanismos de polinizacién y lo necesidod que tienen de 0sge-
ciarse con hongos simbiontes para su germinacidén (37),

Se ha llegado o la conclusidn de que Onicamente el 20%

de los ejemplares de orauideos, adquiridas o colectadas par a

—

ficionodos, sobreviven ol primer a’o fuera de su habitat y
por desgraociac la aficién por el cultiva de orquideas no siem=
pre estd ocompaiioda de una verdadera conciencia, sino que en
la mayorio de los casos es un pasatiempo temporal (19).

Desofortunadamente las causas principcles que estdn pro-
piciondo lo desaporicidn de orquideos y otros vegetales valio
sos estdn relocionadas can problemas socioles, politicas y e-
condmicos més que bioldgicos; como por ejemplo, estd el caso
del indigena, que despravisto de suficientes fuentes de trabo
jo e ingresos fijos aprovecho los recursos silvestres, como
son los orquideas, que le proporciona el bosque o selva, para
venderlas en gran escalo o los compradores oficionados quie--
nes pagon sumas muy bajas por ejemplares que quizéd no lleguen
a sobrevivir (19).

Ademds de estus colectas en gran escala, estén también

la industrielizacién de maderas tropicales y subtropicales;




el desmonte para fines agricolos y ganaderos; y la creciente

urbanizacién, produciendo un desequilibrio ccoldyico que pro-
voca la desaparicidn de muchas especies de la familia Orchida
ceae, originarius de nuestro pails (19),

Lo propagacién comercial de orquideas en México, en gene
ral, sigue efectuéndose por el método trodicional, como es
por divisién dol rizomo o por hijuelos, proporcionando una ba
ja producciédn de plontas, on cambio en palses como los Estge=
dos Unidos y otros de Europo y Asia se aplica, adomés, el mé-
todo de cultivo de tejidos "in vitro" para lo propagacién y
multiplicacién de estas plantas.

Esta técnica de cultivo de tejidos pormite el desorrollo
de plantas completas en un medio artificial, bajo condiciones
esépticas, a partir de porciones vegetales muy pequefias, ta--
les como embriones, semillos, tallos, raices, meristemos, ca-
llo, células individuales, granos de polen, etc. (20); apor--
tando ol misma tiempo méltiples ventajas y aplicacianes como
son lo obtencidén masivu de ecjemplares incrementando "n" vaces
el nimero de plantas propagadas, ademds de poder obtenerlas
libres de patégenos (8).

Debido ¢ la gran amenaza que continusmente sufren las or
quideas originarios de nuestro pals, se esté provecando la de
soparicién de muchas especies valiosos, ademfs de que las téc
nicas tradicionales empleadas para su propagacién por los ar-~
quid6filos son lentas y no proporcionan gran contidad de di-~-
chos plontas. Por estos motivos y por las cualidades de méto

do de propagocién "in vitro" se planeéd la c¢laboracién del pre




sente trabajo, aplicando lou técnica de cultivo de tejidos con

la orquidea Laelia onceps var., alba, la cual estd en peligro

de extincién.

Este bello ejomplur ¢s una variedad natural, originouria

del estado de Verocruz y es apreciadu principalmente por la

forma de suv flor y el color blonco que la coaracteriza., Ac--

tualmente es sumamente difficil encontrarla en su habitat,

Empleando los métodos
tienen a largo plazo pocas
te establecer y odaptar la
la obtencién o corto plazo
esta orquidea y contribuir

cién, Svurgiendo asi, como

de propagacidn trodicional se ob--
plontaes, por lo cual es convenien~
técnico de cultivo de teiidos pura
de gran cantidad de ejemplares de

de esta manera a evitar su extin--

abjetivos, el determinor un medio

nutritivo y los balances hormonales para laoagraor en primer lu-

gor el mantenimiento y proliferacién del tejido indiferencio-

do o callo y posteriarmente lu obtencién de plantas completas

mediante la induccién a la

organogénesis de este tejido; y

una vez establecido esta Gltima parte, lograr suv adoptacién a

las condiciones ambientales.







a. Descripcidén y clasificacién baténica

Las orquideas son uno de las mdés grandes y diversas fami
liaos de plaonteos, comprende 800 géneros y cerca de 30,000 ospe
cies (4, 37, 40, 47).

Las orquideas en genoral son plantas herbéceas y peren--
nes que corecen de tejido ledoso (11, 37, 47), pueden ser ep{
fitas, terrestres, litofiticas, palustres y subterréneas.
Vistos como un grupo presenton una tremendo variabilidaod mor-
folégica.

Los plantos de orquideo vorfan en tamofio desde unos cuan
tos milfmetros a vorios metros (4) y se pueden dividir segidn
tengan o no tallo, en caulescentes y acaulescentes respectiva
mente.

Dependiendo del tipo de crecimiento del tollo pueden ser
monopodioles, que tienen el eje o tolla principal con creci--
miento indefinido y e6sté provisto en todo su longitud de raf-
ces adventicias; y simpodiocles, que tienen tollo o seudobulbo
de crecimiento definido y que comunmente estén unidos por el
rizoma (11),

En las orquideas terrestres los rofces son alargoadas y
romificodos, cubiortas de pelillos absorbentes o radicales;
en las epifitos las rafces san més especiolizodas, muchos pe-
lillos raodicoles se han sustituida por una funda de células
muertas y esponjosas llomada velamen, lo cuaol facilite la ab-

sorcién de aguo y minerales; estes raofces pueden originarse




de cualquier punto del tallo y crecer en todas direcciones,

abrazando troncos y rumas para afianzar o lo plonta (37),.

Los flores de orquidea son tan variables como las plantos que
las producen, miden desde un milfmetro de diémetro hasta 25,5
cm (4, 37). Tombién existe graen diversidad en su color, son
muy vistosas y sumamenteo ospeciolizaodos; odemés sus estructu-
ros floroles son muy peculiares.

El cbliz, esté compuesto por tres sépalos; la corolo es-
té constituida por tres pétolos internos, dos de ellos son la
terales y simétricos y de menor tamafio que el tercero poste~-=
rior, éste tiene forma variable y es llomado labela. El on--
droceo y gineceo estén fusionados en un solo cuerpo llamado
columna, que a veces se prolonga en su porte superior en un
apéndice carnoso llamado rostelo (11) (Figura 2).

El polen esté contenido dentro de pequefios paquetes llo-
mados polinios, estos son més o menos globosos colacados en
ung depresién llamoda el clinandrio, debojo de la cofia de
las anteras; el nimoro de polinios por flor varf{a en los dife
rentes géneros.

Los frutos de las orquideas son los cépsulas tricarpelo-~
res que se desarrollan a portir del ovario inmediatamente deg
pués de efectuado lo palinizacidédn y fertilizacidédn., Las semi-
llos de orquideas san las més pequerias que se conocen, pudien
do producir entre 500 mil y un millén de ellas por cépsula
(37, 47)., Estas semillos consisten principalmente de un em-=
brién indiferencioda, casi sin contener reservas alimenticios

(4, 49), estondo cubiertas par uno membranc delgada llamada
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testa (37).

El género Laelia contiene més de 75 especies, siondo la
mayor{a epffitas o 1litédfilas (11, 21). Los seudobulbos gene-
ralmente son alargaodos, carnosos y ulgo comprimidos, con una
o dos hojos siempre verdes (Figura 3).

Los sépalos son de igual formao entre s, mientros que
los pétalos son mébs grandes yue aquellos. E} laobelo con 1lébuy
los laterales que envuelven lo columne y la parte central plg
na, bifida o agudao, con el mismo auspocto que ol género Cat--
tleya.

Lo especie L. anceps Lindl. es una notable orquideu que
se distingue fdcilmente por sus seudobulbos covados, tienen
ademés los bordes afiludos y numerosas costillas laterales;
pero sobre todo dos de ellas més sclientes que las demés y
que le don o los seudobulbos una forma més o menos cuadrangu-
lar; su longitud es a lo més de 25 cm, son de color verde amg
rillento, terminando en su parte superior por dos hojos de
forma lanceoloda y de color verde pélido. El tollo florifero
es delgado y su longitud varia de 30 o 40 cm (48); posee in--
florescencias en forma de racimos, en nUmera de cuotro o seis,
muy atractivas y hasto de 12 cm de didmetro (18, 55). Sus co
lores son extremadamente voariables, se hon descrito husto 26
variedades naturcles (11, 55), dentro de los cuales incluye a
le variedad alba, muy hermosa, en lu que los pétalos y sépo~--
los son anchos y totalmente bloncos; el labelo es tumbién de
un blanco puro presentando un pequefio disco amurillo muy péli

do en la porte més profundo de la garganta (Figuro 4)., Su é-



FIGURA 3, PLANTA TIPICA DEL GENERO Loelia.




FIGURA 4,

FLOR TIPICA DE LA ORQUIDEA Laelia

anceps

var, alba,
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poca de floracién es de octubre o enero (18, 39) (Fiqura 4),
Su clasificacién taxondmica (5, 37, 44, 45) es como sie-

gue:

Reino Vegetal
Divisién Embryophyta
Subdivisién Angiospermae
Clase Monocotyledoneae
Orden Orchidales

Familia Orchidacece

Subfamilia Epidendroideace

Tribu Kerosphueroideae
Serie Acranthae
Género Laelia
Especio ancaps Lindl,

Variedad alba

b, Origen y distribucidn

Los orquideas se mencionon yo en escritos chinos que do-
ton de vorios siglos a, de C., el primexo en estgdiarlaa con
un criterio cientifico fue el fildsofo y naturalista Teofros-
to (374-287 a. de C.) (11), quien por primerc vez las llamé
"orquideas", la cual se deriva de lo polabra griega "orchis”
que significa testiculo (25),

Muchas centurias despuds, Carlos de Linneo (1707-1778),
gran noturalista sueco, fundodor del sistemu en que se basa

la clasificacién y nomenclatura cientifica, tombién se interg
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sé por las orquideas. Como taombién eon el Siglo XIX lo hiciee
ron Humboldt, Darwin y especialmente el profesor de la Univer
sidad de Londres, John Lindley, quien contribuyé grandemente
al conocimiento de las orquideus con su libro titulade "Géne-
rogs y especies de las plantas orquiddaceas”, que publicé en
1840,

También permitieron a los europcos admirar lo belleza de
las orquideas, los expediciones que o México, Brasil, Colom--
bia y Venoczuelae reelizé Jean Linden de 1835 a 1845 (11),

En México, mucho ontes de que los espofioles llegaran y
antes de Linneo, gron nimero de orquideas hubion sido ya cula-
tivados en los palocios y residencios de los principes azte--
cas en Tenochtitlén.

Los aztecos opreciobuan y cultivobun algunas especies, co
mo la vainillo que ero utilizada como uno forma de tributo,
asf como tombién lo empleabuan poru oromotizar sus bebidas,
Tal vez sus predecesores los toltecas hicieron lo mismo. Se
ignora si estos pueblos fueron los primeroes que cultivaran

los orquideas o si tal mérito corresponde o los chinos (17,

55) .

Las orquideos viven précticomente en los cinco continen-
tes, entre los 68° de lotitud N y los 56° de latitud S (11) y
alturas de mil haste cuotro mil m,s.n.m., (11, 37, 55),

Los paises trapicales e intertropicoles cuentan con cien
tos de géneros de orquideos que en su moyorfo son epifitas,

Al olejarse del trépico, menos plontas de este tipo se encuen
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tran; en cambio, abundan lus terrestres que prefieren, en su
gron mayorfa, los zonos templodus-froscos o frios (18).

El género Loelia se encuentra distribuido en toda Améria-
ca Tropical, desde México hosta Brasil. £En México la especie
L. anceps Lindl. es nativao de los ostados de Guerrero, Hidal-
go, Oaxaca, San Luis Potos Veraucruz y probablemente en

i,
otras regiones més (54, 55), siendo lo variedad albe origino-

ria del estodo de Veracruz,

¢, Métodos de cultivo tradicional

£l cultivo de orquideos no es nuevo., Confucio (551479
a, de C,) mencionabo lus orquideus en sus escritos, indicondo
que los chinos usaban las flores pard decorar sus casas,

La evolucién del cultivo de orquideas como un pasatiempo
hasta lo produccién comerciol fue muy lenta. Los antiguos
griegos y los romanos, como los mexicanos utilizaban més las
orquideas por sus cualidades medicinales que por las estéti=-
cas.,

No fue sino hastao el Siglo XVIII que el interés estético
de los orquideas realmente empezé o desarrollorse. En occi--
dente cuando las primeros plantas tropicales fueron importa--
dos o Europa, cientos de miles de plontas perecieron en el
trénsito de los trdpicos americanos y muchos miles més fene==~
cieron en los invernaderos ingleses y los del resto del conti
nente, por ignorancia de los colectores., Los jordineros exi-

tosos guardaron celosomente sus procedimientos secretos, de




como cultivar aquellas orquideas extrofios y llevarlas hasta

la florecién. Las dificultades de aquellos priwmeros intentos
de cultivo se debieron principalmente a la idea errénea de
que las orquideos sélo crecian en la oscuridod himedo y opre-
sivamente cllido de los junglas tropicales con lo cual las or
quideos obtuvieron la reputacién de ser "frégiles parésitas"”
y de ser en extremo delicadas (37).

