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1. RESUMEN.
Se logro la regeneracion de plantas completas de Barkeria whartoniana y B. scandens,

mediante el cultivo in vitro de secciones longitudinales de protocormos de la primera
especie y secciones de hoja y tallo de la segunda especie, al lograr la induccién de
embriogénesis somatica. Para la germinacion de las semillas de B. whartoniana se empleo
el medio de cultivo MS, obteniéndose 90% de germinacion. Los explantes empleados para
ambas especies, fueron cultivadas in vitro, en medio MS y MS 50%, adicionados de
distintas concentraciones de 4cido a- naftalenacético (ANA) (0, 0.5, 1) y N°
bencilaminopurina (BAP) (0, 1, 2, 2.5) mg/L, acido ascorbico, &cido citrico (50mg/L) y
carbon activado (1g/L). Se formaron embriones somaticos cuya identidad se corrobor6
mediante analisis estructural (histoldgico).

Los embriones somaticos obtenidos a partir de los diferentes explantes utilizados para cada
especie, se desarrollaron hasta dar lugar a la formacion de plantas completas. Sin embargo
y de manera general, se observd que la mayor formacion de PLB’s se registré al término de
180 dds, a partir de las secciones longitudinales de protocormos de B. whartoniana, en
donde se obtuvieron un promedio de 16.55 PLB’s por explante, mientras que para los
explantes de hoja de B. scandens se formaron en promedio 3.93 PLB’s por explante y para
tallo 6.33 PLB’s por explante.

Al cultivar las secciones longitudinales de protocormos, la mejor respuesta morfogenética
se obtuvo en el medio MS adicionado con 1 mg/L de ANA y 1 mg/L de BAP, obteniéndose
un promedio 48.45 + 0.22 PLB’S por explante. Las plantulas obtenidas a partir de las
diferentes secciones potencialmente regenerantes para ambas especies, fueron
aclimatizadas exitosamente, obteniéndose un porcentaje de supervivencia del 80%.

El empleo del cultivo de tejidos vegetales, resultd una técnica eficiente, debido a que logré
establecer un protocolo para la regeneracion in vitro de B. whartoniana y B. scandens
especies endémicas y amenazadas de México, el cual proporciona una alternativa para
reducir la presion que se ejerce sobre las poblaciones silvestres y que a su vez, pueda ser

utilizado como modelo para la propagacion masiva de otras especies de orquideas.



2. INTRODUCCION.

México es un pais con una excepcional riqueza biol6gica, en parte debido a su ubicacion
geogréfica, ya que se sobrepone y entrelaza con 2 regiones biogeograficas: la neértica y la
neotropical (Hagsater et al., 2005). A esta condicion se suma una compleja historia
geoldgica y una accidentada topografia, lo que explica la enorme variedad de condiciones
ambientales que hacen posible la inmensa heterogeneidad en su diversidad bioldgica. En
México es posible localizar 10% de las especies de plantas superiores del Planeta, y més del
40% de ellas son exclusivas del territorio nacional, es decir son especies endémicas
(CONABIO, 2000). Las familias de plantas mejor representadas en Meéxico son las
Asteraceae, Fabaceae, Poaceae y Orchidaceae, esta Ultima con aproximadamente 1260
especies y 170 géneros (Villasefior, 2003; Hagsater et al., 2005; Soto et al., 2007) y se
estima que el namero final de especies estara entre 1 300 y 1 400, lo que le confiere el
cuarto lugar en cuanto a riqueza de especies vegetales (Hagsater et al., 2005).

Una caracteristica sobresaliente de las orquideas mexicanas es la alta proporcion de
endemismos, ya que se han registrado méas de 500 especies 0 subespecies endémicas que
corresponden a mas del 40% del total de taxa registrados en el pais (Soto-Arenas, 1996;
Villasefior, 2003). De éstas, 188 especies se encuentran en alguna categoria de riesgo, de
acuerdo con la norma oficial vigente NOM-059-SEMARNAT-2010. Sin embargo, a nivel
global, la familia completa esta incluida en el Apéndice Il de CITES, el cual incluye las
especies que no necesariamente estdn amenazadas con la extincion, pero en las que el
comercio debe ser controlado para evitar un uso incompatible con su supervivencia. La
disminucion de poblaciones de muchas especies es muy significativa lo que conlleva a una
pérdida muy importante de su variabilidad genética y, con ella, la disminucion de su
capacidad de supervivencia. Las Orchidaceae son una de las familias mas vulnerables por la
destruccion y transformacion de sus habitats, crecimiento urbano desordenado, extraccién
masiva de plantas de poblaciones silvestres (trafico ilegal de especies), dado su alto valor
horticola y comercial, y por las caracteristicas ecologicas que presentan las especies, como
sus bajas tasas de crecimiento, ciclos de vida relativamente largos y el escaso reclutamiento
de nuevos individuos en condiciones naturales (Sarmiento y Romero, 2000).

Lo anterior, demuestra que es urgente e indispensable implementar estrategias para la

conservacion in situ y ex situ de esta familia. Una alternativa potencial no sélo para
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mantener sino incrementar el numero de individuos de ésta y otras familias de plantas son
las técnicas de cultivo de tejidos vegetales, que han demostrado ser de gran valor en la
conservacion y aprovechamiento sostenible (Tablas 1 y 3). Por estos métodos es posible
obtener cientos o miles de plantas al afio (Yeung, 1999). El cultivo de tejidos vegetales
(CTV) ha mostrado ser de gran utilidad para el estudio, conservacion y propagacion rapida
y masiva de diversas especies de plantas (orquideas, cacticeas, cicadas, coniferas, agaves,
entre otras), como una alternativa de manejo y aprovechamiento (Chavez et al., 1992;
Rubluo et al., 1993; Fay, 1994; Chavez y Rubluo, 1995; Mata et al., 2001; Martinez et al.,
2003; Moebius-Goldammer et al., 2003) (Tabla 1).

Tabla 1. Algunos ejemplos de especies propagadas por cultivo de tejidos vegetales, y su
produccion.

ESPECIE USOS PRODUCCION REFERENCIA

Vanilla planifolia  Alimenticia 500 000 plantas/afio  Avtbiotech, 2010 (India)
Saccharum Alimenticia 800 000 plantas/afio  Vitromotz, 2010 (México)
officinarum

Phalaenopsis spp. Ornamental 31 4000 plantas/afio ~ Winkelman, 2006 (Alemania)

2 millones Avtbiotech, 2010 (India)
plantas/afio
Allium cepa Alimenticia 600 000 plantas/afio  Avtbiotech, 2010 (India)
Gerbera spp. Ornamental 2 millones Avtbiotech, 2010 (India)
plantas/afio
Solanum Alimenticia 10 millones Invernamex, 2010 (México)
tuberosum minitubérculos/afio

Agave salmiana  Alimenticia, 25 000 plantas en 2 De la Pefia Sobarzo et al., 2008
Bebida afios (UNAM, México)

Fuente: Gonzalez et al., 2012.

Tal es el caso de Ginkgo biloba, arbol en peligro de extincién en la naturaleza que se logro
propagar in vitro (Tommasi and Scaramuzzi, 2004). Asi mismo, Chavez et al. (1998),
lograron la obtencion de embriones somaticos de la cicada Ceratozamia euryphyllidia,
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utilizando hojas inmaduras por medio de esta biotecnologia. También se han logrado
propagar especies como Ariocarpus Kkotschoubeyanus, cactacea endémica de México
(Moebius- Goldammer et al., 2003), orquideas como Laelia speciosa, regeneradas a partir
de hojas inmaduras (Barrera, 2006), Oncidium tigrinum a partir de protocormos (Mata et
al., 2011). También se logro el cultivo in vitro de Laelia gouldiana, orquidea extinta en la
naturaleza (Gémez, 2009).

B. whartoniana y B. scandens, son orquideas endémicas de México, que por la belleza,
variedad de formas y colores de sus flores han sido muy apreciadas como ornamentales,
motivo por el cual sus poblaciones silvestres han sido saqueadas para su comercio ilegal,
ademas de que son afectadas por las actividades humanas tales como la destruccién de su
habitat (Soto y Solano, 2007), razones por las que han sido catalogadas como especies
sujetas a proteccion especial en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010
(SEMARNAT, 2010)

La presente investigacion, tuvo como objetivo generar protocolos para la propagacion de:
B. whartoniana y B. scandens, mediante el cultivo in vitro de explantes de protocormos de
la primera especie y secciones foliares, tallo y raices de plantulas de la segunda especie, asi
como corroborar la via morfogenética mediante el analisis estructural, y proporcionar una
alternativa para la regeneracion y propagacion masiva de plantas, con el potencial de

abastecer la demanda ornamental y reducir su colecta en la naturaleza.

2.1 MARCO TEORICO.

Biodiversidad.

Se entiende por Biodiversidad o Diversidad Bioldgica, el grado de variaciéon entre los
organismos vivos y los complejos ecoldgicos en los que ocurren. EI concepto de diversidad
hace referencia al nimero de diferentes categorias que estos complejos expresan a multiples
niveles; desde la heterogeneidad de las estructuras quimicas que son la base molecular de la
herencia, hasta la variacion en los ecosistemas. Por lo tanto, la biodiversidad contempla
toda la riqueza o variedad de formas vivientes que existen en la biosfera, incluidas las

plantas, animales, y microorganismos sostenidos como entes vivientes por una constelacion
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de informacion genética aun mayor, y distribuidos en forma compleja en los biomas o
ecosistemas que caracterizan al Planeta (Dirzo, 1999).

Se piensa que en la Tierra hay alrededor de 10 millones de especies de todos los reinos, que
sobre todo se distribuyen en bosques tropicales y se calcula que 50 al 80% de la diversidad
bioldgica del Planeta esta concentrada en 6 a 12 paises, entre este selecto grupo de paises se
encuentra México (Toledo y Ordofiez, 1998; CONABIO, 1998).

Meéxico ocupa una superficie de casi 2 millones de km?. Esta superficie tiene una historia
geoldgica compleja (Ferrusquia-Villafranca, 1998), la cual es responsable de su abrupta
topografia; diversidad de altitudes y orografia, un amplio mosaico de climas y de tipos de
vegetacion que incluye practicamente todos los registrados a nivel mundial (Rzedowski,
1978). Se estima que mas del 12% de la biota del Planeta estd contenida en su territorio
(Toledo, 1994; Mittermeier et al., 1997). Esta biota se distribuye en los seis principales
habitats terrestres del pais: tropical humedo, tropical subhumedo, templado hdmedo,
templado subhimedo, arido a semiarido y alpino (Toledo y Ordofiez, 1998). México es
ubicado por diversos autores entre los cinco paises con mayor riqueza bioldgica,
considerandose un pais megadiverso (Mittermeier, 1988; Akeroyd y Synge, 1992;
Mittermeier y Goettsch, 1992; Neyra y Durand, 1998).

De acuerdo con Mittermeier y Goettsch (1992), el concepto de pais megadiverso sélo se
aplica a un nimero muy pequefio de paises: aquéllos que contienen un porcentaje
extraordinario de la biodiversidad del Planeta. México se encuentra en una categoria
especial junto con Brasil, Colombia e Indonesia, paises que generalmente ocupan los
primeros lugares en todas las listas de diversidad bioldgica que se han elaborado para los
diferentes taxa. México ocupa el segundo lugar en especies de reptiles y esta entre los cinco
primeros lugares en anfibios, mamiferos y plantas con flores (Espinosa et al., 2008).

En cuanto al nimero de plantas fanerégamas, segun Toledo Rzedowski (1993), el territorio
mexicano cuenta con el 12.78% de las plantas descritas que existen actualmente en el
mundo. En la Republica Mexicana, existen 220 familias que abarcan 2 410 géneros y cerca
de 26,000 especies, con un nivel de endemismo superior al 40%. Destacan por sus niveles

de endemismo la familia de las cactaceas (con 850 especies, 84% de ellas endémicas); el
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género Pinus (con 48 especies, 43% endémicas) y las orquideas (1 200 especies, 44%
endémicas) (Hagsater et al., 2005).

Las especies endémicas requieren de especial atencion debido a sus distribuciones tan
restringidas, ya que, en consecuencia, pueden estar en riesgo de extincion, mas aun si las
condiciones de su hébitat no son las adecuadas, iran disminuyendo y desapareceran. Para
ayudar a prevenir la pérdida de la biodiversidad.

Desafortunadamente, existe un gran namero de factores que amenazan la biodiversidad del
pais. Segun Toledo (1988), en los afios setenta solamente el 40.8% del territorio mexicano
mantenia su vegetacion natural sin disturbios, lo cual indica que la enorme riqueza de la
flora y fauna mexicana se halla severamente amenazada.

Actualmente, la diversidad biologica en México y a nivel mundial enfrenta una crisis de
proporciones desastrozas, los ecosistemas naturales estan siendo fragmentados entre otros
factores por la pérdida y degradacién de habitats (cambio de uso del suelo, deforestacion de
la cobertura vegetal, desecacion de cuerpos de agua), la sobreexplotacion de especies y de
los recursos que los ecosistemas generan, la introduccion de especies invasoras, la
contaminacion de los ecosistemas, el cambio climatico, el incremento en el nimero y
densidad de la poblacién humana y de infraestructura (construccién de carreteras, redes
eléctricas y represas), asi como factores econémicos que estimulan un consumo superfluo,
culturales, de gobernabilidad y adopcidon tecnolégica del desarrollo agricola, la produccion
industrial y urbanizacién (CONABIO, 2012).

La velocidad a la que se documenta la diversidad bioldgica, es inferior a la velocidad de
pérdida de poblaciones animales y vegetales y a la velocidad de extincién de las especies
(Veldzquez y Romero, 1999). Actualmente se sabe también que la mala administracion, y la
deficiente planeacion sobre el uso sostenible de los recursos naturales, asi como la falta de
estudios de impacto ambiental han contribuido en forma considerable a estos procesos de
destruccion (Forero, 1994).

La perdida de biodiversidad tiene graves consecuencias para la humanidad, representa
inevitablemente la reduccion en la poblacion de especies, con la consecuente pérdida de
diversidad genética y el incremento de la vulnerabilidad de las especies y poblaciones a
enfermedades. La extincion de especies es una de las consecuencias mas importantes de la

pérdida de la biodiversidad. La tasa de extincion actual es muy superior a la tasa evolutiva,
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y el tiempo requerido para la recuperacion de la biodiversidad sobrepasa por mucho la
escala de tiempo historico de la especie humana (Raup, 1979; Wilson, 1985; citados por
Garcia et al., 2004), aun cuando la extincion es un proceso natural, la extincién masiva que
hoy ocurre se debe a procesos antropogénicos, durante los Gltimos afios la tasa de extincion
registrada en el mundo es mas de mil veces mayor que las estimadas a partir del registro
fosil (Wilson, 1988; Gentry, 1986). La disminucion de los tamafios poblacionales producto
de la reduccion de sus areas de distribucion o de su fragmentacion puede comprometer su
permanencia en los ecosistemas o0, simplemente, provocar su extincion en el corto o
mediano plazo (Ehrlich y Ehrlich, 1992). Lo anterior ha sido llamado extincion silenciosa.

De acuerdo con la “lista roja” que publicd la Unidn Internacional para la Conservacion de
la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés) en 2004, existian a nivel mundial 15 mil 589
especies en condicion de riesgo. De ellas, 5 mil 188 correspondian a vertebrados, mil 192 a
invertebrados y 8 mil 321 a plantas (incluyendo musgos, helechos, hepaticas,
gimnospermas y angiospermas). La mayor parte de las especies amenazadas, segun el
mismo reporte, ocurre en los tropicos (en los bosques tropicales y subtropicales de Centro y

Sudamérica y sur de Africa y sureste de Asia), especialmente en zonas montafiosas e islas.

En el caso particular de México, de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2010, el grupo
taxondmico con un mayor nimero de especies en condiciones de riesgo es el de las plantas
(tanto angiospermas como gimnospermas), con 939 especies. Dentro de ellas, las familias
con mayores numeros de especies en riesgo son las de las cactaceas (285 especies),
orquideas (189 especies), palmas (64 especies) y agaves (39 especies) siendo la familia
Orchidaceae el segundo grupo de plantas que se encuentra mas amenazado, superado
unicamente por la familia Cactaceae (SEMARNAT, 2010).
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Caracteristicas generales de la familia Orchidaceae.

Las orquideas son plantas herbaceas perennes, de habito epifito, terrestre, litofilo,
semiacudtico, sapréfito y raramente subterraneo (restringidas a Australia). Presentan una
estructura basica a la de muchas otras monocotiledoneas. Estan constituidas por vastagos
organizados en uno de los habitos de crecimiento; en el primero de ellos el desarrollo se da
mediante la extension vegetativa a partir de un meristemo apical que da lugar a un solo eje
principal (monopodial). Entre las orquideas mexicanas este tipo de crecimiento se presenta
principalmente en las vainillas, en los generos Campylocentrum, Dendrophylax y Dichaea
y en algunas especies de Epidendrum. En el segundo el eje esta formado por una serie de
vastagos generados de manera consecutiva a partir de meristemos o yemas de renuevo
situadas basal, lateral o apicalmente en el vastago anterior, el conjunto de vastagos forma
un eje compuesto (simpodial) Fig.1. En los géneros Cattleya, Laelia, Oncidium,

Cymbidium se aprecia este tipo de crecimiento (Bell y Bryan, 1991).

a) b)
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Dendrobium Oncidium Phalaenopsis Vanda

Figura 1. Tipo de crecimiento en orquideas: a) Simpodial, b) Monopodial.

Los tallos de las orquideas son comparables a una cafia o carrizo. Pueden ser caulescentes o
acaules. Las orquideas con tallo caulescentes por lo general presentan pseudobulbo, los
cuales son tallos aéreos notablemente engrosados, presentes en muchas orquideas epifitas y
algunas terrestres o rupicolas, como en el género Cyrtopodium (Hagsater et al., 2005).
Estan formados por segmentos o entrenudos delimitados por nudos o anillos cicatrizales
donde originalmente se insertaban hojas, vainas o escamas foliares: son de distintas formas
y grosores. Las orquideas acaules tienen un tallo corto, como en muchas orquideas

terrestres que presentan tubérculos o cormos caracteristicos en varios grupos de orquideas
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epidendroides terrestres como Bletia, Govenia, Liparis y Malaxis (De la Cruz, 2006).
Ambos tipos de tallos engrosados Utiles como almacenes de agua y sustancias de reserva,

como almiddn, que son utilizados al menos en parte para sustentar la produccion de flores y

frutos y el desarrollo de véastagos (Hagsater et al., 2005).

Las raices de las orquideas son 6rganos que presentan diferentes adaptaciones. Tienen las
funciones de absorber agua, nutrientes y fijar la planta al suelo o a materia organica
acumulada en troncos. Son simples o ramificadas, carnosas y con un diametro aproximado
de entre 1 y 10 mm dependiendo de la especie. Por lo general son circulares con corte
transversal (Hégsater et al., 2005). La porcion mas externa de la raiz es la epidermis, que
suele formar un tejido esponjoso constituido por células que al madurar mueren y pierden el
citoplasma, quedando s6lo sus paredes parcialmente engrosadas, estad cubierta de células
muertas Ilamada velamen puede tener entre una y ocho células de grosor y es lo que le
confiere el aspecto blangquecino caracteristico a muchas raices de orquideas epifitas como

Barkeria scandens y Laelia autumnalis (Hagsater et al., 2005).

Las hojas son como en la mayoria de las monocotiledoneas, es decir simples, con
nervaduras paralelas, alargadas, generalmente persistentes, solitarias, en nimero de dos o
mas hojas, lanceoladas, trianguladas, forma ovalada y de color generalmente verde (De la
Cruz, 2006). Estos o6rganos pueden ser filiformes y hasta orbiculares, membranosas o
coriaceas e incluso pueden almacenar agua (Dressler, 1981). En algunas especies como las
pertenecientes al género Trichocentrum, donde los pseudobulbos son diminutos, las hojas
cumplen el papel de almacenar agua y de reservas alimenticias (Hagsater et al., 2005; De la
Cruz, 2006). Las hojas suculentas presentan una inversion importante de recursos para la
planta y por lo general son funcionales durante varios afios. Una estrategia alternativa es la
produccion de hojas delgadas relativamente poco costosas que mueren y caen al finalizar

cada temporada de crecimiento (Hagsater et al., 2005).

