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MS

PLB's

rem

W.W.F

Acido 2,4 - Diclorofenoxiacético
Medio de cultivo Gamborg, Miller y Qjima, 1968
Brotacion Multiple

Botanic Garden Conservation International,
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International Union for Conservation of Nature
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(Unién Internacional para la Conservacion de la
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Medio nutrtivo Knudson "C" (1946).

Medio nutritivo KC enriquecido (Martinez,
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REGENERACION in vitra A PARTIR DEL CULTIVO DE APICES DE TALLO DE
Oncidium stramineum BATEM. ex LINDL. (ORCHIDACEAE), ESPECIE MEXICANA
EN PELIGRO DE EXTINCION.

RESUMEN

En el presente trabajo se logrd la regeneracién de plantas de orquideas bajo
condiciones in vifro a partir de dpices de tallo de Oncidium stramineum Batem
ex Lindl. (Orchidaceae), especie endémica del Estado de Veracruz, México.

Se ulilizd el medio de cultivo KC-E sdlido y liquido, adicionado de las
combinaciones de los fitorreguladores del crecimiento 2,4-Diclorofenoxiacético
(24-D) vy 6-furfurilaminopurina  (cinetina, K). Las primeras respuestas
morfogenéticas se manifestaron después de 2 a 3 semanas de iniciados los
cultivos, con la formacion de masas celuiares semiesféricas que resuliaron en
cuerpos semejantes a prolocormos (PLB's) y considerados por ello como
embriones somaticos (adventiclos), éstos protocormos al subcultivarse en medio
KC-E sin hormonas presentaron la capacidad de generar nuevos PLB's, que
guedaron unidos y después de 16 semanas se desarrollaron en plantulas que
alcanzaron famanos de 1-2 cm de longitud con raices de 3-6 mm en promedio.
La formacion de PLB's ocurmid en todos los fratamientos y no dependidé de los
filorreguladores pues aln en su ausencia hubo regeneracidn, sin embargo éstos
si tuvieron influencia en el nimero de los brotes y su crecimiento.

El mayor nimero de PLB's se formd en los tratamientos con K 1 mg/! sin 2,4-D,
tanto en medio fiquido {79 brotes) como en sdlido {89 brotes). Los mejores
resulfados se obtuvieron en cultivos iniciados en medio liquido seguidos del
subcultivo de PLB's o masas de protocormos a medio solido donde continuaron

su desarrollo, La induccion y el desarrollo de los PLB's en plantulas completas



{aun el enraizamiento) ocumid en el medio inicial {de Induccidon) con hormonas,
no fue requisito un segundo medio de maduracién (sin hormonas), sin embargo
éste favorecié el crecimiento de los brotes.

En términos generales, una comparacion de los sistemas de cultivo ensayados
indico que en los medios sdlidos se logrd la morfogénesis en menor tlempo pero
tamblén con un menor niUmero de regenerantes, en tanto que en los medios
liquidos, la morfogénesis tomdé mas tiempo pero se formaron PLB's en un mayor
numero. La combinaciéon de estos dos sistemas Iniciando los cultivos en medio
liquido y el subcultivo posterior a medio sdlido rindié los mejores resultados. Asf
entonces el objetivo planteado en la presente Investigacion se cumplid,
ademds la utilizacién de ésta técnlca se recomienda para la propagacion,
conservacléon y aprovechamlento de las orquideas, as cuales son especies en

gran riesgo de extincion.



I. INTRODUCCION

El estado y distribucidén de especies y habitats, asi como el manejo tanto in sity
como ex situ de la biodiversidad del Planeta, constituyen actualmente en
conjunto una de las principales preocupaciones de la humanldad, ya que
todos los ecosistemas se encuentran interrelacionados y todo cambio en uno
de ellos repercute tarde o temprano en los demds.

Por desgracia las alteraciones y la pérdida del equilibrio en la naturaleza estan
ocuriendo a una gran velocldad, mucho mayor que Ia que requieren los
sistemas biologicos para restablecer su orden natural. En forma lamentable son
las distintas actividades del hombre las que han puesto en serio peligro de
extincion, practicamente a todas las formas de vida del Planeta (Ehrlich y
Wilson, 1991). Entre tales actividades las mds notorias y daninas estan: el
incremento poblacional; la tala y quema desmedida de bosques y selvas para
ampliar las dreas agricolas, ganaderas y urbanas; la contaminacién de sueios,
cuerpos de agua y atmdsfera por desechos indusiriales y quema de
combustible fésil; el acentuado aprovechamiento de un nimero muy limitado
de cultivos de uso alimenticio, medicinal y en otras industrias; el
desconocimiento de las propledades y beneficios que podria obtener de las
plantas hasta ahora consideradas sélo como malezas; el saqueo y trafico ilegal

de plantas, animales colectados en poblaciones silvestres.

I.1 Incremento poblacional. En el afo 1800 la poblacién mundial llegd a mil
millones de habitantes, en 1987 superd los 5000 millones (Keyfitz, 1989) y
actuamente tiene un incremento diario de 250,000 nuevos individuos, la
pobiacién llegard a diez mil millones en el ano 2046 y entre 12y 14 mil millones

en el ano 2100 (Hinrichsen, 1990; Soulé, 1991). Estas cifras claramente indican



que dia a dia aumentan las demandas de mas recursos que se extraen de la
naturaleza y este crecimiento continuard hasta que la humanidad decida
reducir su nUmero a niveles compatibies con la restauracién de los procesos

bldticos.

1.2 Deforestacién. Datos proporcionados por la LU.C.N., en 1976 para las dreas
tropicales, Indicaban que cada minuto que transcurria se destruian 21 ha
{Vovides, 1989) ahora con métodos mds mecanizados y a solo 15 afos de
distancla se talan en estas dreas unos 20 millones ha/afio, es decir mdés de 30
ha/minuto {Reld,1992).

El bosque alldntico, en ef este de Brasi, es uno de los ecosistemas mas
amenazados del mundo, originalmente la selva cubrid un milion de km?, pero
ahora séio queda el 4%, debido a presiones demogrdficas y a la explotacion de
recursos naturales segun datos de B.G.C.I,

De acuerdo a cifras oficiales {1981-1985), México ocupaba el tercer sitio en
Lationamérica con una tasa de deforestacion de 500,000 ha/ado, sin embargo,
tan solo por la expansién ganadera entre 1981 y 1983 hubo incrementos de 1-2
millones ha/aio, si a esta cifra se agregan las de fierras para la agricultura, la
de pérdida por Incendios forestales y el crecimlento de zonas urbanas, es
posible considerar conservadoramente en 1 millén ha/afio la vegetacidn
natural perdida {Toiedo, 1988). A nivel mundial se estima que para el afio 2100
la deforestacion habra eliminado probablemente casi todos los bosques
tropicaies fuera de ias reservas o areas protegidas de la naturaieza.

La deforestacién y la quema de combustibles fosiles estdn aumentando ia
cantidad de carbono atmosférico en unos 3000 millones de toneladas
métricas/afio, el aumento de CO9p y ofros gases como el metano, los

clorofluorocarbonos, los éxidos de nitrdgeno y el ozono de la baja tropdsfera



aprisionan el calor que penetra al planeta y estan promoviendo un aumento en
la temperatura (efecto invernadero). La mayoria de los investigadores
consideran que estd ocuriendo un cambio en el clima por un calentamiento
que llegard a ser de 3°C, junto con una disminucidn en la precipitacién pluvial
en el interior de los continentes y un ascenso en el nivel del mar que puede
llegar a ser de 0.2 a 1.5 m, por lo tanto se espera que el drea cultivable para
cereales se desplazard hacia el norte varios clentos de kildmetros, Estos camblos
que ya estan ocumendo se habrdn concretado en 50 o 100 afios (Schnelder,

1989; Hinrichsen, 1990).

1.3 Contaminacién. Después de muchos afos en que los goblernos suprimleron ia
Informaclén sobre la contaminacién del medio amblente y ahora sin dejar de
tratar de manipular la Informacién, pero ya con la conflanza perdida por parte
de la gente, estamos conoclendo la realidad acerca de la calidad del alre que
respiramos y del agua que bebemos. En la lista de consecuencias que puede
ocasionar ia contaminacién, los efectos sobre la salud humana es lo que mds
sensibliza a la gente, sin embargo, también deberian ser sefiales de gran
alarma los dafios sobre los recursos naturales, asi por ejemplo en el sur de
Polonia muchos nifios tienen ya en sus cuerpos sustancias carcinogénicas, el rio
Vistula ha sido tan contaminado por procesos de extraccldon en minas de
carbdn que sus aguas resultan demasiado dcidas adn hasta para enfriar
magquinaria (Anénimo, 1990). Respirar el dire de la Ciudad de México resulta
equivalente a fumar 2 paquetes de cligaros diarlamente (Hinrichsen, 1990).

Virtualmente en todos los paises europeos la sobreutilizacién de pesticidas y
fertiizantes en la agricultura estd ocasionando la contaminacién del agua y

suelos.



El rio Danubio descarga al Mar Negro cada ano casi 1.8 millones de toneladas
mélricas de sustanclas quimicas utlizadas en la agricultura (Davey, 1991;
Hinrichsen, 1991).

La combustidn de energéticos fdslies ha provocado parte de la acidificacién de
suelo y agua, en ltailla se considera que hasta un 75% de los bosques en el
noreste de los Alpes estan afectados por la lluvia acida no sélo por el contacto
con ésta sino fambién por la acidez del suelo.

En 1990, clentificos de la Academia Soviética de Ciencias declararon 16% de la
Ex Unldn Soviélica 'zona de desastre ecoldgico’ lo cual es un d&rea
aproximadamente del tamafio de Europa Occidental. En 100 cludades
Industriales la confaminacldon del alre supera ahora 10 veces los limites
recomendados por la Organizacién Mundial de la Salud; en 16 cludades el nivel
es 50 veces superior. El rio Techa y lagos cercanos estdn contaminados por
desechos radloactivos (Davey, 1991).

Durante la Guenra en el Golfo Pérsico se deramaron al mar entre 3 y 6 millones
de baniles de petrdleo, esta cantidad es la mayor registrada hasta ahora entre
{os reportes de este tipo. Formd una gruesa capa sobre la superficie del agua
en aproximadamente 460 km de costa. Entre los hdbltals mas severamente
dafiados estan los manglares, totalmente cublertos por el petrdleo; murieron
entre 20,000 y 30,000 aves; para muchas otras aves migratorias se perdieron las
dreas donde se alimentaban durante su desplazamiento; y acamred una muerte
masiva de invertebrados (Preen, 1991; Bhalla, 1991). La temperatura asi como la
Intensidad de la luz solar en la regldn descendieron notablemente a
consecuencia de la combustidn de los pozos petroleros (Kemf, 1991).
Actualmente se considera que la contribucion per capita a la contaminacidon
atmosférica (y por lo tanto al cambio global del clima) es mayor por varios

drdenes de magnitud por parte de los cludadanos que viven en paises



Industrializados que de aquelios en naclones pobres (Ehrlich, 1981 citado por
Soulé, 1991).

1.4 Limitado namero de cultivos. Se considera que existen unas 250,000 especles
de plantas con semllias y que el hombre a lo largo de su historia ha utilizado
entre 3000 y 7000 en su alimentacién, pero con el paso de los siglos ha utilizado
un nUmero cada vez menor, hoy |a mayor parte de la poblacidn se almenta de
sélo unos 20 cultivos (Moore, 1988; MacKnight, 1988).