En 1821, Conrod Loddiges, empezé a cultivar plentas de
orqufdeos comerciaclmente cerca de Londres, lugar donde nacié
la industria de orquideas (47).

En 1939 se constituyd, por primera vez en México, la so=
ciedad denominada "Sociedad de Amigos de las Orquidens" con

el objeto de fomentar su cultive (29).

Las orqufideas, come lo mayoric de los cultivos flor{co~=
laos pueden propogarse por semillas o bien vegetotivomente,

La propaogacién por semillus tiene la ventajo de producir
recombinaciones de genes los cuales originan nuevas formas
(5). En su habitat, la germinacién se lleve o cabo cuando al

gun hongo simbionte, como Rhyzoctonia o Phytophtora esté pre=

sente, el cual le suministro ozdcores a la semilla (4).

En 1903 cienti{ficos como Bernard, en el Jardin Boténico
de Paris, trotaron de germinar semillas de orquideos, El y
Burgeff, independientemente concluyeron que el hongo era nece
sario paro germinor las semillas en el laoborotorio. No fue
eino hasta principios de 1920, cuando Knudson demostré que el
hongo convertic olmidones en azlcares y las semillas utilizu;

bon el gzicar paro germinor (4, 47). Ahora los semillas de
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A

orquidea, fécilmente pueder germinar y crecer pero requieren
de un cuidado especial (47},

El proceso de reproduccidn asexua! tiene importancia es-
pecial en horticultura porgue la composicidn genética de la
mayorio de los cultivares y plantes orncmentoles més valiosas,
es oltamente heterocigédtico v lus corocteristicas que distin-
guen o esos tipos se pierden de inmediato al propagorles por
semilla (20).

Los géneros de orquideas simpodiales de moyor importan--

cia comerciol, tales como Laelia, Cattleya, Miltonia y Odonto

glossum pueden propagurse vegetutivemente por divisién del ri
zoma durante la época en que se encuentra lotente o justo
cuando comienza el nuevo crecimiento, esta divisién se reali-
za en plantas que tienen seis o mds seudobulbos. El rizoma
se carta entre el tercer y cuorte seudobulbo y ambas seccio-~
nes se plantan como plantas individuales (10, 20).

Las orquideas monopddicas como Dendrobium y Epidendrum a

veces producen hijuelos que forman ruices y una vez que se
han formado cuatro o més raices entonces este brote puede se-
pararse de la plonta madre y plantarse (10, 20, 47).

Estas técnicas tradicionales de propagacién clonal de or
quideos en general son tardodas ya que solo producen unas

cuantas plantos de un clon por aiio (46).

d, Cultivo de tejidos de orquideo

La técnicu de cultive de tejides ho reveolucionade el mun

do de las orquideas. Probablemente comenzd o principios de
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1920 cuando Bernard, Burgef7i v Knudson independientements en-
contraron métodos para cultivur orquideas en grandes cantida-
des mediante la germinacién de semillas sobre agar (4, 9).

Los métodos que a lo fecha estdn cesociados con el concep
to del cultivo de tejidos han sido de considerable importon.«
cia paru la propagocién de orquideas durante casi tres cuQre-
tos de siglo. Es posible que las orquideas hayan sido las
primeras plantas horticolas propagodes por cultivo de tejidos
o0 por lo menos mediante métodos asépticos "in vitro",

Lo propagacidén de orquideas revoluciond en lo afios de
1921’y 1922 con el trabajo dol profesor Knudson (4) quien des
cubrié que las semillas podian germinar asimbidticamente en
un medio aséptico con sacaroso. Después de continuos debates,
lo volidéz de la germinacién asimbidticu de las orquideas co-
mo un método préctico y experimenteol comenzé o establecerse
formalmente. El medio original fue mejorado 25 afios después
de haber sido publicado,

En esto misma época los primeros meristemos fueron culti
vados "in vitro" (5). Pero no fue sino 15 ofos después, en
1960, cuando este método de cultiva de tejidos empez6é a apli-
corse pora propagar orquideas (53).

La potenciclidod de multiplicacién por oste método fue
observado por el Dr. Morel, el recobrar Cymbidiums libres de
virus "in vitro", a partir de plantas infectadaes (5, 10, 32,
34, A2, 46, 51, 53), al mismo tiempo formuls le idea de usor
esta técnice pora lo multiplicacién clonol mosiva de orqui--

deas en un perfodo corto; Morel observé que ol utilizar los
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"in vitro", formaban cuer--

meristemos apicales y cultivarlos
pos parecidos a protocormos. Estos cuerpos posteriormente
produjeron brotes y roices come sucede en uno pléntula prove-
niente de semilla. Por otra parte si cse cuerpc parecido a
un protocormo se seccioncba y tronsferio a un medio de culti-
vo nuevo se formaban cuerpos adicionales, los cvales origina-

ron tombién pléntulas completos,

En 1964, Morel obtuvo flores de Cymbidium y Miltonia de

los pléntulas que habian sido propagadas por cultivo de meris
temos hacio cinco o seis afies (31). En reportes de 1965 men-

ciond'que al utilizar expluntes de Cottleya, Odontoglassum,

Lycaste, Dendrobium, Miltonia y Phaius, también se originaron

cverpos como protocormos; él mismo sugiere sl uso de Gcido 3~
indol-acético (AIA) o dcido naftalen-acético (ANA) como suple
mento del medio nutritive en una concentracién de 1 ppm y ade
més el uso de agua de coco y jugo de pifia en el medio (46),
Wimber, en 1965, abtuvo tejido indiferenciodo a portir
de hojos de pléntulas de Cymbidium (46). Champagnat y Morel
dos afios después, utilizaron hojas enteras de Cattleya de 10
@ 15 mm de largo y las sombraron en el medioc mineral de Mura-
shige y Skoog (empleado para el cultivo de callos de taboco)
con sdcarosa, AIA y kinetino, después de dos semanas en culti
vo se formé callo en la superticie del corte, el cual poco a
poco se diferencié en brotes foliures o protacormos (33),
Ellos mismos, en compofifa de Mounetau, en 1970 reportaron el
uso de Gpices de brote y bases de hoje para inducir callo y a

partir de éste, pléntulas completas; os{ también Ball, Ardit-
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ti y Churchill (5, 15, 38) vutilizuron épicaes de hojo de

Dendrobium, Epidendrum y Locliccottleya con el mismo fin, Ax

demés en 1972, realizaron el cultivo de dpices de rafz de
Epidendrum, empleundo el medio de Ojima y Fujiwara (5, 15,
38), estos 6pices se clongaron, adelgazaron y perdieran su
clorofila sin logrur obtencr formacién de calla o pléntulas,

Champagnat y Marel en el misma ofla intentaoron desarroe-

llar los épices de muchos hibridos de Phaphiopedilum, estos 4
pices fueron cultivados en el medio Thomale, desarrolléndose
perfectomente y producienda nueves hojos y dondo arigen ropi-
domente a pléntulas, Paro inducir lo formacién de callo, a-=
gregaron al medio 1 ppm de Gcido 2-4-diclorofenaxi-acético
(2-4-D) donde olgunos de los explontes formaron callo y proto
cormos., £l tejido indiferenciado fue subcultivado en medio
fresco vorias veces, forméndose pléntulos completas al elimi-
nerse esta hormona (33).

Kim, Kunisaki y Sogawa (38) cultiveran yemos de bulbos
de Dendrobium, en media liquida suplementodo con 15% de agua
de coco, donde se formaron cuerpos parecidos o protocormos y
posteriormente pléntulas.

En 1971, Steward y Mapes (38), aplicaron el cultivo de
células en suspensibén pora lo obtencién de pléntulos; para és
to cultivaron Gpices de brates en modio geiificado suplementa
do con agua de coco y ANA, estos Gpices originareon calla el
cual fue transferido o medio liquida de lo misma composicién,

sin emborgo lo produccién de las células en suspensién fue me

jor cuando el ANA se reemplaza por 2-4-D, Estos cédlulas oriw
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ginaron protocormos al sembrarlas &n el medio cé6lido, los
que se transformaran después de rnueve meses en pléntules com-
platos.,

En 1973, Intuwong y Segawe (33, 38), logreron propager

las orquideos Ascofinetio, Neostylis, Vascostyliis otras por
’ ’ Y Yy P

medio del cultivo de inflorescencias muy jévenes, menores de
1.5 ¢cm de longitud, las cucles se cultivaron en el medio mine
ral de Vacin y Went (33, 38) suplementodo con cgua de coco y
observaron que en lo copa epidérmica del roquis se formé un
grupo de célulus meristemétices que se desorrollaron poste--
riormente en cuerpos poarecidos a protscormos, los cuales die-
ron origen o pléntulos.

Como se ha visto, las oplicaciones del cultivo de oraquia
deas ''in vitro" son muy voricdas, osfi como los posibles rutas
0 seguir,

As{ como se pueden obtener plantos libres de virus o de
otro putégeno por medio del cultiivo de meristemos, tombién se
pueden obtener por medio del cultive de callo o de células en
suspensién, variociones genéticas que nos pueden dar nuevas
voriedades. Tumbién se puede aseguror uno clonecién perfecta
mente definido y una propagacién o gren escolo de pléntulos;

odembés de otros beneficios horticolas inherentes (5).






El establecimiento del cultivo "in vitro" principia con

lo eleccién del tejido, el cual debe obtenerse directamente
de lo plonta donadora previamente seleccionado (1, 36, 56).
En este caso se empled callo; el cual es un tejido simple,
compuesto por una masa de células indiferenciadas de tipo pa-
renquimoatoso (7), derivado de pléntulas pravenientes de semi-
llo de L. anceps var. glbo (Figura 5), germinadas osimbiéticg
mente bajo condiciones asépticas, asegurdndose asf{ lo asep--
sio del tejido (13).

La composicién del medio nutritivo fue un factor determi
nonte pora el establecimiento exitoso del cultive (1, 5, 36,
56), por lo cual se probaron tres medios nutritivos diferen--
tes (Cuadro 1), los cuales diferian entre si en el tipo y/o
concentracién de lus sales inorgénicas (mecro y micronutrien-
tes), asi como tombién en los constituyentes orgénicos como
amino6cidos, vitaminas e inositdles, exceptuando la fuente de
corbono y energic que fue la sacarosa en todos los medios.

Los reguladoros del crecimiento vegetal que se ofadieron
ol medio nutritivo fueron al é4cido naftalen-acético (ANA) y
el 6cido 3-indol-butirico (IBA) como auxinas y la N-6-Bencil
adenina (BA) como citocinina. Estas se utilizaron en diferen
tes concentraciones poro as{ poder determinar las que produje
ron el mejor resultado.

Los medios de cultivo fueron ujustados a un pH de 5.5
con la adicién de uno solucidn Geida (MCLl 1.0 N) o bésica

(KOH 0.1 N); ademés se solidificé ol medio con 7 g/l de agar-

o
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FIGURA 5, CALLG DERIVADOQ DE PLANTULAS DE
Laelia anceps var., alba GERMINA
DAS in vitro.
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CUADRO 1, COMPOSICION DE LOS 3 MEDIOS NUTRITIVOS.
SALES INORGANICAS MEDIO 1 MEDIO 2 MEDIO 3
R &M L &S Z
(mg/1) (mg/1) (mg/1)
Macronutrientes
(NH4)2SO4 400.0 - -
NH4NO3 - 1650.0 1650.0
Co(N03)2.4H20 1000,0 - -
KNOS - 1900.0 1900.0
KH2PO4 250.0 170.0 170.0
KCl 500.0 - -
Co’m.z.znzo - 440.0 440.0
MgSO4.7H20 400.,0 370.0 370.,0
Micronutrientes
H3803 0.03 6.2 6.2
CoC12.6H20 - 0.025 0.025
CuSO‘.5H20 0.001 0.025 0.025
KI - 0.83 0.83
MnSO4.4H20 7.5 22.3 22,3
ZnSO4.7H20 0.03 9.0 8.6
N02EDTA 22.4 37.3 -
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CUADRO 1, ... CONTINUACION,

R&M L &S
ORGANICOS (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Inositoles
Myo~inositol 100.0 100.0 -
\.
Meso-inositol - - 100.0
Aminoécido
Glicina 2.0 - 2.0
Vitaminos
N£°Cin° 005 - 0.5
Piridoxina-HCl 0.5 - 0.5
Tiamina=-HC1 0.1 0.4 0.}
Ac. Ascérbico 150.0 - 10.0

Fuente de Carbono

Sacarosa 30.0 g 30.0 ¢ 30.0 ¢
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agar.,

Los medios de cultivo uno vez preparudos, se vaciaron en
frascos refractarios de 125 ml y se taporon, inmediatamente
se esterilizaron en autoclave a una presién de 1.5 kg/cm2 y a

una temperatura de 120°C durante 15 minutos (6) (Figura 6).

a. Medios nutritivos

Lo selecciédn del mejor medio de cultivo poro el manteni-
miento y proliferacién del cello se llevé o cabo probaondo los
medigs nutritivos modificodos (Cuadro 1) de Reinert } Mohr
(M1), de Linsmaier y Skoog (M2) y el de Zuccherelli (M3) (5,
58) .