La flor esta constituida por los sépalos (3) generalmente coloreados, al igual que los pétalos
y pueden estar libres 0 mas o menos unidos formando un tubo. El sépalo dorsal difiere

generalmente en la forma de los laterales, los cuales son mas o menos oblicuos y pueden
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estar libres uno del otro o adheridos frecuentemente por la base, Fig. 2. De los tres pétalos,
dos son semejantes morfolégicamente y el tercero llamado labelo estd modificado, su
posicion inferior corresponde al giro del pedicelo o de éste y el ovario (resupinacion)
(Héagsater et al., 2005). El labelo generalmente difiere en forma, tamafio y coloracion de los
otros pétalos, la superficie interna generalmente esta adornada con papilas o lamelas y la
base puede ser pequefia 0 muy amplia formando un nectario. Las flores de las orquideas por
lo general son hermafroditas y portan tanto 6rganos sexuales masculinos (estambres y sus
anteras) como femeninos (ovario, estilo y estigma), para constituir una estructura Gnica
Ilamada columna o ginostemio. En muchas especies un lébulo estigmatico llamado rostelo,
se proyecta sobre la superficie estigmatica que permite adherir los polinios a los insectos.
La antera puede estar dividida y contener 2,4, 6 y 8 polinios y se ubica en una cavidad
Ilamada clinandrio. Tienen ovario infero con 1-3 divisiones que puede ser inconspicuo o

notorio (Hagsater et al., 2005).

Sépalo dorsal
Columna
Antera

Estigma
\

Pétalo —— Petalo

‘ = Sépalos laterales ——=

Figura 2. Morfologia bésica de la flor en orquideas: Género Cymbidium.

Labelo

Entre las caracteristicas mas notables de las orquideas estd el tamafio y estructura de las
semillas. Tienen un peso promedio de 3 a 14 pug y miden de 0.4 a 1.25 mm de longitud y de
0.08 a 0.27 mm de ancho, la semilla contiene un pequefio embrion esférico o piriforme
dentro de una testa membranosa, frecuentemente transparente o bien pigmentada. La
mayoria de las especies tienen embriones relativamente indiferenciados, sin cotiledones, ni
endospermo, lo cual se considera una caracteristica de grupos avanzados evolutivamente.

El numero de semillas producido por fruto varia con el género y la especie, fluctian de 1
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300 a 4 000 000 (Chavez, 1980; Arditti, 1992), Chavez (1980) reportd para frutos de Bletia
urbana entre 92 625 y 117 200 semillas. Hay algunas semillas que presentan un embrion
relativamente diferenciado que incluye un cotiledon rudimentario, como en Sobralia
macrantha y otras que no tienen embrién diferenciado y carecen de cotiledon o se presenta
incipiente y sin endospermo, por lo que las reservas nutritivas se encuentran almacenadas
en las células del embridn, ademas al suspensor se le atribuye parte del papel de la nutricion
(Arditti, 1967).

Las orquideas tienen complejas formas de vida y reproduccion, dependen en la naturaleza
de simbiosis con hongos, como los del género Rhizoctonia o Tulasnella, para asi poder
germinar de manera natural y lograr el desarrollo de las poblaciones de plantulas, ya que al
carecer la mayoria de las semillas de reservas nutritiva o simplemente no poder utilizar sus
propias reservas de lipidos, debido a que no pueden degradarlas para asi continuar con la
germinacion, tienen que establecer esta simbiosis para lograr una germinacion simbiotica
(Rangel, 1995). En esta relacion las semillas son micoheterétrofas obligadas, los hongos
micorrizicos le proveen de nutrientes, tales como carbohidratos y minerales, mientras que
los hongos obtienen por parte de la planta vitaminas y fitohormonas (Arditti, 1992:
Héagsater et al., 2005).

Una vez que la semilla madura y sale del fruto, si llega a un ambiente con las condiciones
fisicoquimicas y humedad adecuadas, en el que ademas se encuentre el hongo apropiado, la
germinacion se inicia y el embridon absorbe agua a través de la cubierta seminal, como
consecuencia aumenta de tamafio debido al incremento en el volumen de las células.
Después se inicia la division celular en la region anterior, lo que provoca la ruptura de la
cubierta seminal, dando lugar a una estructura conica esférica llamada protocormo. Este
continua su desarrollo, hasta que se hace evidente el primer primordio foliar como una
pequefia protuberancia. Sobre la superficie inferior del protocormo, rodeando su periferia,
aparecen pelos absorbentes o rizoides, posteriormente emergera la raiz verdadera a partir de
esa zona, generalmente después de la formacion de algunas hojas dando como resultado el
desarrollo paulatino de una plantula (Arditti, 1967; Dressler, 1981; Luna, et al., 2004).

Entre las plantas con flores, la familia Orchidaceae es una de las mas grandes y la mas

evolucionada, cuenta con 800 géneros y 30,000 especies a nivel mundial y estan
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distribuidas por todo el mundo, a excepcion de las zonas desérticas extremas. (Chase et al.,
2003). Presenta una distribucion cosmopolita, crecen en casi todas las latitudes y altitudes,
desde el norte de Suecia y Alaska hasta América y la isla Macquarie (Asia), aunque por lo
general presentan mayor diversidad en los ambientes tropicales y subtropicales (Cribb et
al., 2003).

En México la mayor concentracién de orquideas, se encuentra en las regiones situadas al
sur del Tropico de Cancer, desde las costas del Pacifico y las del Golfo hasta las regiones
que rebasan los 3 500 msnm, distribuidas principalmente en los estados de Chiapas,
Oaxaca, Veracruz, Guerrero, Morelos, Jalisco, regiones al sur de Puebla, San Luis Potosi y
por supuesto, también se les encuentra en Michoacan, gracias a la gran diversidad de climas
y tipos de vegetacion existentes en dichos estados (Martinez, 1991).

Historicamente, las orquideas han sufrido el deterioro de sus poblaciones naturales por la
deforestacion, la fragmentacién y sobre todo la extraccion masiva de plantas (Sosa y Platas,
1998; Koopowitz, 2001; Koopowitz et al., 2003), la extraccion es motivada por su alto
valor horticola y comercial, ya que poseen flores muy atractivas y de gran variedad, lo que
en general promueve su colecta ilegal. Por ejemplo, un estudio realizado por Flores y
Valencia (2007), en los mercados de flores del estado de Veracruz, se encontré que el
precio de las plantas silvestres que se ofrecian variaba de acuerdo al tamafio de la planta, el
numero de tallos, varas florales etc., sin embargo los precios variaban: $23 + 41 por planta;
ademas, ciertas especies podian venderse en pequefios grupos (e.g., todas las orquideas del
género Lepanthes, Pleurothallis, y Trichosalpinx), mientras que otras especies como
Laelia anceps Lindl., eran altamente valuadas ($500), dadas las caracteristicas fenotipicas

que esta especie mostraba (Flores y Valencia, 2007).

En Mexico, la colecta y venta de orquideas silvestres esta regulada por las leyes. Sin
embargo, la extraccion para venta local e internacional es uno de los mayores problemas
para la conservacion de este grupo. Se estima que el trafico ilegal de orquideas en México
entre 1993 y 1996 fue de 9 a 12 millones de plantas, mientras que legalmente solo se
comercializaron 152 000 de ellas (Flores y Brewster, 2002). Ademas de la extraccion de

individuos completos, el corte de flores puede tener consecuencias criticas en la produccion
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de semillas de las poblaciones silvestres, incluso en algunos sitios las poblaciones estan en
declive por el bajo o escaso reclutamiento de nuevos individuos (Hernandez, 1992), tal es el
caso de Rossioglossum grande orquidea que proviene de la sierra madre de Chiapas, donde
crece en pocos bosques de neblina, pues fue muy recolectada, y su hébitat original ha sido
fuertemente impactado por las actividades agropecuarias, por lo que ahora estd
practicamente extinta en su estado silvestre en el territorio mexicano (com. pers. Dr.
Eduardo A. Pérez Garcia, 2010). Un ejemplo tipico de la extraccion de orquideas es el de
Laelia speciosa, la cual produce flores grandes, de 10 a 16 cm de diametro, y se considera
una de las especies mas hermosas del género y la orquidea silvestre mas ampliamente
recolectada en México por su valor ornamental y cultural (Halbinger, 1993; Soto, 1996). Se
estima que solo en el estado de Michoacan anualmente se extraen alrededor de 6 000
plantas o0 segmentos de plantas (lo cual en general también tiene consecuencias letales para
la planta) (Avila Diaz y Oyama, 2002). Se considera que el nimero de flores con uno o dos
pseudobulbos vendidas en la ciudad de México es del orden de miles a cientos de miles
cada temporada, ya que, en la época de maxima floracion, se estima que se venden
alrededor de 1 500 flores diariamente (Avila Diaz y Oyama, 2002).

Esta censurable actitud lucrativa e ilegal ain es comdn y lamentablemente continuara en
tanto aficionados coleccionistas y gente sin una conciencia ecolégica, traten de adquirir
plantas extraidas directamente de la naturaleza por cualquier medio y a cualquier precio,
adquiriéndolas muchas veces con los habitantes de las zonas en donde crecen estas plantas,
provocando asi la alteracion del ambiente y la extincion de las mismas.

Por lo tanto la conservacion de mas de 1 260 especies de orquideas que tienen una
distribucion extremadamente heterogénea (60% se concentra en el bosque de neblina, que
ocupa solo 1% del territorio) en un pais en desarrollo con mas de 100 millones de
habitantes es complicado y todo un reto. Méas del 10% de la riqueza de orquideas con que
cuenta México esta en peligro de extinguirse. Tan so6lo en los dos ultimos siglos se tiene
registrada la extincion de dos especies de orquideas en el pais y a partir de 1998 se han
extinguido al menos 22 méas. Ejemplo de esto es Laelia gouldiana, especie endémica
mexicana, la cual esta extinta en la naturaleza (Sarmiento y Romero, 2002). Es previsible
gue esta tendencia siga en aumento como un reflejo de serios problemas de educacion,

sociales, economicos que afectan la condicion ambiental que enfrenta el pais.
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A nivel mundial, existe una legislacion para asegurar la conservacion y regular el comercio
internacional de especies silvestres susceptibles a la extincion: la Convencién sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (The
Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora,
CITES); sin embargo, el CITES no prohibe completamente el comercio de la fauna y flora
silvestres, sino que lo regula con el objetivo de evitar que lleguen a extinguirse estas
especies como resultado de su explotacion no sustentable (IUCN/SSC Orchid Specialist
Group, 1996).

Héagsater et al. (2005) realizaron un analisis de las bases para la conservacion y generaron
lineamientos para una estrategia de Conservacion in situ de las orquideas de México. No
obstante la clara validez de sus argumentos, se debe insistir sobre el sector gubernamental,
empresarial y directamente a los pobladores de las comunidades para sefialarles la
recomendacion a seguir para la conservacion de sus recursos locales y de grandes areas
naturales.

En México se han decretado 174 Areas Naturales Protegidas (ANP), las cuales suman 25
millones de hectareas, los planes de manejo para las ANP para hacerlas sustentables distan
de ser aplicadas y lamentablemente no es raro ver que son reforestadas con especies
exoticas (CONANP, 2010). Existe una ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccion
Ambiental (LGEEPA), una Ley General de Vida Silvestre, y una Norma Oficial Mexicana
(NOM-059-SEMARNAT-2010) que categoriza diversos organismos, entre ellos, las
orquideas, que dependiendo de su rareza y grado de amenaza las clasifica en: peligro de
extincion, raras, amenazadas y sujetas a proteccion especial (la NOM-059-SEMARNAT-
2010). Actualmente 189 especies de orquideas estan incluidas dentro de esta norma, bajo
alguna categoria de riesgo. En esta ley se considera que una especie esta extinta en la
naturaleza, 14 especies estan catalogadas en peligro de extincion, 64 Amenazadas y 110
sujetas a proteccion especial (entre ellas Barkeria whartoniana y B. scandens)
(SEMARNAT, 2010), ejemplos de estas orquideas son las que se encuentran en la Tabla 2.

22



Tabla 2. Algunas orquideas endémicas de México incluidas dentro de la NOM- 059-SEMARNAT-
2010 (SEMARNAT, 2010).

Especie Categoria de riesgo
Barkeria scandens Proteccion especial.
Barkeria whartoniana Proteccidn especial.
Encyclia atrorubens Proteccion especial.
Encyclia lorata Proteccidn especial.
Encyclia pollardiana Proteccion especial.
Kraenzlinella hintonii Proteccidn especial.
Cuitlauzina pendula Amenazada
Encyclia adenocaula Amenazada
Euchile mariae Amenazada
Mormodes porphyrophlebia Amenazada
Oncidium incurvum Amenazada
Rhynchostele cervantesii Amenazada
Rossioglossum splendens Amenazada
Trichocentrum stramineum Amenazada
Encyclia kienastii Peligro de extincion.
Laelia anceps dawsonii Peligro de extincion.
Mexipedium xerophyticum Peligro de extincion.
Mormodes uncia Peligro de extincion.
Laelia gouldiana Extinta

No obstante que en los Ultimos afios en México ha habido un avance en la legislacion y
normatividad en cuestiones ambientales, en la consolidacion de un sistema de areas
naturales protegidas, en el apoyo a las instituciones encargadas de la documentacion de la
biodiversidad y en el impulso a los programas de manejo sustentable de los recursos
naturales, persisten muchos problemas (vacios legales, como la normatividad en el uso de
las especies que no estan en las categorias de riesgo, la regulacion de los viveros, las
colecciones y el manejo de especies exoticas) que dificultan su consolidacion,
supervivencia, vigilancia, y en algunos casos es excesiva la regulacion o hay vacios legales
(Hagsater et al., 2005)
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Género Barkeria (Knowles y Wetc., 1838)

Género relativamente pequefio con aproximadamente 15 especies, esencialmente mexicano,
aungue un par de especies se encuentran en Centroamérica. Presenta flores atractivas por lo
que ha sido buscado por los cultivadores de orquideas. Hierbas epifitas o litdfitas; tallos
angostos, cubiertos por vainas; hojas deciduas, distribuidas a lo largo o en la mitad apical
de los pseudobulbos, lanceoladas a ovadas; inflorescencia apical, racimosa, multiflora;
ovario pedicelado; flores vistosas, rosadas a violeta-purpura, o blancas; sépalos y pétalos
similares, subiguales, los pétalos mas anchos; labelo libre o unido a la columna en su
porcion basal, entero; disco ornamentado; columna paralela o divergente al labelo, con alas
membranosas 0 carnosas, extendidas a cada lado del estigma; antera terminal, bilocular-
polinios 4, cerosos, subiguales; capsula elipsoide a cilindrica (Halbinger, 1972; Thien,
1970).

Barkeria whartoniana (C.Schweinf.) Soto Arenas (Soto y Solano, 2007)

B. whartoniana (Fig. 3) es una orquidea microendémica de México, que habita en el estado
de Oaxaca. Segun los datos obtenidos de la NOM-059-SEMARNAT-2010, actualmente es
una especie escasa, sujeta a proteccion especial y por consiguiente vulnerable a desaparecer
en la naturaleza, es una orquidea apreciada, por la peculiar belleza y rareza de sus flores
(Angulo, 2008).

Figura 3. Inflorescencia de Barkeria whartoniana. Fotografia tomada por: Eduardo A.
Pérez Garcia.
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Clasificacion Taxonomica (Soto y Solano, 2007).

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Liliopsidae
SUBCLASE: Liliidae
ORDEN: Orchidales
FAMILIA: Orchidaceae
SUBFAMILIA: Epidendroideae
GENERO: Barkeria
ESPECIE: B. whartoniana (C.Schweinf.) Soto Arenas.
Basonimo / Nombre original:
Epidendrum whartonianum C. Schweinf., 1948

Descripcion botanica.

Hierba rupicola o epifita, escandente hasta de 70 cm de alto. Raices carnosas, teretes. Tallos
engrosados, ligeramente comprimidos, con 3-11 entrenudos, 7-24 cm de largo; cubiertos
con vainas escariosas, blanco-grisaceas, apresadas. Hojas 4-7, deciduas, coridceo-
subcarnosas, verde claro, de 4.5-12.5 x 1.8-2.8 cm. Inflorescencia apical, un racimo o una
panicula, con 1-5 ramas, cada rama con 2-15 flores, sublaxa, con un peddnculo muy
alargado, de 1.3-2 mm de grosor, 13-30 cm de largo, cubierto por vainas tubulares,
delgadas, escariosas. Flores atractivas, sin aroma, color rosado-lila, desde muy palido hasta
intenso, labelo mas claro con el apice oscuro y quillas amarillo claro, brillante, con puntos-
rayas basales, muy pequefios, purpura oscuro; el tercio apical con rayas parpura, paralelas
a, 0 sobre las quillas; columna con la superficie dorsal crema-verde, profusamente
manchada de purpura, superficie ventral verde. Ovario pedicelado, casi recto, verde-
cobrizo. Bréacteas florales angostamente triangulares, acuminadas, escarioso-papiraceas.
Labelo fusionado basalmente a la columna cerca de 2 mm, formando un nectario seco que
penetra unos 4 mm en el apice del ovario; entero, ampliamente triangularcordiforme, base
truncada a cordada, apice subagudo a obtuso, margen ligeramente repando y plegado, los
margenes basales alzados y abrazando la base de la columna, los margenes laterales
reflexos, rectos o ligeramente arqueados, de 12-15 x 9.5-15 mm; callo formado por 2
quillas oblongas, carnosas, blanco-crema que limitan una depresion eliptica y terminan en 3
quillas paralelas, la media llegando hasta el apice, méas altas distalmente, 9.7-11 mm de

largo, Fig. 4. Columna recta o ligeramente incurvada, subtrigona, dorsiventralmente
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comprimida, espatulado-flabeliforme, muy ancha por 2 alas semielipticas; 5-6 x 1.8-2.2
mm. Polinario con 4 polinios en 2 pares; unidos a caudiculas. Capsula elipsoide, de 33 x 11
mm (Withner, 1998; Wood, 1988: citados por Soto y Solano, 2007).

En el campo el Dr. Eduardo A. Pérez Garcia (com. pers.) ha observado que las semillas
generalmente germinan sobre arboles, con segmentos desprendidos pueden continuar su
crecimiento sobre las piedras (Soto y Solano, 2007). Aunque no siempre existente, ésta es
una forma de expansion clonal importante en esta especie. Es probable que todas las
especies de Barkeria pasen por un periodo casi "afilo” en las primeras etapas de su vida. Al
igual que muchas otras orquideas epifitas, esta especie tiene un periodo de crecimiento
activo durante la temporada lluviosa de mayo a octubre. La floracion en campo se presenta
de noviembre a enero. Las plantas empiezan a perder sus hojas en octubre-noviembre y
Ilegan a estar completamente deciduas en la primavera. La inflorescencia emerge del tltimo
tallo, ya desarrollado, Figura 3. Las capsulas tardan en madurar 4-5 meses y las semillas se

dispersan durante la temporada seca, en marzo y abril (Soto y Solano, 2007).

Distribucion geogréafica e importancia ecoldgica.

B. whartoniana, se distribuye Unicamente en la regién de Nizanda-Mazahua, y en el cerro
Timbdn, cerca de la Chivela, ambas localidades en el Municipio de Asuncidn Ixtaltepec,
Oaxaca, es una especie de habito rupicola o epifita. Tiene una distribucion notablemente
agregada, es decir, su crecimiento siempre es grupal, se conoce exclusivamente de la selva
baja caducifolia, donde estad limitada a un microhabitat especifico. Se ha localizado en
altitudes de 200 a 400 m.s.n.m (Pérez- Garcia, 2001). Sobre su biologia floral no se tienen
observaciones sobre la polinizacion. B. lindleyana, de Costa Rica, que esta cercanamente
relacionada a esta especie, es polinizada por abejas carpinteras (Xylocopa tabaniformis)
(Van der Pijl y Dodson, 1966). Estos autores reportan una eficiencia de polinizacion
cercana a 20%, y visitas multiples por el mismo individuo de abeja, lo que sugiere que debe
existir una recompensa de néctar. En esta especie el nectario es aparentemente seco. El Dr.
Eduardo A. Pérez Garcia (com. pers.) indica que la produccion de capsulas es relativamente
frecuente, sobre todo en cultivo, con la mayor parte de las inflorescencias con alguna

capsula (Soto y Solano, 2007).