La humanidad y el resto de los organismos heterdtrofos se benefician de |as
especles vegetales poco conocidas para la Clenclia, a través de "servicios
ecolégicos’ como el control de plagas (Wilson, 1984), la remocién de COp y
oxlgenacién de la atmdsfera, son el soporte de todas las formas de vida del
Planeta y todo esto gracias al proceso fotosintético que realizan.

El hombre podria encontfrar en estas especies vegetales nuevos y mejores
alimentos y otros productos industrializables. El U.S. National Cancer Institute ha
empezado a explorar productos naturales y analiza unas 10,000 sustancias al
afio buscando actividad contra cancery virus del SIDA (Wilson, 1989).

La especle slivestre de Madagascar, Ficus polyphlebla tiene propledades

espasmaodicas y es utiizada en la herbolaria tradicional para Inducir abortos
como medio de control de la natalidad.

La orquidea Angraecum ebureum fiene propiedades antlespasmodicas y es

utlizada para evitar abortos.

El Unico género Aloe que se encuentra en Madagascar, considerado especle
nueva presenta propledades antibacterianas y antivirales, y es utilizada en Ia
cura de heridas infectadas.

Otra especle originaria de Madagascar Catharanthus roseus es utllizada para el

tratamiento de ieucemia y la enfermedad de Hodgkins, esta planta por si sola



genera cerca de 100 millones de dblares/aiio. Esto sin duda representa grandes
beneficios econdmicos para la industria, sin embargo no para Madagascar, de
cuyos habitantes nacid el conocimiento original del aprovechamiento de esta

planta.

1.5 Trafico ilegal de especies vegetales. A pesar de las legislaclones nacdionales y
procedimientos policlacos para obligar a respetar la Convencién sobre ei
comerclo Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres
(Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and
Flora, C.IT.E.S.) muchos y blen organizados traficantes y coleccionistas privados
contintan importando llegaimente especies raras y amenazadas que estdn
protegidas, movidos por altos incentivos financieros o por el deseo de poseer
plantas o animales muy escasos en la naturaleza.

Después de Estados Unidos y Japdn, la Comunidad Econdmica Europea es Ia
mayor region importadora de vida siivestre y un re-exportador principal de sus
productos hacla Estados Unidos, para tratar de frenar esta situacion, la WW.F.
(World Wildiife Found), estimula la conservacion de la diversidad bioldgica a
través del monitoreo de su uso y trafico, asi como la documentacién de los
efectos de trafico a través de su red TRAFFIC (Trade Records Analysis of Fauna
and Flora In Commerce), con oficinas en Japdn, EU., Australia y Sudamérica, e
Invierte para ello 1,000,000.00 ddlares/afio. Entre los casos de 1990 en que
TRAFFIC logré detener el envio de especles sivestres y sus productos,
menclonaremos aigunos ejemplos:

- El clentifico mexicano y criador de aves, JesUs Estudillo Lopez fue arestado ai
tratar de sacar 22 aves de Brasil.

- Dos monjas procedentes de laire fueron detenidas en el aeropuerto de Mildn

con 17 kg de objetos de marfil tallado.



- Fue detenido Hans Herman, qulen es uno de los principales traficantes
Internaclonales de orquideas [Kemf, 1990).

- La especle de orquidea, Paphlopedilum emersonll del sur de Ching,

Identificada en 1966, Inmediatamente fué colectada y miles de ejemplares
enviados a Hong Kong, Talwan y Tailandia donde horticuitores sin escripulos se
encargaron de otorgar certificados de C.LT.E.S.

- En 1989 un Ingiés, hombre de negocios fué sentenciado a 12 meses de carcel
por traflcar orquideas slivestres de Brasil hacla Inglaterra; se le enconfraron
varios clentos de plantas incluyendo 365 especles amenazadas, entre ellas

Paphiopedilum druryl, ahora considerada extinta en la naturaleza.

Subsecuentemente el traficante fué dejado en libertad al pagar una multa de
4,240.00 ddlares [Allan, 1989).

- Vovides (1989) cita el caso en que un milldn de plantas entre orquideas,
cactdceas y clcaddceas fueron sacadas llegalmente de México.

- SEDUE (1991) reportdé que en México entre 1989 y febrero de 1991,
decomisaron cerca de 640,000 plantas entre orquideas, cactaceas, zamiaceas,
agavdceas, bromellaceas y llidceas.

Ante todas estas acciones del hombre ha sldo necesario que también
Implemente medidas para proteger la vegetacion natural.

México es uno de los tres paises de mayor diversidad a nivel mundial, presenta
Intensos procesos de destruccidn de los habltats, es ademds uno de los paises
mas atrasados en términos de conservacion de recursos bidticos (Toledo, 1988).
Debldo a esto, existen entre otfras tareas algunas formas bésicas de tratar de
conservar los recursos naturales esto es, en la naturaleza o [n sltu o blen a través
de colecclones ex situ, fuera del habitat de la planta, generalmente llevada a

cabo en jardines boldanicos, bancos de semillas, en campos de bancos



genéticos o por la técnica de cultivo in vitro, conocida también como cultivo

de tejidos vegetales.

1.6 Conservacion in situ y ex situ

La mayor parte de la conservacion in situ se lleva a cabo en dreas protegidas,
especialmente en parques nacionales y reservas naturales. El objetivo final de
cualguler programa de conservacién vegetal es la preservacion de la
blodiversidad de las especies vegelales en la naturaleza, de tal forma que
puedan reproducirse naturalmente por sl mismas. La conservacion In situ permite
también la continuacién del proceso evolutivo de las plantas y asegura la
conservacién de la compleja "red de vida" como son las interacclones entre
plantas y animales y su bidsfera, que es una parte vital de la supervivencia del
habitat,

En 1980, la LU.C.N., reportd que sélo el 0.3% de México tenia dreas naturales
realmente protegidas. En Latinoamérica, ocupa el décimo sitio en términos de
superficle protegida y el vigésimo respecto al porcentaje dedicado a conservar
recursos bidticos. En México existen 48 dreas protegidas con reconocimiento
oficial; 14 con decreto en trdmite y 25 propuestas, que totalizan 744 millones ha
(3.76%) del teritorlo naclonal, sin embargo, sl se restan las superficies de las
dreas en proyecto, las clfras se reducen a 1.6 millones ha, es decir sdlo 0.8%, y
de éstas, pocas reunen las condiciones requeridas por la IL.U.CN., para la
efectiva proteccidon de flora y fauna. Mds ain, debido a que las dreas
protegldas no fueron elegidas sigulendo un criterio blogeografico, no alcanzan
a cubrir las dreas con la mayor riqueza de especies y endemismos (Toledo,
1988).

En los Jardines Botdnicos se tienen varias colecciones de especles vegetales y

se cultiva un numero enorme y variado de plantas, incluyendo muchas especies
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que se encuentran en peligro de extincidn en la naluraleza, a este tipo de
colecciones se le conoce también como ex situ, porque las plantas se
encuentran fuera de su habitat. Existen alrededor de 1500 jardines botanicos en
el mundo, muchos de los cuales estdn cada vez mds comprometiclos en la
tarea de la conservacidn de ia diversidad vegetal a través de un plan
estrategico conocldo como Organizacién internacional para la Conservacion
en Jardines Botanicos (B.G.C.L.).

En México, se calcula que existen aproximadamente 36 Jardines Botdnicos,
aungue no es posible dar un nimero preciso debido a que algunos de estos no
cumpien con las caracteristicas de un verdadero Jardin Botdnico, Liegar a
establecer el nimero real es una de las tareas a cumplir por la actual
administraclén de fa Asociacion Mexicana de Jardines Botdnlcos, A.C. (Herera
et al, 1993).

1.7 Bancos de semillas y campos de bancos genéticos. Las semilias son las partes
de las plantas mds apropiadas para su aimacenamiento, debldo a que
conflenen el material genético necesario para producir una planta nueva,
ocupan poco espaclo, algunas especies mantienen su viabilldad hasta por
clentos de afos y son portadoras de una amplia varabilidad genéfica. La
mayoria de las especies presentan semillas que se pueden desecar hasta
alcanzar un contenido de humedad bdjo que permitird su almacenamiento a
bajas temperaturas, sin afectar su viabilidad, estas semillas se denominan
ortodoxas y entre elias se encuentran las de los principales cereaies cultivados,
trigo, malz, arroz,

Muchas ofras plantas, generaimente tropicales, presentan semillas de vida
corta (coco. papaya, cacao, caoba) que no se pueden almacenar en un

banco de semillas, estas se denominan "recalcitrantes”, en su caso se deben



utilizar otfros métodos para asegurar su almacenamiento a largo plazo como
son ios "bancos genéticos en el campo'y los cuitivos de tejidos.

En el mundo existen aproximadamente 150 bancos de semillas dedicados
especiaimente al almacenamiento de material de plantas de importancia
comercial, sobre todo de plantas aiimenticias. Adicionalmente, muchos jardines
botdnicos mantienen entre sus colecciones bancos de semillas, preservando
principaimente piantas silvestres {Lozoya, 1985).

Los campos de bancos genéticos, son las areas en las que se mantienen
colecciones documentadas de plantas en crecimiento. Proveen el mejor
método ex situ conocido hasta el presente para conservar drboles y ofras
plantas con semillas "recalcifrantes”. Este tipo de banco genético se encuentra
en distintas instituciones, especialmente en el frépico y de forma notable en
jardines botdnicos, arboreta e instituciones de investigacidén agricola y forestal
(Lozoyq, 1985).

1.8 Cultivo de Tejidos Vegetales. Se denomina también cultivo in vitro y se refiere
al proceso mediante el cual las plantas pueden ser regeneradas en el
laboratorio a fravés de cantidades pequefias de material, generalmente en
reciplentes que contienen medios nutitivos. Esta técnica es una rama de la
Biologia que basada en la totipotencialidad celular hace posible dividir vy
cuitivar asépticamente in vifro sus céiulas, tefidos, organos, embriones y
plantulas en un medio nutitivo bajo condiciones controladas y permite al
investigador llegar a dirigir sus respuestas morfogenéticas y blosintéticas. En los
Oitimos 15 afios las técnicas para cultivar in vifro células, tejidos y érganos han
tenldo un enorme desamollo que permite en la aclualidad aplicarlas
practicamente a todas las especies vegetales, también han permitido un gran

avance en el conocimiento bdsico de la morfogénesls de las plantas y han



encontrado una amplia aplicacidén para la solucion de problemas en las
industrias quimico-farmacéutica y sobre todo en ia agricola y horticola donde a
nivel comercial se utllizan principaimente en ia propagacién y recuperacion de
plantas libres de patdgenos (Thorpe, 1978; Robert y Loyola, 1985; Beversdorf,
1990).

La conservacién in vitro de plantas, tejidos, érganos, células, embriones, puede
llegar a ser una alternativa eficiente de ia conservacion ex situ.