El medio Reinert y Mohr se ho emplevodo para la propoga--
cién del género Cattleyo o partir de yemos meristeméticas la-
teroles, este género es muy afin al género Loelio por lo cvual
los requerimientos de estas orquideas pueden ser similares en
tre sf (5). El medio Linsmaier y Skoog es muy similar ol de
Murashige y Skoog (35), excepto en el contenido de constitu--
yentes orgdnicos el cuol incluye aparte del mioinositol y la
tiamina, la piridoxinao y lo glicino; estos medios se han em--
pleodo pora el cultivo de collo de tabaco y tombién paorc el
mantenimiento del cultivo de callo derivado de épices de hoja
de Cottleya (5, 14). El medio Zuccherelli es también muy si-
milor al de Linsmoier y Skoog, carcce de un suplemento de fie
rro pero incluye los aminobécidos y vitaminas que posee ¢l de

Reinert y Mohr; se eligié porque en pruebas preliminares indy
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FIGURA 6, ESTERILIZACION EN AUTOCLA
VE DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.
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jo muy buenos resultados en Luelic o pesar de astor reportado
para el durazno (58).

En cada uno de los medios de cultiivo se probaron 24 tra-
tamientos hormonales d¢ ANA/BA (Cuadro 2) y determinar asi el

mejor tratumiento para lo proliferocidn del callo.

Para lo induccién o la diferenciacién se emplearon 12
trotamientos hormonales de BA/ANA (Cuadro 3) empleondo solo
ol medio M2, ya que en éste se obtuvieron los mejores resulta

dos pare loc etapo onterior.

*Para lo fase de enraizamiento de las pléntulas formados,
se continué empleondo el medio M2 probando 7 tratamientos hor

monales de IBA/ANA (Cuadro 4).

b, Proliferacién del callo

El collo originado de lus plantulas germinadas en culti-
vo asimbiético, se separd y se llevé a cabo la siembra de és-
te en los diferentes medios de cultivo. La siembra se reaoli-
z6 bajo condiciones de osepsia en una campana de flujo lami-«
nor empleando moterial quirdrgico estéril (Figura 7).

La cantidod de tejido inicial sembrado paro lo prolifera
cién de callo, asi como paro lo inducciédn a la organogénesis,
fue lo més homogénea posible en todos los trotamientos (Figu-
ra 8).

Inicialmente se hicieron tres repeticiones para cade tra

tamiento en los diferentes medios, aumenténdo posteriormente




CUADRO 2,

TRATAMIENTOS HORMONALES PARA LA PROLIFERACION

DEL CALLO,

W'\\ANA I ‘
(mg/1)
0.0 { 0.1 | 0.2 0. 1.6 { 2.0
BA
(mg/1)
0.0 1 2 3 4 5 é
0.1 7 8 9 10 N 12
0.5 13 14 15 16 17 18
1.0 19 20 21 22 23 24
CUADRO 3. TRATAMIENTOS HORMONALES PARA LA INDUCCION A
LA DIFERENCIACION.
BA -
(mg/1)
0.0} 0.5 1.0 2.0
ANA
(mg/1)
0.0 ) 2 3 4
0.1 5 6 7 8
0.5 9 10 1 12

*Nimero de tratamiento.




CUADRO 4, TRATAMIENTOS HORMONALES PARA LA FASE DE

ENRATZAMIENTO

TRATAMIENTOS HORMONAS
(mg/1)

1BA ANA
) 0.0 0.0
2 0.0 1.0
3 0.0 2.0
4 0.5 0.5
5 1.0 0.0
6 1.0 1.0
7 2.0 0.5
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estas repeticiones en los medios M2 y M3,

Para poder lograr la proliferacidén constante de collo,
se realizaron transferencius del tejido v medio nutritivo
fresco cada 21 dias, yu que el constunte crecimiento del ca--
llo provocé el wgotamiento de los nutrientes y la acumulaocién
de desoechos metaobélicos del tejido, los cuales llegoron a ser
téxicos (46).

El tejido indiferenciado fue fragmentaudo en cado resiem-
bra, eliminéndose las zonas ennegrecidas del tejido, yo que
éstas, debido o los desechos metabélicos que producion, po--

dian disminuir lo viabilidad del rosto del tojido (46).

c. Induccién a la diferenciacién

Esta induccién se hizo utilizando el collo de lo fase an
terior, éste se sembré sin fragmentarlo en ¢l medio de induc-
cién y fue transferido a medio fresco cado 30 dios. La prime-
ra siembra se hizo con seis repeticiones por trotamiento, en
tres de ellos se sembré collo clorofilico de los medios M2 y
M3, mientras que en el resto de los fruscos se sembré tejido
clorético proveniente del medio M1, el cual tomdé esta colora-
cién en la tercera resiembro después de dios en cultivo. Es-
to se hizo con lo finalidod de poder observar la potenciali--
dod de diferenciacién de los 2 tipos de tejido obtenido (Figuy
ra 9).




FIGURA 9. TIPOS Dt TEJIDOS EMPLEADOS PARA LA IN
DUCCION A LA DIFERENCIACICH:
a. CLORCFILICO ; b. CLORQTICO.
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d. Enroizamiento

Una vez que se formaron brotes foliares de uproximoadamen
te uno a dos centimetros sc¢ pasaron al medio de enraizamiento,
donde a los 15 dias en cultivo se obscrvoron lus primeros rai

ces, trasplontundose a medio fresco cada 21 dias,

e, Condiciones de cultivo

Todos los cultivos fueron colocados en unao cémara de in-
cubacidén en donde se montuvieron a unao temperoturo de
25 tw2°C, con fotoperiodo de 16 horas luz y ocho de ;scuridod,
bajo una intensidoed luminosa de 2,000 a 2,500 lux proporciong

da por cuatro focos Gro-Lux de 40 watts (5, 6) (Figure 10),

f. Adaptacidén de las pléntulas al medio ambiente

Cuando las plantulas estuvieron formados completomente,
es decir, con més de tres ralces de uno a dos centimetros de
longitud se trasplantaron a seis diferentes sustrotos los cug

les fueron esterilizados previumente (Cuadro 5).

g. Andlisis estadistico de datos

Proliferocién de caollo.

Para comparar el peso fresco (56) del caollo en la siem--
bra inicicl y primera resiembra, se realizé un andlisis de vg
rianza (ANOVA) (30) utilizando un modelo con arreglo facto--

rial de trotamientos, seis concentraciones de ANA, cuatro de-




FIGURA 10, CAMARA DE CULTIVO COMN TEMPERATURA,
FOTOPERIODO E INTENSIDAD LUMINOSA
CONTROLADA .




CUADRO 5.

SUSTRATOS EMPLEADOS PARA LA ADAPTACION DE LAS

PLANTULAS AL MEDIO AMBIENTE,

SUSTRATOS PROPORCION SIMBOLOGIA
Agrolito A
Maquique M
Turba T
Agrolito y
Torba } i A+ T
Moquique vy
Turba 1 1 M+ T
Agralita y 1 1 A+ M

Maquique
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BA y tres medios (ANA6 x BA, » Ma), con un disefio experimenm.-
tal completamente ol ouzar.

Posteriormente se realizd el ANOVA utilizando un modelo
con arreglo factorial de tratamientos (ANA6 » BA4) y con un
disefio experimental completomente al azar en los resuvltodos
de cada uno de los medios en coda resiembra, exceptuando los
de la segunda y tercer resiembro en ol medio M2 y los de la
tercer resiembru en el medio M3,

Para estudior las diferencios entre el efecto de cada
hormona y el efecto de lo interaccién, se analizoron uvtilizan
do €1 método de comparaciones miltiples de Tukey (12) determi
nndose de este modo los mejores concentrociones para la pro-
liferaciédn del callo. En aquellos reosiembras donde no se a--
plicé el ANOVA anteriormente mencionedo, se hizo una compara-
cién considerando los pesos tatules en los tres medios consi-
derando el modelo completamente al ozar. Los resultados se

presentan en las tablas 1, 2 y 3.

Inducciédn o la diferenciacidn.

Se realizé el ANOVA utilizands un modelo con un arregle
factorial de tratamientos (BA4 x ANAa) y con un disefio experi
mental completamente dl azar eon cado uno de lus siguientes va
riables: ndmero y peso en gromos de las pléntulos bien desc--
rrolladas de 1 @ 2 ecm de oltura y dos o més hojas con forma
t{pica; mientras que paro el callo, protocormos y pléntulos
no bien desarrollados (no cumplion con las courocteristicas de

las bien desarrolladas) s¢ tomé unicamente el peso. Reoalizan
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do posteriormente lds comparaciones mdltiplas por el método
de Tukey y determinar osi la mejor concentrocién hormonol pa-

ra la induccidén a la diferenciaocién.

Enraizaomiento,

Se analizé el porcentaje de pléntulus enraizadas para ca
do trotamiento asi{ mismo el ndmero promedio de rafces por
pléntula, considerando el intervalo de valores de cada uno de
los trotamientos con promedio més alto, estableciendo su in--

tervolo de confionza,

Adaptacién,
Se comparé el porcentoje de odaptacidn de las pléntulas

en cado uno de los sustratos empleados.




RESULTADOS Y DISCUSION




TABLA 1. PESOS TOTALES Y PROMEDIOS EN GRAMOS DEL CALLO AL INICIO Y EN CADA RESIEMBRA EN
EL MEDIO REINERT Y MOHR (M1).

SIEMBRA INICIAL Ya, RESIEMBRA 2a. RESIEMBRA da, RESIEMBRA
. Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso
TRATAMIENTOS Total Prom. Total Prom, Total Prom, Total Prom.
1 2.51 0.83 3.3 1.1 4.0 1.3 6.3 2.1
2 2.45 0.81 4.19 1,39 7.05 2.35 11.9 3.96
3 1.78 0.59 2.55 0.85 2.45 0.81 3.7 1,23
4 1.93 0.64 3.71 1.23 5.35 1.78 8.95 2.98
5 2.33 0.77 3.6 1.2 5.6 1.86 7.1 2.36
[ 1.95 0.65 3.55 1.18 5.85 1.95 6.85 2,28
7 2.5 0.83 3.75 1.25 6.15 2.05 8.0 2.66
8 2,09 0.69 1.5 0.5 3.0 1.0 3.1 1.03
9 2.85 0,95 5.15 1,71 7.85 2.61 10.75 3.58
10 4,33 1.44 4,44 1.48 3.45 1.15 3.45 1.45
1 3.17 1.05 6.0 2.0 - - - -
12 2.45 0.81 6.75 2.25 13.13 4,37 22.65 7.556
13 1.88 0.62 5.54 1,84 10.2 3.4 13.6 4,53
14 1.7 0.56 4,65 1,55 8.4 2.8 16,0 5.33
15 2.55 0.85 3.4 1,13 7.8 2.6 17.15 5.71
16 3.05 1.0} 5.45 1.81 7.7 2.56 8.3 2.56
17 3.59 1.19 2.9 0,96 - - - -
18 2.8 0.93 4.95 1,65 8.45 2.81 15,1 5.02
19 2.98 0.99 1.9 0,63 3.7 1,23 5.6 1.86
20 1.5 0.5 3.15 1.05 7.35 2.45 16.9 5.63
21 1.89 0.63 3.8 1.245 8.4 2.8 - -
22 3.06 1.02 1.85 0.61 3.45 1.15 5,6 1.86
23 2.38 0.79 3.3 1.1 5.25 1.756 5.05 1.68
24 3.74 1,24 5.2 1.73 2.2 0.73 - -

*Los tratomientos enunciodos se dan en el Cuodro 2.
Cada trotamiento consiste de 3 repeticiones.