26



lcm

Figura 4. Lamina de Barkeria whartoniana (C. Schweinf.) tomada de Soto y Solano, 2007: a) Antera y
rostelo con sus polinias, b) columna, c) planta completa con 6rganos vegetativos y reproductivos, d) flor y €)
sépalos, pétalos y labio 6 labelo
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Es muy probable que en condiciones naturales las plantulas pasen por una etapa de mayor

crecimiento radicular. En otras especies de Barkeria se han observado plantulas cuya

biomasa esta formada casi enteramente por raices y aunque tienen tallos incipientes, éstos

son inicialmente muy pequefios y la mayor parte del tiempo carecen de hojas. Las raices

carnosas almacenan agua y son fotosintéticas (Soto y Solano, 2007).

Situacion actual de la especie.

Existen dos factores de riesgo para
la conservacion a mediano plazo
de esta especie. Uno de ellos es la
destruccidon de su habitat por parte
de la industria cementera que
explota los afloramientos de caliza
puros donde se localiza esta
especie. Explotaciones de este tipo
han destruido colonias de B.
whartoniana en La Pedrera (Pérez-
Garcia, 2001).

La otra amenaza para su habitat
seria el proyecto para construccion
del corredor transistmico. El
habitat se localiza en la parte mas
baja del Istmo de Tehuantepec y
este seria el sitio preferente para la
construccién del corredor (Pérez-
Garcia, 2001) (Fig. 5).

Figura 5. Barkeria whartoniana (Orchidaceae) in situ en
floracion, creciendo sobre el cactus columnar:
Neobuxbaumia scoparia (Cactaceae), en el estado de
Oaxaca. Fotografia tomada por: Eduardo A. Pérez Garcia.
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Por tales motivos, el estado actual de esta especie esta en peligro; sin embargo a pesar de su
situacion, practicamente no se cultiva a partir de semilla y ain no existen métodos de

propagacion masiva.

Barkeria scandens (La Llave & Lex.) Dressler & Halb (1977).

B. scandens (Fig.6) es una orquidea endémica de Meéxico, que habita en los estados de
Michoacan, Guerrero y Oaxaca. Segun los datos registrados en la NOM-059-SEMARNAT-
2010, actualmente es una especie escasa, sujeta a proteccion especial y por consiguiente
vulnerable a desaparecer en la naturaleza, pues es una orquidea apreciada por coleccionistas

de todo el mundo, por la peculiar belleza de sus flores.

Clasificacion Taxonomica (Soto y Solano, 2007).

REINO: Plantae

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Liliopsidae

SUBCLASE: Liliidae

ORDEN: Orchidales

FAMILIA: Orchidaceae

SUBFAMILIA: Epidendroideae

GENERO: Barkeria

ESPECIE: Barkeria scandens.

(La Llave & Lex.) Dressler & Halb., 1977

Basonimo / Nombre original: Pachyphyllum :
scandens La Llave & Lex., 1825. Figura 6. Inflorescencia de B.

Sinénimo: Barkeria cyclotella (Rchb. f.) Rchb. f., scandens
1880

Epidendrum lindleyanum. (Bateman ex Lindl.) Rchb. f., 1862
Descripcion botanica.

Hierba epifita, decidua, escandente o subcespitosa, a veces formando grandes matas, de 20-
60(-100) cm de alto. Raices masivas, engrosadas, usualmente sencillas, carnosas, blancas,
de 2-5 mm de didmetro. Tallos producidos 1-3 cm arriba de la base del tallo anterior, de
manera que forma simpodios ascendentes; tallos cilindricos, ligeramente engrosados, sin
formar pseudobulbos definidos, de 7-16(-25) cm de largo, 2.5-5 mm de grosor; cubiertos

por vainas apresadas.
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Figura 7. Lamina de Barkeria scandens (La Llave & Lex.) tomada de Soto y Solano, 2007: a)
Polinias, b) columna, c) planta con sus 6rganos vegetativos y reproductivos, d) sépalos, pétalos y
labio 6 labelo
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Hojas 3-7, disticas, algo agrupadas en la mitad superior y mayores hacia el apice del tallo;
ld&minas largamente ovado-elipticas o lanceoladas, agudas a subacuminadas, la base obtusa-
subcordada, algo carnosas, verdes difuminadas de morado.

Inflorescencia apical, racemosa, con frecuencia conspicuamente recta y erecta, de 10-55(-
75) cm de largo; pedunculo alargado, muy delgado, subterete, de 5-6 entrenudos, cubierto
en la base por bracteas escariosas, imbricadas, fuertemente apresadas, distantes arriba;
parpura oscuro, 10-35 cm de largo, 1.5-3 mm de grosor; raquis con 3-18 flores. Bracteas
florales abrazadoras, triangulares, acuminadas, escariosas, 5-18 x 1-2(-3) mm. Ovario
pedicelado, extendido, abruptamente doblado cerca del apice, subterete, algo engrosado
distalmente, liso, oscuramente sulcado, magenta-purpura, 19-31 mm de largo, 1-1.2 mm de
grosor. Flores muy vistosas (Fig. 7), tépalos de color magenta intenso (muy raramente
purpura opaco o blancas), labelo del mismo color, con un area difusa algo mas oscura cerca
del apice y con las quillas y el area alrededor y debajo de la columna de color crema, con
rayas purpura; columna mas palida, antera crema-amarillenta; sin aroma evidente. Labelo
dirigido hacia abajo junto con la columna. Las flores son alégamas, florecen de septiembre
a noviembre, Las capsulas maduran en unos 4-5 meses. Las capsulas estdn maduras en la

primavera (Soto y Solano, 2007).

Distribucion geogréafica e importancia ecoldgica.

B. scandens puede ser tanto rupicola como epifita. Se ha localizado en altitudes de 1200 a
1950 msnm. En la selva baja caducifolia y en el matorral subtropical se comporta
generalmente como rupicola, forma grandes matas.

Frecuentemente se establece en paredones y acantilados. En el matorral de Clusia-
Oreopanax-Roupala, mucho méas humedo, crece preferentemente como epifita de ramillas,
en arbustos de una especie de Randia (Rubiaceae). Se tienen muy pocas observaciones
sobre la polinizacion de Barkeria. El nectario es aparentemente seco. No ha podido
determinarse con certeza si es 0 no un sistema de polinizacion por engafio (Soto y Solano,
2007).
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Situacion actual de la especie

La belleza de esta especie la ha vuelto muy conocida y ha sido altamente apreciada por su
valor ornamental, lo que ha conducido a que gran parte de estas plantas estén siendo sobre
colectadas para satisfacer la demanda comercial y aunado a esto, existe una continua
perturbacion de su habitat natural, por la deforestacion, el pastoreo, y la fragmentacion del
habitat (Soto y Solano, 2007). Los ejemplares nativos de Guerrero y Oaxaca se encuentran
sujetos a proteccion especial, sin embargo los de Michoacén, estdn en una situacion mas
critica, debido a una sobrecolecta en sus ambientes naturales, si no se toman las medidas
adecuadas de conservacion, muy probablemente se extinguiran (Soto y Solano, 2007).

El problema de conservacion de B. scandens y otras especies vistosas de orquideas como
Laelia speciosa, Euchile karwinskii o B. whartoniana no se ha resuelto, y es evidente que,
aun cuando las autoridades no fueran permisivas respecto a la venta de estas plantas en los
mercados de las ciudades mexicanas no se resolveria el problema.

Uno de los aspectos méas importantes asociados a la extincion de las especies es la pérdida
del hébitat en el cual se pueden mantener sus poblaciones (McNeely et al., 1990). La
conversion del uso de suelo debido a la deforestacion, asi como la identificacion de tasas de
deforestacion alarmantes en distintas localidades de México ha sido sefialada como una de
las principales amenazas para la biodiversidad (Dirzo y Garcia, 1992; Trejo y Dirzo, 2000;
Bray et al.,, 2004) y es inadmisible que después de tantos afios de esfuerzos
conservacionistas las autoridades y especialmente la Procuraduria Federal de Proteccion al
Ambiente (PROFEPA) no haya tomado cartas en el asunto, en proporcion y trascendencia
de lo que representa este problema.

El gran potencial de esta especie no podra ser desarrollado si no se detiene su comercio
ilegal en los mercados mexicanos, pues ningun productor serio podria competir con los
precios ridiculamente bajos de un tallo colectado en el campo. Actualmente B. scandens se
vende en los mercados a un precio que va de 20 a 50 pesos, un manojo de 6-8 tallos (Flores
y Valencia, 2007), En Michoacéan es ampliamente colectada para ofrecerla en los mercados
de algunas ciudades del estado (Cd. Hidalgo, Tuxpan y Zitacuaro), asi como en los de la
Cd. de México. Las inflorescencias se remueven junto con todo el brote de crecimiento de
ese afio, incluyendo las raices aéreas, de esta manera se forman grandes manojos de cientos

de tallos con inflorescencias para llevarlos a los mercados. A principios de la década de
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1990, en un dia de principios de Noviembre, se podian observar en el Mercado de Jamaica
de la Cd. de México, miles de tallos con inflorescencia. Estos tallos se utilizan para hacer
ramilletes que adornan casas Yy restaurantes. Una vez terminada la floracion se desechan.
Las poblaciones de B. scandens de Michoacan estan indudablemente sobrecolectadas y
destinadas a desaparecer (Soto y Solano, 2007).

Para que esta especie pueda ser aprovechada adecuadamente es indispensable: a) regular la
colecta en campo para que el saqueo de estos ejemplares disminuya, b) llevar a cabo
campafas de educacion ambiental en zonas donde la(s) especie (s) tengan algin uso
cultural enfatizando su importancia, c)lograr métodos de propagacion tradicionales
(propagacion vegetativa por hijuelos), d) optimizar métodos de micropropagacion para
minimizar costos y tiempo en la produccion, haciendo rentable y sustentable su

aprovechamiento.

‘;_ﬁ\_ \‘/\
con inflorescencia. Fotografia tomada por Eduardo A.
Pérez Garcia.

33



En Europa y principalmente en Alemania, se cultiva B. scandens en muy pequefia escala y
las flores son utilizadas para flor cortada. En México solo se cultiva en un vivero de
orquideas: Orquideas Rio Verde, Toluca, Estado de México, en pequefa escala.

Por tal motivo es ineludible llevar a cabo una técnica eficiente que ayude a la propagacion
masiva de especies que estan vulnerables a desaparecer. Siendo el cultivo de tejidos
vegetales, una herramienta biotecnoldgica Util, pues gracias a esta tecnologia ha sido
posible propagar especies de orquideas y conservarlas con éxito, tal es el caso de Euchile
mariae (Suarez, 2006), Vanilla planifolia (Rojas, 2007) y Laelia gouldiana (Gomez, 2009).

Cultivo de Tejidos Vegetales.

El cultivo de tejidos vegetales (CTV), es una rama de la biotecnologia que permite el
establecimiento y desarrollo de células, tejidos u 6rganos in vitro, basado en el principio de
totipotencialidad celular, que indica que cualquier célula vegetal contiene una copia integra
del material genético de la planta madre sin importar su funcién, posicién o el grado de
diferenciacion con la capacidad de llevar a cabo procesos como la desdiferenciacion
(transformacion y pérdida de las caracteristicas de especializacion de un tipo celular para
dar lugar a células de tipo meristematico) y rediferenciarse para regenerar una nueva planta,
miles o millones, para ello se requiere: a) un medio de cultivo capaz de suministrar todos
los iones minerales esenciales, b) suplementos organicos: aminoécidos y vitaminas, ¢) una
fuente de carbono (principalmente sacarosa), d) reguladores del crecimiento vegetal, €)
temperatura, f) humedad, g) pH, h) luz (calidad y duracién) bajo condiciones asépticas (Ferl
y Paul, 2000; Gamborg, 2002).

Por medio de esta biotecnologia ha sido posible estudiar procesos como la
citodiferenciacion, la formacion de érganos y/o embriones somaticos (Thorpe, 1990; 2001),
la morfogénesis puede ser estudiada en forma descriptiva, fisiologica, bioquimica o
molecular. Esta capacidad para la formacion de organos, tejidos y embriones regenerados
de novo, puede ser aprovechada para regenerar nuevas plantas en forma clonal (Thorpe,
1990).

Murashige (1974; 1979), encontré que era Util destacar la secuencia de eventos asociados

con la multiplicacion de plantas in vitro de la siguiente manera:
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Etapa I. Iniciacion o establecimiento (se establece el cultivo inicial o primario).

Etapa Il. Multiplicacion celular (células en suspension, callogénesis, organogénesis,
embriogénesis).

Etapa Ill. Enraizamiento, subcultivo (para aquellas especies en las que se logré una
embriogénesis somatica) o etapa de pretrasplante; tiene como objetivo producir una planta
autotrofica que pueda sobrevivir en las condiciones del transplante al suelo

Etapa IV. Transferencia final al medio ambiente (aclimatizaciéon) (Krikorian, 1991).
Aclimatacion y aclimatizacion son términos que describen el proceso de adaptacién de un
organismo a un cambio ambiental. Aclimatacion es el proceso regulado por la naturaleza y
aclimatizacién el regulado por el hombre (Brainerd y Fuchigami, 1981). La transferencia 'y
aclimatizacién ex vitro es la Ultima fase, pero frecuentemente la mas critica e importante,
para que un sistema de micropropagacion pueda ser considerado eficiente (Kadlecek et al.,
2001). En esta etapa un numero substancial de las plantas micropropagadas no logran
sobrevivir a la transferencia en condiciones ex vitro, por lo que esta fase resulta
extremadamente importante y debe llevarse a cabo con extremos cuidados para evitar una
pérdida considerable de plantulas, ya que presentan ciertas diferencias con las plantas
producidas en invernadero o en condiciones naturales (George y Sherrington, 1984,
Hazarika, 2003).

En condiciones in vitro las plantas fijan poco CO,, debido a que la mayor parte de los
carbohidratos que necesitan para su crecimiento y desarrollo los obtienen de la sacarosa
proporcionada por el medio de cultivo, por lo que no son dependientes de su propia
fotosintesis, convirtiéndose asi en plantas mixotréficas. En algunas ocasiones los
cloroplastos no estan completamente desarrollados, los estomas tienen baja funcionalidad y
las ceras cuticulares y epicuticulares de las hojas son muy delgadas, por lo que al
cambiarlas a un ambiente mas agresivo tienen que pasar a una nutricion completamente
autotrofa, motivo por el cual un porcentaje muy alto de plantulas, no logra su
establecimiento ex vitro (Pospisilova et al., 1999). Es entonces cuando necesitan un sustrato
que les permita realizar el cambio de condiciones ambientales, de manera gradual, y
continuar el desarrollo de su sistema radicular y vegetativo para completar su

establecimiento (Thompson, 1977; citado por Salazar, 2003).
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Afos posteriores Krikorian (1991), decidié agregar una etapa inicial, antes de lo descrito
por Murashige, a la que denomind Etapa 0.

Etapa 0. Etapa inicial, que comprende la seleccion de la planta madre y la seleccion de una
modalidad de pre-tratamiento (desinfeccion del material biologico) (Krikorian, 1991). Es
necesario llevar a cabo la desinfeccion superficial del material bioldgico, para esto se
emplean distintos compuestos quimicos, actualmente es casi generalizado el empleo del
etanol y de hipoclorito de sodio (NaOCI) (Sweet y Bolton, 1979). ElI mecanismo de accion
del hipoclorito se basa en la inactivacion de las reacciones enzimaticas, de acidos nucleicos
y desnaturalizacion de proteinas de las celulas de las bacterias, compuestos vitales para
ellas. El hipoclorito de sodio al disolverse en agua produce el ion CIO™ que inmediatamente
destruye a las bacterias por oxidacion (Negroni, 2009).

Para el caso especifico de semillas individuales de orquideas se utilizan concentraciones
del 10 al 30% de hipoclorito de sodio en tiempos de exposicion de 5 a 20 min (Constabel y
Shyluk, 1994; Santos et al., 2005). Este agente desinfectante es comUnmente usado por su
efectividad y facil adquisicion (Sweet y Bolton, 1979). La sensibilidad de los explantes
utilizados varia ante las distintas concentraciones y tiempo de inmersion en el agente
desinfectante (George y Sherrington, 1984).

El CTV constituye dentro de las biotecnologias, la técnica que mayor aporte practico ha
proporcionado. Sus aplicaciones son mudltiples, van desde los estudios tedricos para la
resolucion de problemas basicos y aplicados sobre fisiologia y bioquimica vegetal, hasta la
obtencion de plantas libres de patdgenos (hongos y/o bacterias), la micropropagacion, la
conservacién de germoplasma, la produccion de metabolitos secundarios, el mejoramiento
genético mediante la inducciéon de mutaciones, seleccién in vitro y la ingenieria genética
(Thorpe, 1990; Jiménez, 1998). Posibilita el mantenimiento in vitro de los recursos
genéticos (cualquier parte reproductiva de las plantas), con una alta viabilidad y capacidad
de regeneracion, objetivos que se logran mediante la seleccion apropiada del inoculo y al
manejo de los componentes del medio de cultivo y algunos factores quimicos y fisicos
(Rubluo, 1985).

Entre las ventajas de esta tecnologia, se pueden mencionar las siguientes: a) se requiere
poco espacio para la preservacion de una gran cantidad de material, b) el germoplasma se

puede mantener libre de insectos, bacterias, hongos patdgenos y virus; lo que facilita el
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intercambio internacional de los materiales, ¢) cuando se requiere, permite una propagacion

masiva y d) los costos una vez iniciado el sistema, se abaten facilmente (Stushnoff and

Fear, 1985; Henshaw, 1975). Dentro de los grupos de plantas que se han micropropagado

en distintos jardines botanicos por medio de cultivos de tejidos se encuentran cactaceas,

orquideas, cicadas, agaves, coniferas y compuestas: entre otras, como las que se observan

en la Tabla 3.

Tabla 3. Algunas especies propagadas utilizando las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales. *RCV: Reguladores del Crecimiento Vegetal

Especie Explante Medio y Via de Referencia.
RCV* regeneracion.

Ariocarpus Tubérculos  de MS, Organogénesis 'y Moebius et al.,
kotschoubeyanus  plantas ANA y embriogénesis 2003.
(Cactaceae) germinadas in BA. somatica directa e

vitro. indirecta.
Stanhopea Semillas MS Embriogénesis Tinoco y Mata,
tigrina, cigotica 'y 2007.
Laelia anceps somatica
(Orchidaceae)
Ceratozamia Megagametofitos, Litz, Kin y Embriogénesis Chavez et
euryphyllidia, embriones 2,4-D somatica al.,1992;

cigoticos y hojas Chavez et al.,
Ceratozamia inmaduras. 1998.
mexicana
(Zamiaceae)
Agave victoriae- Segmentos de MS, BA y Organogénesis y Martinez et al.,
reginae tallo y yemas 2,4-D embriogénesis 2003.
(Agavaceae) axilares. somatica

indirecta.

Dendrobium Semillas MS Embriogénesis Shu- Fung et al.,
tosaense cigética 2004.
(Orchidaceae)
Vanilla planifolia Semillas MS Embriogénesis Menchaca et al.,
Vanilla pompona cigotica 2011.
(Orchidaceae)
Epidendrum Semillas MS Embriogénesis Tinoco y Mata,
veroscriptum, cigoticay 2007.
Cattleya x somatica
Esbetts

(Orchidaceae)
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Lycaste Semillas MS 50% Embriones Scheffknecht et

aromatica. somaticos al, 2009.
(Orchidaceae)
Solanum Discos de White’s Brotes Kikuta y
tuberosum tubérculo modificad Okazawa, 1984.
(Solanaceae) 0, zeatina

y AlA.
Aloe barbadensis  Apices de tallo MS, BA y Brotes Baksha et al.,
(Liliaceae) ANA 2005
Mangifera indica Nucelas de B5 y MS Embriones Rivera et al.,
(Anacardiaceae) semillas 2,4-D somaticos 2004

Es importante notar, que ain cuando existen muchas ventajas en CTV, también existe una
serie de desventajas, es necesaria una infraestructura especializada y costosa, se requieren
métodos especificos para obtener resultados 6ptimos de cada especie y variedad, asi como
personal capacitado. A pesar de que se pueden producir un gran numero de plantas, a veces
tienen caracteristicas indeseables (George et al., 2008).