Entre los beneficlos de éstas técnicas de Cullivo de Tejldos Vegetaies (CTV), esta
la posiblidad de:

1. Conservacion de germoplasma in vifro. Ei almacenamiento de germoplasma
se puede dividir de acuerdo a la temperatura que se utllice y puede ser de dos
tipos. 1) aimacenamiento a temperaturas de 27+ 3°C, para el caso de especies
de ciclo largo (cactaceas y orquideas), se puede retrasar el crecimiento
utilzando medios con bajas cantldades de nutimentos, alterando el pH, estrés
osmdtico, etfc. (Schilde-Rentshier et al, 1982). De esta manera se disminuye el
crecimiento aunque por periodos cortos. 2) aimacenamiento a temperaturas
de 4 a 8°C, se aplican las mismas condiciones de cultivo que ias cltadas en el

punto anterior. En el caso de papa (Solanum fuberosum), especie de ciclo corto

y rdpldo desamrolio vegetativo,

Lundergan y Janick (1979) citados por Hu y Wang {1983} aimacenaron durante
un afio, a una temperatura de 1 a 4°C en un refrigerador de 0.28 cm3, 2000
tubos de ensayo (1 plantula/tubo) con germoplasma de manzano, este mismo
germoplasma, en una huerta tradicional hublera ocupado aproximadamente
5.7 ha; Hu y Wang ({1983) citan que mdés de 50 diferentes cultivares de fresa se
han mantenido hasta por é anos a 4°C en oscurldad.

El almacenamiento de meristemos o dpices por métodos criogénicos a

temperatura de -196°C nitrdgeno liquido ha sido aplicado a distintas especies



{Kartha, 1982) ({Tabla A), no obstanie aunque iedricamente es posible por
tiempo Indefinldo, encontraron un decremento en la viabilidad de merlstemos
de chicharo después de 6 meses en nitrégeno liquido, por lo que el

almacenamiento a largo plazo requlere de mds investigacldn.

2. Micropropagacion. Mediante ésta técnica es posible lograr una produccién
clonal, rapida, masiva y libre de patégenos, existen varias especies de interés
econdémico que han sido regeneradas por este método (Murashige, 1974;
Beversdorf, 1990) (Tabla B).

Martin {1985) cita que a partir de una sola yema de rosal subdividida cada mes
en 4 secciones es posible obtener de 200,000 a 400,000 plantas en un afio, en
tanto que en el mismo periodo de tempo empleando métodos tradicionales se
logran 30-50 plantas. Por ofro lado, st el sistema de cullivo es de células en
suspensién, donde cada una de éstas puede ser tedricamente inducida a
formar un embridn, de esta manera el nimero de plantas que potenciaimente
se pueden regenerar de un solo frasco de cullivo, se eleva a millones.

Los procesos de regeneracidn de plantas pueden seguir dos vias:
organogénesis o fomacién de érganos (yemas, raices) o de embriogénesis
somatica con la formacién de embriones adventicios. Estos procesos pueden
ocunir de manera directa a partir del explante o bien a fravés de la formacién

Iniclal de callo y una posterior diferenciacién (George y Shermington, 1984).

3. Aplicacién de las téenicas in vitro en especles amenazadas. Para plantas que
no forman semillas faclimente o son muy escasas en la naturaleza la técnica de
cultivo in vifro resulta muy valiosa. Existen algunos grupos de plantas como las
orquideas y las cacldceas las cuales presentan un riesgo muy elevado de

exiinclén ocasionado por la alteracion de su habitat, entre otras actividades del
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hombre (Tabla C). Segun Toledo (1988), en el grupo de las orquideas se
encuentra un alto grado de endemismos sobre todo en zonas tropicales,
Debldo a los riesgos que amenazan a este grupo, la familia completa ha sido
conslderada en el Apéndice 2 de CITES con el objetivo de tratar de proteger las
poblaciones slivestres,

Entre las especies mds amenazadas de exiincidon en la naturaleza se
encuentran las orquideas y en nuestro pais tienen una gran diversidad (Toledo,
1988). Una de ellas es Oncidium sframineum Batem. ex Lindl., que ha sido
conslderada en serio peligro de desaparecer y se ubica como amenazada de

acuerdo a las listas de Sedesol (1994).

1.9 Caracteristicas generales de la familia Orchidaceae

Las orquideas, abarcan a nivel mundial mds de 700 géneros y 20-25 mil
especles (Dressler, 1981). Para México se tienen reportados al menos 144
géneros con 918 especies descritas de las cuales 35 % son endémicas (Soto,
1988).

Las orquideas son herbdceas perennes, de hdbito epifito, temrestre, Iitdfilo,
semlacudtico, saprdfito y raramente subterraneo, (restingidas a Australia), son
cosmopolitas, crecen en casi todas las latitudes y altitudes, desde el norte de
Suecla y Alaska hasta la Tlerra del Fuego (América) y la isla Macquarie (Asla),
aunque por lo general presentan mayor diversidad en los amblentes tropicales
y subtroplcales (Dressler, 1981).

Tienen un tipo de crecimlento vegetativo que puede ser simpodial (presente en
orquideas temestres y algunas epifitas) o monopodial (presente en la mayoria
de las epifitas) (Correll, 1950).

Las raices son cllindricas, carnosas y tuberosas, muchas especles poseen rizomas

de los cuales se originan raices adventicias con un desarrollo especial de la



epidermis, llamado velamen, formado de varias capas de células muertas, que
le permiten a la planta captar y retener agua y nutrientes; el origen de este
tejido se relaciona con la simbidsis que establecen con hongos. Muchas epifitas
de habilto simpodial forman pseudobulbos que coresponden a engrosamientos
de los tallos y presentan varios entrenudos, funcionan como reservorios de agua
y nutrientes, poseen diferente forma: globosa, piiforme o fusiforme, con hojas a
lo largo del pseudobulbo o que se originan sdlo en la parte apical (Corell,
1950).

Las hojas de las orquideas son simples y varian de forma, pueden aparecer
como una ldmina angosta o ancha, pueden ser filiformes y hasta orbiculares,
membranosas o coridceas e Incluso también pueden almacenar agua (Dressler,
1981).

Los sépalos (3) estan generalmente coloreados al igual que los pétalos y
pueden estar libres © mdas o menos unidos o formando un tubo, El sépalo dorsal
diflere generalmente en la forma de los laterales, los cuales son mas o menos
obifcuos y pueden estar libres uno del otro o adheridos frecuentemente por la
base. De los tres pétalos, dos son semejantes morfolégicamente y de color
entre si y el tercero llamado labelo estd modificado, su posicion inferior
comesponde al giro del pedicelo o de éste y el ovario (resupinacién) (Comell,
1950). El labelo generalmente difiere en forma, tamafo y coloracién de los otros
pétalos, la superficie Interna generalmente estd adornada con paplias o
lamelas y la base puede ser pequefa o muy amplia formando un nectario. La
columna representa la estructura central de la flor y es la unidn del pistilo y el
estilo, En muchas especies un I1ébulo estigmatico modificado llamado rostelo, se
proyecta sobre la supeificle estigmdtica que permite adherir los polinlos a los

insectos. La antera puede estar dividida y contener de 2,4,6 y 8 polinios y se



ublca en una cavidad lamada clinandrio. Tienen ovario infero con 1-3 divislones
que puede ser inconspicuo o notorio,

La polinlzacién de ias flores requlere de la participacion de determinados
Insectos tales como: abejas, moscas, mariposas y escarabajos; asi como de
colibries, los cuales son afraidos por atrbutos estéticos de las orquideas
expresadas en flores de formas y texturas caprichosas, vistosos colores y de
atractivos o repugnantes olores.

Enfre las caracteristicas mds notables de las orquideas estd el tamario y
estructura de sus semilias. Pesan entre 0.3y 14 (ug), miden de 0.25 a 1.2 mm de
largo y de 0.27 a 0.9 mm de ancho, la semlila confiene un pequeno embridn
esférico o piforme dentro de una testa membranosa, frecuentemente
tfransparente o blen pigmentada. La gran mayoria de las especies tlenen
embriones relativamente Indiferenciados, sin cotlledones, ni endospermo, lo
cual se considera una caracteristica de grupos avanzados evolutivamente. Un
pequeio grupo de especles poseen embriones con un cofileddn rudimentario ,

entre estas se encuentran: Encyclia viteling y Sobralia macrantha. Se han

reportado semilias diembridnicas y pollembridnicas (Ardittl, 1967). En el cuerpo
del embiidn es posible distingulr dos reglones.la posterior o chalazal formada de
células grandes, vacuoladas, en la cual adn en semillas maduras es posible ver
adherido el suspensor. En la regidon anferdor o micropilar las células son
isodiameétricas, pequeiias y de denso cltoplasma granular, es en esta zona
donde se encuentra el meristemo apical del brote (Ardittl, 1967 y 1992).

El numero de semlllas producido por capsula varia con el género vy la especie;
fluctian de 1,300 a 4,000,000 por capsula, de 5,000-4,000 en géneros como
Cephalanthera; de 2-3 millones en Cycnoches y Catfleya (Rao, 1977); no
obstante, Arditti (1967) sefialé que el rango es de 1,300 hasta 5,000,000; Chdavez

(1980) reportd para frutos de Bletla urbana entre 92,625y 117,200 semiflas.



Las orquideas tlenen complejas formas de vida y reproduccion, dependen enla
naturaleza de simblosls con hongos para la germinaclén de sus semllias y el

desarolio de las poblaclones de pldntulas,

1.9.1 Problemas de conservacion en orquideas

Por siglos muchas de las especles mexicanas de orquideas, han sldo arancadas
por miles de sus habitats, debido a que han sido muy buscadas por lo atractivo
de su flor, su valor ornamental y su enorme variedad. La falta de conocimlentos
para reproduciras, hizo que los colectores, sin ninguna ofra motivacién que la
maxima ganancia financiera, colectaran en forma desmedida miilones de
plantas y destruyeran las plantas que ya no pudieron llevar consigo para asi
evitarse competldores y elevar sus precios. Esta censurable actitud lucrativa e
legal ain es comin y lamentablemente continuard en tanto aficionados
coleccionistas y gente sin una conclencla ecoldgica, traten de adquirir plantas
extraidas directamente de la naturaleza por cualquier medio y a cualquler
precio, adquliéndolas muchas veces con los habltantes de ias zonas en donde
crecen estas plantas, provocando asl la alteracion del ambiente y la extincldn
de las mismas.

Esta situacion por desgracla es muy comin en México no obstante que las
especies anlmales y vegetlales estdn sujetas a un régimen de preservaclon,
restauraciédn y proteccidn ordenada por la Ley General del Equiiibrio Ecolégico
y la Proteccién del Ambiente {Sedesol, 1994), ademds de las disposiclones de
C.LLES., de la cual nuestro pals ya es mlembro a partr de 1991 {Franco y
Cuellar, 1994).