6¢




TABLA 2, PESOS TOTALES Y PROMEDIOS EN GRAMOS DEL CALLO AL INICIO Y EN CADA RESIEMBRA EN
EL MEDIO LINSMAIER Y SKOOG (M2),

SIEMBRA INICIAL la, RESTEMBRA 2a0. RESIEMBRA 3a, RESIEMBRA
" Peso Peso Peso Peso Peso Peso
TRATAMIENTOS Totol Prom. Total Prom, Repet. Total Repet. Totol
] 1.65 0.55 0.856 0.28 - - - -
2 1.8 0.6 0.8 0.26 3 1.25 3 5.3
3 2.2 0.73 2.0 0.66 3 1.1 2 3.0
4 1.3 0.43 2.65 0.88 3 2.7 4 10.55
5 2.05 0.68 2.5 0.83 3 4,2 3 ?.55
6 1.55 0.51 2.0 0.66 3 1.45 3 1.9
7 1.35 0.45 1.9 0.63 2 4.4 6 15.35
8 2.55 0.85 5.05 1.68 7 18.45 14 69.35
9 2.55 0.85 5,75 1.2 6 17.8 17 59.8
10 1.75 0.58 3.8 1.26 5 11.0 11 24,6
1 2.9 0.96 6.55 2.18 7 23.35 17 64,85
12 3.9 1.3 7.97 2,65 6 20,75 15 43 .4
13 2.4 0.8 5.2 1.73 5 13.7 9 25.15
14 3.0 1.0 6.75 2.25 8 25.95 20 75.95
15 1.55 0.51 0.95 0.31 3 4.0 3 10,2
16 3.55 1.18 6.25 2.08 6 18.6 14 45,1
17 3.15 1.05 6.1 2.03 6 20.0 14 A5 .45
18 3.3 1.1 5.1 1.7 4 13.6 9 34.8
19 3.25 1.08 - - - - - -
20 1.6 0.53 2.15 0.71 4 8.9 5 23.9
21 2.4 0.8 5.3 1.76 5 15.3 13 41,7
22 3.4 1.13 8.55 2.85 7 23.75 12 46,25
23 3.3 1.1 8.55 2.85 8 31,35 22 91.15
24 3.05 1.01 6,2 2,06 5 14,25 15 55.0
¥lLos trotamientos enunciadas se dan en el Cuadro 2.
Caoada tratamiento en lo siembra inicial, como en la Ya. resiembra consistid de
repeticiones.

oy



TABLA 3, PESOS TOTALES Y PROMEDIOS EN GRAMOS DEL CALLO AL INICIO Y EN CADA RESIEMBRA EN
EL MEDIO ZUCCHERELLT (M3).

STEMBRA INICIAL la. RESTEMBRA 2a, RESIEMBRA 3a. RESIEMBRA
* Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso
TRATAMIENTOS Total Prom, Total Prom, Total Prom, Repet. Total
1 3,22 1.07 6.1 2.03 2.7 0.9 -
2 2.49 0.83 4.1 1.36 - - -
3 3.7 1.23 4,2 1.4 1.75 0,58 3 1.05
4 3.35 1,11 3.85 1.28 7.15 2.38 - -
5 3.33 1.11 4.5 1.5 - - - -
6 2.35 0.78 3.25 1.08 1.2 0.4 3 0.85
7 3.35 1.1 2.45 0.81 - - -
8 4.5 1.5 - - - -
9 3.4 1.13 3.45 1.15 1.95 0.65
10 3.3 1.1 3.05 1,01 - - -
11 3.6 1.2 3.95 1.31 4.3 1,43 3 1.35
12 3.45 1.15 5.35 1.78 2.55 0.85
13 3.85 1.28 5.5 1.83 3.0 1.0
14 3.1 1.03 4.95 1.65 - - -
15 2.88 0.96 4,65 1.55 6.0 2.0 -
16 3.75 1.25 4.1 1.36 - - - -
17 2.65 0.38 3.15 1.05 3.75 1.25 -
18 2.65 0.88 5.2 1.73 5,95 1.98 - -
19 4,67 1.55 7.4 ?.448 15,45 5.15 7 27,05
20 2.5 0.83 3.55 1.18 . - - -
21 3.1 1,03 4.5 1.51 - - - -
22 3.5 1.16 2.85 0.95 - - - -
23 3.85 1.28 2.7 0.9 - - - -
24 3.95 1.31 5.7 1.9 7.0 2,33 5 12.2

¥Los trotamientos enunciodos se dan en el Cuadro 2.
Caoda trotamiento consistid de 3 repeticiones, excepto 2 en lao 3a. resiembra.

Ly
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a. Proliferacién del caullo

La fase de proliferocién del collo proveyd de una gran
poblacién de tejido Gtil (Figura 11), ya que posteriormente
este tejido originéd pléntulos, Lo formacién de los pléntulos
se llevd o cabo debido o la totipotenciolidad de estaus célu-=
las, yo que cada una tuvo la informacién genética necesoria
pora regenerar una planto completa (3, 5, 7, 38).

La mayorfa de los cultivos dn cullo se derivaen de tejido
compuesto de células vocuoladus que pueden ser de dos tipos:
oquellas de combium vascular que siempre estén en divisién oc
tiva y laos células del parénquime que son quiescentes y deben
inducirse o lo divisién (57).

La texturu del callo fue esponjoso y facilmente desmenu-
zable (36), lo colorocién verde, es decir clorofilice (Figura
11), fue iguol al tejido que lo originéd (36}); ¢ excepcién del
tejido en el medio M1, que 18 dias después de la dltimo re--
siembra se torné cremoso (Figura 12)., Ffsto puds ser causado
por algdn error durante la preporacidn del medio de cultivo,
alterondo la aporiencia del callo, pue. 2 este medio se le
proporcionaron los elementos necesarios para la formacidn de
clorofila, como son los corbohidroatos, disponibilided de mag-
nesio, fierro y nitrégeno, auxinas y citocininas, luz y tempsn
ratura (3, 36). En el cuodro ! sc¢ chserva au. lo concentra--
cién total de soles mineralez fue maycr en leos wedios MZ v M3

y menor en el M1, notdndose ademds las diterentes vuentes de
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Aitrdgeno, usf{ como la carencia de fierro en el medio M3,

l.La contidaod de callo sembrodoe inicialmente en los trata-
mientos, considerando los medios nutritivos y las seis concen
traciones de ANA y cuotro do BA, se compurd detoerminéndose a
través del ANOVA (Tabla 4) que no hubo diferencias significa-
tivas al 5%; ésto oro de esperarse yo que al ser lo siembro
inicial, todavia no se efectuaba ningdn crecimionto del teji-
do, demostrando por lo tanto que la cantiidad de tejido fue ho

mogénea pora cada trotomiento.

Antes de realizarse lo primeroc resiembra y las dos si--
guientes, se elimindé tejido oxidodo o contaminado de varios
trotamientos en los tres medios y en algunos casos se tuvo
que eliminar el trutamiento completo, como ocurrié en la mayo
ria de los tratumientos en el medio M3 (Tabla 3). Esto se de
bié o variocs razones, una do c¢llos fue la prontoe acumulacién
de desechos téxicos en el madio de cultivo, provocodo por lo
gran proliferacidén del tejido, los cuales causaron el ennegre
cimiento u oxidacidn del collo que se encontrabu en mayar con
tacto con el medio, disminuyendo el crecimiento del resto del
tejido. Lo contominacién se debid o la presencia de olgunos
agentes microbionos, como bhucterias y hongos, en el tejido,
inhibiendo éstos el crecimiento del callo. Aunque lo moyoria
de las veces estos contaminantes se observaron hoasto el tor--
cer dfa con la destrucciédn del tejido, otros fueron de creci-
miento poco notorio, hociendose menos conspicuos y cousando

por ésto considerubles dafios (56).




TABLA 4, ANOVA DEL PESQO FRESCO DEL CALLO EN LA STEMBRA INICIAL Y la. RESIEMBRA
EN UN MODELO CON ARREGLO FACTORIAL, CONSIDERANDO LOS MEDIOS

-~

Y LAS HORMONAS CON UN DISEMO COMPLETAMENTE AL AZAR.

SIEMBRA INICIAL Ja. RESIEMBRA
F. V. G. L. C. M, F. c. C. M. F. c,
TRATAMIENTOS 71 0.21 0.23 1.17 10.63*
ANA 5 0.23 0.25 1.44 13.09*
BA 3 0.6 0.6 2.29 20.81+
M 2 1.87 2.0 0.24 2,18
ANA x BA 15 0.18 0.2 0.97 §.81*
ANA x M 10 0.12 0,13 1.45 13,18*
BA x M 6 0.12 0.13 2.53 23.0 ¢
ANA x BA x M 30 0.11 0.12 0.81 7.36*

E. E. 144 0.9 0.11

TOTAL 215

F.V. = Fuente de variacidn
G.L. = Grados de libertod
C.M. = Cuadrados medios
F.c. = F calculada

2 4
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La composicién del medio nutritivo o bien con AMA (como
auxino) y/o BA (como citocinina) indujo diferentes efectos en
la praliferacién del collo., Lo wuxina promueve el crecimien-
to (oumento en voldmen) de lo célule e induce su alorgamiento,
mientras que lo citocinino principalmente active lo divisién
celular; estos efectas de ambos hormonus no son Unicos, ya
que también la auxincu tione cierto efecto en la divisién y la
citocinina pramueve un poco el aglargamiento (41) y se ho de~--
mostrado que la proliferacién del callo "in vitro" depende

grandemente del balance entre ombas hormonas (35).

Lo contidod de callo transcurridos los 21 dias de culti-
vo (primera resiombra) en los tratamientos, considerando los
tres medios y los niveles hormonales de ANA y BA, se camparé
encontréndose (Table 4) diferencias significatives al 5% para
los efectas principales de ANA y BA, os{ como pora todas las
interacciones. Al realizar los comporociones méltiples por
el método de Tukey (Toble 5), los pesos promedics mayares,
que fueron iguales estaodisticamente, se abtuvieron con 2.0 y
1.6 mg/l de ANA, mientras que con 0.1 mg/l de ANA la cantidad
fue menor y diferente estadisticuomente a las demés; can lo ci
tocinino los pesas promedios con 0.1, 0.5 y 1.0 mg/1l de BA
fueron mayores o iguales estadfsticamente entre si.

Coma las interacciones fueron tombidn significativaes se
procedié o buscar dentro de codo medio los mecjores tratamien-
tos, encontréndosce de uqui que ol usar en el medio M1 (Tabla

6) y M2 (Tabla 7) las tratomientos de 0.1 mg/1 de BA can 1.6

y 2.0 mg/1l de AMA sc abtuvieron cantidodes similores de teji-




TABLA 5, COMPARACIONES MULTIPLES EN LOS EFECTOS PRINCIPALES
DE ANA Y BA SOBRE LOS PESOS PROMEDIOS EN GRAMOS
DEL CALLO EN LA le, RESTEMBRA EN LOS 3 MEDIOS,

ANA

(1) 2.0 1.6 0.8 0.2 0.0 0.1
= 1.7 1.49 1.4 1.27 1,21 1.13
(gg/l) 0.5 0.1 1.0 0.0

1.57 1.42 1.41 1.06

X1

(Nota): Los promedios contenidos en una misma linea,
estadisticamente son iguales,



TABLA 6.