Con el fin de que los explantes sobrevivan in vitro, éstos tienen que ser cultivados en un
medio que contiene sacarosa o alguna otra fuente de carbono, por lo que inicialmente no
son capaces de producir su propio alimento mediante la fotosintesis y tienen que someterse
a un periodo de transicion, de una condicion mixotrofica a una autotrofa antes de que sean
capaces de crecer independiente. Recientemente se han propuesto métodos que permitan la
produccion de plantas autétrofas in vitro (Kozai and Smith, 1995).

Algunas plantas, particularmente especies tropicales, contienen concentraciones elevadas
de sustancias fenolicas, y en cultivo in vitro son oxidadas cuando las células son heridas o
estan en proceso de senecer, y adquieren un color marrén o negro, en la mayoria de los
cosas, esta oxidacion inhibe la proliferacion celular (George et al., 2008)

En relacion a la estabilidad genética, se ha mencionado que es posible encontrar
anormalidades citogenéticas en plantas regeneradas por medio del cultivo de tejidos
(Nwankwo & Krikorian et al., 1983; D"Amato y Bayliss, 1985), y bajo condiciones de
almacenamiento o subcultivos continuos de multiplicacion prolongado, la probabilidad de

que estas anormalidades ocurran es mayor (Withers, 1980).
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Factores involucrados durante la morfogenesis in vitro:

Planta donadora del explante: el estado fisiologico y la edad de la planta fuente de

explantes influyen en la morfogénesis. En general mientras méas joven y menos
diferenciado esté el tejido que se va a sembrar, mejor sera la respuesta in vitro.

El explante: Como regla general, se puede admitir que las plantas jovenes son las que
proporcionan los in6culos més reactivos, ya que la totipotencialidad disminuye con la edad,
el tamafio del fragmento cultivado es muy importante; en efecto, mientras mas grande es el
indculo, mas determinantes seran los equilibrios endogenos. En contraste un inéculo
pequefio sera orientado con mayor facilidad por las sustancias que contiene el medio de
cultivo (George et al., 2008). En el caso de que se pretenda obtener plantas libres de virus,
o0 también cuando se desee realizar una propagacion clonal, los meristemos tienen una alta
probabilidad de diferenciar plantas libres de éstos (Calva y Rios, 1999; Seabrook, 1980;
Street, 1977).

Factores fisicos: La temperatura de incubacion para la propagacion de la mayoria de las

familias fluctda entre 24 y 28° C. La luz es un factor fundamental en la morfogénesis,
involucra varios componentes como son la intensidad, el fotoperiodo y la calidad.

Medio de cultivo: el éxito en el cultivo de tejidos depende de la seleccidén del medio de

cultivo, incluyendo su composicion quimica y forma fisica (Villalobos y Thorpe, 1991).
Una vez definido el objetivo perseguido con el cultivo in vitro de un determinado explante,
es necesario elegir un medio apropiado de cultivo, en el cual hay que considerar no sélo sus
componentes sino su preparacion; en general se le adicionan macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas, una fuente de carbono (sacarosa) y el agente gelificante (en
caso de medios semisdlidos), asi como sustancias reguladoras del crecimiento, y otros
compuestos (Roca y Mroginski, 1991). Murashige y Skoog, en 1962, desarrollaron un
medio nutritivo mas activo en el crecimiento, que otros medios, que contiene una alta
concentracion de sales minerales y de nitrogeno en forma de amonio y nitrato. En la
actualidad es uno de los mas usados por el amplio intervalo de especies vegetales que

crecen adecuadamente en él (Razdan, 2003).
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Reguladores de crecimiento.

Las fitohormonas y sus inhibidores son substancias producidas por las plantas y regulan su
respuesta a estimulos ambientales como luz, temperatura y humedad, ayudando de esta
manera a regular y coordinar los procesos esenciales para el desarrollo normal de las
plantas (Doerner, 2000; Crozier et al., 2000). Este tipo de substancias se pueden dividir
principalmente en auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico, etileno,
brasinoesteroides, poliaminas, acido jasmonico y el acido salicilico.

Sin embargo las auxinas y citocininas son por mucho, las méas importantes para regular el

crecimiento y morfogénesis en cultivo in vitro (George et al., 2008).

Auxinas

Son compuestos que tienen un ndcleo inddlico, éste se sintetiza a partir del aminoacido
Triptéfano por la via shikimica (Pérez et al., 1999). El efecto de las auxinas esta
estrechamente ligado al alargamiento celular, que se explica por sus efectos sobre la
celulosa-sintetasa, el aumento de la plasticidad parietal y el aumento de la absorcion de
agua. Las auxinas también tienen un efecto marcado sobre la division celular citocinesis
(George et al., 2008). Las auxinas participan en muchos procesos del desarrollo vegetal:
crecimiento, dominancia apical, enraizamiento, partenocarpia, tropismos, abscisién. Uno de
los reguladores més utilizados en la formacion de raices es el &cido naftalenacético (ANA)
debido a que no causa efectos fitotdxicos (Pierik, 1990; Salisbury and Ross, 2000).

En cultivo in vitro las auxinas son utilizadas principalmente para la diferenciacion de
raices, promover la formacion de brotes adventicios, induccion de callo y frecuentemente
organogénesis en cultivos en suspension, la adicion de auxinas exogenas al medio de
cultivo, generalmente es esencial para iniciar la formacién de embriones somaticos in vitro;
no obstante para lograr el crecimiento y desarrollo de éstos se requiere un medio libre de
auxinas, debido a que altos niveles de éstos pueden inhibir el desarrollo y crecimiento del
meristemo apical (Razdan, 2002). En funcion de otros reguladores del crecimiento
presentes en el medio, la concentracion de auxina puede cambiar el tipo de crecimiento,
alterando la programacién genética y la fisiologia de las células y/o tejido, regresandolas a
un estado de divisién y desdiferenciacion celular, para diferenciarse hacia una

organogenesis o embriogenesis (Terzi and Loschiavo, 1990).
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Salisbury y Ros (2000) afirman que las auxinas o cualquier otro tipo de fitoregulador son
fisiologicamente funcionales cuando se encuentran en pequefias cantidades, y que una alta
concentracion de estas sustancias ejerce un efecto negativo sobre las plantas porque su
exceso, en lugar de inducir una respuesta especifica por parte del tejido vegetal, produce
toxicidad en el mismo.

Las auxinas mas utilizadas son: &cido indol 3-butirico (AlIB), &cido 3-indolacético (AlA),
acido a-naftalenacético (ANA), y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), las primeras dos
son hormonas naturales es decir, sintetizadas por la planta y las siguientes dos son
hormonas sintéticas. EI AIB y el ANA son usados frecuentemente para enraizamiento. El
2,4-D es muy efectivo para la induccion de callo (Jiménez, 2005).

En cultivo in vitro, la eleccion y concentracion de auxina depende de: a) el tipo de
crecimiento y/o desarrollo requerido, b) la tasa de absorcion y transporte de la auxina en el
tejido inicial, ) la inactivacion (oxidacion y/o conjugacién) de la auxina en el medio y el
explante, d) los niveles naturales y la sintesis enddgena dentro del explante, e) la
sensibilidad del tejido a la auxina (y a otras hormonas también) y f) la interaccion, si existe,

entre las auxinas aplicadas y las enddgenas (George et al., 2008).

Citocininas

Las citocininas generalmente son derivados de la adenina, sin embargo también pueden
provenir de la fenilurea como el Thidiazuron (TDZ), estimulan la division y diferenciacion
celular que afecta a una amplia gama de procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas,
entre los que cabe citar la iniciacion del desarrollo del cloroplasto, fotosintesis, la
expansion de los cotiledones.

Algunos de los efectos fisioldgicos de la citocinina sobre las plantas 0 microorganismos son
los siguientes: activacion de la divisidn celular en algunos microorganismos, formacion de
yemas en hojas separadas de la planta y en algunos musgos, estimulacién de la formacion
de tubérculo en la papa, induccion de iniciacion del crecimiento en los tallos y ramas,
rompimiento del letargo de las yemas y semillas en muchas especies (Salisbury and Ross,
2000).

En cultivo in vitro inducen la formacién de brotes (Salisbury and Ross, 2000; Azcon- Bieto

y Talon, 2001; Martinez, 2002), poseen la propiedad especifica de provocar el crecimiento
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de cultivos de tejidos en forma de callo, y en algunas plantas si se hacen flotar secciones o
discos de hojas sobre soluciones de citocininas en la oscuridad, retrasan la pérdida de
clorofila de la hoja. De las citocininas, la més activa es la N6-(2-isopentenil) adenina; sin
embargo, las mas utilizadas en cultivo de células vegetales son la 6-bencilaminopurina
(BAP) y la kinetina (Kin) (Street, 1977; Crozier et al., 2000). En los medios para cultivo in
vitro se incorporan citocininas para promover la division celular y la induccion de yemas
adventicias en callos y drganos. Ademas se usan estos compuestos para la proliferacion de

tallos axilares por la ruptura de la dominancia apical.

Interaccion auxina- citocinina.

Skoog and Miller (1957) encontraron que la formacion de brotes puede ser inducida en
callo de Tabaco usando relativamente bajos niveles de auxina y altos niveles de citocinina
en el medio de cultivo. Desde este descubrimiento se sabe que muchos aspectos de
diferenciacion celular, organogénesis o embriogénesis en cultivo de érganos y tejidos, son
controlados por la interaccion entre las concentraciones de citocininas y auxinas.

Por tanto, el balance entre auxinas y citocininas en cultivo in vitro, suele ser determinante
para el patron de desarrollo que siga el tejido (Pérez et al.,1999), por lo que al lograr un
balance adecuado es posible alcanzar elevadas tasas de proliferacion aumentando la
efectividad del método de propagacion (Pérez, 1998) (Fig.9).

En las orquideas, en algunos trabajos, se reporta que la combinacion de auxinas como el
ANA vy el 2,4-D y citocininas como la Kin o la BAP, pueden incrementar el crecimiento,
pero los efectos de estas combinaciones pueden variar dependiendo de los reguladores de
crecimiento utilizados, sus concentraciones y las especies bajo estudio (Arditti y Ernst,
1984). El uso de reguladores de crecimiento como alternativa para el incremento de
proliferacion de brotes y/6 embriones, ha probado la influencia que ejercen diferentes dosis
de auxinas y citocininas en el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) en diferentes
géneros como Cattleya aurantiaca (Mauro et al, 1994; Torres y Mogollon, 2000; Krapiec
et al., 2003), Cymbidium aloifolium, Dendrobium aphyllum y D. moschatum (Nayak et al.,
1997), Phalaenopsis sp. (Kosir et al., 2004), Vanda spathulata (Decrose et al., 2003),

Catasetum fimbriatum (Peres et al., 2001), entre otros.
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De acuerdo con George y Sherrington (1984), las respuestas que pueden esperarse del

tejido ante el balance de auxinas y citocininas son las siguientes:

CONCENTRACION CONCENTRACION
DE AUXINAS DE CITOCININAS
ALTA Efecto de auxina + citocinina BAJA

———» Formacién de raices <——
—_ Embriogénesis —

) Formacmn_dg raices
adventicias

—>  Formacion de callo
—  Brotes adventicios

—— Proliferacién de yemas <+——
axilares
BAJA ALTA

Figura 9. Concentraciones relativas de auxinas y citocininas que generalmente son requeridas
durante la morfogénesis in vitro.

George y Sherrington (1984), mencionaron que existen dos vias diferentes para lograr la
regeneracion de plantas in vitro: la organogénesis y la embriogénesis. Estas pueden ocurrir
de manera directa a partir del explante inicial o bien indirectamente mediante la previa
formacion de callo que es un tejido parenquimatoso, indiferenciado, sin estructura, y
posteriormente se puede diferenciar hacia una estructura organizada. Ambas vias pueden
ocurrir en una misma especie y/o en diferentes partes de una planta; sin embargo es
relativamente raro que sucedan ambos fenémenos y usualmente uno u otro modelo de
reorganizacion es el que domina. Se dice que hay una tendencia a que la organogénesis o
embriogénesis ocurra segun la especie empleada, por ejemplo Mata et al. (2011) logré la
micropopagacion de brotes y PLB’s de Oncidium tigrinum, a partir de protocormos
completos, cultivados en medio MS y KC, con diferentes concentraciones hormonales, la
brotacion multiple se logro en todos los tratamientos, y la embriogenesis, sélo se dio en

algunos casos, en concentraciones que iban de 0.1 ANA con 1-2 BAP mg/I.
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Micropropagacion de orquideas.
Estructuralmente, los embriones de las orquideas carecen de endospermo. EI embrion esta

integrado por una masa de células, que son muy similares unas con otras y no es evidente
ningun tejido especializado. Las principales reservas alimenticias de las semillas estan
almacenadas en el propio embrién. Sin embargo, las semillas de las orquideas carecen de
un mecanismo metabdlico apropiado para utilizar sus propias reservas durante la
germinacién (Luna et al., 2004). Por tanto, en la naturaleza necesitan ser infestadas por un
hongo micorrizico, que produce enzimas hidroliticas (endopoligalacturonasas,
protopectinasas, celulasas y otras hidrolasas) que son capaces de romper las
macromoléculas, y de esta forma permiten que el embrion de las orquideas asimile los
nutrientes que necesita para su germinacion. Asi, Noel Bernard (1899), fue el primero en
descubrir de forma accidental que los hongos juegan un papel importante en la germinacion
de las semillas de orquidea, primero en Neotia nidus-avis y después en otras orquideas,
incluyendo Phalaenopsis (Arditti, 1992). Posteriormente, al morir Bernard, Hans Burgeff
desarroll6 un método simbidtico para la germinacion de semillas de orquideas, el cual
consistia en inocular en tubos de cultivo las semillas junto con el hongo, en un medio de
cultivo que contenia un extracto de los tubérculos de Ophrys, llamado “salep”. A pesar de
que su método no fue exitoso se utilizd por un tiempo (Stewart 1988). De tal forma, que
entre 1841 y 1921, éste fue el unico método para lograr la germinacién de las semillas de
orquideas, hasta que en 1922, Knudson analiz6 el “salep” y encontrd que éste consistia de
48% de mucilago, 27% de almidén y 5% de proteinas, algunos azlcares y minerales
solubles (Arditti, 1967). A partir de esto, Knudson demostro que era posible la germinacion
de las semillas sobre un medio de cultivo simple que contuviera minerales y azucares, sin
necesitar la presencia del hongo. La investigacion desarrollada por Knudson revolucioné el
mundo de la propagacion de las orquideas, ya que permitié que semillas de Cattleya,
Laelia, Epidendrum, y de muchas otras orquideas, pudieran germinar de manera
asimbiotica in vitro, en un medio de cultivo que denomind solucion B, el cual fue una
modificacion de la formulacion propuesta por W. Pfeffer (Arditti, 1992).

Afos mas tarde, Knudson establecié que las semillas de orquideas deben germinar en un
medio sélido, constituido por una mezcla balanceada de minerales y una fuente de sacarosa,
dando como resultado la formulacion del medio Knudson C en 1946 (Arditti, 1967). De
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esta manera, Knudson fue el primero en dar a conocer un medio exitoso para la
germinacién asimbiotica de las semillas de orquideas, el cual es ampliamente utilizado hoy
en dia, con sblo algunas pequefias modificaciones en su composicion. Sin embargo, el
medio de cultivo MS que originalmente fue disefiado para maximizar el crecimiento de
callo en tabaco, se ha observado que también favorece la germinacion y desarrollo de
diferentes especies de orquideas, debido a que es el medio de cultivo con la concentracién
mas alta de sales minerales, concentracion 136 veces mas elevada que el contenido de sales
minerales presentes en el tronco de un arbol. Ademas, éste contiene altas concentraciones
de nitrogeno en forma de amonio y nitrato (Arditti y Ernst, 1984; Razdan, 2002).

El cultivo asimbidtico in vitro tiene varias ventajas: se tienen mas posibilidades de éxito en
la germinacion de las semillas que en condiciones naturales, debido a que es posible
sustituir la accion del hongo por un medio nutritivo (germinacion asimbiotica). Ademas, la
germinacion y desarrollo tienen lugar mas rapidamente in vitro, ya que se realiza en un
ambiente acondicionado, y sin competencia con hongos y bacterias (Pierik, 1990).

La primer propagacion clonal de orquideas, por medio del cultivo de tejidos vegetales, fue
desarrollada por Gavino Rotor en 1949, quien cultivé secciones de nudos (cada uno con
una yema) de inflorescencias de Phalaenopsis, utilizando el medio Knudson C, con la
finalidad de que a partir de cada yema se pudieran formar plantas completas. Después de
14-60 dias de cultivo, logro la formacion de brotes con hojas, los cuales formaron raices
una vez formadas 2-3 hojas. Solamente 7 de las 65 yemas utilizadas como explantes
murieron durante el cultivo. De esta forma, Rotor inicié la micropropagacion de orquideas
y fue el primero en publicar un reporte cientifico de la multiplicacion clonal de una planta
superior in vitro, utilizando un medio nutritivo, explantes y condiciones asépticas (Arditti y
Krikorian, 1996).

Sin embargo, el acontecimiento que revolucioné la propagacién clonal de orquideas fue en
1960, con George Morel, quien introdujo la técnica del cultivo de meristemos como una
forma de propagacion vegetativa. Morel, intentd obtener plantas de Cymbidium libres de
virus por medio del cultivo de meristemos, para lo cual aisl6 meristemos apicales in vitro, a
partir de los cuales obtuvo cuerpos parecidos a protocormos (PLB’s) que eran
extremadamente idénticos a los que se forman después de la germinacion de la semillas,

encontrando que era posible producir de 6-8 nuevos protocormos, a partir de uno inicial en
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alrededor de seis semanas. De esta forma, Morel produjo millares de plantas en un afio, a
partir de un Unico apice (meristemo apical con algunos primordios foliares), convirtiéndose
asi el cultivo de meristemos en la primera aplicacion comercial para la propagacion
vegetativa in vitro (Pierik, 1990). Arditti (1977), empleando el mismo sistema que Morel,
reportd que a partir de una sola yema de Cymbidium es posible obtener en un afo cuatro
millones de plantas. Este método, que originalmente se desarroll6 para Cymbidium, se
modificé mas tarde y se utilizd para Cattleya y muchos otros géneros mas de orquideas. En
la actualidad, la técnica desarrollada por Morel se realiza a gran escala en todo el mundo y
ha sido aplicada exitosamente para la produccion comercial de ciertas orquideas. La
produccion de grandes cantidades de plantas de calidad, el establecimiento de nuevos
hibridos y la multiplicacion y preservacion de germoplasma son algunos de los beneficios
que han derivado de la aplicacion de esta tecnologia (Sagawa, 1991). A partir de esto, con
el paso de los afios se han desarrollado algunos otros métodos, para la propagacién de
orquideas in vitro, empleandose diferentes tipos de explantes, tales como protocormos,
meristemos de raiz, hojas, yemas, tallos, inflorescencias y rizomas, entre otros (Tabla 4).
Murashige en 1974, enumer6 22 géneros de orquideas que podian propagarse mediante el
cultivo de tejidos vegetales, mientras que, Arditti en 1977 registrd el cultivo para 35
géneros, incluyendo algunos hibridos intergenéricos (Goh, 1990). Posteriormente, Sagawa
y Kunisaki (1984), sefialaron numerosas técnicas para la propagacion clonal de orquideas, y
Arditti y Ernst en 1993, reportaron el protocolo de propagacion para 83 géneros de
orquideas, utilizando diferentes explantes como raices, hojas, inflorescencias, yemas
florales, tallos, protoplastos y meristemos, entre otros.

El cultivo de tejidos se ha venido utilizando para la produccion comercial de orquideas,
principalmente para los géneros Phalaenopsis, Oncidium, Cymbidium, Dendrobium, y
Paphiopedilum, tal es el caso de Taiwan, donde se ha visto incrementada la produccion de
orquideas del 51% en 1998 al 85% para el afio 2000 (Pan, 2007).