110 La Clasificacién de Oncidium stramineum Batem. ex Lindl. segun Dressler,
1981 es:

Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Vandoldeae
Tribu: Cymbldieae
Subtribu: Oncldiinae
Género: Oncidium

Especie: Q. stramineum

I.11 Descripcién boténica y distribucién de Oncidium stramineum

La descripclon botdnica de Oncidium stramineum Batem. ex Lindl. de acuerdo
con Jiménez (1990), es Ia sigulente: Hierba epifita, de 15-25 cm de alto sin la
inflorecencia. Raices camosas de 2 a 5 mm de grosor. Pseudobulbos
agregados, subcllindricos muy reducldos, unifoliados, de 8-13 x 57 mm,
cublertos por 4 vainas triangulares acuminadas, escarioso-papirdceas, Hoja
eliptica a obovado-eliptica, aguda, coridceo-suculenta, verde o verde-rojiza
con puntos rojos, de 11-20 x 3-5 cm. Inflorescenclia basal, paniculada (con 2-3
ramas senclllas y cortas) o en ocasiones racemosq, erecto-arqueada, densq, de
15-30 cm de largo, con 30-50 flores; pedunculo provisto de bracteas
trangulares, escariosas, papirdceas, agudas, de 5-10 x 4-7 mm. Bracteas florales
angostamente triangulares, agudas, herbaceo-papirdceas, de 2-5 x 2-3.5 mm.
Flores vistosas, carnosas, de ca. 15 mm de didmetro; sépalos y pétalos bianco
crema o marfll con una mancha amarilla en la base, labelo con los I6bulos
laterales amarillos con puntos rojos y Iébulo medio blanco con puntos rojos en la
base (Fig. 3). Sépalo dorsal ligeramente reflexo, cortamente unguiculado,

obovado a suborbicular, obtuso, concavo, de 8-9 x 6-7 mm. Sépaios laterales



ligeramente reflexos, unguiculados, obovados a elipticos, obtusos, ligeramente
céncavos de 8.5-10 x 5-6 mm. Pétalos extendidos, sésiles, oblongo-ovados,
obtusos, margenes sinuosos y ligeramente ondulados, de 7-8 x 5-6 mm., Labelo
triobado, esencialmente plano. de 8-10 mm de largo y 7-10 mm de ancho
entre los |dbulos laterales; 16bulos iaterales oblongos, algo retrorsos, con
margenes revolutos, frecuentemente incurvados, con los apices dirigidos hacia
la base del labelo, de 2.7-3.5 x 1.4-2.7 mm istmo breve, angosto, de 2 mm de
ancho; I6bulo medio reniforme, emarginado, de 3.5-4 x 6-8 mm. Callo
extendiéndose cerca de la mitad del labelo, amarilio con puntos rojos, formado
por 4 tubérculos dos basales truncados y dos distales lateramente apianados,
redondeados; entre éstos Ultimos hay en ocasiones una quilla longitudinal,
Columna gruesq, corta, de ca. § mm de largo, blanca con manchas rojas
hacla el dpice, alada, con tdbula infraestigmdtica prominente, redondeadaq,
subcuadrada, blanca, brillante; alas oblicuamente triangulares, descendentes,
gruesas carnosas, blancas con manchas y puntos rojos, Antera oblongq,
bilocular, blanca, de ca. 2.5 x 1.8 mm. Polinarlo con 2 polinios oblongo-
obovados, dorsiventralmente comprimidos; estipite laminar, en forma de casco
de cabalio; viscidio tiangular. Rostelo muy corto, laminar, redondeado.
Estigma obovado o subtrdangular, plano, briliante, blanco con venas rojas.

Capsula no vista (Figs. 3 y 4)

La distibucidn geogrdfica de Oncidium stramineum, abarca la regién de
Zacuapam en el centro del Estado de Veracruz, México. Es una especie
endémica de hdblto epifito que generalmente se localza en cafadas, a los
lados de conientes de agua, en bosques tropicales subcaducifolios y bosques

cdlidos, con una altitud de 600 a 1000 metros sobre el nivel del mar. Su época
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de floracién es de marzo a mayo. Se le conoce con el nombre de "oreja de

mula" (por tener hasta dos hojas en un pseudobulbo), {Jiménez, 1990} (Fig. 17).

1.12 Importancia Econémica de Oncidium stramineum

Tradicionalmente es conslderada omamental, por lo cual ha sldo colectada
para un comercio ilegal durante largo tiempo. No se tiene informacién sobre la
cantidad de plantas que se colectan nl el valor monetarlo que alcanzan {Soto
y Hagsater, 1990).

Esta afractiva planta puede tener un valor potencial en cruzas para el
desarmollo de nuevos hibridos. Su propagacidn controlada puede ser la base de

un comerclo legal rentable {Soto y Hagsater, 1990).
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. ANTECEDENTES

i1.4 Propagacién de Oncidium stramineum

Las maneras de propagar a esta especie pueden ser:

a} Propagacién por semillas: Estas pueden sembrarse en la base de la planta
madre y de ofras plantas de la misma especle donde probablemente serdn
cubiertos los requerimientos de microhabitat incluyendo la asociacién con
hongos micormizicos,

b) Propagacién por separacion de pseudobuibos: Se utliizan pseudobulibos
[ovenes ya enralzados que pueden separarse de la planta madre y
establecerse en corteza de abeto, bajo luz natural o idmparas fluorescentes.

c) Propagacién por cultivo de tefidos; la germinacién in vifro de sus semilias en
un alfo porcentdje fué reportada por Martinez Palacios, 1991.

£l empleo de Gpices de tallo ha resultado un método eficlente de regeneracion

in vitro de orquideas {Arditti, 1977).

I1.1.1 Caracteristicas de cultivo

Tradicionalmente se puede cultivar Oncidium stramineum, tomando en cuenta
las siguientes caracteristicas.

LUZ. Se recomienda un sitlo asoleado con sombra moderada

TEMPERATURA. En época de primavera requlere de una temperatura éptima de
24°C, en verano de 18 a 20°C, en otofio de 15°C y en Invierno de 146°C.
SUSTRATO. Se suglere usar corteza de abelo y musgo para conservar la
humedad.

RIEGOQ. Se recomienda 1-2 veces al mes durante novlembre a abril; 1-2 veces

por semana durante fos meses de mayo a oclubre.
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FERTILIZACION. En primavera e inviermno, se requiere principalmente de
Nitrdgeno, Fosforo y Potasio; de Nitrato de calcio, Sulfato de amonlo, Fosfato de
potasio mono- y dibdsico y Sulfato de hiemo.

ENFERMEDADES Y PLAGAS. Bacterias.- Ocasionan una pudricion suave en el
dpice de las hojas como una mancha verde, pequeiiaq, llena de agua. Virus.-
Causante de mosdico que se observa como manchas que comesponden a
tefido muerto (necrosis), asimismo otros virus ocasionan clorosis y otros alteran el

color de la flor {Jensen, 1959).

Plagas.- Brevipalpus oncidil, dcaro que ataca a los géneros Oncldium y

Qdontoglosum {(Pritchard, 1959).

1.2 Germinacién asimbiética de semillas de orquideas

Como resultado de las multiples Interrelaciones que mantienen las orquideas
con ofros organismos, son particularmente sensibles a todos los camblios que
ocurren en su medio amblente.

No obstante el alto nimero de semillas que producen, debldo a su
requerimiento fungal particular, en la naturaleza germinan menos del 5% (Arditti,
1966).

En el pasado no se contaba con un método para cultivar orquideas por semilla
y llegaron a ser consideradas estérles, sin embargo, Bernard 1899, (Knudson,
1922), establecié un método simbidtico para poder lograr su germinaclon; éste
se basaba en infectar las semillas con hongos aislados de la base de las plantas
madres, sin embargo segun lo reportado por este investigador, de 15000
intentos solamente logrd la germinacidén en unos cuantos cientos. En 1914,
Knudson demostré que los azlcares resultaban muy favorables en la nutricidn
orgdnica de las plantas y sugiié que la germinacién de las semillas de orquidea

podria ser estimulada con este factor, que posiblemente en la naturaleza le
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brindaban los hongos a las plantas de orquideas. Fué en 1922 cuando disipd
esta duda y logrd por primera vez la germinacion asimbidtica, con semilias de

un hibrido de Laelia X Catfleya con la utilizacidn de sacarosa, Desde enfonces

el método desamollado por Knudson con base en las Investigaclones de
Bernard ha tenido una amplia aplicacién y establecio las bases para la industria
productora de orquideas. Se considera que Bernard fué el primero en plantear
la posibllidad de que la infeccidn fungal era un requisito para Iniclar y promover
ia germinacién de semllias de orquideas, asi tamblén fué el primero en germinar
semillas de orquideas en una solucidn de sacarosa mezclada con una
decoccién de polvo de tubérculo (salep) (Bernard, 1909). Se estima que entre
1893 y 1974 se produjeron 106,410 hilridos de orquideas en diferentes partes del
mundo Yy un 80-85% de éstos fueron obtenldos con base en el cuitivo
asimbidtico de las semilias (Rao, 1977).

Oncidlum stramineum Batem., ex Lindl,, fue cultivada a través de ia germinacion
de sus semilias (Martinez, 1991), no obstante, en un futuro inmediato serd adn
mas crifica la falta de estructuras de este tipo, por lo que los tefidos somdticos,
presentes en las plantas, jugardn un papel cada vez mas importante y activo
para tratar de micropropagar especies muy escasas en la naturaleza, Lievar a
cabo la germinacion asimblidtica de semillias, requiere de la disponiblidad de
plantas en floracidn y la espera dei desanollo de los frutos. Por ello, ante esta
situacién que se traduce en serias limitantes respecto al tipo de estructuras para
la propagacldn, ha resultado necesario Intentar el cultivo de tejldos somaticos
maés disponibles y con la ventaja de que pueden ser mds estables

genéticamente.
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1.3 Propagacién clonal y masiva in vitro.

El descubrimiento, hace unos 30 afics, de que las orquideas podian ser
propagadas asexuaimente por cultivo de sus tejidos meristemdticos (Morel,
1960; 1964a,b), ha conducido a un enorme incremento en la produccidn de
estas plantas, la mayoria hibridos artificiales para cubrir la demanda comercial.
Fué en el afo de 1960 cuando se Inicié la historla de la propagacién clonal por
cultivo de tejfidos en plantas superiores, con los estudios realizados por Morel
(1974), al utllizar por primera vez tejldos meristemdticos de una orquidea del
género Cymbidium. De esta forma llegd a establecer un sistema de
propagacién masiva con la formacion de masas celulares que denomind
cuerpos en forma de protocormos (Protocorm Like Bodies, PLB's), donde cada
protocormo asexual, al subcuitivarse en medios frescos Inductores, presentaba
la capacidad de-lnduclr nuevos PLB's por tliempo indefinido, o de regenerar una
planta por protocormo en el medio basal adecuado. La utllizaclién de tejidos
meristemdticos de ésta orquidea, también permitié la obtencidn de plantas
libres de virus a partir de plantas contaminadas (Morel, 1974; George vy
Shemington, 1984),

La potencialidad de la micropropagaclén asexual en orquideas es analizada
por Morel (1974) para el género Cymbldium, tomando en cuenta el
establecimiento previo de PLB's originado de la utilizacion de diversos explantes
somdticos, reporta que a partir de un protocormo asexual que se seccione en
cuatro partes, cada fragmento genera en promedio 8 protocormos, es posible
obtener mds de un billdén de plantas en sélo 9 meses de cultivo, Ardittl (1977)
utllizando este mismo sistema indica, que a partir de una yema de una planta
de Cymbidium se pueden obtener 4 millones de plantas al afio.

Las Investigaciones realizadas por Knudson (1922 y 1946) y Morel (1960}, han

servido de base para explotar con buen éxito la regeneraciéon de plantas de
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orquideas a partir de otros explantes como protocormos, dpices de raiz, dplices
de tallo, secciones noddales, dpices y bases de hojas, partes florales, meristemos,

enire ofros (Ardittl, 1977; Rao, 1977 y George y Shermington, 1984)

.4 Cultivd in vitro de apices

Desde la multiplicacion clonal de Cymbidium a partir de apices de tallos
jévenes, hecha por Morel {1960) muchas otras orquideas en mas de 30 géneros
se han propagado en esta forma {Murashige, 1974, Morel, 1974; Arditti, 1977;
Sagawa y Kunisaki, 1982; George y Sherington, 1984, citados por Stewart, 1989).

A partr de dplices y meristemos apicales de tallo de Oncldium papillio

respectivamente se regeneraron PLB's y pldntulas in vifro (George y Shemington,
1984).