PESOS TOTALES Y PROMEDIOS EN GRAMOS DE LA la,

RESIEMBRA EN LOS TRATAMIENTOS

CONSIDERANDO LA INTERACCION ANA x BA EN EL MEDIO REINERT Y MOHR (M1)

ANA
BA"*’/” 0.0 0.1 0.2 0.8 1.6 2.0
(mg/1
T *¥* 3 T % T X 1 % T % T % T x
0.0 3.3 1.1 4,179 1.39| 2.55 0.85 | 3.71 1.231| 3.6 1.2 3.55 1,181 20.9 1.16
0.1 3.75 1.254} 1.5 0.5 5.15 1.71 | 4.44 1.48 | 6.0 2.0 6.75 2.251 27.59 1.53
0.5 5.54 1.841{ 4.65 1.55| 3.4 1.13 | 5,45 1.81| 2.9 0.96| 4.95 1.65!| 26.89 1.49
1.0 1.9 0.631} 3.15 1,05| 3.8 1.26 | 1.85 0.61| 3.3 1.1 5.2 1.73) 19.2  1.06
T 14,49 13.49 14,9 15,45 15.8 20.45 94,58
X 1.2 1.12 1.24 1.28 1.31 1.7 1.31
*Totol
*¥Promedio

8y




TABLA 7. PESOS TOTALES Y PROMEDIOS EN GRAMOS DE LA 1o, RESTEMBRA EN LOS TRATAMIENTOS
CONSIDERANDO LA INTERACCION ANA x BA EN EL MEDIO LINSMAIER Y SKOOG (HZ).
BA mo/D 5.0 0.1 0.2 0.8 1.6 2.0
(mg/1)
AT we3 % T % TR % T X N
0.0 0.85 0.28 0.8 0.26 2.0 0.66 2.65 0,88 2.5 0.83 2.0 0.66 10.8 0.6
0.1} 1.9 0.63 5.0 1.68 5.75 1,91 3.8 1.26 6.55 2,18 7.97 2.65 31.02 1.72
0.5 5,2 1.73 6.75 2.25 0.95 0,31 4.25 2.08 6.1 2.03 5.1 1.7 30.35 1.68
1.0 - - 2.15 0,71 5.3 1.76 8.5 2.385 .55 2.85 6.2 2.06 30.75 1.7
T 7.95 14,75 14,0 21.25 23.7 21,27 102.92
X 0,66 1,22 1.16 1.77 1.97 V.77 1.42
*Total
**Promedio »
V)
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do, moyores o los 2 g. [s importonte mencionar que en el me-
dio M2 (Tubla 7) con los tratamientos de 1.6 y 0.8 mg/l de
ANA con 1.0 mg/l de BA ze obtuvo el maynr peso promedio que
en el resto de los tratamientos ¢n los 3 medios; sin embargo
en este mismo medio, donde se emples 0.1, 0.8 y 1.6 mg/1 do
BA y 2.0 mg/l de ANA con 1,0 mg/l de BA también se obtuvieron
pesos promedios de callo mayores a les 2 g.

En el medio M3 (Tablo 8) ¢l trotomiente corente de hormo
nas y en el de 1.0 mg/l de BA se obtuvieron los mayores pesos
promedios de collo, siendo muy similores u los obtenidos en
el medio M1 con los tratamientos de 2.0 y 1.6 mg/l de ANA con
0.1 mg/l de BA y en los Gltimos trotamientos mencionodos para

el medio M2,

Estos primeros resultodos en los medios M2 y M3 concordg
ron con lo reportado (35, 37), ya que la mcyor proliferacién
de calln estuve determinoda por la accidén de uno moyor concen
trucién de ANA que de BA, No sucediendo lo mismo paro el mew
dio M3 donde principolmente lo proliferacidén fue determinada
por el efecto de la désis mde alte ewpleado de BA en dicho meg
dio,

De maonera mds explicito poaru observar en osta primera re
siembra, lo interaccién mencionada unteriormente, se realizé
el ANOVA en cada uno de los medios (Tubla 9) donde se detormi
naron diferencias significotivas ol 5% tanto en los efectos
principales como en las interacciones; al realizur las compe-
raciones moltiples en los efectos de ANA y BA se observd (To-

bla 10) que en el medio M1 ol usar 2.0 mg/l de ANA, asi como




TABLA 8,

PESOS TOTALES Y PROMEDIOS EMN GRAMOS DE LA la, RESIEMBRA EN LOS TRATAMIENTOS
CONSTIDERANDO LA INTERACCION ANA x BA EN EL MEDIO ZUCCHERELLI (M3).

A
BAm9/1J 0.0 0.1 0.2 0.3 1.6 2.0
(mg/1)
¥ ey T % 1 % T % 7 % T % T %
0.0 6.1 2.03 | 4.1 1.36] 4.2 1.4 | 3.85 1.28 | 4.5 1.5 | 3.25 1.08| 26.0 1.44
0.1 2.45 0.8 _ - 3.45 1.15] 3.05 1,01 | 3.95 1.31 1 5.35 1.78| 18.25 1.01
0.5 5.5 1.83 | 4.95 1.65] 4.65 1.55| 4.1 1.36| 3.15 1.05] 5.2 1.73| 27.55 1.53
1.0 7.4 2.46 1) 3.55 1.18 | 4.55 1.51 | 2.85 0.95]| 2.7 0.9 | 5.7 1.9 06.75 1.48
¥ 21.45 12.6 16.85 13.85 14.3 19.5 98,55
% 1.78 1.05 1.4 1.15 1.19 1.62 1.36
*Totaol
**pPromedio

S



TABLA 9, ANOVA DEL PESO FRESCO DEL CALLO EN LA la, RESIEMBRA EN UN MODELO CON ARREGLO

F. V.

Sransartes onsrate

TRATAMIENTOS

ANA

BA

ANA x BA

FACTORIAL, CONSIDERANDO LAS HORMONAS DENTRO DE CADA MEDIO
CON UN DISENO COMPLETAMENTE AL AZAR.

Ta. RESTEMBRA

M1 M2 M3
G. L. 6, M. F..c. C..M. F. e, C. M. F. c.
23 0.6 6.6 * 2.28 15,2 * 0.72 7.2 *
5 0.49 5.4 X 2.95  19.66" 1.00 10,1 »
3 6.98 10,88 5.51  36,73% 1.02  10.2 %
15 0.55 6.1 1.4 9.4 0.57 5.7 *
48 0.09 0.15 0.1

71

Ml= Reinert y Mohr
M2= Linsmaier y Skoog
M3= Zuccherelli

es
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TABLA 10. COMPARACIONES MULTIPLES EN LOS EFECTOS PRINCIPALES

ANA
(mg/1)

x

BA
(mg/1)

x

ANA
(mg/1)

x

BA
(mg/1)

X

ANA
(mg/1)

X

BA
(mg/1)

X

DE ANA Y BA

DEL CALLO EN

SOBRE LOS PESOS PROMEDIOS EN GRAMOS
LA la. RESIEMBRA

DE LOS MEDIOS,

EN CADA UNO

M1
2.0 1.6 0.8 0.2 0.0 0.1
1.7 1.31 1.28 1,24 1.2 1.12
0,1 0.5 0.0 1.0
1.53 1,49 1.16 1.06
M2
1.6 2.0 0.8 0.1 0.2 0.0
1.97 V.77 V.77 1.22 1.16 0.66
0.1 1.0 0,5 0.0
1.72 1.7 1,68 0.6
M3
0.0 2.0 0.2 1.6 0.8 0.1
1.78 1.62 1.4 1.19 1.15 1.05
0.5 1.0 6.0 0.1
1.53 1.48 1.44 1,01
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0.1 y 0.5 mg/1 de BA los persos promedios del callo fueron ma-
yores estadisticamente; en el medio M2 los pasos promedios mo
yores de callo se obtuvieron en las mismas concentrociones
que en ol medio M1, incluyendo ademébs lo dosis de 0.8 y 1.6
mg/l de ANA como 1.0 mg/l de BA. Paoro el medio M3 se obtuvie
ron con la misma dosis do BA que eon el medio M2 mientras que
parn el ANA fueron en 2.0, 0.2 y 0.0 mg/l

Es importante hocer notar, que adn cuando no hubo dife--
rencias significativas para el efecto de los medios (Tabla 4)
la mayor cantidad de tejido se obtuvo principalmente en el me
dio M2,

Posteriormente con las tablas 6, 7 y 8 se tomaron los pg
sos promedios para realizor los compuraciones mGltiples de lo
interaccién en codo uno de los medios (Tablo 11), notundo con
mayor claeridad que ol interactuor las tres concentraciones
més altas de ANA con 0.1, 0.5 y 1.0 mg/l de BA en el medio M2,
se obtuvieron pesas promedios mayores a los 2 g y en el medio
Ml dnicamente en 0.1 mg/l de BA con 2.0 y 1,6 mg/l de ANA,
Para el medio M3 se obtuvieron en 2.0 mg/l de ANA con 1.0,
0.5y 0.1 mg/l de BA y en los tratamientos de 0.0, 0.5 y 1.0
mg/1l de BA,

A poartir de lo segunda resiembra (42 dias en cultivo),
como se menciond en moteriales y métodos, Unicamente se reali
26 el anélisis para el medio M1 y M3 y en la tercera resiem-w
bra y Gltima (63 dias en cultive), Gnicamente pare el medio
M), Sin embargo se hizo también una comparocién considerando

los pesos totales en los tres medios.




*ANA
*BA

ANA

EN GRAMOS DEL CALLO EN LA 1a,

TABLA 11,
M1
”””””””” 0.0 e e
0.5 0.1 0.0 1,0
1.84 1.25 1.1 0,63
......... 0.1 coemem
0.5 0.0 1.0 0.1
1.6 1.39 1.05 0,5
--------- 0.2 cmmemee
0.1 1.0 0.5 0.0
1.7 1,26 1,13 0.85
—mmmmmme 08 e
0.5 0.1 0.0 1.0
1.81 1.48 1,23 0.6}
......... Vb e
0.1 0.0 1.0 0.5
2.0 1.2 1.1 0.96
o o e e 2,0 commmmm
0.1 1.0 0.5 0.0
2,25 1,73 1,65 1.18

*(mg/1)

COMPARACIONES MULTIPLES EN LA INTERACCION ANA x BA SOBRE EL PESO PROMEDIO
RESTEMBRA EN CADA UNO DE LOS MEDIOS,.

M2
~~~~~~~~ DO memmenea
0.5 0.1 0.0 1.0
1.73 0,63 0.28 0.0
__________ 0.1 cmcmmcm
O¢5 0.] 1v0 Oo()
2.25 1.68 0,7V 0,26
.......... 0.0 e
0.1 1.0 0.0 0.5
1.91 1,76 0.66 0,31
--------- 0.8 mvmmmcms
1.0 0.5 0.1 0.0
2.85 2,08 1.26 0,88
R R S
1.0 0.1 0.5 0.0
2.85 2,18 2,03 0.83
,,,,,,,, 2.0 oo
0.1 1.0 0.5 0.0
2,65 2,06 1.7 0.66

M3
________ 0.0 comememe
1.0 0.0 0,5 0.1
2.46 2.03 1.83 0.81
......... 0.1 cmmcmee
0.5 0.0 1.0 0,1
1,65 1.36 1,18 0.0
________ 0.2 cmceme
0.5 1.0 0.0 0.
1,556 1,61 1.4 1.15
”””””””” On8 indeuiadalit et
0.5 0.0 0.1 1.0
1.36 1,28 1.01 0.95
~~~~~~~~~ 1.6 ommmmee
0.0 0.1 0.5 1.0
1.5 1,31 _1.05 0.9
---------- 2.0 ~emmeee
1.0 0.1 0.5 0.0
1.9 1.78 1.73 1.08

S¢
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E1l ANOVA parao dichos smedios determind (Tablas 12, 13 vy

14) que existieron diferencias significotivas al 5%,

En el medio M1 las comparaciones méltiples para los efec
tos principales de ANA y BA en estos dos Gltimas resiombras
determinaron (Tablas 15 y 16) que Unicamente con el efecto de
2.0 mg/l de ANA, el peso promedio continud siendo moyor pero
igual estadisticomente a los obtenidos en 0.1 y 0.2 mg/l, ex-
cepto esto Gltima concentrocidén en lu Oltimo resiembra; con
la BA solamente el efecto de 0.5 mg/l fue mayor y diferente
estadisticamente a los restantes en ambas resiembras. Estos
efectos se muestron més claromente al tomar los pesos prome--
dios en la interaccién (Tablas 17 y 18), paro recolizor laos
comparaciones miltiples donde se determiné (Tablas 19 y 20)
que el mayor peso promedio, el igual que en la primera resiem
bra, se siquié obteniendo en el tratamiento de 2.0 mg/l de
ANA con 0.1 mg/l de BA, siendo odemés difercnte estadistica--
mente o los restantes en estaos dos resiembras, donde el peso
promedio en la (ltimo resiembra fue de 7.55 g de callo (Table
20}, En el tratamiento con 0.5 mg/l de BA en la segunda re--
siembra (Tabla 19), el peso promedio fue sotisfactorio siendo
diferente estadisticamente a los demés; en lo Ultimo resieme-
bre (Tabla 20) esta concentracién de BA con 0,1, 0.2 y 2,0
mg/l de ANA dieron buenos resultodos, donde lua cantidad de te

jido fue mayor a los 5 g.

En el medio M2, podemos observar (Tablas 21 y 22) que el
trotomiento de 1,6 mg/l de ANA con 1.0 mg/l de BA continué
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TABLA 12, ANOVA DEL PESO FRESCO DEL CALLO EN LA 2a. RESIEMBRA
EN UN MODELO CON ARREGLO FACTORIAL CONSIDERANDO
LAS HORMONAS EN_EL MEDIO REINERT Y MOHR (M1)
CON UN DISENO COMPLETAMENTE AL AZAR,

F. V. G. L. C. M. F. c.
TRATAMIENTOS 23 3.3 25,38*
ANA 5 3.69 28.38*
BA 3 1.85 14,23*
ANA x BA 15 3.45 26,53*
E. E. 48 0.13
TOTAL 71

TABLA 13. ANOVA DEL PESO FRESCO DEL CALLO EN LA 2a. RESIEMBRA
EN UN DISENO COMPLETAMENTE AL AZAR
EN EL MEDIO ZUCCHERELLI (M3).