La productividad en la micropropagacion de muchas especies y cultivares de orquideas ha
sido base de la préspera industria mundial productora de vitroplantas (Murashige, 1974).
Sin embargo se ha observado que la tasa de multiplicacion, y con ello el rendimiento de los

cultivos, depende en gran medida de la metodologia utilizada (Murashige, 1974) Tabla 4.
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La micropropagacion de las orquideas se puede dividir en dos grupos importantes, basados
principalmente en el objetivo de trabajo y la fuente del explante: micropropagacion por
semillas, tiene ciertas ventajas: 1) a partir de su germinacioén, es posible obtener plantas
libres de patdgenos (hongos, bacterias), 2) se incrementa la diversidad genética de las
plantas formadas, puesto que cada una surge a partir de la fusion de un par de gametos
distintos, 3) es posible inducir brotacién mdultiple en un estado precoz de desarrollo, con
una tasa de multiplicacion alta, debido a su bajo grado de diferenciacion celular en un tejido
con alto grado de estabilidad genética y 4) se incrementan notoriamente los porcentajes de
germinacion en comparacion con las técnicas convenciones, con las que en ocasiones no se
logra una germinacion o el porcentaje es muy bajo debido a la dormancia de las semillas, o
a que presentan requerimientos especificos (George y Sherrington, 1984; Martinez, 1985;
Fay, 1994; Rodriguez, 2000). En condiciones naturales la germinacién de orquideas es muy
baja (alrededor del 5% del total producido en una cédpsula). La germinacion de semillas in
vitro fortifica los esfuerzos de conservacion de orquideas al ofrecer una mayor cantidad de
plantas a un menor precio, tratando de desalentar el saqueo de individuos silvestres (Kuan y
Gonzélez, 1993). A partir de esto, con el paso del tiempo se han desarrollado algunos otros
métodos, para la propagacién de orquideas in vitro, empleandose diferentes tipos de

explantes (Tabla 4).

Tabla 4. Ejemplos de orquideas cultivadas in vitro.
RCV: Reguladores del Crecimiento Vegetal

Género/ Explante. Medios de Respuesta. Objetivo Referencia.
Especie. Cultivo y
RCV
Cattleya Meristemo Vacin y Formacién  Comercial Kerbauy,
de Went, de PLB’s ** 1991
Raiz. suplementado
con 24-D vy
ANA
Cattleya Tallo. MS, Formaciéon  Conservacion Torres 'y
mossiae suplementado de Mogollon,
con BAP vy brotes* 2000.
TDZ
Laelia Protocormos MS, Formacion  Conservacion Lee et al.,
anceps y Callo suplementado de PLBs. ** 2010.
subsp. con  ANA,
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dawsonii. BAP, Kin y
AlA
Laelia MS Formacion  Conservacion Barrera, 2006
speciosa Hojas modificado,  de brotes **
jévenes. suplementado
con ANA y
2iP
Laelia Semillas, MS 50%, MS Formacion ~ Conservacion Nava et al.,
eyermaniana  Protocormos de 2011.
Protocormos
y PLB’s
Prosthechea  Hojas MS Formacion  Conservacion  Santos y
mariae jévenes suplementado de PLB’s * Alvarez,
Y conBAPy  y** 2009
protocormos. ANA
Oncidium Secciones de  MS 50%, Formacion ~ Comercial Flachsland et
bifolium laminas TDZy2-4D de brotes y al., 2006
foliares PLB S**
Tricho- Protocormos  Knudson, Formacion  Conservacion  Rangel, 1995.
centrum y éapices de 2.4-DyK. de PLB’s.*
stramineum  tallo
Phalaenopsis Hoja Vacin y Formacién  Comercial. Ishii et al.,
Went, 2,4-D dePLB’s.* 1998.
y BAP
Epidendrum  Semillas MS Protocormos Conservacion. Pedroza,
elongatum suplementado 2009
con AlA vy
BAP
Bletia Protocormos MS y KC, Formacion  Conservacion Martinez,
urbana ANAyYyBA. dePLB’s* 1991.
Dendrobium  Hojas MS, BAP Formacion ~ Comercial Martin  and
hibrido de PLB s** Madassery,
(Sonia 17 y 2006
28)
Vanilla Hojas MS, ANA y Formacion  Comercial Janarthanam
planifolia BAP de PLB's * and Seshadri,
2008.
Aerides Hojas MS, BAP Formacion  Conservacion Murthy and
maculosum de PLB's*  y Comercial.  Pyati, 2001
Lindl.

(*)= Viadirecta (**)=Via indirecta
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Lo ideal seria que todas las especies de plantas se conservaran in situ; sin embargo esto no
es viable en los casos en que quedan muy pocos o ningun individuo silvestre. Por lo tanto,
un programa combinado de conservacion in situ y ex situ es generalmente la mejor forma
de proteger especies que estan en alguna categoria de riesgo.

Aunado a esto, los métodos convencionales no cubren la intensa demanda de esta familia
de plantas. Por esto, resulta indispensable establecer estrategias eficientes para la
conservacion tanto in situ como ex situ de estas especies, en las que la presion en su
ambiente natural se incrementa diariamente (IUCN/SSC Orchid Specialist Group, 1996).
De esta forma, se puede aplicar un plan de conservacion integral que combine estudios
genéticos, de biologia reproductiva y de cultivo in vitro, que proporcione material para
efectuar su reintroduccion, aumentar las poblaciones, realizar investigaciones y desarrollar

programas educativos

2.2 JUSTIFICACION.

Barkeria scandens y B. whartoniana son especies endémicas de México, con un alto riesgo
de que sus poblaciones silvestres sean constantemente alteradas, por la destruccién de su
habitat y la colecta y comercio ilegal de ejemplares reproductivos, razones que han
conducido a que se encuentren catalogadas como especies sujetas a proteccion especial por
la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, (SEMARNAT, 2010). No
obstante esta critica situacion y su continuo saqueo y venta ilegal, no se cultivan de forma
masiva, es por eso la bldsqueda de alternativas para su propagacion y conservacion. El
cultivo in vitro ha demostrado ser una herramienta muy util para la conservacion de
especies, raras 0 amenazadas ya que permite la obtencidén de gran cantidad de plantas
disponibles, tanto para su eventual reintroduccién, como para satisfacer la demanda
comercial y disminuir en gran medida la presion de colecta ilegal de orquideas en estado
silvestre. En este sentido, las técnicas de cultivo de tejidos vegetales deben aplicarse como
una herramienta de gran utilidad para el estudio, propagacion y conservacion de estas
especies.

En esta investigacion se sugiere una estrategia de conservacién de B. scandens y B.

whartoniana, que fomente el estudio y propagacion in vitro de otras especies de orquideas
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que se encuentren en una situacion similar, con la finalidad de reducir la presion en las

poblaciones silvestres.

2.3 OBJETIVOS.

Objetivo general:

Establecer condiciones para la propagacion in vitro de Barkeria whartoniana y B. scandens.

Objetivos particulares:

Lograr la germinacidn asimbidtica de semillas de B. whartoniana in vitro.

Explorar la respuesta morfogenética de secciones longitudinales de protocormos

cultivados in vitro de B. whartoniana.

Explorar la respuesta morfogenética de secciones de hojas, tallos y raices cultivados

in vitro de B. scandens.

Determinar las concentraciones de los reguladores de crecimiento para la
regeneracion in vitro de B. whartoniana a partir de secciones longitudinales de

protocormos.

Determinar las concentraciones de los reguladores de crecimiento para la

regeneracion in vitro de B. scandens a partir de secciones de hoja, tallo y raiz.

Determinar la identidad de los regenerantes obtenidos por medio de estudios

estructurales.

Establecer las condiciones para la aclimatizacién de las plantulas generadas in

vitro.
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3. MATERIALES Y METODOS.

Material biolégico:

El material biol6gico que se utilizo fueron plantulas de B. scandens obtenidas a medio afio
de germinacion in vitro en medio MS (1962) adicionado con carbono activado 1 mg/L. Se
utilizaron dos tamarios de plantulas; con un tamafio aproximado de 1-2 cm y plantulas de
3-4 cm de altura (Fig. 10).

En el caso de B. whartoniana, se utilizdé una capsula dehiscente que fue colectada el 22 de
Junio de 2011 en el municipio de Nizanda, Oaxaca por el Dr. Eduardo A. Pérez Garcia.

La capsula fue colocada en un sobre de papel estraza y almacenada durante 15 d (dias) en

refrigeracion a 6°C hasta su utilizacion.

Desinfeccidn y siembra de las semillas de B. whartoniana.

Para determinar el total de semillas sembradas se cuantifico el namero de semillas en 10
lotes por conteo directo, estandarizando 166 semillas por cada 1 mg. Concluyendo un total
de 1660 semillas en 10 mg, sembradas en 10 frascos (1 mg/frasco).

Para la desinfeccién de las semillas, estas se colocaron en una jeringa 3 ml con una
solucion de hipoclorito de sodio (blanqueador doméstico) 30% (v/v) durante 10 minutos y
manteniendo a las semillas en agitacién constante. Bajo condiciones de asepsia, en una
campana de flujo laminar, se realizaron 3 enjuagues con agua destilada. Terminado el
proceso de desinfeccion, se sembraron las semillas in vitro en medio de cultivo con sales
inorgénicas y vitaminas del medio Murashige y Skoog (1962) (MS), 2 mg/L de glicina, 100
mg/L de inositol, 30 g/L de sacarosa (medio MS). ElI pH del medio se ajusté a 5.7
utilizando un potenciémetro y soluciones de NaOH y HCl a 0.1, 0.5 y 1N. Posteriormente
se agreg0 a los medios 3.7 g/L de gelrite. Los cultivos se incubaron a una temperatura de 25
+ 2°C, fotoperiodo 16h/8h, luz/oscuridad. EI medio fue esterilizado en un autoclave a
121°C y 1.5 Kg/cm? durante 17 min. El medio de cultivo para la induccién de B.
whartoniana y B. scandens fue medido (pH) y esterilizado de la misma manera. Para
evaluar el porcentaje de germinacion, se cuantific6 el nimero de semillas no germinadas
después de que la mayor parte de las semillas ya habian germinado, ha esta cantidad se

restd del namero inicial de semillas obteniendo el porcentaje de germinacion.
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Figura 10. a) Cépsula de B. whartoniana dehiscente. b) Semillas de B. whartoniana. c) Plantulas
de B. scandens in vitro. d) Plantula (1-2 cm) de B. scandens. e) Plantula (3-4 cm) de B. scandens.

Fase de induccion de Barkeria whartoniana.

Se ha reportado en diferentes experimentos realizados en orquideas, que el medio
Murashige y Skoog (MS) favorece la obtencion de respuestas morfogenéticas en
comparacion con otros medios de cultivo (Kishi y Takagi, 1997; Hernandez et al., 2001;
Bhadra y Hossain, 2003: citados por Baltazar, 2004; Suarez, 2006) Tablas 3 y 4. Con base
en estas observaciones se eligié el MS para realizar la fase de induccion de B. whartoniana
y B. scandens.

A partir de la germinacion de las semillas, se obtuvieron estructuras esféricas de color
verde denominadas protocormos (Fig. 11a); una vez que los protocormos presentaron una
fase de desarrollo mas avanzada, caracterizada por presentar un diametro de 5 mmy la
presencia de primordios foliares (2 mm de longitud) (Fig. 11b), fueron empleados como

explantes para inducirlos en medio con reguladores de crecimiento. Bajo condiciones
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asépticas dentro de una campana de flujo laminar, los protocormos se colocaron en una caja
de Petri para diseccionarse longitudinalmente.

Las secciones de protocormos, fueron sembradas en frascos de vidrio de 125 ml de
capacidad conteniendo 25 ml de medio. Dos medios fueron usados: 1) sales inorganicas y
vitaminas del medio Murashige y Skoog (1962) (MS), 2 mg/L de glicina, 100 mg/L de
inositol, 30 g/L de sacarosa (medio MS); y 2) el mismo medio pero con una reduccion de
las sales inorgénicas al 50%. Ambos medios fueron suplementados con antioxidantes: &cido
ascorbico y acido citrico (50 mg/L c/u), carbono activado (1g/L) y distintas concentraciones
de reguladores de crecimiento: ANA y BAP (Fig. 10d). El pH del medio se ajustd a 5.7
utilizando un potenciémetro y soluciones de NaOH y HCl a 0.1, 0.5 y 1N. Posteriormente
se agregod a los medios 3.7 g/L de gelrite. La siembra de los explantes se realiz6 colocando
la superficie del corte del explante siempre en contacto con el medio de cultivo. Los
cultivos se incubaron a una temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo 16h/8h, luz/oscuridad. El
material bioldgico se subcultivo cada 20 dds durante la fase de induccion. Se evalu6 su
crecimiento a los 30, 60, 90, 120, 150 y 180 dds de incubacidn, después de haber hecho la
siembra. Se cuantifico con ayuda de un microscopio estereoscépico el numero de
regenerantes formados en cada tratamiento, calculando la media aritmética y su desviacion
estandar al final del tiempo de induccién con reguladores del crecimiento registrandolo en
la tabla de resultados a los 180 dds.
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a) Semillas Germinadas.

'

b) Protocormos (5 mm) con primordios
foliares.

;

c) Corte longitudinal.

l

d) Siembra en medio MS y MS 50% + Induccion

con reguladores de crecimiento:
BAP (mg/L)
A 0 1 2 2.5
N 0 0/0 0/1 0/2 0/2.5
A 05| 05/0 | 0.5/1 | 0.5/2 | 0.5/2.5
(mg/L) 1 [ 10 [ 14 [ 12 | 125

2 explante/ frasco; 10 frascos/ Tratamiento

|

e) Incubacién: Temp 25 + 2°C,
Fotoperiodo: 16 h

v

f) Tiempo de induccion (incubacién): 180 dds (dias
después de la siembra).

Figura 11. Induccion de una respuesta morfogenética a partir de secciones longitudinales de
protocormos de Barkeria whartoniana, cultivadas in vitro en medio MS y MS 50%.

Fase de induccion de Barkeria scandens.

Bajo condiciones asépticas dentro de una campana de flujo laminar a partir de plantulas de
B. scandens obtenidas previamente mediante la germinacion de semilla; se seleccionaron
dos tipos: plantulas con 1-2 cm de altura (tipo A), y de 3-4 cm de altura (tipo B). Con ayuda
de una espatula se colocaron en una caja de Petri en donde se procedié a seccionarlas
obteniendo explantes de: 1) hoja (segmentos de 5 mm (tipo A) y 8 mm (tipo B), iniciando
el corte unos milimetros por arriba del apice del tallo de tal manera que el explante fuera lo
mas proximo a la base de la hoja y al apice del tallo), 2) tallo (la porcién que se escogio, fue
la parte mas proxima a la base del mismo, ya que aqui se encuentran yemas axilares o
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meristemos laterales que dan origen a nuevos brotes, éstos midieron aproximadamente 5
mm (tipo A) y 10 mm (tipo B) y 3) apices de raiz (se seleccionaron raices de
aproximadamente 5 mm (tipo A) y 8 mm (tipo B) en desarrollo y mas proximas al tallo,
tomando las porciones mas distales, es decir, los apices).

Los diferentes explantes (Fig. 12) se sembraron en frascos de vidrio de 125 ml de capacidad
con 25 ml de medio, usando los mismos medios que en la fase de induccion de B.
whartoniana. La siembra de los explantes se realiz6 colocando la superficie del corte del
explante siempre en contacto con el medio de cultivo. EI material bioldgico se subcultivo
cada 20 d durante la fase de induccion. Se evaluo su crecimiento a los 30, 60, 90, 120, 150
y 180 d de incubacion, después de haber hecho la siembra. Se cuantificé con ayuda de un
microscopio estereoscpico el nimero de regenerantes formados en cada tratamiento,
calculando la media aritmética y su desviacion estandar al final del tiempo de induccion

con reguladores del crecimiento registrandolo en la tabla de resultados a los 180 dds.
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a) Plantulas in vitro de Barkeria scandens.

Plantulas: 1-2 cm Plantulas: 3-4 cm

b) Diseccion de explantes
(Tallo, hoja y raiz)

c) Siembra en medio MS y MS 50% +

Induccion con reguladores de crecimiento:
BAP (mg/L)
1

A 0 2
N 0 0/0 | 0/1 | o2
A 0.5 | 05/0 | 0.5/1 | 0.5/2
(mg/L) [ 1 [ 10 | 11 | 12

1 explante/ frasco; 10 frascos/tratamiento

v

d) Incubacion: Temp 25 £2°C,
Fotoperiodo: 16h.

v

e) Tiempo de induccion: 180 dds.

Figura 12. Induccion de una respuesta morfogenética a partir de secciones de tallo, raiz y hoja de
Barkeria scandens, cultivados in vitro en medio MS y MS 50%.
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Anélisis estadisticos.

Para evaluar el nimero de PLB’s formados por tipo de explante de ambas especies, los
datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias (B.
whartoniana) y de tres vias (B. scandens) con la prueba de Fisher de homogeneidad de
varianzas y con un valor del 95% de intervalos de confianza, posteriormente se aplicd un
andlisis de Tukey (Statistica 8) para determinar las diferencias de medias estadisticamente
significativas obteniendo el mejor tamafio, medio y tratamiento. También se calcularon los
promedios del total de regenerantes por explante y tratamiento a los 30, 60, 90, 120, 150 y
180 dds, y el error estandar (Gnicamente a los 180 dds del periodo de cultivo in vitro). El

andlisis se realiz6 con ayuda del paquete estadistico Statistica-version 8 (2007).

Fase de desarrollo e individualizacion.

Una vez concluida la etapa de induccion (después de 180 dds de cultivo) y con la finalidad
de continuar con la respuesta generada, dentro de la Campana de flujo laminar se llevd a
cabo la individualizacion de los regenerantes de cada especie. Con ayuda de pinzas de
diseccion se tomaron las masas de material biologico y se colocaron en una caja de Petri
estéril, se individualizaron y se subcultivaron en frascos con los mismos medios empleados
en la fase de induccidn, sin reguladores de crecimiento, con el propésito de que los
regenerantes continuaran su crecimiento y desarrollo, hasta lograr la formacion de plantas

completas, esta fase se dio por concluida a los 90 dias después del periodo de induccion.

Fase de aclimatizacion.

Se realiz6 un ensayo de aclimatizacion con dos lotes de 20 plantas para cada especie,
obtenidas a partir de las secciones ensayadas, después de un periodo de 9 meses de cultivo
in vitro. Las plantas regeneradas que presentaron una talla promedio de 8-10 cm de
longitud, con 5-6 raices bien desarrolladas, de un tamafio aproximado de 6-8 cm, con 5-6
hojas que median 3-4 cm de largo y 0.5-1 cm de ancho, se extrajeron de los frascos de
cultivo con pinzas de diseccion, se enjuagaron cuidadosamente con agua destilada tibia
para eliminar los restos de medio de cultivo adheridos en las raices y asi evitar una posible

contaminacion por hongos.
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En los primeros 2 meses de aclimatizacion, las plantulas se colocaron en charolas de
plastico transparente semi-herméticas (2 lotes de 20 plantas para cada especie), en una
mezcla de peat-moss (musgo de turbera), corteza de pino y agrolita (proporcion 2:2:1 v/v),
previamente humedecida con agua destilada y esterilizada en autoclave por 21 minutos, 1.5
kg/cm? 121° C. El sustrato se colocé sobre las raices de ambas especies. En esta etapa las
plantulas se mantuvieron en el cuarto de aclimatizacion del Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales del Jardin Botanico, UNAM a una temperatura de 20£5°C, y con el
fotoperiodo natural de la Ciudad de México.

En la segunda etapa de aclimatizacion (tercer y cuarto mes) las plantulas se transfirieron a
macetas con una mezcla de peat-moss, corteza de pino, agrolita y tepojal (proporcion
1:1:1:2 v/v) y fueron llevadas al invernadero.

Los riegos en la primera etapa y segunda etapa de aclimatizacion se realizaron de manera
espaciada; cuando las plantulas de B. whartoniana y B. scandens se mantuvieron en
charolas semi-herméticas el riego se realiz6 una vez por semana; una vez ya en macetas y

expuestas en el invernadero el riego fue mas frecuente (cada 2 dias).

Analisis estructural de los regenerantes.

Se tomaron muestras de los regenerantes formados a partir de los explantes utilizados para
la regeneracion in vitro de B. scandens y B. whartoniana a partir de los 60 hasta 120 d de su
cultivo, para realizar un estudio estructural de los mismos con la finalidad de determinar la
identidad de las estructuras desarrolladas y corroborar la via morfogenética obtenida.