Entre las respuestas logradas por el cultivo de tejidos de dplces y meristemos se
encuentran:

1.- Lla produccidén de masas de tejldo morfologicamente idéntficas a los
protocormos,

2.- Tales protocormos adventiclos desarollan raices y brotes y generalmente
crean mas estructuras en forma de protocormos, PLB's.

3.- El nimero de protocormos obtenidos de un sdlo meristemo puede
aumentarse al seccionarse y subcultivarse a medio nutritivo fresco, y este
proceso puede repeliise o blen permitr que se regeneren las pldntulas
Individuales segun Morel (1964), citado por Stewart (1989).

Asimismo, se encontrd que sl los meristemos o yemas son cultivados en medio
liquido, y particularmente sl se mantienen en constante agitacién es posible
Incrementar el nimero de PLB's de manera considerable (Stewart, 1989). Morel
(1964) estimd que con la divisidon frecuente de los PLB's durante un afio, podria

generar hasta 4 millones de plantulas.
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El empleo de yemas terminales y axilares a partir de dpices se han utllizado
frecuentemente demostrando que este tipo de explante es confiable para el
logro de respuestas morfogenéticas (Sagawa, 1961; Morel, 1963; 1964 a y b;
1970; 1971; 1974; Vacherot, 1966; Sagawa et al., 1966; Marston y Voraural, 1967;
Relnert y Mohr, 1967; Sagawa y Shoji, 1967; Champagnat y Morel, 1969;
Lindemann et al., 1970; Kim et al., 1970; Vajrabhaya y Vajrabhaya, 1970; Tse et
al., 1971; Kunisakl et al., 1972; Fonnesbech, 1972; Teo et al., 1973; Intuwong vy
Sagawa, 1974; Sagawa y Kunisaki, 1982},

El cultivo de tejldos vegetales ha sido uliizado en una gran cantidad de
especles, generalmente de interés econdmico en el drea horticola y agricola
(Tabla B). Esta técnica serd una herramienta muy versétil y practica o quiza la
Unlca opcidn en la propagacion de especies como Oncidium stramineum

Batem. ex. Lindl., que se extinguen en la naturaleza (Figs. 15y 16).
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lit. OBJETIVOS

Objetivo General:
Establecer las condiciones experimentales para lograr la regeneracién in vitro a

partir de dpices de tallo de plantulas de Oncidium stramineum Batem. ex Lindl.

Objetivos particulares:
1.- Describir los efectos de los sistemas de cultivo liquido y sélido en la formacién
de PLB's.

2.- Evaluar el efecto de los diferentes reguladores del crecimiento en el cultivo

in vifro de @pices.

3.- Analizar y describir la respuesta morfogenética de los dpices durante su

cultivo in vitro hasta la regeneracion a pldantulas.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Se ha demostrado que en especies de orquideas y ofros grupos de plantas, la
morfogénesis de varios cultivos puede ser afectada por las condiciones fisicas
del medlo y por distintas concentraciones hormonales, entonces cultivos /in vitro
de apices de Oncidium stramineum en medio liquido y sélido en presencia de K

y 2.4-D reflejardn la influencia de estos factores en su desamrolio morfogenético.
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V. MATERIALES Y METODOS

Los dpices de fallo utilizados en esta investigaclon, se obtuvieron a partlr de
plantulas de orquideas in vilro de la especle Oncidium stramineum Batem. ex
Lindl., con una edad de 8-10 meses y famaiios de 1-3 cm de longitud (Fig. 5),
las cudles fueron generadas de la germinacion asimbidtica de sus semlilas
(Martinez, 1991) en medio nutritivo Knudson "C" (KC) (Knudson, 1946) {Fig. 2)
(Apéndice 2).

El medio de cultivo empleado en el presente estudio fue el denominado KC-E,
reportado por Martinez (1991), que es el resultado de enriquecer el medio
nuiritivo Knudson "C" (KC), con micronutdimentos minerales y vilaminas del
medio BS (Gamborg ef al, 1948), y la adiclén de sacarosa al 2 % (Apéndice 1),
Se ensayaron 2 condiclones fisicas de los medios de cultivo, el medio liquido y el
sdlido, éste Ultimo con Bacto agar 8 g/l. Para estimular la respuesta
morfogenélica, se adicionaron al medio nulrilive filoreguladores del
crecimiento; Auxina: Acido 2,4- Diclorofenoxiacético (2,4-D) y Citocinina: é-
furfurilaminopurina (Kineting, K). Realizando 12 combinaciones hormonales con
las siguientes concentracionesK: 0, 1,2y 3 mg/ly 24-D:0, t y 2 mg/l (Tablas 1 y
2).

Previo a la preparacion del medio KC-E, se realizaron soluciones concentradas
de las sales minerales {soluciones stocks) (Apéndice 1).

El pesdje y adiclon de las sales de calcio y hlemo se realizd al momento de
preparar el medio nutritivo, debido a que sus soluciones concentradas al ser
almacenadas se precipitan,

En un vaso de precipitados de 2 litros se agregd un litro de agua destilada y se
colocé sobre una parilla de agitacién, para la disolucion de los componentes,

se mezclaron las sales minerales y los compuestos organicos segun el orden a)
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macronutrimentos, b) fuente de calcio, c) fuente de hierro, d) micronutrimentos,
e) inositol, f) vitaminas, g) sacarosa y h) fitoreguladores del crecimiento
(Apéndice 1) Posteriormente se aford el medio con agua destilada hasta un
volumen féclimente divisible entre los distintos tratamientos, entonces se midid el
pH y se ajustd a 5 con KOH y/o HCI 0.1, 0.5 & IN. A los medios de cultivo que
serian sdlidos, después de medir el pH, se adiciond Bacto agar (8 g/l), agitando
constantemente y calentando para disolverlo (hasta inicio de ebullicidn).

Se utliizaron frascos de boca ancha de 125 ml para vaciar en ellos 15 ml del
medio de cultivo KC-E ya preparado, tanto liquido como sdlido, haclendo un
total de 96 frascos, los cuales en forma conjunta con ofros frascos con agua
destiiada blen tapados y cajas de petri, se esterllizaron en un autociave vertical
a l.4kg/cm?, (20 Lb/pulg?), 126°C durante 15 minutos.

La siembra de dpices de tallo, se lievd a cabo en condiciones de asepsia, en
una campana de fivjo laminar horizontal, la cual se hizo funcionar al menos 20
minutos antes de iniclar toda labor de sembrado, se procedid a desinfectar con
alcohol etilico industrial al 96 % toda Ia superficie-de trabqgjo, al igual que el
material ya esterilizado (medios de cultivo, frascos con agua destilada, y cajas
de petr), dsl como el microscoplo estereoscdpico e Instrumental como
espatulas, bisturies, pinzas y agujas de diseccidn, los cuales se colocaron dentro
de un frasco con etanol al 96 %. Todo el material se Iimpid culdadosamente
conforme se colocaban dentro de la campana, nuestras manos y antebrazos
también se desinfectaron con alcohol, antes de Iniciar cualquler labor dentro
de la campana de flujo laminar.

Con la ayuda de un microscopio estereoscopico, se disectaron asépticamente
dpices de 1-3 mm longitud (un dpice por planta), el aislamiento se hizo sobre
una caja de petrl con un bisturl y pinzas de diseccldn, se removieron hojas y

raices de la planta hasta obtener los dpices de tallo (Fig. ), los cuales fueron
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sembrados en medios KC-E liquidos y sélidos, colocando 5 dpices por frasco y 4
(frascos) repeticlones, esto es 20 dplces por tratamiento, con 240 dpices en
doce combinaclones y un total de 480 dpices en los dos medios de cultivo,
Durante las operaciones de diseccidon y subcultivos, el instrumental fue
introducldo periddicamente en etanol y flameado en un mechero Bunsen,
seguido de su Inmersidn en agua destiiada esterilizada para enfriarlo {pasos que
se deben segulr para reducr los riesgos de contaminacidon microblana)
(Debergh y Read, 1991).

Para destapar los frascos con medio esterilzado y poder sembrar los dpices en
ellos, se flamed toda la superficie de unidn entre el frasco y la tapa, enseguida
se destapd y se flamed en la parte interlor de la tapa y la boca del frasco,
posteriomente se Introdujeron los dpices a cultivar, se cemd el frasco y fué
sellado con PVC (ega-pack) y por Ultimo los frascos se rotuloroh con marcador
indeleble registrando el nombre de la especie, medio de cuitivo y fecha de
siembra,

Los frascos, se incubaron en una cdmara de cultivo a una temperatura de 28 +
2°C, con un fotoperiodo de 16 h fuz y una intensidad luminosa de 300-500 ux.
Los cultivos liquidos se mantuvieron en agitaciéon continua a 85 rpm sobre una
plataforma de agitacidon orbital horizontal.

Se realizaron subcultivos a medio fresco a las 8, 16 y 21 semanas. Los dos
primeros subcultivos se hicieron a medios que no camblaron su composicidn, en
tanto que alas 21 semanas, todos los cultivos liquidos se pasaron a medio sdlido
fresco sin reguladores de crecimiento (Fig. 1).

Tanto para los medios liquidos como los sdlidos, se realizaron conteos de las
estructuras regeneradas en 3 tiempos de incubacién, a las 4, 8 y 16 semanas,

Con la ayuda de un microscoplo estereoscdpico se cuantificd el nimero de
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PLB's formados por apice y por tratamiento (Tablas 1 y 2), estos resultados se
graficaron (Graficas 1y 2) o

Para el caso de los subcullivos de medio liquido a sdlido, se registrd el
Incremento del nimero de brotes después de 8 semanas de pasarlos a medio

sélido (Grdfica 3).
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V. RESULTADOS

Dentro de la primera y segunda semana en cultivo los explantes crecleron,
alcanzaron 2-4 mm de talla total y se observaron verdes, con un aumento de
tamaio en todos los fratamientos.

Las primeras respuestas morfogenéticas se manifestaron después de tres
semanas de iniciados los cultivos tanto en medilo liquido como en sdlido.

Al conclulr las primeras 4 semanas, los explantes en algunos tratamientos no
hablan presentado respuestas morfogenéticas, esto ocurié en aquellos donde
las concentraciones de auxina fueron mayores que los de la cltocinina {(K/2,4-D
mg/l}, 0/1,0/2y 1/2, no obstante, al cabo de las 16 semanas de cullivo en todos
los tratamientos ocunld la formacidn de plantulas. Esta falta de respuesia inicial
se observd sdlo en los medios liquidos, pues en los sélidos, en todos los
tratamientos a las 4 semanas de Incubacién se enconiraron pequeiios brotes.
Esta respuesta morfogenética se caracterizd, por el desamollo de los explantes
en masas proliferativas de contorno iregular, tendiente a una forma esférica
con nédulos. Posteriormente se desamoliaron en pequefios primordios de brotes

estructuralmente semejantes a (PLB's) o protocormos ﬂpovcaﬂleyo {Figs. 7 y 8).
V.1 Medio Liquido

4 semanas de cultivo

Dentro de las primeras 4 semanas de incubacion, los explantes manifestaron
una respuesta temprana a ias condiciones de cultivo in vitro, que puede
considerarse como homogénea en cuanto a su crecimiento, presentaron un
tamario aproximado de 3-5 mm de longltud y fueron de color verde intenso.