F. V. G. L. C. M, F. c.
TRATAMIENTOS 12 4.74 14.81*
E. E. 26 0.32
TOTAL 38
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TABLA 14, ANOVA DEL PESO FRESCO DEL CALLO EN LA 3a. RESIEMBRA
EN UN MODELO CON ARREGLO FACTORTIAL CONSIDERANDO
LAS HORMONAS EN_EL MEDIO REINERT Y MOHR (M1)
CON UN DISENO COMPLETAMENTE AL AZAR.

F. V. G. L. C. M. F. c.
TRATAMIENTOS 23 12,91 16.34%
ANA 5 13.96 17.67*
BA 3 13.28 16.81*
ANA x BA 15 12,48 15.79*
E. E. 48 0.79

TOTAL 71




TABLA 15, COMPARACIONES MULTIPLES EN LOS EFECTOS PRINCIPALES
DE ANA Y BA SOBRE LOS PESOS PROMEDIOS EN GRAMOS
DEL CALLO EN LA 2a, RESIEMBRA EN EL
MEDIO REINERT Y MOHR (M1).

ANA

(mg/l) 200 002 0.‘ 0.0 0.8 ].6
x 2.46 2,2 2,15 2,0 1.66 0.9
x 2.36 1.86 1.68 1.68




TABLA 16, COMPARACIONES MULTIPLES EN LOS EFECTOS PRINCIPALES
DE ANA Y BA SOBRE LOS PESOS PROMEDIOS EN GRAMOS

DEL CALLO EN LA 3a,

RESTEMBRA EN EL

MEDIO REINERT Y MOHR (M1).

ANA

(mg/l) 00] 2.0 0.0 0-2 018
% 3.99  3.71 2,79 2.63 2.19

(22/1) 0.5 0.1 0.0 1.0
% 3.89 2.66 2.48 1.84

1.6

1.01




TABLA 17. PESOS TOTALES Y PROMEDIQS EN GRAMOS DE LA 2a. RESIEMBRA EN LOS TRATAMIENTOS
CONSIDERANDO LA INTERACCION ANA x BA EN EL MEDIO REINERT Y MOHR (H1).
ANA
(mg/1
BA 0.0 0.1 0.2 0.8 1.6 2.0
‘mg/L)
AT wax 1 % i % T % T % T % T %
0.0 4.0 1.3 7.05 2,35 2.45 0.8} 5.35 1.78 | 5.4 1.86 5.85 1,95 30.3 1.68
0.1 6.15 2.05 3.0 1.0 7.85 2,61 3.45 1.15 - - 13.13 4,37 33.58 1.86
0.5 HO.Z 3.4 8.4 2.8 7.8 2.6 7.7 2.56 - - 8.45 2.81 42,55 2.36
1.0 3.7 1.23 7.35 2.45 3.4 2.8 3.45 1,15 15,25 1,75 2.2 0.73 30.35 1.68
T 24,05 25,8 26.5 19,95 10.85 29.63 136.78
X 2.0 2.15 2.2 1.66 0.9 2.46 1.89
O
*Total -

**Promedio




TABLA 18,

CONSIDERANDO

PESOS TOTALES Y PROMEDIOS EN GRAMOS DE LA Ja. RESIEMBRA EN LOS TRATAMIENTOS

LA INTERACCION ANA x BA EN EL MEDIO REINERT Y MOHR (M1),

**pPromedio

NA L
mg/1} 4.0 0.1 0.2 0.8 1.6 2.0
mg/ 1)
o7 wex T 2 T 3 2 T % T % T 3
0.0 6.3 2.1 |11.9 3.961 3.7 1.23] 8.95 2.98| 7.1 2.36| 6.85 2.28| 44.8 2.48
0.1 8.0 2.66| 3.1 1.03 |10.75 3.58 | 3.45 1.15] - - 122,65 7.55| 47.95 2.66
0.5 3.6 4.53]16.0 5.33 l17.15 5.71| 8.3 2.76 | - - 1151 s5.03| 70.15 3.89
1.0 5.6 1.86016.9 5.63 | - - 5.6 1.86] 5.05 1.68 1| - 33.15 1.84
T 33.5 47.9 31.6 26.3 12.15 44.6 196.05
5 2.79 3,99 2.63 2.19 1.0 3,71 2.72
"ON
*Total i




TABLA 19,

AN (mg/1)

X{

ANA(mg/1)

xi

ANA(mg/l)

x1

A (mg/ 1)

xi

ANM(mg/ 1)

xt

ANA(mg/l)

x4

LA 2a.

COMPARACIONES MULTIPLES EMN LA INTERACCION ANA x BA
SOBRE LOS PESO5 PROMEDIOS

DEL CALLO EN GRAMOS EN

RESTEMBRA EN EL MEDIO

REINERT Y MOHR (M1),

......... 0.0 wommmmmmme-
0.5 0, 0.0 1.0
3.4 2,05 1.3 1,23
......... 0l cmmmmmmman
0.5 1.0 0.0 0.1
2.8 2,45 2,35 1.0
......... L R ——
1.0 0.1 0.5 0.0
2.8 2.6 2.6 0.8
......... K J————
0.5 0.0 0.1 1.0
2,56 _1.78 1.15  1.15
......... 1.6 cmmmmmmmm
0.0 1.0 0.1 0.5
1.86 1.75 0.0 0.0
......... 2.0 commcmmeee
0.1 0.5 0.0 1.0
4,37 2,81 1,95 0.73




TABLA 20,
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COMPARACIONES MULTIPLES EN LA INTERACCION ANA x BA

SOBRE LLOS PESOS PROMEDIOS ENM GRAMOS DEL CALLO EN
LA 3o, RESTIEMORA EM EL MEDIO
REIMERT Y MOHR (M1),

ANA(mg/l)

xt

ANA(mg/l)

x4

AN (mg/1)

X3

ANA(mg/ 1)

X1

ANA(mg/l)

x4

ANA(mg/l)

x1

__________ 0.0 mommeemeeem
0.5 0.1 0.0 1.0
4.53 2,66 2.1 1.86
--------- Ol cmmmmema
1.0 0.5 0.0 0.1
5.63 5.33 3.96 1.03
~~~~~~~~~ 0.2 cmmmaccann
0.5 0.1 0.0 1.0
5.71 3.58 1.23 0.0
————————— 0.8 cmcmmmneem
0.0 0.5 1.0 0.1
2.98 2.76 1.86 1.15
......... 1.6 commmccaem
0.0 1.0 0.5 0.1
2.36 1.68 0.0 0.0
~~~~~~~~~ 2.0 cevemeee
0.1 0.5 0.0 1.0
7.55 5,03 2.28 0.0




TABLA

21.

PESOS TOTALES EN GRAMOS DE LA 2a,
RANDO LA INTERACCION ANA x BA EN EL MEDIO LINSMAIER Y SKOOG (M2).

RESIEMBRA EN LOS TRATAMIENTQOS CONSIDE

ANA
('“9/1) 0.0 0.1 0.8 1.6 2.0
(mg/l)
T T T T T
0.0 - 1,25 2.7 4.2 1,45
0.1 4.4 18 .45 1.0 23.35 | 20.75
0.5 13.7 25.95 18.6 20,0 13.6
1.0 - 8.9 23,75 | 31.35 | 14.25
*Total

59



TABLA

22.

PESOS TOTALES EN GRAMOS DE LA 3a, RESTIEMBRA EN LOS TRATAMIENTOS CONSIDE

RANDO LA INTERACCION ANA x BA EN EL MEDIO LINSMAIER Y SKOOG (M2).

ANA
1.6 2.0
T T
9.55 1.9
64 .85 43.4
A5,45 34.8
91.15 55.0

99



siendo el mejor, obteniendose finolmente un peso totol de

91.15 g de callo. En la segundo resiembra (Teblae 21} el tro-
tamionto de 0.1 mg/l de ANA con 0.5 mg/) de BA superé la can-
tidad de tejido obtenido en 0.8 mg/l de ANA con 1.0 mg/l de
BA en la primera resiembra (Tebla 11),

Al igual que el medio M1, en el medio M2 siempre se obty
vo una mayor cantidad de tejido en el tratomiento con 0.5
mg/l de BA, que en otros donde se empled Unicamente ANA o
cuolquier otra concentracién de BA (Tablos 21 y 22); sin emn--
bargo en estos tratamientos, la contidad de callo en la 0lti=-
ma resiembra fue boja comporada con lo maoyorfo de los trata--

mientos donde ambas hormonas interactuaron (Tobla 22),

En el medio M3, o partir de los pesos promedios en cado
tratomiento (Tobla 23), se reolizaron las comparaciones molti
ples (Taobla 24), determinondo ol iguasl que en la primera re--
siembra, que el peso promedio de 5.15 g de callo se obtuveo
con 1,0 mg/l de BA, pero en este caso fue diferente estadisti
camente a todos los demés, mientras que en los trotamientos
de 0.8 mg/l de ANA, 2.0 mg/l de ANA con 1,0 mg/l de BA, y 0,2
mg/l de ANA con 0.5 mg/l de BA se obtuvo poco més de los 2 g.

Después de la segunda resiembro, la mayorio de los trata
mientos, en este medio, fueron eliminados quedando un total
de cinco trotomientos (Tablo 25), de los cuales dos fueron en
los que se obtuvo siempre la mayor contidad de callo, mien--
tras que en los restantes el méximo de tejido totol fue de

1.35 g.




TABLA 23. PESOS TOTALES Y PROMEDIOS EN GRAMOS DE LA 2a. RESIEMBRA EN LOS TRATAMIENTOS
CONSIDERANDO LA INTERACCION ANA x BA EN EL MEDIO ZUCCHERELLI (M3).
ANA |
BA(mg/l) 0.0 0.1 0. 0.8 1.6 2.0
(mg/1)
T % T 5 T % T R T %

0.0 2.7 0.9 1.756 0.58 | 7.15 2.8 - . 1.2 0.4
0.1 - - - 1.95 0,65 4.3 1.43 | 2.55 0.85
0.5 3,0 1.0 - 6.0 2.0 - - 3.75 1.25 | 5.95 1.98
1.0 15.45 5,15 - , - - - - - 7.0  2.33

*Tatal

¥¥Dromedio

89




TABLA 24, COMPARACIONES MULTIPLES DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LOS PESOS PROMEDIOS
EN GRAMOS DEL CALLO EN LA 2a, RESIEMBRA EN EL MEDIO ZUCCHERELLI (M3).

TRATAMIENTOS 19 4 24 15 18 11 17 13 1 12 9 3 6

NA 0.0 0.8 2.0 0.2 2.0 1.6 1.6 0.0 0.0 2.0 0.2 0.2 2.0
gal®e/1) 16 0.0 1.0 0.5 0.5 0.1 0.5 0.5 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0

x 5.15 2,38 2,33 2.0 1.98 1.43 1.24 1.0 0.9 0.8 0.65 0,58 0.4

69




TABLA 25. PESOS TOTALES EN GRAMOS DE LA 3a. RESIEMBRA EN LOS TRATAMIENTOS CONSIDE
RANDO LA INTERACCION ANA x BA EN EL MEDIO ZUCCHERELLI (M3).
ANA
BA ma/1) | 9.0 0.1 0.2 0.8 1.6 2.0
(mg/1)
*T T T T T T
0.0 - 1.05 - - 0.85
0.1 - i, i, - 1.35 .
0.5 i B} . . N _
1.0 27.05 - - - ; 12,9
*Total

0L
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Es importante mencionar nuevomente que en los medios M)
y M2 se llevé a cabo una moyor proliferacién de callo en aque
llos tratamientos con una mayor concentracién de auxina que
de citocinino en el medio (35, 37). Como también al comporor
los pesos frescos totales de coda traotamiento en los tres me-
dios (Tablas 1, 2 y 3), en estas dos Gltimas resiembras, se
observé que la mayor cantidad de callo se obtuvo en el medio

M2 mientras que en el medio M3 fue la menor,

Se puede deducir, de estos resultados, que el mejor me--
dio donde se indujo la mayor proliferacién de callo fue el me
dio Linsmaier y Skoog (M2) ya que en cada resiembra lo canti-
dad de tejido aumenté considerablemente en lo mayorio de los
traotomientos, mientras que en el medio Reinert y Mohr (M1) y
Zuccherelli (M3) la cantidod de tejido aumenté, pero no tan
considerablemente como el anterior, ademés de que en ombos me
dios no hubo proliferacidn en varios tratomientos.