El procesamiento de las muestras se realizd de acuerdo al método de Sandoval (2005):

Obtencion de las muestras. Se tomaron tanto muestras de explantes de B. scandens como de

B. whartoniana, considerando aquellas que presentaran regenerantes en distintas etapas de
desarrollo.

Fijacion. Se utilizo el fijador Navashin, colocdndose las muestras en una solucion de
Navashin A y B, en proporcién 1:1 durante 24 h en agitacion constante, para después lavar
las muestras con agua corriente durante 2 h.

Deshidratacion. Se colocaron los tejidos en una serie gradual de soluciones agua-alcohol

etilico-alcohol butilico terciario (TBA), en las siguientes concentraciones 35%, 50%, 60%,
58



70%, 85%, 95%, 100 v/v y TBA absoluto, en este Gltimo se realizaron tres cambios. Las
muestras se dejaron 12 h en cada una de las concentraciones sefialadas a excepcion del
TBA absoluto, en esta solucion se dejaron 24 h.

Infiltracion. Se realizd en una mezcla de TBA absoluto y parafina en partes iguales, las
muestras se dejaron en frascos con una cantidad de TBA absoluto que las cubriera, y
posteriormente se agregaron escamas de parafina. Las muestras se colocaron en estufa a
una temperatura de 50°C, en donde se siguieron agregando escamas de parafina cada 30
min, hasta duplicar el volumen inicial. Los frascos se dejaron destapados con las muestras
dentro de la estufa para que se evaporara el TBA y se elimino la parafina restante 24 h
después. Las muestras se colocaron dentro de la estufa con parafina pura durante 48 h mas.
Inclusion. Se realiz6 en bloques de parafina pura, las muestras fueron colocadas en cajas de
papel encerado de 1-2 cm, tratando de centrarlas de manera que éstas quedaran en vista
longitudinal (en aquellas donde se apreciaba una orientacidon polar), posteriormente se
agreg6 parafina pura liquida hasta cubrirlas completamente.

Cortes estructurales. Los bloques de parafina con las muestras se adhirieron sobre cubos de

madera con la finalidad de que éstos dieran soporte. Se realizaron los cortes estructurales de
7 um de grosor con un micrétomo de rotacion American Optical 820. Se utilizé un bafio de
flotacion que se mantuvo a una temperatura de 45°C, al cual se agregd un poco de grenetina
hasta que ésta se disolvié completamente; para adherir los cortes histoldgicos obtenidos a

portaobjetos, éstos se dejaron secar durante 24 h.

Desparafinacidn. Los portaobjetos se colocaron con las secciones histoldgicas en canastillas
de metal para posteriormente introducirlas en la estufa a 60°C durante 30 min para que las
muestras se desparafinaran.

Rehidratacién. Las preparaciones se sacaron de la estufa y se colocaron durante 30 min en
una solucion de xileno puro y 20 min en una solucién de xileno-alcohol absoluto en
proporcién 1:1 v/v, para posteriormente rehidratar las preparaciones en una serie gradual de
alcoholes en orden decreciente durante 15 min en cada una de las siguientes
concentraciones: alcohol absoluto, 95%, 70%, 50%, 30% v/v vy finalmente se dejaron en
agua destilada por 10 min.

Tincion. Se realiz6 una doble tincidn con safranina O — verde rapido, dejando las muestras

en safranina durante 24 h, posteriormente se lavaron con agua destilada y se deshidrataron
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con una serie gradual de alcoholes en concentraciones de 30%, 50%, 70% y 95% v/v
durante 3 min en cada uno. Se coloco verde rapido en cada una de las muestras durante 30
min; se realizaron dos cambios de alcohol absoluto durante 2 min cada uno; se agregd
aceite de clavo durante 8 min y se enjuagé con xilol durante 3 min.

Montaje. Se agrego resina sintética sobre la muestra y se coloco un cubreobjetos sobre ésta.
Las preparaciones se dejaron secar durante 21 d en un horno a 60°C.

Limpieza, etiquetado y toma de fotomicrografias. Se limpiaron las preparaciones con ayuda

de una navaja de afeitar y un trapo de algodon, para eliminar los restos de colorante y resina
sintética. Los portaobjetos se etiquetaron con los siguientes datos: Nombre de la especie,
Familia a la que pertenece, tipo de corte, estructura, tipo de tincién, nombre del procesador
y fecha de elaboracion de la muestra. Concluido el etiquetado, se llevaron a cabo las
observaciones y toma de fotomicrografias de las muestras con un microscopio Carl-Zeiss-

Axioskop.

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Desinfeccion del Material bioldgico.

El tiempo sujeto a refrigeracion del fruto dehiscente de B. whartoniana aparentemente no
afecto la viabilidad de las semillas, en la literatura no hay registro sobre el tiempo de
viabilidad de las semillas para el género Barkeria. Martinez (1991) recomend6 sembrar las
semillas inmediatamente después de su colecta, sobre todo cuando se desconoce la duracién
del estado de latencia de las semillas y los factores para mantenerlas por un periodo de
tiempo mas largo. En cuanto al método de desinfeccidn éste resultd eficiente, debido a que
se logro establecer el cultivo in vitro, sin presentarse problemas de contaminacion.

Martinez (1985) logré establecer in vitro semillas de Bletia urbana, empleando una
solucion al 7% de hipoclorito de Calcio y dos lavados con agua destilada estéril.

Mata et al. (2011), obtuvieron resultados similares, al almacenar semillas de Oncidium
tigrinum provenientes de una capsula madura, durante 15 d en refrigeracion a una

temperatura de 5 °C antes de su uso, registrando un 100% de germinacion.
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Germinacion asimbidtica de semillas de Barkeria whartoniana.

Se logrd la germinacion asimbiotica de B. whartoniana en medio MS, registrandose un
90% de germinacion a los 60 dds. Las primeras semillas que germinaron, lo hicieron a 23-
25 dds. Se realiz6 un seguimiento y descripcion de las etapas de desarrollo durante un mes
(Fig. 13).

Durante los primeros 5 dds, se observé un cambio en las semillas, notando que éstas se
hidrataron, y la testa cambi6 de un color blanquecino a un tono translicido, evidenciando la
presencia del embrion, que tenia un color café; 8 dds se observé un hinchamiento del
embrion, éste tenia una forma globular compacta, posteriormente la coloracion del embrién
cambio de un tono café a un amarillo palido, a los 18 dds adquiri6 un color verde claro.
Posterior a este cambio de coloraciones y aumento del tamafio, el embrién rompid la testa y
emergio 5 d despues (23-25 dds), mostrando un color verde intenso. La coloracion verde
del embridn indico la presencia de clorofila y por lo tanto de cloroplastos, confirmandose la
germinacién. A los 30 dds, el embridn desarroll6 una regién apical, caracteristica por una
protuberancia a los 37 dds se desarrollaron los primordios foliares, en la region basal se
formaron rizoides, que entre los 40-50 dds desaparecieron para dar lugar a la(as) raiz(ces)
primaria(s).

En estudios in vitro de orquideas, cuando la semilla germina, emerge un embridn
(protocormo) constituido en la parte superior por células pequefias con un ndcleo
prominente formando el meristemo apical y en la parte basal existen grandes células
parenquimatosas que funcionan como un reservorio organico (Batygina et al., 2003).
Manteniendo las condiciones in vitro, el protocormo continuara su crecimiento por varias
semanas 6 meses dependiendo de la especie hasta que alcance la edad apropiada para
producir raices y hojas. La germinacion de las semillas de B. whartoniana (Fig. 13) sigue el
desarrollo descrito para otras especies de orquideas, segun Arditti (1967) y Harley (1969) y
descrito de la siguiente forma:

(b) El embrion absorbe agua a traveés de la testa, aumentando de volumen. Después se inicia
la division celular, el embridn rompe la testa. (c) A continuacion se forma una estructura de
tipo protocormo, a partir del agregado de células, y sobre aquél se puede distinguir un apice
(meristemo del vastago). (d) Luego se diferencian los 6rganos (apice del vastago en un

lado y rizoides en el opuesto), comenzando un periodo de crecimiento intenso.
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Figura 13. Etapas del desarrollo de la germinacién de B. whartoniana: a) semillas de B.
whartoniana, antes de la inoculacion, b) hidratacion de las semillas (imbibicion) y rompimiento de
la testa; a los 18 dds, c) el embrién comienza a emerger a los 25 dds, d) protocormo con rizoides
emergiendo a los 30 dds, €) y f) protocormos con sus primordios foliares y raiz inicial o ain con
rizoides, a 37 dds, g) y h) protocormos con hojas y primera raiz; 40-45 dds.

(e y f) Si el protocormo esta expuesto a la luz, adquiere el color verde y al mismo tiempo
desarrolla hojas. (g) Luego se forman las raices. (h) Por lo tanto, el protocormo y los
rizoides pierden su misién nutritiva, por lo que éstas estructuras dan lugar a lo que
constituye una plantula completa con sus primordios foliares y sus raices.

En los cultivos del presente estudio se observd este comportamiento, apreciandose una
hidratacion y aumento del tamafio de las semillas (Fig. 13). Después de 35-37 d de
iniciados los cultivos, se observé en el protocormo la formacion de hojas en la parte apical,
y en la parte basal, la aparicion de la raiz, el resultado demostré la utilidad de emplear el
medio MS para lograr una respuesta favorable en la germinacion.

Para la germinacion in vitro de orquideas diversas formulaciones de medios de cultivo
pueden ser usadas, en algunos casos, un medio simple, como KCm y algunos otros como el
MS han promovido una rapida y eficiente germinacion. Vaasa y Rosenberg (2004), De la
Cruz (2006), Suarez (2006), Mata et al. (2011) mencionan que el medio MS ha sido
utilizado con exito en un amplio nimero de especies. Pedroza (2009) obtuvo resultados

positivos en la germinacion Epidendrum elongatum en medio MS, Shu-Fung et al. (2004)
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también lograron la germinacion asimbiotica de Dendrobium tosaense en ese medio, Mata
et al. (2011), obtuvieron la germinacion in vitro de Oncidium trigrinum en el mismo medio
adicionado con carbon activado 1g/L.

La germinacion puede ser potenciada afiadiendo carbon activado que probablemente inhiba
el efecto de sustancias fendlicas o con indefinidos compuestos organicos que enriquecen al
medio con vitaminas o carbohidratos (Ichihashi, 1992; Mata- Rosas and Salazar- Rojas,
2009; Pedroza and Mican, 2006: Thompson et al., 2006; Mata et al., 2011).

En estudios de propagacion in vitro, especialmente cuando se trata de conservar especies en
peligro de extincion, las semillas son el explante mas cominmente usado y recomendado,
porque éstas tienen una gran capacidad regenerativa y son un recurso de gran diversidad
genética (Ramsay and Dixon, 2003).

Fase de induccion en Barkeria whartoniana.

La induccién en MS 50% y MS, fue la misma respecto al crecimiento y desarrollo de los
PLB’s, sin embargo fue més abundante la formacion de éstos en medio MS, razdn por la
cual se eligi6 dicho medio de cultivo para representar graficamente los cambios
morfoldgicos observados (Fig. 14).

El primer cambio perceptible fue un aumento de tamafio, y la presencia de rizoides en la
base del explante que estaba en contacto con el medio de cultivo. (Fig. 14b) A los 50 dds, la
region en donde se comenz0 a apreciarse un crecimiento celular fue hacia la parte basal del
explante; ademé&s estaba hidratado con una apariencia suculenta, de color verde-
amarillenta. Posteriormente, se observd una apariencia nodular en la base del explante
siendo evidente a partir de los 60 dds, la coloracion pasé de un verde-amarillento a un
verde intenso, cabe mencionar que en esta etapa, en algunos explantes de los diferentes
tratamientos se comenzaron a formar PLB’s; sin embargo no eran muchos, por lo que este
periodo estuvo muy marcado por la apariencia nodular del nuevo tejido. (Fig. 14d) A los
80-90 dds, los nddulos formados mostraron un cambio en su tamafio y morfologia, éstos
comenzaron a adquirir una forma redondeada, semejante a PLB"s (Protocorm Like Bodies
por sus siglas en ingles) que surgieron de manera directa del explante sin pasar por la
formacion de callo. (Fig. 14e) En esta etapa y en algunos PLB’s se pudo observar la

aparicion de un primordio foliar en la regién apical del brote, la coloracion de los PLB’s
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fue un verde claro. (Fig. 14f) A los 150 dds, era evidente el crecimiento de los PLB’s
formados, éstos se alargaron y desarrollaron mas hojas (1 a 2) con longitudes muy variables
desde 3 mm hasta 8 mm, ademas tomaron diferentes coloraciones, desde verde hasta tonos
morados-violeta, caracteristicos de la especie.

La formacion de PLB’s, fue una produccion primaria, es decir, los PLB’s registrados, una
vez concluida la etapa de expresion (150-180 dds), continuaron su desarrollo, sin
observarse una segunda generacion de PLB’s. Por lo que la etapa de expresion se dio por
concluida, cuando los PLB’s continuaron su desarrollo hacia plantulas, formando con el
paso del tiempo mas hojas y raices sin la formacion de nuevos regenerantes. Cabe
mencionar que durante la fase de induccion los PLB’s permanecieron unidos al explante;
sin embargo éstos eran facilmente disgregables del explante original, lo cual facilitd su
posterior individualizacion.

La respuesta morfogenética durante el cultivo in vitro de los explantes ensayados vario en
cuanto al numero de PLB’s formados, asi como en la velocidad de formacidn, por lo que es
posible que esta respuesta haya estado influenciada tanto por el medio de cultivo como por
la concentracion de reguladores del crecimiento (Tablas 7 y 10). La formacion de los PLB’s
fue asincrénica. La regién en la cual comenzd y ocurrié una mayor diferenciacion y
crecimiento de los PLB’s, fue hacia los bordes del explante, en la parte donde se hizo la
diseccion, siendo muy evidente la formacion de los nuevos individuos hacia la parte basal
del explante mientras que hacia la zona donde no se realiz6 ningun dafio, el explante no

mostré cambios en su morfologia (Fig. 15).

64



Figura 14. Respuesta morfogenética a partir del cultivo in vitro de secciones longitudinales de
protocormos de B. whartoniana en medio MS en combinacién con Img/L ANA'y 1 mg/L BAP. a)
Explante a los 20 dds. b) Hinchamiento del explante y presencia de rizoides a los 50 dds. ¢)
Desarrollo de nddulos en la superficie del explante a los 60 dds. d) Formacion directa de PLB’s a
partir del explante, a los 80-90 dds. e) Formacion de primordios foliares en la parte apical de los
PLB’s, mostrando PLB’s en diferentes estadios de desarrollo, a 90 dds. f) Elongacion de las
plantulas 150 dds.

Figura 15. Formacién directa y asincronica de PLB’s en Barkeria whartoniana a partir de
secciones longitudinales de protocormos cultivados in vitro en medio MS 50% en combinacion con
1/1 ANA/BAP mg/L, a) Inicio de formacién de PLB’s (masas embriogénicas) emergiendo
directamente del explante de protocormo a los 60 dds, b y ¢) Produccion de PLB’s en diferentes
etapas de desarrollo a los 80 y 90 dds. Abreviaturas: P= Explante de Protocormo, Te= Tejido
embriogénico, PLB"s= Protocorm Like Bodies.

Lo anterior, se puede explicar en parte porque hacia los bordes del explante las células mas
externas son las que estan en contacto directo con los nutrientes y reguladores de
crecimiento presentes en el medio de cultivo, en comparacion con las células de la zona

central del explante, en donde la competencia por el espacio y los nutrientes podria ser

65



mayor Yy el crecimiento y desarrollo tal vez son méas lentos. Es posible que en la zona de
corte tenga un balance apropiado de nutrientes, reguladores de crecimiento, atmoésfera y que
la poblacion de células epidérmicas y subepidérmicas junto con parenquimaéticas hayan
expresado su respuesta ante el corte. Baltazar (2004), quien cultivd mitades de protocormos
de Oncidium tigrinum, report6 la formacion de los primeros PLB’s a partir de la zona
disectada del explante que estaba en contacto directo con el medio de cultivo o bien a partir
de la regién epidérmica del mismo.

Al analizar el conjunto de los tratamientos (medio de cultivo y concentracion de
reguladores del crecimiento) después de 180 dias de induccion para la formacion de PLB’s,
se pudo establecer diferencia significativa (po > 0.001).

En la mayoria de los explantes cultivados en medio MS 50%, la respuesta fue menor (Fig.
16a, b y ¢), respecto a los cultivos en medio MS donde se observd una mayor formacion de
PLB’s por explante (Fig. 16d, e y f) Tabla 9.

Figura 16. Resultados a los 50, 80 y 120 dias de iniciados los cultivos. a, b y ¢) formacién de
PLB’s via directa en Barkeria whartoniana a partir de secciones longitudinales de protocormos
cultivadas in vitro en medio MS 50%. d, e y f) Formacion directa de PLB’s a partir de secciones
longitudinales de protocormos en medio MS en los mismos tiempos.

La Tabla 5 muestra la formacion de PLB’s en ambos medios de cultivo a los 60 dias, el
mayor nimero de PLB’s se formd en el tratamiento 1/1 en medio MS con un promedio de 5

PLB’s/ explante, las combinaciones en las cuales no se obtuvo ningln regenerante fue en el
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control (0/0) y 0.5/0 ANA/BAP mg/L en MS 50%. A este tiempo de induccion se aprecio
una mayor formacion de PLB’s en medio MS en comparacion del medio MS 50%.

A 30 dds, los explantes de protocormo en ambos medios de cultivo permanecieron con el
mismo aspecto y coloracion, por lo que no se observaron cambios morfologicos que
demostraran algun tipo de respuesta. A los 60 dds era evidente un cambio en el aspecto de
los explantes, éstos tendieron a perder color, cambiaron de un verde intenso, a un verde méas
palido, y en su periferia, justo en la region basal del explante en donde se realizo el corte
emergio tejido, posiblemente embriogénico, que a los 65 dds constituy6 a los PLB’S, éstos
se encontraban bien consolidados, y mostraron una mejor organizacion en su estructura que

los que emergieron de manera opuesta.

Tabla 5. PLB’s generados a partir de secciones longitudinales de protocormos de Barkeria
whartoniana. n=20

60 dias de cultivo

Tratamiento MS 50% MS
ANA/BAP (mg/l) ~No. Total de Promedio de No. Total de Promedio de
PLB’s PLB’s por explante. PLB’s PLB’s por explante.

0/0 0 0 6 0.3
0/1.0 20 1 20 1
0/2.0 24 1.2 30 15
0/25 19 0.95 21 1.05
0.5/0 0 0 11 0.55
0.5/1.0 21 1.05 32 1.6
0.5/2.0 41 2.05 44 2.2
0.5/2.5 13 0.65 27 1.35
1/0 8 0.4 16 0.8
1.0/1.0 54 2.7 100 5
1.0/2.0 21 1.05 51 2.55
1.0/2.5 13 0.65 32 1.6

A los 90 dds los mejores resultados se obtuvieron en el tratamiento ANA/BAP 1/1 mg/L,
con un promedio de 25.6 PLB’s en medio MS. El menor nimero de PLB’s registrados para
ambos medios se obtuvo en el control con un promedio de 0.3 y 0.65 PLB’s (Tabla 6). En
esta etapa del cultivo, muchos protocormos ya tenian bien desarrollados los primordios
foliares. Cabe mencionar que en el tratamiento 0/2.5 los PLB’s tendian a hiperhidratarse y a
formar PLB’s con una elongacién anormal, con hojas alargadas, desproporcionadas con
respecto al tamafio de la region basal, probablemente debido a una alta concentracion de

citocininas y/0 a la exposicion de luz.
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Tabla 6. PLB’s generados, a partir de secciones longitudinales de protocormos de Barkeria
whartoniana n=20

90 dias de cultivo

Tratamiento MS 50% MS

ANA/BAP (mg/l) "~ No. Total de Promedio de No. Total de Promedio de
PLB’s PLB’s por explante. PLB’s PLB’s por explante.