Respecto a su desarrolio, en la mayoria de los tratamientos, de la superficie de
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los explantes sobresalian pequefios brotes semejantes a PLB's, los cuales se
formaron en cantidades diferentes asociadas a los distintos tratamientos
hormonales ensayados (Figs. 9y 11)

El mayor nimero de PLB's {19) se formd con sdlo K Img/l, en ausencia de la
auxing, el segundo mejor tratamiento en términos del nimero de PLB's formados
fué el de K 2mg/ly 2,4-D Img/l, con 16 brotes.

Por ofro lado, las combinaciones en que se lograron las menores cantidades de
brotes fueron, 6 brotes en 0/1 y con 7 brotesen 1/1 y 2/2 (Tabla 2).

Un promedio del nimero de brotes en todas las combinaciones fué de 10.50 y
por explante fué de 0.71.

En general a las 4 semanas de cuilivo los brotes se observaron como

caracteristicos protocormos verdes,

8 semanas de cultivo.

Los explantes hablan perdido toda organizacion original y se convirtieron en
masas semiestéricas de superficie regular, de 57 mm con un didmetro
promedio de 6 mm. Algunos presentaron signos de necrosis y el medio de
cultivo cambié a una coloracion amariillenta.

El mayor nUmero de PLB's (36) se formd con sélo K Img/l, sin auxina, el segundo
mejor tratamiento en cuanto al nUmero de brotes formados fue el de K 2mg/ly
24-D Img/l con 34 PLB's. Por ofro lado, las combinaciones hormonales en que
se lograron las menores cantidades de brotes fueron, con 13 brotesen 2/2y 14
brotes en 0/1 y 3/0 {Tabla 2).

Un promedio del nimero de brotes en todas las combinaciones fué de 21.75y

por explante fué de 1.56.
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16 semanas de cultivo

En este tiempo de incubacién fué alto el nimero de estructuras 79 y 73 PLB's (en
los 2 mejores fratamientos amiba citados) con tamafios aproximadamente de 9-
11 mm, el medio de cultivo habia adquirido un color café oscuro de aspecto
furblo.

El mayor nOmero de PLB's (79) se formd con séio K Img/l, en ausencla de ia
auxina, el segundo mejor tratamiento en términos del nimero de brotes
formados fue el de K 2mg/iy 2,4-D 1 mg/i con 73 brotes.

Por otro lado, las combinaciones en que se lograron ias menores cantidades de
brotes fueron, con 32 brotes 2/2 y con 34 brotes 0/1 (Tabia 2).

Un promedio del nimero de brotes en todas ias combinaciones fué de 47.83 y

por explante fué de 3.75.
V.2 Medio Sélido

4 semanas de cultivo

Al igual que en medio liquido las respuestas de desamolio en los cullivos se
Iniciaron dentro de las primeras cuatro semanas. La mayoria de los explantes
presentaron un ensanchamiento en todo el cuerpo, con formacién de PLB's de
mads de 1 mm de longitud en la parte media y periferia, presentaban una
coloracién verde claro. Los explantes ademds de un aspecto vigoroso
adquirieron una forma ireguiar de crecimiento (Fig. 10).

El mayor nimero de regenerantes (23] se formé con sélo K 1 mg/l, en ausencia
de la auxing, el segundo mejor tratamiento en términos del nOUmero de PLB's
formados fue el de K 2mg/ly 2.4-D Img/i con 15 brotes.

Por ofro lado, las combinaciones en donde se lograron las menores cantidades

de brotes fueron, con § brotes 2/0y con 6 brotes 0/1 (Tabla 1).
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Un promedio del nimero de PLB's en todas las combinaciones fué de 10 y por

explante fué de 0.78.

8 semanas de cuitivo.

El desarrollo de mas PLB's mejor definidos fue notorio, pero también algunas
partes del explante empezaron a necrosarse, mientras otras presentaron una
coloracién verde intenso y un aspecto vigoroso. El tamafio de los nuevos brotes
era aproximadamente de 5-7 mm de longitud.

El mayor nimero de PLB's (42) se formo con sélo K 1mg/l, en ausencia de la
auxina, el segundo mejor tratamiento en cuanto al nimero de brotes formados
fue el de K 2mg/l y 2,4-D 1mg/l con 29 brotes.

Por otro lado, las combinaciones en donde se lograron las menores cantidades
de brotes fueron, con 14 brotes 0/1 y 2/0y con 15 brotes en 3/2 {tabla 1).

Un promedio del nimero de brotes en todas las combinaciones fué de 20.16 y
por explante fué de 1.62,

16 semanas de cultivo

En este tiempo de incubacién los explantes tenian un aspecto muy distinto al
que presentaron en un inicio, alcanzaron tamanos de 9-11 mm, con un
promedio de 10 mm en didametro. Bl nUmero de estructuras regeneradas se
incrementd de tal forma que la superficie del medio en el frasco era pequeiia
para esa masa.

El mayor nOmero de PLB's (89) por tratamiento se formé con sélo K | mg/l, en
ausencia de la auxing, el segundo mejor tratamiento en términos del nimero
de brotes formados fue K 2mg/1 y 2,4-D img/l con 57 brotes.

Por otro lado, las combinaciones en que se lograron las menores cantidades de

PLB's fueron, con 18 brotes 2/0y con 21 brotes 0/1 (Tabla 1),
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Un promedio del niUmero de brotes en todas las combinaciones fué de 37.08 y

por explante fué de 3.34.

V.3 Subcultivo de medio liquido a sélido,

A las 21 semanas, todas las masas de PLB's de los cultivos en medio liquido,
fueron transferidas a medio sélido, KC-E sin hormonas (Figs. 1,9y 12).

Estos cUmulos tenian en promedio un didmetro de 13 mm, formados de varios
nddulos, con PLB's cortos y alargados con aspecto de pequeias plantulas, la
apariencia de cada PLB era normal, eran numerosos, unidos en su base, pero
de talla reducida y de color verde amarillento.

Los medlos de cultivo liquidos habian adqulrido un color oscuro y ello redujo el
paso de la luz al interior de los frascos.

Al subcultivar las masas de PLB's a medio sdlido, se disgregaron en forma
espontaneaq; la separacidn ocurrid siempre de las bases de las estructuras
regenerantes sin necesidad de realizar corte alguno.

Fué notable que antes de conclulr la primera semana en medio sélido; las
plantulas y los PLB's agregados tuvieron un rapido crecimiento y desarrolio,
hasta convertise en pequefias y numerosas plantulas, los crecimientos
nodulares se diferenclaron en mas PLB's {Fig. 12).

Comunmente el rapido crecimiento que experimentaron los protocormos
Independlentes (no agregados) fué la elongacldn de sus hojas, segulda del
desamrollo de una o dos raices. En forma eventual mas PLB's se originaron de la
unién tallo-ralz (Fig. 13).

Los agregados de PLB's en medio sélido tuvieron inicialmente una tendencia a
crecer y proliferar en nuevos PLB's de una corta dltura {1-3 mm} casi
homogénea, al manipular los frascos ain con movimientos ligeros, éstos

provocaron la disgregacion de los cimulos esféricos.
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En otras masas de protocormos, uno o varios brotes crecieron rapidamente y
predominaron sobre el resto de los PLB's de menor aitura y desarrollo que
parecian estar inhibidos.

Los agregados oxidados en medio liquido y aquellos que una vez estando en
medio sélido presentaron zonas oscuras, posterlormente se recuperaron y
continuaron su crecimiento y desarrollo y llegaron a proliferar, indicando que la
necrosis no fué letal.

Al término de uno o dos meses los frascos de cultivo contenian numerosos
brotes, comunmente de una altura homogénea, al realizar subcultivos para
disminulr la densidad de poblacién en los frascos, los brotes respondieron con
una fase de activo crecimiento. Se observd que bastaba con destapar los
frascos (sin retirar brote alguno) y volver a taparlos para que ocumiera esa etapa
de notorio crecimiento, las piantulas alcanzaron tamanos de 1-2 cm, con raices
de 3-6 mm de longitud en promedio (Fig. 14).

EL mayor nimero de PLB's y plantulas (237) se formo de los cultivos que
provenian del tratamiento con sdlo K 1 mg/l, en ausencia de la auxina, el
segundo mejor resultado provino del tratamiento en K2 mg/l y 2,4-D 1 mg/l con
219 brotes.

Por ofro lado, se obtuvleron las menores cantidades de brotes con K2 mg/l y
2,4-D 2mg/l con 96 brotes y con K0 mg/ly 2.4-D 1 mg/l con 102 brotes (Gréfica
3).

El promedio total del nimero de brotes fué de 143.5 por tratamiento.
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Vi. DISCUSION

Los aplces de Oncidium stramineum presentaron cambios en su morfologia y
tamafo a las dos semanas. A las cuatro semanas se observaron sobre su
superficle estructuras semejantes a protocormos que parecleron surgir de
manera directa del explante, es declr, sin medlacién de callo. Intuwong vy

Sagawa (1974) que cultivaron dplces de Dendroblum noblle, Iniciaimente en

medio liquido y después los subcuitivaron a medio sélido, obtuvleron la
formacién de PLB's después de dos meses de iniciados los cultives. Sin dejar de
conslderar que pudiera haber diferencias a nivel de especie, es poslble que sus
observaciones no hayan sido detalladas o frecuentes para observar cambios
mdas tempranos, pues en un estudio posterior de los mismos autores (Intuwong y
Sagawa, 1975) describieron Ia formacién de PLB's a las cuatro y clnco semanas
en medio liquido a 160 rpm a partir de hibridos de Dendroblum.

Arditti (1977), sehala que el cultivo de apices de yemas (1-3 mm longitud) de
Cattleya en medio liquido durante 3 semanas favorece su crecimiento y al ser
pasados al medio sdlido alcanzan un didmetro de 3-6 mm, en 3-6 semanas en
que también ocurre la proliferaciéon. Nuestros cuitivos de Oncidium stramineum
coinciden parclaimente con estos resultados pues en medio liquido ocunié la
transformacion de los explantes en estructuras semiesféricas antes que en los
medios sélidos (Fig. 9). Esto se considerd un efecto fisico de la agitacion
continua en los medios liquidos en los que al cabo de las 16 semanas de cultivo
se desamollé un mayor nimero de PLB's y plantulas en tanto que en el medio
sélido el nimero fué menor (Tablas 1y 2y graficas 1y 2).

Kunisakl et al. (1972), observaron que ios explantes proliferaron en menos tiempo
y en mayor ndmero cuando se colocaron en medio liquido que cuando se

sembraron en medio sdlido, para ellos el resultado fue: en medio liquido el 33%
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de los explantes fueron regenerativos, mientras que esto ocurmid con sélo el 8%
de los explantes en medio sdlido,

Con base en estas observaciones podemos sefialar que en nuestros cultivos, en
ambas condiciones fisicas ocurmié el proceso de Induccidbn de eshucturas
regenerantes y posteriormente se presentd ei desarroflo de PLB's y pldntulas. Sin
embargo en medios liquidos ocumié un refraso o inhibicién temporal de la
mayoria de éstos (Fig. 11), en tanto que en los medios sdlidos en donde los
explantes estdn expuestos a una fase aérea considerable, se faclitd el
desarrollo y la maduracion de la mayoria de los PLB's en menos tlempo (Fig 10).
La inhibicion del desarrolio en los medios liquidos se debid posiblemente a la
baja concentracidon de oxigeno y alta concentracién de gases como por
ejemplo el efileno, que como se sabe, las plantas pueden liberar en attas
concentraclones al encontrarse en clerto proceso del desamrollo {germinacion,
crecimiento de raices y hojas, abscision) o bién bajo algln estrés, como puede
ser estar Inmersos sus tejldos o con alguna lesién, frio, etc. (George y Shenmington,
1984; Yang et al., 1994). Ei etileno (C2 H4) se ha significado como un factor que
afecta el crecimiento y diferenciacidn de los tejidos (Tisserat y Murashige, 1977 a
y b; Yang et al., 1994), han observado que la figera anoxia provocada por la
inmersidn total de protocormos en un medio liquido estdtico, inhibe el
crecimiento de los puntos vegetativos y diige ia morfogenésis hacla la
produccidn de un gran ndmero de protocormos y posteriormente en uno o dos
meses la formacldn de enormes colonias. En tal caso seria posible la orientacion
de la morfogénesis hacia la proliferacion de protocormos y el crecimiento de
brotes con hojas en medios simples sin la adicidn exdgena de reguladores de
crecimiento.