El éxito de osta mayor proliferacién en el medio M2 pue-
de otribuirse principalmente o la mayor cancentracién total
de sales inorgénices y al suplemento de tiamina como Unice vi
tomina en una mayor concentraciédn que en los demés medios y
os{ tombién el uso del inositol; estas sustancias orgénicos
son esenciales para el crecimiento de muchos tejidos vegeto--
les (24, 33, 56), ol interactuar con lo auxina y citocinina o
bien Unicamente con la citocinina como se pudo observar expe-

rimentalmente.
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b. Induccién o la diferenciacidn

Se demostré que la moyor proliferacién do tejido indife-
renciado dependié del balance hormonal en el medio de cultivo.
Asf{ mismo, paro lo inducciédn a lo diferenciacién del teojido
clorofflico se requirié de un nivel mayor de citocinina (BA)
que de auxina (ANA), favoreciendo ésto o una mayor morfogéne~
sis (50), ya que lo citocinina cuando esté en concentraciones

moyores que la auxina induce lo diferenciocién del callo (27).

Lo cantidad de tejido clorofflico y clorético sembrodo i
niciolmente en el medio Linsmaier y Skoog, pora su induccién
a la diferenciccién fuc homogénea pura code tratomiento (Ta--
bla 26)., En el tejido indiferenciado clorético no hubo nin--
gOn signo de diferenciucién aparente, ni de cracimiento, lo
cval fue un indicio de que su potencialidad fue afectada (Fi-
gura 13). En combio, en cl callo clorofilico el primer signo
de diferenciacién se observé después de 36 dfas en cultive,
con la formacién de pequeiios cuerpos esféricos parecidos a
protocormos (Figura 14), los cuoles se formaren principalmen-
te en los tratamientos donde se empled ANA con 0.5 o 2.0 mg/l
de BA,

La formacién de brotes foliares comenzd a observarse a--
proximadamente o los 90 dias, olgunos se diferenciaron a par-
tir del callo directamente, mientras que los otros se desarro
llaron a portir de los cuerpos esféricos porecidos a protocor
moe (Figura 15); estos dos tipos de diferenciacién inicial

también han sido observodos en el género Catileyo (33).




TABLA 26, PESOS TOTALES Y PROMEDIOS EN GRAMOS DEL CALLO
CLOROFILICO Y CLOROTICO SEMBRADG INICIALMEN
TE PARA LA INDUCCION A LA DIFERENCIACIONM
EN EL MEDIO LINSMAIER Y SKOOG.

CLOROFTILICO CLOROTICO
*TRATAMIENTOS

T x T X

1 1.4 0.4 1.4 0.4
2 1.8 0.6 1.3 0.4
3 1.4 0.4 1.6 0.5
4 1.7 0.5 1.6 0.5
5 1.4 0.4 1.7 0.5
6 1.5 0,5 1.6 0.5
7 1.3 0.4 1.5 0.5
8 1.6 0.5 1.4 0.4
9 1.4 0.4 1.3 0.4
10 1.6 0.5 1.7 0.6
n 1.6 0.5 1.4 0.4
12 1.5 0.5 1.6 0.5

* Los tratamientos cnunciodos se dan en el Cuadro 3.
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Se ha mencionado que los primeros signos do morfogénesis

se observaron principalmente en los tratamientos con hormanas,
sin embargo es importante hacer noter que el cultive de collo
se diferencié en pléntulas sin adicidn extorna de hormonas al
medio, aproximadamente a los 110 dios de cultivo. Esto puede
explicarse ya que se ho reportado (9, 43), que el cultivo de
callo de orquidea "in vitro" se diferencio ol igual que en la
semilla durante su germinoacién, lo cuel crece como uno masa
de células indiferenciadas (26), las que eventualmente forman
protocormos de forma esférico que posteriormente desarrolla--
ran hojas y rafces (4) (Figura 16). Se pueds considerar que
los nuevos protocormos formados o partir del cultivo de callo

son embriones odventicios (33) (Figura 17).

Los protocormos en su mayorfa formaron rucinos (33), por
lo que en cada resiembra se traté de individualizarlos; éstos
y los que continuaron unidos se desarrollaron en brotes folia
res, los cuales también fueron separados (Figura 18). Aque-=-
llos que no se lograron individuolizar provocoron la forma--

cién de pléntulos fusionados.

A los 210 dias (siete meses) oproximodomente, lo mayoria
de los brotes foliares, formaron pléntulas bien desarrolladas,
es decir, tenion una altura de 1 a 2 cw y presentaban dos o
més hojaos en formo lanceolada (Figura 19); por lo tanto con
la formacién de estos plédntulas se establecid§, en este tiempo,
lo (ltima resiembra. La proliferaciédn del callo restaonte con

tinué, asi como lu diferenciacién de protocormos y desarrollo




FIGURA 16.

DIFERENTES ETAPAS DURANTE LA GERMINA
CION DE UNA SEMILLA:

Embridn cubierto por lo testa;
Embridén engrosado y sin testa;
Protocormo con dpice vegetotivo;
Protocorme con hojuelas;

Pléntulo con dos hojuelas extendi
das;

Pléntule con hojus y rufces, (4).
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de pléntulus, los cuales no estobon bien desarrolladas.

Del anélisis para codae una de los variables: nimero vy pe
so en gromos de las pléntulas bien desarrolladus, peso en gru
mos del callo, protocormos y pléntules no bien desarrolladaos,
se determiné lo siguiente:

En el ndmero y peso de las plantulas bien desarrolladas
existieron diferencios significaotivas ol 5% (Tablae 27) y poara
reolizar los comporociones méltiples por el método de Tukey
pora cada variable se tomuron los promedios de coda tratamien
to (Tabla 28), doeterminéndose (Tubla 29) que en el trotamien-
to dos con 0.5 mg/l de BA se obtuvo un promedio de 125.3 plén
tulas con un peso de 2.2 g siendo éstos diferentos y mayores
que todos los dem@s. Sin emborgo, tombién en los trotomien-—-
tos uno, seis, nueve y 10 (Table 29) se obtuvo un ndmero pro=-
medio de plédntulas satisfactorio de alrededor do 14 a 20 plén

tulas,

En el peso de las pléntuleos no bien desorrolladas tame-
bién existieron diferencias significativas al 5% (Toblo 30) y
a portir de los pesos promedio de cado trotamiento (Tobla 31)
se realizaron las comparociones méltiples, resultando (Tabla
32) ser el trotamiento dos con promedio de 21,53 g de pléntu-
las, diferente estodisticomente y mayor que los demés, los
cuales fueron iguoles entre sf{. Esio coincide con los resul-
tados de las pldntulus bien desarrolladas, lo que indica que
el tratemiento dos fue el mejor paro lo obtencién de un moyoar

nimera de pléntulas bien desorrollodus, osi como no bien desa




TABLA 27,

TRATAMIENTOS

BA

ANA

BA x ANA

€. E.

TOTAL

ANOVA DEL NUMERO Y PESO EN GRAMOS DE LAS PLANTULAS BIEN DESARROLLADAS
FORMADAS A LOS 210 DIAS EN EL MEDIO LINSMAIER Y SKOOG.

24

35

NUMERO

Cl P‘.

3537.7

4755.0

3620.1

2901.6

278.7

"
]
-

12,6 *

12,9 *

10.4 *

1.6

1.0

0.8

0.08

Fo ¢

13.7

20.0

12,5

10.0

L8




TABLA 28,
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NUMERO Y PESO EN GRAMOS DE LAS PLANTULAS BIEN DESA
RROLLADAS FORMADAS A LOS 210 DIAS EN LOS TRATA
MIENTOS CONSIDERANDO LA INTERACCION BA x ANA

EN EL MEDIO LINSMATER Y SKOOG.
NUMERQ
Cno/1)
mg/ 1
ANA 0.0 0.5 1.0 2.0
(mg/1)
T xay r R 5 | T R %
0.0 77 25.6 1376 125.3 ] 0 0.0 | 18 6.0 | 471 39,2
0.1 o 3.0l 57 19.0 114 4.6 1 31 10.3]111 9.2
0.5 47 15.6 | 43 14.3119 6.3] o 0.0]109 9.0
T 133 476 33 149 691
; 14.7 52.8 3.6 5.4 19.1
PESO
1
mg/ 1)
ANA 0.0 0.5 1.0 2.0
(mgd1)
*T **x | T % | T % | T | T =
0.0 1.2 0.4 | 6.6 2.2 ]0.0 0.0 0.4 0.14 8.2 0.6
0.1 0.2 0.06] 1.5 0.5 0.3 0.1 |0.4 0.1d 2.4 0.2
0.5 1.0 0.33] 0.6 0.2 0.1 0.03/0.0 0.0| 1.7 0.1
T 2.4 8.7 0.4 0.8 12.3
% 0.2 0.9 0.04 0.08 0.3
*Total

*4promedio




TABLA 29. COMPARACIONES MULTIPLES DE LOS TRATAMIENTOS PARA EL NUMERO Y PESO EN GRAMOS
DE PLANTULAS BIEN DESARROLLADAS FORMADAS A LOS 210 DIAS EN EL
MEDIO LINSMAIER Y SKOOG.

NUMERO
*TRATAMIENTOS 2 1 6 9 10 8 11 4 7 5 3 12

125,3 25.6 19,0 15.6 14.3 10,3 6.3 6,0 4,6 3,0 0.0 0.0

xi

PESO
*TRATAMIENTOS 2 6 1 9 10 4 8 7 5 11 3 12
R 2,2 0.5 0.4 0.33 0.2 0.13 0.13 0.} 0.06 0,03 0.0 0.0

* |os trotamientos enunciados se dan el Cuadro 3.

ts
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TABLA 30. ANOVA DEL PESO EN GRAMOS DE LAS PLANTULAS NO BIEN
DESARROLLADAS FORMADAS A LOS 210 DIAS EN EL
MEDIO LINSMAIER Y SKOOG.

TRATAMIENTOS

BA




TABLA 31,

PESO EN GRAMOS DE LAS PLANTULAS NC BIEN DESARROLLADAS FORMADAS A LOS
210 DIAS EN LOS TRATAMIENTOS CONSIDERANDO LA INTERACCION BA x ANA

EN EL MEDIO LINSMAIER Y SKOOG.

" (me/1)
mg/ 1l
ANA 0.0 0.5 1.0 2.0
(mg/1)
o S L3 T % T % T % T %
0.0 5.4 1.8 64,6 21,53 0.6 0.2 20.2 6.73 90.8 7.5
0.1 1.6 0.53 3.0 1.0 9.5 3.16] 13.4 4,46 27 .5 2.2
0.5 5,6 1.861 14.1 4,7 10.6 3.53 3.7 1.23 34.0 2.8
T 12.6 81.7 20.7 37.3 152.3
x 1.4 9.0 2.3 4.1 4,2
*Total
**promedio

68



TABLA 32, COMPARACIONES MULTIPLES DE LOS TRATAMIENTOS PARA EL PESO EN GRAMOS DE
LLAS PLANTULAS NO BIEN DESARROLLADAS FORMADAS A LOS 210 DIAS EN EL
MEDIO LINSMATIER Y SKOOG,

*TRATAMIENTOS 2 4 10 8 11 7 9 ! 12 6 5

21.53 6.73 4.7 4.46 3.53 3.16 1.86 1.8 1.23 1.0 0,53

xy

0.2

*lLos trotamientos enunciaodos se dan en el Cuadro 3.

98
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rrollados pero que en o6lgln momento podran obtener los coroc-

teristicas de aquellas.

A pesar de que no hubo ninguna diferencia significotiva
al 5% entre los tratamientos para la formacién de protocormos
y callo (Taeblo 33), se puede observar en la tablo 34 que el
mayor peso promedio de callo, de 14,16 g , se obtuvo en el
tratamiento cuotro con Unicamente 2.0 mg/l de BA. Este trato
miento fue seguido por el dos, con 0.5 mg/l de BA, donde se
obtuvo 8.63 g de collo, el cual a su vez tuvo lo mayor produc

tividad en los dos tipos de plGntulas (Tablas 29 y 32),

Durante esto induccién o la diferenciacién se confirmé
una vez més, que el uso do 0.5 mg/l de BA es Gtil para lo pro
liferocién y mantenimiento del callo, el cuol o su vez propor
ciond une gran producciédn de pléntulos, tonto bien desorrolla

dos como no bien desarrollodas y protocormos,

c. Enroizomiento

Después de 75 dias en cultivo, las pléntulos en el trata
miento siete (Figura 20) presentoron un 100% de enraizamiento,
obteniéndase un nimero promedio de 3.1 rofces por pléntula
(Figura 21), el cuol fue moyor que en el resto de los trata--
mientos mientras que en el trotamiento tres no hubo formacién
de rafces (Figuras 20 y 21),

El traotamiento uno con curencia de hormonas y el traota--

miento dos con Unicamente 1.0 mg/l de ANA tuvieron 15% de

pléntulos enraizados (Figura 20), sin embargo el nimero prome




TABLA 33. ANOVA DEL PESO EN GRAMOS DE LOS PROTOCORMOS Y DEL CALLO FORMADOS A LOS
210 DIAS EN EL MEDIO LINSMAIER Y SKO0OG.