0/0 6 0.3 13 0.65
0/1.0 48 24 42 2.1

0/2.0 57 2.85 86 4.3

0/25 38 19 57 2.85
0.5/0 9 0.45 19 0.95
0.5/1.0 67 3.35 123 6.15
0.5/2.0 102 51 201 10.05
0.5/2.5 37 1.85 98 4.9

1/0 21 1.05 87 4.35
1.0/1.0 115 5.75 512 25.6
1.0/2.0 96 4.8 187 9.35
1.0/2.5 45 2.25 89 4.45

A los 120 dds fue aiin mas evidente el aumento de PLB"s en medio MS, que los cultivados
en MS 50%, en el tratamiento ANA/BAP 1/1 mg/L prevalecio el mayor numero de PLB’s,
con un promedio de 36 PLB’s/explante en medio MS. ElI menor nimero de PLB’s se
obtuvo en el control con un promedio de 0.5y en el tratamiento 0.5/0 con 0.7 PLB’s/
explante en medio MS 50% (Tabla 7).

Tabla 7. PLB’s generados, a partir de secciones longitudinales de protocormos de Barkeria
whartoniana n=20

120 dias de cultivo

Tratamiento MS 50% MS
ANA/BAP (mg/L) No. Total de  Promedio de No. Total de Promedio de
PLB’s PLB’s por explante. PLB’s PLB’s por explante.

0/0 10 0.5 21 1.05
0/1.0 67 3.35 89 4.45
0/2.0 81 4.05 117 5.85
0/2.5 54 2.7 84 4.2
0.5/0 14 0.7 28 1.4
0.5/1.0 121 6.05 210 10.5
0.5/2.0 215 10.75 414 20.7
0.5/2.5 132 6.6 156 7.8
1/0 44 2.2 112 5.6
1.0/1.0 300 15 720 36
1.0/2.0 207 10.35 390 19.5
1.0/2.5 99 4.95 108 5.4
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A los 150 dds la mayor formacion de PLB’s se obtuvo en 1/1 mg/L en medio MS con un
promedio de 43.25 PLB’s/ explante. EI menor numero de PLB’s se obtuvo en el control
con un promedio de 0.8y en 0.5/0 mg/L con 1.05 PLB"s/ explante en medio MS 50%. De
manera general, de acuerdo a las concentraciones de reguladores del crecimiento afiadidas
al medio de cultivo (MS 50 y MS), se observo una tendencia en la formacién de PLB’s, por
ejemplo, en el tratamiento control de ambos medios de cultivo se obtuvo una minima
formacion de PLB’s (lo que sugiere que el explante por si s6lo demuestra sus capacidades
regenerativas), en comparacion del resto de los tratamientos que contenian uno o dos

reguladores del crecimiento (Tabla 8).

Tabla 8. PLB’s generados, a partir de secciones longitudinales de protocormos de Barkeria

whartoniana en medio MS 50%. n=20
150 dias de cultivo

Tratamiento MS 50% MS
ANA/BAP (mg/L)  No. Totalde Promedio de No. Total de Promedio de

PLB’s PLB’s por explante. PLB’s PLB’s por explante.
0/0 16 0.8 32 1.6
0/1.0 86 4.3 198 9.9
0/2.0 135 6.75 201 10.05
0/2.5 75 3.75 135 6.75
0.5/0 21 1.05 43 2.15
0.5/1.0 315 15.75 328 16.4
0.5/2.0 449 22.45 549 27.45
0.5/2.5 210 10.5 217 10.85
1/0 67 3.35 221 11.05
1.0/ 1.0 508 254 865 43.25
1.0/2.0 326 16.3 540 27
1.0/2.5 139 6.95 191 9.55

Al analizar el efecto del conjunto de todos los tratamientos ensayados a 180 dds para la
formacion de PLB’s, se logré establecer diferencias significativas (po > 0.001) para cada
tratamiento ensayado (ANA/BAP).

De acuerdo con la Tabla 9 y Gréaf. 1, los tratamientos en los cuales se logré la mayor
formacion de PLB’s por explante fueron en medio MS adicionados con 1/1 y 0.5/2 mg/L
donde se indujo un promedio de 48.45 £ 0.22 y 34.75 + 0.17 PLB’s por explante
respectivamente. En el caso opuesto la menor capacidad regenerativa se obtuvo en medio
MS 50% tanto en el medio sin reguladores de crecimiento como en el medio con 0.5 mg/L

de ANA en ausencia de BAP, los PLB’s regenerados a partir de estos tratamientos tuvieron
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una apariencia similar a protocormos, sin embargo, cuando la concentracion de BAP se
encontraba en 2.5 mg/L en ausencia de ANA los PLB’s tendieron a presentar
modificaciones en su estructura morfoldgica, como un aumento del tamafio; tallos y hojas
muy alargados, e inclusive desproporcionados, ademas de que tendian a hidratarse en

exceso, Y los tejidos mostraban una coloracion verde cristalizado (hiperhidratados).

Tabla 9. PLB’s generados, a partir de secciones longitudinales de protocormos de Barkeria

whartoniana. n=20
180 dias de cultivo.
Medio Tratamiento hormonal ’ i .
No. Total de PLB’s Promedio de PLB’s
ANA/ BAP mg/l por explante * E.E.
MS 50% 0/0 24 1.2 +0.09"
0/ 1.0 117 8.9 + 0.30
0/ 2.0 297 14.9 +0.31"
0/25 149 7.5+ 0.26%
0.5/0 47 2.4+0.13™
0.5/1.0 473 23.7 £ 0.306°
0.5/2.0 601 30.1 + 0.38¢
0.5/2.5 332 16.6 + 0.25¢
1/0 137 6.9 +0.24'
1.0/1.0 618 30.9 + 0.48°
1.0/2.0 441 20.6 + 0.43f
1.02.5 287 14.4 +0.34'
MS 0/0 46 2.30 £0.16™
0/ 1.0 235 11.75 +0.20/
0/2 249 12.45 + 0.29Y
0/ 2.5 172 8.60 + 0.16%
0.5/0 67 3.35+0.15"
0.5/1.0 449 22.45+0.31°
0.5/2.0 695 34.75+0.17°
0.5/2.5 301 15.05 + 0.16"
1/0 317 15.85 + 0.10%"
1.0/1.0 969 48.45 + 0.22°
1.0/2.0 660 32.50 + 0.25°
1.02.5 241 12.05 + 0.48

Nota: Letras diferentes indican diferencia significativa (p < 0.05)
E.E. = Error Estandar.

Simultdneamente y de manera general, los resultados con los valores numéricos mas bajos
registrados, se obtuvieron cuando en el medio de cultivo: a) existié una concentracion de

ANA pero sin BAP; b) una concentracion de BAP pero sin ANA, a excepcién del
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tratamiento 0/2, donde se obtuvo un valor de 14.9 £ 1.38 en medio MS 50% y 12.45 £ 0.29
en MS, valores relativamente altos. En cuanto a apariencia se refiere, éstos presentaron una
morfologia bien desarrollada sin anormalidades, lo que pareci6 demostrar que para esta

especie el empleo de esta concentracion no alter6 estructuralmente a los PLB’s.
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Graéfica 1. Formacién de PLB’s a partir del cultivo in vitro de secciones longitudinales de
protocormos de B. whartoniana en medio MS 50% y MS, en combinacién de ANA/BAP; a
180 dds (las barras verticales denotan el error estandar).

Los resultados se asemejan a lo reportado en la literatura, reiterando que un desequilibrio
en los reguladores de crecimiento, repercutira en la formacion y produccion de PLB’s por
explante, por lo tanto; bajas concentraciones de auxinas Yy citocininas o nulas
concentraciones de auxina y muy altas concentraciones de citocinina podrian inhibir el
proceso de embriogénesis somatica, mientras que un equilibrio en las concentraciones de
reguladores del crecimiento, 0 una mayor concentracion de citocinina que de auxina,
podrian permitir la formacion de embriones somaticos.

Por otra parte, los explantes por si sélos, tienen cierta capacidad regenerativa, que se vié

reflejada en la produccion de PLB’s en el control (0/0), probablemente, y como se demostrd
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necesitan de un estimulo de reguladores de crecimiento exdgeno, para potenciar la
regeneracion de PLB’s (Tabla 9).

Los protocormos derivados de semillas de orquideas fueron un importante fuente de
explante para los propositos de este estudio, pues se sabe que las semillas son el material de
diversidad genética por excelencia que se debe de tomar en cuenta cuando se requiere
recuperar especies que se encuentran amenazadas, pues garantiza una estabilidad y
diversidad genética (Marinez, 1985).

En la presente investigacion, aun cuando se utilizd la misma técnica de cultivo, los
resultados fueron diferenciales, ya que al adicionar al medio de cultivo reguladores de
crecimiento, tanto auxinas como citocininas, parecid tener un efecto sinérgico que
promovié la produccion de PLB’s y la carencia de alguno de estos reguladores disminuyé
la respuesta final.

Se ha reportado que la interaccion de auxinas y citocininas es necesaria para inducir la
division celular y el crecimiento en el cultivo de los tejidos vegetales (Skoog y Miller,
1957; citados por Gaspar et al.,, 2003). Existen varios reportes en la literatura que
concuerdan parcialmente con los resultados obtenidos en esta investigacion: Suarez (2006):
cultivo explantes de protocormos en MS con diferentes tratamientos con reguladores de
crecimientos y obtuvé el mejor resultado en explantes apicales de protocormos en
concentracion hormonal de ANA/ BAP 1:1 mg/L con un total de 440 PLB"s y un promedio
de 11 + 9.55 por explante, no obstante para el caso de explantes basales, obtuvo un mayor
nimero en medio MS bajo la accién de 1 mg/L de BAP sin auxina, con un total de 1323
PLB’s. Por su parte Martinez (1985), quién utilizé explantes de protocormos de Bletia
urbana, obtuvo los mejores resultados en la produccion de brotes directamente del explante
sin pasar por la etapa de PLB’s al usar unicamente BAP; la mejor respuesta la obtuvo en la
concentracion de 15 puM BAP (3 mg/L de BAP), dando un total de 137 plantulas por 20
protocormos seccionados a las 20 semanas de cultivo in vitro. Baltazar (2004), reporto la
formacion de PLB’s en medio MS a partir del cultivo in vitro de protocormos enteros de
Oncidium tigrinum en los tratamientos con bajas concentraciones de ANA, sefialé que los
tratamientos que presentaron 0.1/ 1 y 0.1/0.5 mg/L de ANA/BAP se logré la mayor

formacion de PLB’s y cuando la citocinina no estuvo presente en el medio, la cantidad de
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PLB’s fue menor, demostrando en su investigacion la importancia de la interaccion entre
ANA y BAP sobre la produccion de PLB’s.

No obstante, como se muestra en la gréfica 1, el medio de cultivo fue un factor muy
importante en la produccién de PLB’s; en los explantes de B. whartoniana cultivados en
medio de MS se propicid o potencié ain mas la produccion de PLB’s que en los cultivados
en MS 50%, debido a una alta concentracion de iones (95.75 mM) entre ellos, nitrato de
amonio ((NH4)NOg) y nitrato de potasio (KNO3) (George, 1993) requeridos para procesos
fisioldgicos indispensables que propician la formacién de biomasa de novo. Arditti y Ernst
(1984) mencionan que el crecimiento in vitro en orquideas puede estar correlacionado con
la proporcion de nitrdgeno usado en el medio de cultivo.

En varios estudios, en los cuales se han empleado diversos medios de cultivo, el MS resultd
ser mejor, al favorecer la produccion de embriogénesis somatica y/u organogénesis (Bhadra
y Hossain, 2003; Geetha y Shetty, 2000; Hernandez et al., 2001; Kishi y Takagi, 1997).
Santos y Carranza (2009), lograron inducir la produccién de PLB’s a partir de callo
proveniente de protocormos de Encyclia mariae, cultivados en medio MS, Mata et al.
(2011), exploraron la respuesta regenerativa de explantes de protocormo de Oncidium
tigrinum en dos medios de cultivo; MS y KCm, interaccionando con reguladores del
crecimiento, obteniendo una mayor formacién de brotes/PLB’s en MS.

En esta investigacion, la respuesta morfogenética de protocormos no fue la excepcion, ya
que a partir de protocormos fue posible generar un gran numero de PLB’s de B.

whartoniana.

Fase de induccion Barkeria scandens.

En los explantes de hoja y tallo de B. scandens, se logro la induccion de PLB’s. En el caso
de los explantes de raiz la respuesta morfogenética fue nula.

A los 30 dds en ninguno de los explantes de B. scandens, se observaron cambios que
demostraran algun indicio de respuesta morfogenética; sin embargo la oxidacion estuvo
presente a lo largo de la fase de induccién.

A 40 dds, la oxidacién avanz6 de manera gradual, la coloracién en los explantes varid,
pasando de café casi translicido a café obscuro dependiendo del tipo de explante. Este

proceso, fue letal para aquellos explantes que en ninguna etapa mostraron cambios
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morfologicos que evidenciaran una respuesta, ni siquiera cuando éstos se pasaron a medio
sin reguladores de crecimiento. Sin embargo la oxidacion no estuvo influenciada por los
reguladores del crecimiento, ya que en todos los tratamientos incluyendo el control, los
explantes se oxidaron.

Lopez (2009) obtuvo resultados similares, en sus experimentos; menciona que los explantes
de hoja, tallo y raiz de Encyclia adenocaula cultivados en medio MS con reguladores del
crecimiento tuvieron severos dafios causados por oxidacion irreversible y se perdieron
(murieron), atn cuando estos fueron cambiados a medio fresco con carbon activado.

Los resultados de la oxidacion a 180 dds, en esta investigacion se muestran en la Grafica 2,
los explantes méas afectados fueron los de raiz con una oxidacién mayor al 70%, en hoja
existio una oxidacion menor al 50% y para tallo la oxidacién fue de 25% del nimero total
de explantes (Fig. 17). De los dos tamafios (A y B) empleados para cada explante, los mas
vulnerables a la oxidacién fueron los de tipo B.

Se sabe que la oxidacion de los tejidos 0 necrosamiento ocurre a través de la accién de las
enzimas tipo oxidasas que contienen cobre, las cuales son liberadas o sintetizadas cuando
los tejidos son dafiados. Baltazar (2004) reportd que explantes de protocormos tienden a
oxidarse debido al estrés provocado por el corte; mas que aquellos que no fueron
seccionados. De acuerdo con Roca y Mroginski (1993), la oxidacion de algunos
compuestos quimicos como taninos, fenoles y polifenoles es uno de los aspectos de méas
dificil manejo dentro del cultivo in vitro, y es causal de la inhibicion de las actividades
enzimaticas relacionadas con la sintesis de proteinas, y de la respuesta de la planta a las
diferentes hormonas y reguladores del crecimiento. Por esta razon, la oxidacion de los
tejidos vegetales cultivados bajo condiciones in vitro muchas veces lleva a la supresién
total de toda respuesta de crecimiento y desarrollo del tejido, y una posterior necrosis del

mismo.
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Grafica 2. Oxidacion de los diferentes tipos de explantes de Barkeria scandens a los 180
dias de induccion con reguladores del crecimiento vegetal.

Figura 17. Oxidacion de los diferentes explantes (tipo B) de B. scandens a los 180 dias de
induccion hormonal in vitro: a) Hoja, b) Raiz y c) Tallo

Cultivo in vitro de secciones de hoja

A lo largo del tiempo de induccidn se registré una oxidacion sin respuesta de 176 de 360
explantes (Gréaf. 2), variando el tiempo en que se presento la iniciacion de la oxidacion. De
acuerdo a Azofeifa (2009) el estrés al corte es un factor oxidativo sin embargo una vez
iniciado el crecimiento celular este problema disminuye. Zaid (1987), menciona que la
oxidacion gradual es considerada una expresion de los procesos de senescencia propios del
tejido en las condiciones de cultivo. Con base en estas observaciones, cabe la posibilidad de
que los explantes con cierto grado de oxidacion respondan a la induccion con reguladores

del crecimiento, por lo tanto se continud con el cultivo in vitro de los explantes oxidados.
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De acuerdo con el analisis estadistico, el tipo de explante que generd el mayor niumero de
PLB’s por explante, fue el A en medio MS adicionado con 0.5/ 1, razdn por la cual se eligio
dicho tipo de explante para representar graficamente los cambios morfoldgicos ocurridos,
valido para ambos explantes (A y B) a lo largo de 180 dias de iniciados los cultivos
(Fig.18). Durante los primeros 30 dias de induccion, no se noté cambio aparente en cuanto
a su morfologia. Los segmentos de hoja, tenian una coloracion verde, denotando que se
mantenian en buen estado. A los 60 dias de iniciados los cultivos, algunos explantes
mostraron sefiales de oxidacion, siendo mas severa en el control y en el tratamiento con 0/1,
donde todos los explantes tuvieron alguna porcion oxidada, principalmente en la zona de
corte. (Fig. 18a) Durante este periodo, los explantes sin oxidacion, presentaron
proliferacion celular, en la zona de corte. Esta respuesta ocurrid en varios tratamientos,
siendo mas evidente con 0.5/2 'y 1/2 mg/L.

(Fig.18c y d) A los 120 dds, los explantes que no habian mostrado signos de oxidacion,
comenzaron a oxidarse hacia la zona de la base del explante (aproximadamente una cuarta
parte del explante mostré oxidacion en el area donde se realizo el corte), la coloracion de
los explantes cambid notablemente, de un tono verde a café; sin embargo y a pesar de este
fendmeno, los explantes continuaron expresando su respuesta morfogenética de la region en
donde se comenzo a generar tejido. Los explantes que presentaron oxidacién desde los 60
dias, continuaron oxidandose, hasta esta etapa del cultivo no se observé respuesta
morfogenética. A los 180 dias de iniciados los cultivos, los explantes que presentaron
respuesta morfogenética, estaban casi en su totalidad oxidados (3/4 partes 0 mas), sin
embargo la respuesta ya se habia potenciado, pues desde los 120 dias de cultivo existié un
crecimiento celular muy acelerado, que durante los siguientes 30 dias, llevé a la
proliferacion de una gran cantidad de PLB’s, dependiendo del tratamiento con reguladores
del crecimiento. A este tiempo, la region en la cual comenzd a darse una mayor
diferenciacion y crecimiento de PLB’s, fue hacia el borde del explante, justo donde se
realizé el corte (region basal de la hoja), mientras que en el lado opuesto (region apical de
la hoja), permanecio igual. Es posible que la respuesta haya sido de células epidérmicas (o
subepidérmicas), que expresaron su capacidad totipotencial debido en parte a los

reguladores de crecimiento.
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(Fig. 18f) En esta etapa del cultivo (120-180 dds), la formacion de PLB’s habia aumentado
considerablemente, y éstos se encontraban en diferentes estadios de desarrollo, encontrado
desde masas embrionarias semiesfericas o esféricas en su totalidad, hasta PLB’s
conformados con sus respectivos primordios foliares, que después del periodo de
induccion, continuaron su desarrollo hacia plantulas. Las capacidades regenerativas de los
explantes de hoja se lograron potenciar por la adicién de reguladores de crecimiento vegetal

al medio lo que sugirio su empleo para la formacién de PLB’s.

Figura 18. Respuesta morfogenética a partir del cultivo in vitro de secciones de hojas de plantulas
tipo A (1-2 cm) de B.scandens en medio MS con la adicién de 0.5 mg/l de ANA con 2 mg/l de
BAP. a) Hinchamiento del explante en la zona donde se realizé el corte; a los 60 dias de cultivo. b)
Desarrollo de nddulos en la superficie del explante, 90 dds. ¢ y d) Formacion directa de PLB’s a
partir del explante a los 120 dds. e€) Formacion de primordios foliares en la parte apical de los
PLB’s a los 150 dds. F) Crecimiento de los PLB’s y desarrollo de mas hojas, a los 180 dias de
induccion hormonal.
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A los 30 dds, los segmentos de hoja mostraron una coloracion verde. Durante este periodo
no se presentd crecimiento o formacion de alguna estructura que hiciera evidente la
morfogénesis. A 60 dds en los explantes tipo A, la mayor parte de los explantes
comenzaron a oxidarse hacia la region donde se realizé el corte, siendo mas evidente la
oxidacion en el control y en el tratamiento 0/1 mg/L, en donde todos los explantes
mostraron una ligera oxidacion (una quinta parte del total del explante). Los explantes que
no mostraron algin dafio (oxidacion o necrosis) se mantenian verdes, observandose
hidratados, y en la parte donde se realiz6 el corte se aprecio un crecimiento celular, de color
verde intenso y apariencia vigorosa. A pesar de que esta etapa del cultivo estuvo
caracterizada por el crecimiento celular (hinchamiento del explante), se observaron algunos
PLB’s en desarrollo; el mayor nimero de PLB’s se formo en el tratamiento 0.5/ 2 mg/L en
medio MS 50% y MS, obteniendo un promedio de 3.4 y 2.8 PLB’s por explante
respectivamente, en esta etapa del cultivo, los explantes cultivados en MS 50%
respondieron mejor, que los cultivados en MS en la misma concentracion de reguladores
del crecimiento (1/1 mgL), reflejado en una mayor produccion de PLB’s. El segundo mejor
tratamiento respecto al numero de PLB’s formados fue 1/2 mg/L, donde se desarrollaron en
promedio 2.6 PLB’s por explante en MS y 2.1 PLB’s por explante en MS 50%. Por otro
lado los tratamientos en los que no se obtuvieron PLB’s fueron: el control y 0/1mg/L, en
ambos medios de cultivo; en ausencia de ambos reguladores de crecimiento o la carencia de
uno de ellos no se generd el estimulo correspondiente y la respuesta fue nula 0 minima
(Tabla 10).