En los cultivos de Oncidium stramineum, fué notable el hecho de que no se

formaran pidntulas a partir de la zona de contacto del explante con el medio
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sdlido, esto nos permite suponer que ocumd el mismo tipo de Inhlbicion
observada en el medio liquido. La literatura registra distintos casos en que se ha
documentado la inhibicidon de respuestas morfogenéticas provocada por

etileno. En Piceg ables {Wann et gl., 1987); Daucus carota; Phoenix dactylifera

(Thomas y Murashige, 1979} y en Heveg braslliensls (Aubolron et al., 1990) se

inhlbid la embriogénesls somatica,

La ruptura de la Inhibicldn del desamolio y crecimiento de las hojas de ios
protocormos, por el simple hecho de destapar {airear) los frascos de cuitivo,
refuerza la Idea de que tal retraso fué promovido por alguna (s} sustancia voldtil
(CO2, etileno o etanol) que se acumuld en la atmdsfera de los cultivos,
Plantulas de Cattleya qurantiaca provenientes de la germinacion asimbidtica
de sus semiilas produjeron un menor nimero de hojas, y éstas fueron de taila
reducida cuando estuvieron en presencia de dcido 2- cloroetilfosfonico
{precursor de etileno) en concentraclones de 5-50 mg/t {Ernst et al., 1992). La
reduccidn de la longitud de las hojas es un conocido efecto del etileno (Abeles,
1973; Saltvelt y Yang, 1987 citados por Emst et al., 1992}, asi como la inhibicidn
de la elongacion de las plantulas (Eisinger, 1983).

El desamollo de las plantulas generadas a partir del cultivo de dpices de
Oncidium stramineum {Figs. 15 y 16), siguid las mismas etapas morfoldgicas en
medios sélidos y liquldos: Los explantes crecieron, se mantuvieron verdes y
adquiferon una forma semiesférica: (sin aparente formacion de callo). Se
formaron estructuras nodulares, numerosas, de las que en su parte apical se
diferencié el primordio de la primera hoja con lo cual fueron identificadas como
estructuras semejantes a protocormos PLB's que después se elongaron
guedando unidos los numerosos brotes de cuya base posteriormente surgieron 1
a 2 raices generalmente después de su individualizacion, en la base del tallo se

observé el ensanchamiento que corespondid al pseudobuibo,
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En términos generdles el tiempo en que ocumd esta respuesta fué de 29
semanas.

El desarrollo descrito coincide con las descripciones, hechas por Arditti {1964)
respecto a semillas de Cattieya en germinacién; por io que podemos indicar
que la via de regeneracidn seguida en los dpices de Oncidium stramineum, fué
de embriogénesis somdtica (Ammirato, 1989); y que de acuerdo a Martinez
{1991} en sus observaciones sobre la germinacién de esta especle, y a nuestras
descripciones los protocormos comresponden al tipo Cattleya (Withner, 1975), en
los que previo a la aparicién de las raices se forma el brote de las nuevas
plantulas (Figs. 7 y 8).

Las razones por las cudles se obtlenen mejores resultados y/o una mayor
proliferacién en medios liquidos agltados no son completamente claras, Es
posible que la agitacién Impida un desarollo polar, inhiblendo con ello el
desarrollo de ralz y/o brote (Scully 1967; Wimber, 1963, 1965 ). Otras posibilidades
son una mejor aireacidon, aumento de una superficle, e igual distribucion o
dilucidbn de metabolitos que podrian ser toxicos. Pero como también la
proliferacién se ha reportado en gran escala en medio liquido estatico (Kako,
1973) puede ser de gran interés ensayar medios agitados y estaticos.

Todo estudio que pretenda (a mediano o largo plazo) llegar a establecer algin
método que permita la regeneraciéon y propagacién in vitro de especies
amenazadas deberd considerar la eleccion y disponiblidad de aquel tipo de
explante que con mayor probabilidad pueda generar alguna respuesta
morfogenética,

Revisiones extensas sobre la micropropagacion de orquideas como son las de
Arditti (1977) y George y Sherrington (1984} establecen que los cultivos derivados
de dplces de tallo tienen un alto potencial para la proliferacién, pues in vitro

presentan una tendencia a formar protocormos somaticos {formados
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vegetativamente; no derivados de semillas; PLB's) y éstos a su vez pueden
generar pronto numerosos protocormos secundarios, especialmente en medio
liquido (Sagawa y Shojl, 1967; Scully, 1967; Lindemann et al., 1970; rawat! et al.,
1977 citados por George y Sherington, 1984).

Los cultivos Iniclales en medlo liquido y después subcultivados a medio sdlido
fueron los que generaron un mayor ndmero de PLB's {Fig. 12), un hecho que nos
permite conslderar que se lograron combinar ventdjas de los slstémqs
individuales, liquido y sdlido como son:

a) En el medio liquido un mayor nimero de células se ven Involucrados en los
procesos de induccion de morfogénesis al encontrarse el explante inmerso y
bafiado en toda su superficie por el medio nutritivo, en tanto que en el medio
sdlido se estabiecen gradientes.

b) En los medios liquldos se logran tasas de crecimiento mds rapldas
probablemente debido a una mayor y mas eficiente toma de Ingredientes dei
medio.

Se ha encontrado que los resultados diferenclales obtenidos en medios sélidos y
liquidos pueden ser combinados en forma efectiva para obtener un mejor
sistema de micropropagacion. Se ha utilizado el cuitivo en medios liquidos en
agitaciéon, para el cultivo de dpices y asi promover su proliferacién, para
después transferirios a medio sdlido y lograr su desarrollo y crecimiento {George
y Sherington, 1984).

c) La tensidn de oxigeno del medio, parece ser un factor importante en
determinar una respuesta morfogenética.

En condiciones de anaerobiosis parcial o completa, ia actividad de las enzimas
que catalizan reacciones reductoras puede aumentar y ademds disminuir la de
las enzimas oxidativas, es posible que pueda decrecer la actividad de la AlA-

oxidasa (Kessel y Carr, 1972 citados por George y Sherrington, 1984), y con ello
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presentarse un efecto estimulativo de la embriogénesis promovldo por bajas
concentraclones de oxigeno dhsuelto, que tendria un efecto similar a aumentar
temporalmente el nivel de auxina del medio.

En cullivos en suspension de células de zanahoria, sélo se enconftraron
embriones cuando el oxigeno disuelto en el medio se redujo a un nlvel critico.

El crecimiento de los explantes y la proliferacién de PLB's en orquideas es
promovido en medios liquidos donde hay un suministro de aire, mientras que el
crecimiento del brote se favorece en medios estaticos o sdlidos.

Si blen al cabo de las 16 semanas de cultivo se formaron mas PLB's en medio
liquido (574 PLB's) que en medio sélido (445 PLB's), en éste se logré un mayor
desarrollo y se obtuvo el valor més alto de regenerantes (89) en el tratamiento
Nod con K 1 mg/! (Tabla 1), esto es explicable, probablemente por una menor
Inhibicidn  (concentracion) por etflleno y una rdpida diferenclacidn en
condiciones fisicas del medio sdlido.

Fué notorio el hecho de que en ambas condiciones fisicas los mismos
tratamientos hormonales: K 1 mg/! (tratamiento 4) y K 2 mg/l + 2,4-D 1 mg/|
(tratamiento 8) resultaron los mas efectlvos en la Induccidn y desamollo de PLB's
y plantulas, en ambos existid un balance a favor de la citocinina, de 1 mg/
sobre la concentracidn de la auxina, lo cual concuerda con lo establecido por
Skoog y Miller (1957) acerca de que una concentracién mayor de citocinina
sobre la auxina promoveria la formacién de brotes y la situacidn inversa
Indudiria al desarrollo de raices.

SIn embargo esto no fué un requisito para tener valores relativamente altos de
PLB's como se demuestra por ejemplo en los tratamientos 3, 6 en los que se
presenta un balance a favor de ia quxina o donde no existe diferencia en las
concentraciones (tratamientos 9). Un caso de particular Interés fué la formacion

de PLB's aln en medios sin alguno o sin ambos fitoreguladores o cual revela
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varios aspectos: a) las respuestas morfogenéticas no dependieron de la
presencia de los reguladores de crecimiento, ello indicd que las céiuvias no
necesitaran una redeterminacién promovida por los fitorreguiadores ensayados
para adquirir competencia sino que las células ya la tenian y asi lo expresaron;
b) un mayor nimero de regenerantes se formé cuando los explantes estuvieron
banados por el medio liquido; c) el medio de cultivo pudo ejercer un efecto
osmotico promotor de la regeneracidn (Wetherell, 1984).

Un hecho blen establecido es que la relacidn auxina: citocinina es de
fundamentai importancia en las respuestas morfogenéticas y que el balance
realmente inductor es el que se establezca endégenamente en los tejidos,

ademds del genotipo y la edad del tejido {Niederwieser y Van Staden, 1992),
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ViIl. CONCLUSIONES

Se demostrd que la hipdtesis de trabgjo planteada bajo las condiciones
experimentales ensayadas tuvieron influencla en las respuestas morfogenéticas
(PLB's) y el desarrollo de plantulas completas.

La formac!dn de las estructuras regenerantes (PLB's y plantulas) ocumié en todos
los tratamlentos, aun en ausencia de los fitoreguladores K y 2,4-D, cuya
presencla tuvo influencla en el nimero de las estructuras regeneradas.

La formacién de PLB's y pldntulas ocunié en los medios de induccién (en
presencla de los reguladores de crecimiento) sin necesidad de realizar un
subcultivo a medlo libre de hormonas.

Las estructuras regeneradas se formaron sin mediacion de callo, se iniciaron
como pequerios néduios y se identificaron por su morfologia como estructuras
semejantes a protocormos (PLB's) tipo catfleya, es decir como embriones
somaticos por lo que se puede sefialar que se formaron en una embriogénesis
somatica directa.

El crecimiento y nimero de PLB's fueron influenciados por la naturaleza fisica del
medio.

-En términos de tiempo de crecimiento el medlo sélido resultd mejor

-En términos del nUmero de regenerantes el medio liquido fué mas efectivo.

-La combinacién de ambos medios de cultivo resultd el mejor sistema de
regeneracion y se propone que a mayor escala serla un buen método de

propagaclén in vitro de Oncidium stramineum Batem. ex Lindl.
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Viil. FIGURAS
FIG. 1. Diagrama de flujo para laregeneracion in vifro de Oncidium stramineum
Batem, ex Lindl.

FIG. 2. Diagrama de flujo para la germinacién asimbidtica de Oncldium
stramineum Batem. ex Lindl.

FIG. 3. Flores de Oncidium stramineumBatem. ex Lindl.