PROTOCORMOS CALLO
F. V. G. L. cC. M. F. c. C.M. F. c.
TRATAMIENTOS 1 23.0 1.2 66.7 1.5
BA 3 32.7 1.8 52.0 1.1
ANA 2 15.0 0.84 94.6 2,15
BA x ANA 6 20.9 1.1 64.7 1.4
E. E. 24 17.7 44.0

TOTAL 35

88




TABLA 34,

PESO EN GRAMOS DE LOS PROTOCORMOS Y DEL CALLO FOR-

89

MADOS A LOS 210 DIAS EN LOS TRATAMIENTOS CONSI
DERANDO LA INTERACCION BA x AMA EN EL MEDIO
LINSMATIER Y SKOOG,

PROTOCORMOS
(ne/1)
mg
ANA 0.0 0.5 1.0 2.0
(mg/1)
T weg T X T x T 5 T %
0.0 0.0 0.0 8.2 2.73]13.8 4,6 |16.9 5,3[37.9 3.
0.1 2.0 0,66l 1.6 0.53|27.0 9.0 [ 0.0 0.0]30.6 2.5
0.5 0.0 0.0] 6.1 2.03| 2.5 0.83] 3.3 1.1[11.9 1.1
T 2.0 15.9 43.3 19.2 |80.4
= 0.2 1.7 4.8 2.1 2.2
CALLO
BA
A (mg/L} 4.0 0.5 1.0 2.0
(mg/1)
oT wej T  x T % T = T -
0.0 0.0 0.0]25.9 8.63| 8.6 2.88|42.5 14.14 77.0 6.4
0.1 0.0 0.0| 0.0 0.0 | 25.1 8.36| 2.5 0.8% 27.6 2.3
0.5 0.0 0.0/ 0.0 0.0 |[12.6 4.2 | 0.0 0.0 12.6 1.0
T 0.0 26,9 46.3 45.0 {117.2
% 0.0 2.8 5,1 5.0 3.2
*Total

®%pPromedio




90

1004

804
704
604
504
404

30
[

104
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FIGURA 20. PORCENTAJE DE PLANTULAS ENRAIZADAS EN
CADA TRATAMIENTO EN EL MEDIO
LINSMAIER Y SKOOG.

*Los tratamientos enunciados se dan en en el Cuadro 4.
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1 2 3 4 5 6 7 *Tratamientos

FIGURA 21, PROMEDIO DEL NUMERO DE RAICES OBTENIDAS
POR PLANTULA EN CADA TRATAMIENTO EN
EL MEDIO LINSMAIER Y SKOOG,

® Los tratamientos enunciados se dan en el Cuodro 4,
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dio de ralces por pléntula en el tratamiento uno fue de 2
mientras que en el trutamiento dos fue de 1.33 (Figura 21),
En la figura 20 podemos aprecior que el tratamiento cin-
co tuvo un 90% de pléntulas enraizadas y el tratamiento seis
un 55%; pero podemos apreciar en la figura 21 que en este ¢l
timo trotomiento ¢l nimero promedio de rafces por pléntula
fue de 2.63, mientras que en el tratamiento cinco fue de 1.72,
Pora darnos una idea més exacto del nimero promedio de raices
por pléntula en los tratamientos cinco, seis y siete, conside
ramos el intervalo de valores de cada promedio estableciendo
su intervalo de confianzo con una probabilidad del 1% (12),
determindndose en la tablo 35 que el intervalo de confianza
fue mayor en el tratamiento siete seguido por los trotomien--

tos seis y cinco.

Estos resultados confirmaron que los ocuxinas son hormo--
nos que intervienen en la formacién de rafces, ademés de ser
esenciales para la elongacién radicular (22, 23, 28, 43) (Fi-
gura 22)., Sin embargo en este caso el IBA en concentrociones
mayores que el ANA fue m6s efectivo para dicha formacién y e=
longacién (5, 52), ya que al ir empleando Gnicamente concen-~
traciones moyores de ANA, éste ejercia un efecto inhibitorio

pora lo induccién radicular (Figura 20).

Cobe mencionar que después de los primeros 15 dfas en
cultivo en todos los tratamientos, excepto en el tratamiento
tres, los primeros indicios de formacién de rafces se observa

ron como pequefios "puntos de crecimiento”" de color verde pdli




TABLA 35, INTERVALO DE VALORES PARA EL NUMERO PROMEDIO DE
RAICES POR PLANTULA EN LOS TRATAMIENTOS 5, 6
Y 7 EMPLEANDO EL INTERVALO DE CONFIANZA CON
UN NIVEL DE SIGNIFICANCIA DEL 1%,

*TRATAMIENTOS INTERVALO DE CONFIANZA
5 . 1,72 0,49 , 1,23 - 2.2
6 2,63 Y 1,39 , 1,24 - 4.02
2 5.1 *0.97 , 2.3 - 4,07

*{os trotamientos enunciodos se dan en el Cuadro 4.
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do, los cuales se originaoron en cuolquier punto del tallo y
no precisamente en la base (37) (Figura 22).

En estas pequerias raices, al irse clongando, se formé
una cubierto de color blanquecino verdoso constituyendo el
llomado velamen, caracteristico de los raices de orquideas e-
pifites, yo que les facilitu lao obsorcién del agua y sales mi
nerales (37). Lo punta de las rafces presentaban un color
verde, que es caracteristicu importante de las raices oéreas
que pueden ser total o porcialmente clorofilicas y por lo tan
to cumplir funciones fotosintéticas (11, 37, 52) (Figura 23).

Otra caracter{stica, que es importante sedolar, es que
el crecimiento de los raices fue hacia los lodos principalmen

te, presentando en estos cosos geotropismo negativo (52).

d. Adaptacién

Cuondo las pléntules estuvieron formadas completamente,
con més de tres rafces de 1 a 2 cm de longitud, se traspasa--
ron a los seis diferentes sustrotos (Cuodro 5), los que ini~--
cialmente se colocoron en cajas de madora, sin embargo éstas
no fueron Otiles ya que lo constante proliferocién de hongos
sobre las poredes de estos recipientes y en lu superficie de
los sustrotos provocaron la muerte de luos plédntulas; por lo
que se emplearon recipientes de pléstico los cuoles dieron me

jores resultados.

En lo figuro 24 se puede observar que lo mayorfa de las

pléntuleos se odaptoron en los sustratos donde se empledé maqui
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que principolmente y agrolita; resultando un 100% de adupta--
cién en lao mezcla de agrolita y maquique (Figuro 24 y 25) vy
un 50% de adaptaciédn en la mezcla do maquique y turba (Figu--
ras 24 y 26), mientras que con la mezcla de agrolita y turba

se abtuvo el menor porcentaje de udaptacién (Figura 24),

La turba os un tipo de suelo que retiene mucha humedad,
tiene un pH alrededor de 3.5, ademés de contener sustoncias
fungistéticas que inhiben el ahogomiento de lus pléntulos que
se desarrollan en &1 (20). Sin embargo en este sustrato y en
lo mezcla con ogrolito se presentd uno moyor proliferaciédn de
hongos sopréfitos que en ¢l rosto de los sustrotos; pore evi-
tar lo proliferaciédn de éstos, se aplicé periodicamente solu-
cién fungicido de Promyl (2), pero las pldntulas presentoron
g las 30 dios aproximadamente pudricién en su porte basal y
en las rafices, provocéndoles la muerte. Esto pudo deberse a
que con el riego el pH de la turba variara, permitiendo con
mayor facilidad lo praliferacién de los hongos en el sustroto

con exceso de humedad.

Las plantulas en el resto de los sustratos fueron ferti-
lizados con una solucién minerol de Linsmaier y Skoog una vez
por semana, sin embargo los pléntulas en agrolita requirieron
de mayor humedad, yo que este sustroto permitié una moyor fil
tracién y por lo tanto uno mayor pérdidao de agua.

El moquique es uno de los sustratos mayormente empleados
para el cultivo de orqufdeas, sin embargo resultéd mejor mez--

clado con agrolita, pues ésta permitié una mayor filtracidn
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del agua y @ su vez una mayor aereacién parc las rolces de

las pléntulas.

Las pléntulaos adaptodas al medio ambiente presentan uno
buena apariencia, @in cuando su desarrollo no se ha incremen=
tedo mucho y lo Unico que resta por hacer es continuar su cul

tivo y esperar su floracién,
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- La utilizocidén del callo derivedo de las pléntulas,

provenientes de semillas

de Laelia anceps var., albg germi-

nadas "in vitro", fue el material idéneo para el estableci-

miento del cultivo, ya que o partir de éste se logré obte--

ner gron cantidod de tejido Gtil mediunte su canstonte pro-

liferacién, ademés de emplear parte de éste, pora su induc-

cién a lo organogénesis

pletos.

y formar finalmente pléntulas com--

- Los dos factores principoles que determinaron las di-

ferentes respuestos en el callo do L. anceps var. alba fue-

ron:
1. El medio nutritivo.

2, El balaence hormonal

- La comparacién de
determinar que el medio

para lo proliferacién vy

entre cuxinas y citocinina.

los tres medios nutritivos permitié
de Linsmaier y Skoog fue el mojor

mantenimiento del callo, donde la

concentracién totol de sales minerales fue mayor que en los

dos restantes; ademés de que el suplemento de tiomina como

Onica vitamina, al parecer, fue determinante pora una mayor

proliferacién del collo.

torio para la inducciédn

Siendo este mismo medio satisfac-

o lo organogénesis del tejido.

- La preparacién correcta de los maedios de cultivo es

determinonte para el odecuado crecimiento del tejido, pues

el minimo error durante

su preparacién puede ofectar el de-
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sarrollo del tejido en cultivo.

- El maoyor peso fresco totul de cullo se obtuvo en el
trotamienta de 1.6 mg/l de ANA con 1.0 mg/l de BA en el mo-
dio Linsmoier y Skaoy; como también en la mayorfia de los
trotamientos donde se emplearon Unicuamente concentraciones
de BA o al interactvar éstos con 0.1 y 1,6 mg/l de AMA, pe-
ro dependiendo principaolmente de uno mayor concentracién de

auxina (ANA) que de citocinino (BA).

- Se obtuvo en un periodo de siote meses un total de
376 pléntulas a portir de ¥ 1.5 g de callo en el medio Lins
maier y Skaog, con 0.5 mg/l do BA., La formecién de pléntu-
las en el trotamienta sin odicién hormonal fue posible, ain
cuando los primeros indicios de morfogénesis fueron més len

tas que en aquellos tratamientas suplementudos con hormonos.

- El uso de auxinas (ANA/IBA) fue determinante para la

farmocién de un sistemo radicular esenciecl paro este tipo

de pléntulas, en un lapso de dos meses y medio.

- Lo combinacién de maquique y agrolita como sustrato o
frecié las mejores condiciones para la adaptacién de las
pléntulos ol medio ambiente, ya que ésto es la etapa mds
critico pora dichas pléntulas par establecerse aqui su auto

trofismo.

- Como se puede observor, lu aplicaciédn del método de
cultiva de tejidos "in vitro" proporciona una gran ayuvda pg

ra lo prapoagacién de Laelia anceps var. alba, produciendo
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gran cantidad de pléntulas compleotas en un perfodo de 10 me
ses aproximadamente, concluyendo con la etapa de adaptacién

de aproximadamente dos moses.

De acuverdo con los objetivos planteados al inicio del
presente trabajo, so puede concluir que éstos se realizaron

en su totalidad.



RECOMENDACIONES
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Es canveniente realizar resiembras lo més frecuente
posible, es docir, si lo superficie del medio de cultivo es
to saturado por tejido, es convenionte traspasarlo o media
fresco porc evitar la acumulocién de desechos metabdlicos
que pueden ser téxicos en el modio e inhiben el crecimiento

del tejido en cultivo.

Un método répido, seguro y factible para poder conser
var los especies amenazodas con la extincién, es la realizga
cién de una propagacidén masiva, medionte este método, para
restituirlas o su medio natural o bien incrementando la

construcciédn de jardines boténicos paro su conservacién,
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