FIG. 4. Elemplar de herbario, mostrando planta completa de Oncidium
stramineum (a) inflorescencia (b) fruto.

FIG. 5. Seleccidn de pidntulas de orquideas in vitro con edades de 8-10 meses
y tamanos de 1-3 cm de longitud.

FIG. 6. A;;Ice disectado con un tamario de 1-3 mm (explante) de pldntulas in
vitro.

FIG. 7. Desamolio de PLB's (q) fase nodular (b) protocormo tipo cattleya,
observar primordios de hoja.

FIG. 8. Pldntulas aln sin ralces (fase caracteristica de los protocormos tipo
cattleya).

FIG. 9. Desamoilo de dpices en medio liquido (a) formaclén de nédulos (b)
presencla de hojas en los protocormos.

FIG. 10. Cultivos en medio sélido con menos brotes, pero con un mayor
desarrollo que en medio liquido, en el mismo periodo de tiempo.

FIG. 11. Proliferaclén masiva de PLB's en medio liquido

FIG. 12. Formaclon de brotes en medio sdlido sin hormonas, después de haber
proliferado en medio liquido (induccidn).

FIG. 13. Presencia de raices en el subcultivo de medio liquido a sélido (q)
emergencia de laraiz

FIG. 14. Elongacion de las ralces en donde se observan dos zonas de
diferenciaclén (a) drea sin clorofilay (b) drea con clorofila.

FIGS. 15y 16. Fase de aclimatacion en el invernadero de plantas regeneradas
por ia técnica de cuitivo de tejidos vegetales.

FIG. 17. ONCIDIUM STRAMINEUM Batem. ex Lindl.
tomado de Icones orchidadacearum 1. 1990
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Fig.1 Diagrama de fiujo para la regeneracion in vitro de

Oncidium stramineum Batem. ex Lindi.”
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Ag. 2 Dlagrama de flujo para la germinacién asimblética de
Oncidium stramineum Batem. ex Lindl.

( Trabgjo redlizado por Martinez 1991 )

¢
h ¥ g&
Semillas “’

Desinfeccion Germinacion Protocormo con
ED Ca (OCh, "% p/v D asimbidtica y formacién D primordios de hojas
3 enjuagues con agua de protocormos KC 2%
destulada  costerilizada sacarosa

durante 30 minutos 2 meses

Plantulos de orquideas In vifro

Masas de Protocormos

6 PLB's con didmetro

en promedio de 7mm
3 meses






A




FIG, 7

FIG.8



FIG. 9

FIG. 10



A\










Fig.17 ONCIDIUM STRAMINEUM Batem. ex Lindl.
TOMADO DE ICONES ORCHIDACEARUM I, 1990



APENDICE 1. KC-E = MEDIO KNUDSON "C" (1946) ENRIQUECIDO
PARA LA SIEMBRA DE APICES DE TALLO DE
Oncidium stramineum Batem. ex Lind|.

N° COMPONENTES mg/1
1 |MACRONUTRIMENTOS

*a|Nitrato de clacio, Ca(NOj); 4H,0 1000.00
b |Fosfato monobésico de potasio, KH,PO4 250.00
c|Sulfato de magnesio, MgS04.7H,0 250.00
d|Sulfato de amonio, (NH4)2S04 500.00
e |Sulfato de manganeso, MnS0 4.4H,0 7.50
*f|Sulfato ferroso, FeS0,4.7H,0 25.00
2 |MICRONUTRIMENTOS

a|Acido bérico, H3B0, 0.056
b |Acido Molibdico, M0oO4 0.016
c|Sulfato cuprico, anhidro, CuSO,4 0.040
d|Sulfato de Zinc, ZnS04.7H,0 0.331
e|Yoduro de potasio, Kl 0.083
fICloruro de cobalto, CoCl,.6H,0 0.0025
3 |VITAMINAS BS (Gamborg et al., 1968)

a|Acido nicotinico 1.00
b |Piridoxina-HCI 1.00
c|Tiamina-HClI 10.00
4 {Myo-inositol 100.00
5 [Sacarosa 20000.00
6 |Agua destilada »aforar a 1000 ml
7 |Agar bacteriolégico 8-12 gr

» Después de aforar y antes de agregar el agar, ajustar el pH
a 5.0 con KOH y/o HCL a 0.1y 0.5 N.

+ Pesar y agregar en orden al preparar el medio.
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APENDICE 2. MEDIO DE CULTIVO KNUDSON "C" (KC) 1946.

NUTRIMENTOS mgl/! SOL. CONSENTRADA
Ca (NO3)5.4H,0 1000.0 .
KHoP O, 250.0 2500
MgS0,4.7 Hy0 250.0 2500
(NH4)2 SO, 500.0 5000
MnS0,.4H,0 7.5 75
FeS04.7H,0 25.0 .
Sacarosa 20,000.0
pH 5.0
SOLIDIFICANTE
Agar * 8000.0

» El pH 5.0 se ajusta después de aforar y antes de agregar el
agar con HCl y/o KOH a 0,1y 0.5 N.

* Pesar y agregar en orden al preparar el medio.




Tabla A. EJEMPLOS DE ESPECIES QUE SE HA INVESTIGADO
SU ALMACENAMIENTO EN NITROGENO LIQUIDO.

Clavel Seibert, 1976

Fresa Sakai et al., 1978; Kartha et al., 1980
Papa Grout y Henshaw, 1978; Towill, 1981
Chicharo Kartha et al., 1979

Tomado de Hu y Wang, 1983

Tabla B. EJEMPLOS DE ESPECIES ECONOMICAMENTE
IMPORTANTES QUE HAN SIDO PROPAGADAS POR
CULTIVO DE TEJIDOS.

Allium cepa Lycopersicon esculentum
Altlium sativum Nephrolepis exaltata
Apium graveolens Oryza sativa

Asparagus officinalis Qsumunda cinamomea
Avena sativa Philodendron selloum
Bougainvillea glabra Pinus spp.

Capsicum annuum Solanum tuberosum
Carica papaya Vitis vinifera

Crassula argentea Zea mays

Daucus carota

Tomado de Lozoya, 1985
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Tabla C. ALGUNAS ESPECIES AMENAZADAS QUE HAN SIDO PROPAGADAS
POR CULTIVO DE TEJIDOS.

Especie Familia Cc;':::g?" Referencla
Bietia urbana o] E Chavez, 1980,
(¢] E Rubiuo, et.ai.1989.
0 E Martinez, 1985,
Mammitiaria san-angeiensis c Ex Martinez-Vazquez y
Rubjuo, 1989,
M. huitziiopoghtii C E Arriaga, 1994,

Encyctia viteliina

o]

Ramirez, 1990.

Laelia anceps 0 E Martinez, 1991.

Lemboglossum ehrembergii E Namorado, en preparacién

Lycaste aromatica 0 Vv Martinez, 1991,

L. skinneri var, alba (¢ E Martinez, 1991,

L. skinneri var, skinneri E Martinez, 1981,

Oncidium stramineu 0 E Martinez, 1991.

Rhyncholaelia glauca Martinez, 1991,

Nesocodon mauritianus Fay y May, 19890

Carrissa xylopicron Vv Krogstrup, Norgaard y
Hamann, 1990.

Gastonia rodriguesiana E *

Mathurina pendulifiora R "

Peperomia reticulata Y "

Pittosporum balfourii E "

Turraea laciniata E "

0= Orchidaceae Ex=Extinta

C= Cactaceae V= Vulnerabie

E= Peligro de extincidn R= Rara
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TABLA 1

Respuestas Morfogenéticas de apices (a) de Oncidium stramineum Batem. ex Lind/., cultivados en
medio nutritivo (b) sdé/ido y evaluados en 3 tiempos de su desarrollo.

4 Semanas 8 SemanJa_f 16 Semanas
Tratamientos apices/resp. Ne°. Total de apices/resp. N°. Total de apices/resp. N°. Total de

N° K/2.4-D mg/! N° % PLB's N° % PLB's N° % Brotes
1 0/0 13 65 i ‘8 12 60 Lo -4T 11 55 ) 29
2 0/1 13 65 SRS - X 13 65 O [ R 13 65 21
3 0/2 12 60 o Qs 12 60 o 18 11 55 36
4 1/0 16 80 : 23 16 80 ) 42 16 80 89 .
5 1/2 10 50 : 7 10 50 16 9 45 25
6 1/3 12 60 S 8 12 60 : 19 ; 12 60 . 30
7 2/0 15 75 SRR - & 15 75 .14 15 75 18
8 2/1 16 80 '— 450 15 75 . 29 14 70 . 57
9 2/2 12 60 10" ) 12 60 20 12 60 38
10 3/0 10 50 = 11 1 10 50 21 9 45 . 40
11 371 13 65 G @ 12 60 s 1 : 2 60 - 33
12 3/2 10 50 : - 10 50 o180 9 45 29

TOTAL 152 120 149 242 133 445

(a) Apices de 1-3 mm de longitud, 20 apices por tratamiento.
(b) Medio de cultivo Knudson "C"- enriquecido: KC-E (Martinez, 1991).

Temperatura de 28 = 2°C, Fotoperiodo 16 hrs. luz y una intensidad luminosa de 300-500 lux
12 combinaciones hormonales de Kinetina (K) y Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)



TABLA 2

Respuestas Morfogenéticas de apices (a) de Oncidium stramineum Batem. ex Lind/., cultivados en
medio nutritivo (b) /iquido y evaluados en 3 tiempos de su desarrolio.

s

4 Semanas 8 Semanas 16 Semanas
Tratamientos apices/resp. No. Total de apices/resp. No. Total de apices/resp. No. Total de

No. K/2.4-D mg/l No. % PLB's No. % PLB's No. % Brotes
1 0/0 13 65 12 : 12 60 . 24 11 55 48
2 0/1 19 85 | -8 } 16 80 14 13 65 ‘34
3 0/2 19 85 9 17 85 ) 20 - 15 75 437
4 1/0 13 65 . 19 12 60 36 10 50 79
5 1/2 15 75 : 7 : 15 75 17 15 75 36
[ 1/3 9 45 | 12 9 45 25 8 40 57 .-
7 2/0 16 80 . 9 - 16 80 - .16 - 16 80 38
8 2/1 12 60 16 12 60 | 34 12 60 730
9 212 16 80 7 16 80 13 14 70 32
10 3/0 15 75 8 15 75 14 15 75 39
11 3/1 17 85 -~ =10 16 80 25 . 14 70 .46
12 3/2 13 75 R | 11 55 24 . 10 50 49

TOTAL 177 426 4 187 261 153 574

(a) Apices de 1-3 mm de longitud, 20 apices por tratamiento.
(b) Medio de cultivo Knudson "C"- enriquecido: KC-E (Martinez, 1991).

Temperatura de 28 + 2°C, Fotoperiodo 16 hrs. luz, intensidad luminosa de 300-500 lux y agitacion continua
a 85 rpm con 12 combinaciones hormonales de Kinetina (K) y Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)
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Grafica 1. Cultivo in vitro de apices de Oncidium stramineum
en medio liquido KC-E
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Grafica 2. Cultivo in vitro de apices de Oncidium stramineum
en medio solido KC-E
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Grafica 3. Regeneracion in vitro de brotes en medio solido, de
apices de Oncidium stramineum, provenientes
de medio liquido
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Medio de cultivo: KC enriquecido: KC-E

siembra inicial 20 apices por tratamiento; 21 semanas en medio
liquido; 8 semanas en medio solido.
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