Los explantes de hoja tipo B de B. scandens, cultivados en MS 50% y MS, bajo una
induccion hormonal respondieron al estimulo ejercido de manera mucho mas lenta, esto se
vio reflejado en el pausado desarrollo y crecimiento de los PLB’s generados, a comparacion
de los explantes tipo A, que respondieron mas rapido. Durante los primeros 30 dds los
explantes de hoja B mostraron una oxidacion muy marcada, que a los 60 dds alcanz6 un
total de 60 explantes oxidados sin respuesta, con una oxidacion cercana al 50% del total del
area de cada explante, siendo mas afectada la zona de corte, este evento no hizo observable
alguna respuesta morfogenética. Sin embargo en los explantes restantes, a partir de los 60
dias de cultivo se comenzaron a observar cambios morfoldgicos en la parte donde se realizo6

el corte, comenzé a desarrollarse una masa celular del mismo color del explante (verde
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intenso), sin embargo esta respuesta fue minima, en esta etapa apenas comenzaban a

desarrollarse algunos PLB’s (Tabla 10)

Tabla 10. PLB’s generados a partir de secciones de hojas de plantulas tipo Ay B a los 60
dds. n=10

MS 50% MS
: Explantes N° Promedio Explantes N° Promedio
Tamafio Zﬁi/néﬁzéo oxidados: sin total de PLB’s oxidados: sin total de PLB’s
(mg/L) respuesta / con de por respuesta / con de por
respuesta PLB’s  explante respuesta PLB’s  explante
A 0/0 10/0 0 0 10/0 0 0
(1-2cm) 0/1 10/0 0 0 10/0 0 0
0/2 2/0 13 1.3 1/0 15 15
0.5/0 2/0 2 0.2 1/0 9 0.9
0.5/1 0 15 15 0 14 14
0.5/2 0 34 3.4 0 28 2.8
1/0 1/0 8 0.8 1/0 10 1.0
1/1 1/0 11 11 0 19 19
1/2 0 21 2.1 0 26 2.6
B 0/0 10/0 0 0 10 0 0
(1-2cm) 0/1 10/0 0 0 10 0 0
0/2 3/0 3 0.3 2/0 7 0.7
0.5/0 2/0 2 0.2 1/0 2 0.2
0.5/1 1/0 3 0.3 0 8 0.8
0.5/2 1/0 14 14 1/0 13 13
1/0 3/0 1 0.1 2/0 2 0.2
11 1/0 7 0.7 1/0 10 1
1/2 1/0 5 0.5 1/0 11 1.1

A los 120 dias de iniciados los cultivos, todos los explantes A mostraron algin grado de
oxidacion, sin embargo a pesar de este evento, 56 % de los explantes (101) evidenciaron la
formacion de tejido celular y PLB’s, que se vio reflejada en el namero de PLB’s generados,
pese a la oxidacion, ésta no fue muy relevante, porque los explantes ya habian mostrado sus
capacidades regenerativas y por lo tanto los PLB’s formados ya no se nutrian directamente
del explante, sino del medio de cultivo. En cuanto a produccién de PLB’s, los mejores 3
resultados se obtuvieron con 0.5/2 mg/L, con un promedio de 8.8 y 16.6 PLB"s por
explante en MS 50% y MS respectivamente, y un promedio de 11.8 PLB’s por explante en
el tratamiento 1/2mg/L en MS. Los tratamientos que generaron muy pocos PLB’s fueron:
ANA 0.5 mg/L en ausencia de BAP, y también en presencia de BAP 2 mg/L, en ausencia
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de ANA (Tabla 11). La coloracion de los explantes oxidados sin respuesta fue de verde-
amarillento a café en la zona de corte. Los tratamientos con una oxidacion mayor fueron:
0/0, 0/1, 0.5/0 y 0.5/1 mg/L.

En los explantes tipo B, la oxidacion también se manifestd en todos los explantes, sin
embargo fue mayor que la observada en los explantes tipo A, el 62 % (121) de los explantes
no respondieron al efecto del medio ni de los reguladores del crecimiento. En la mayoria de
los explantes restantes (59), mostraron una alta proliferacion de PLB’s en diferentes
estadios de desarrollo: desde masas embriogénicas a PLB’s bien constituidos con
primordios foliares. Los mejores 3 resultados por explante se obtuvieron con: 0.5/2 con un
promedio de 4.5y 7.8 PLB’s en MS 50% y MS respectivamente, y un promedio de 5.8
PLB’s en el tratamiento con 1/2 ANA/BAP mg/L en medio MS. Por otra parte los
tratamientos que generaron pocos PLB’s fueron ANA (0.5 mg/L) en ausencia de BAP, y
BAP (2 mg/L), en ausencia de ANA (Tabla 11).

Tabla 11. PLB’s generados a partir de secciones de hojas de plantulas tipo A y B los 120
dds. n=10

MS 50% MS
Tamafio Tratamiento Exp_alantes N° total  Promedio Exp_alantes N°total Promedio
ANA/BAP oxidados de de PLB’s oxidados de de PLB’s
(mg/L) Sinrespuesta/  PLB’s por Sinrespuesta/ PLB’s por
con respuesta explante  con respuesta explante
A 0/0 10/0 0 0 10/0 0 0
(1-2cm) 0/1 10/0 0 0 10/0 0 0
0/2 3/7 36 3.6 2/8 41 4.1
0.5/0 5/5 12 1.2 4/6 24 24
0.5/1 5/5 31 3.1 3/7 53 5.3
0.5/2 3/7 88 8.8 0/10 166 16.6
1/0 4/6 15 15 3/7 19 19
1/1 3/7 37 3.7 2/8 76 7.6
1/2 1/9 59 5.9 1/9 118 11.8
B 0/0 10/0 0 0 10/0 0 0
(1-2cm) 0/1 10/0 0 0 10/0 0 0
0/2 7/3 14 1.4 6/4 2.2 22
0.5/0 7/3 7 0.7 6/4 0.8 8
0.5/1 5/5 16 1.6 4/6 3.3 33
0.5/2 6/4 45 45 4/6 7.8 78
1/0 6/4 6 0.6 7/3 1.7 17
11 7/3 23 2.3 6/4 45 45
1/2 5/5 27 2.7 5/5 5.8 58
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A 180 dds en explantes A, los mejores resultados se obtuvieron en el tratamiento 0.5/2
mg/L en medio MS, con un promedio de 18.1+ 1.16 PLB’s, seguido del tratamiento 1/2
con un promedio 13 + 1.01 PLB’s en el mismo medio. La combinacion en la cual se obtuvo
la menor cantidad de PLB’s fue con 0.5 mg/L de ANA en ausencia de BAP con un
promedio de 3%+ 0.88 PLB’s. En los explantes cultivados en MS 50% los mejores
tratamientos fueron con 0.5/2 y 1/ 2 ANA/BAP mg/L con la formacion de 11.2 £ 2.50y 7.6
+ 2.15 PLB’s por explante respectivamente. El tratamiento donde se obtuvo la menor
regeneracion fue con 0.5/0 mg/L de ANA/BAP con un promedio de 1.8 + 0.92 PLB’s
(Tabla 12). En los explantes tipo B los mejores resultados se obtuvieron en el tratamiento
0.5/2 ANA/BAP mg/L, con un promedio de 8.1 + 0.50 y 1/2 mg/L con 7.1 £ 0.23 PLB’s
por explante en MS y MS 50% respectivamente. Los tratamientos que no generaron
respuesta morfogenética fueron; en el control (0/0) y en 0/1 ANA/BAP mg/L, en los
explantes cultivados en MS 50% y MS (Tabla 12).

Tabla 12. PLB’s generados a partir de secciones de hojas de plantulas tipo A y B en medio
MS50% y MS, a los 180 dds. n=10 =+ E.E. = Error estandar.

) _ MS 50% MS
Tamafo  Tratamient Explantes Ne total  Promedio Explantes Ne° total  Promedio
0 ANA/BAP oxidados de de PLB’s oxidados de de PLB’s
(mg/L) Sinrespuesta/ PLB’s +EE Sinrespuesta/ PLB’s +E.E
con respuesta por con respuesta por
explante explante
A 0/0 10/0 0 0 10/0 0 0
(1-2cm)  0/1 10/0 0 0 10/0 0 0
0/2 2/8 40 4+£1.37 1/9 50 5+1.16
0.5/0 5/5 18 1.8+0.92 37 30 3+0.88
0.5/1 4/6 a7 4.7 +1.59 2/8 61 6.1+0.37
0.5/2 3/7 112 11.2+250 0/10 181 18.1+1.16
1/0 2/8 20 2+0.68 2/8 32 3.2+£0.61
1/1 1/9 46 4.6+£1.07 0/10 86 8.6 £1.00
1/2 1/9 76 7.6+215 0/10 130 13+1.01
B 0/0 10/0 0 0 10/0 0 0
(1-2cm) 0/1 10/0 0 0 10/0 0 0
0/2 6/4 21 2.1+0.72 6/4 30 3+0.73
0.5/0 5/5 9 0.9+£0.90 5/5 10 1+042
0.5/1 5/5 21 2.1+0.87 4/6 43 43+1.46
0.5/2 5/5 52 5.2+1.17 317 81 8.1+0.50
1/0 6/4 10 1+051 6/4 2 2+057
1/1 5/5 30 3+1.01 4/4 59 5.9+ 0.52
1/2 5/5 32 3.2+0.89 4/6 71 7.1+0.23
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Al analizar el efecto de la interaccion entre los reguladores de crecimiento ensayados
(ANA y BAP), sobre la formacién de PLB’s a partir de las secciones de hojas de plantulas
tipo A y B cultivadas en medio MS 50 % y MS, el ANOVA arroj6 diferencias
significativas (p<0.00000) para cada una de las variables y las interacciones: medio*
tratamiento y tamafo* tratamiento. Mediante la prueba de Tukey se evalud el grado de

diferencias de las interacciones (Tablas 13 y 14).

Tabla 13. PLB’s generados a partir de secciones de hojas de tipo A y B con diferentes
concentraciones de ANA y BAP a 180 dds. n=10 * E.E. = Error estandar.

Tratamientos

Tamafio Concentracion Promedio de PLB’s Prueba de Tukey (DSH)
hormonal por explante + D.S

A 0/0 0 f
0/1 0 f

0/2 4,50 +0.88 cde

0.5/0 2.40+£0.63 def

0.5/1 5.40£0.81 cd

0.5/2 14.65 + 1.56 a

1/0 2.60 £ 0.46 def

1/1 6.60 £ 0.85 c

1/2 10.30+1.31 b
B 0/0 0 f
0/1 0 f

0/2 2.55+0.51 def
0.5/0 0.95+0.28 f

0.5/1 3.20+0.86 def

0.5/2 6.65+0.70 c

1/0 1.50 £0.39 ef

1/1 445 +0.64 cde

1/2 5.15+0.63 cd

Las letras en la prueba de Tukey denotan el grado de significancia, con un orden
descendente siendo a, el valor mas significativo.
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En los explantes tipo A se observo una oxidacion sin respuesta menor al 50% (66 explantes
de 180) obteniéndose una mejor respuesta a la induccién en los diferentes tratamientos,
dado que en éstos hubo una mayor supervivencia pese a la oxidacion (Gréf. 2), asi como la
formacion de un mayor numero de PLB’s por explante, mientras que en los explantes tipo
B, la oxidacion y necrosis sin respuesta fue mayor, por lo que el 50% de los explantes
murieron (110 explantes oxidados de 180) sin obtener respuesta alguna a 180 dds.

De manera general, comparando los tipos de explantes, independiente del medio de cultivo
o0 las concentraciones hormonales, las secciones de hoja A respondieron mejor, generando
un total de 929 PLB’s con un promedio de 5.16 PLB’s por explante, mientras que las
secciones de hoja B, regeneraron un total de 489 PLB"s con un promedio de 2.71 PLB’s
por explante, estos primeros resultados demostraron la importancia de utilizar explantes de

cierto tamafio.
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Graéfica 3. Formacion de PLB’s a partir del cultivo in vitro de secciones de hoja tipo A 'y B de B.
scandens al interaccionar con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento ANA/BAP
mg/L (las barras verticales denotan el error estandar).

Promedio de PLB’s por explante
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El haber utilizado explantes provenientes de plantulas con un tamafio aproximado de 1 6 2
cm de B. scandens, demostro ventajas regenerativas en comparacion con aquellos explantes
provenientes de plantulas de un tamafio superior a 2 cm, y a pesar de que la diferencia en
tamafo pudo parecer poco, en esta investigacion se delimitaron tamafios que resultaron mas
convenientes en B. scandens, para generar un mayor numero de PLB’s.

Respecto al medio de cultivo, se observo que la mayor produccion de PLB’s se obtuvo
cuando éstos se cultivaron en medio MS; después de 60 dias de induccion hasta la Gltima
toma de datos realizados, con un total de 570 PLB"s y un promedio de 6.33, un total de 314
PLB’s con un promedio de 3.48 PLB’s, para explantes A y B respectivamente, mientras
que para el caso de los explantes cultivados en MS 50% éstos respondieron con un menor
namero de regenerantes, con un total de 359 y un promedio de 3.98 PLB’s por explante
para secciones de tamafio A y un total de 175 con un promedio de 1.94, para secciones de
tamafo B. Estos resultados probablemente se obtuvieron porque los explantes requirieron
de una alta concentracion de nutrientes para llevar a cabo funciones bésicas y necesarias
como; recuperarse del estrés al cual fueron sometidos, comenzar a absorber nutrientes para
amortiguar el dafio y posteriormente comenzar el proceso de desdiferenciacion, y lograr el
proceso de morfogénesis. Ademas de que B. scandens, es un especie tanto rupicola como
epifita, y en condiciones naturales posiblemente sus requerimientos y demandas de
nutrientes pueden ser elevados, y en condiciones in vitro, esto podria corroborarse, debido a
que los explantes respondieron mejor en un medio rico en nutrientes.

Finalmente en cuanto a los tratamientos con reguladores del crecimiento, se pudo establecer
diferencia significativa entre los tratamientos. En las graficas 3 y 4, se muestran los
resultados obtenidos a 180 dias de induccién con reguladores del crecimiento. En ambos
tipos de explantes (tipo A y B), los mejores resultados se obtuvieron en medio con 0.5 /2,
seguido de 1/ 2 mg/L ANA/BAP (Fig.19).
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Tabla 14. Promedio de PLB’s obtenidos a partir del cultivo in vitro de secciones de hoja de
B. scandens en medio MS 50% y MS, adicionado con diferentes concentraciones de ANA 'y
BAP a 180 dds.

Tratamientos

Medio Concentracion Promedio de PLB’s Prueba de Tukey (DSH)
hormonal por explante + E.E
MS 0/0 0 h
0/1 0 h
0/2 4+0.70 defg
0.5/0 2+0.52 fgh
0.5/1 520%0.76 cdef
0.5/2 13.10+1.30 a
1/0 2.60+0.43 efgh
1/1 7.25+0.63 bcd
12 10.05+0.84 ab
MS 50% 0/0 0 h
0/1 0 h
0/2 3.05+0.78 efgh
0.5/0 1.35+0.63 gh
0.5/1 3.40+0.95 efg
0.5/2 8.20+1.51 bc
1/0 150 +0.43 gh
1/1 3.80+0.74 efg
1/2 540+1.24 cde

Las letras en la prueba de Tukey denotan el grado de significancia, con un orden
descendente siendo a, el valor més significativo.

Cabe mencionar que hubo tratamientos en los cuales ningun explante sobrevivid, tal es el
caso del tratamiento O/Img/L y el control, donde los explantes murieron sin presentar
alguna respuesta morfogenética, probablemente por la carencia de ANA, para el
tratamiento 0/1 quiza la concentracion de BAP no fue suficiente y como se observa en las
gréficas 3 y 4, al aumentar la concentracion de citocinina, (tratamiento 0/2 mg/L), se

generaron pocos PLB’s en comparacion con los demas tratamientos.
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Gréfica 4. Formacién de PLB’s a partir del cultivo in vitro de secciones de hoja de B.
scandens en medio de cultivo MS 50% y MS interaccionando con diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento ANA/BAP mg/L (las barras verticales
denotan el error estandar).

Estos resultados se asemejan parcialmente a lo encontrado por Fu (1978; 1979), quién
reportd que explantes de hoja de Dendrobiumy tokai x D. undulatum, cultivados en medio
sin reguladores de crecimiento fueron lentos en la formacion de nuevas plantas ya que cada
segmento dio lugar a la formacion de una planta solamente.

En los tratamientos 0.5/0 y 1/0 mg/L ANA/BAP, también se generd una respuesta
morfogenética, esto pudo deberse a la interaccion de las hormonas (auxinas/citocininas) con
las auxinas exdgenas; sin embargo, el nimero de regenerantes fue minimo a comparacion
de los tratamientos donde se obtuvo una mayor cantidad de PLB’s. En el resto de los
tratamientos se observd de manera general, que la formacion de PLB’s se incremento
cuando en el medio de cultivo se encontrd presente una mayor concentracion de BAP con
respecto a la concentracion de ANA, mientras que en los tratamientos en los cuales no
estuvo presente la citocinina o la auxina, se obtuvieron los valores mas bajos respecto al
namero de PLB’s por explante. Por lo tanto, tal parece que la funcion de ANA y de BAP
por si solas, no jugo un papel preponderante en la formacion de PLB’s, y la interaccion de
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ambos reguladores del crecimiento es crucial para lograr una mayor produccion de PLB’s
(Gréf. 3). En la presente investigacion haber empleo secciones foliares de B. scandens fue
util debido a que se logrd la regeneracion de nuevos individuos lo que demostré su
potencial para ser usado en la propagacion y mas aun cuando se carece de semillas (como
fue el caso de esta especie), pues expresd sus capacidades totipotenciales bajo una
induccién con reguladores del crecimiento. En la literatura el cultivo in vitro de hojas o
secciones de laminas foliares es actualmente utilizado para micropropagar orquideas
monopodicas como Phalaenopsis y Vanda (Tisserat and Jones, 1999; Seeni et al., 2000), y
especies como Acampe praemorsa (Nayak et al., 1997) o Spathoglottis plicata (Teng et al.,
1997).

La utilizacion de hojas de B. scandens para generar plantas a través de PLB’s de manera
directa fue posible, en la literatura esta via morfogenética también ha sido reportada para el
hibrido de Oncidium Gower Ransey (Chen et al., 1999).

La formacion de PLB’s en B. scandens a partir de secciones de hoja ocurrio en la parte
donde se realizo la herida, en la parte basal del explante (base de la hoja), probablemente en
la periferia del tejido, a partir de células epidérmicas o subepidérmicas, este resultado
concuerda con lo reportado por Flachsland et al. (2006), quienes observaron la formacién
de PLB’s, a partir de la epidermis de hojas de Oncidium bifolium sims. Por su parte Chen et
al. (1999), a partir del cultivo de hojas de O. Grower Ramsey, también observaron la
formacion de agregados de PLB’s de manera directa, a partir de células epidérmicas y de
las heridas superficiales del explante. Asi mismo esto concuerda con lo reportado por
Nayak et al. (1997) para la orquidea Acampe praemorsa, donde se evalud la brotacién en
segmentos de hojas, tanto la parte distal, como la parte proximal al pseudobulbo, y se
observo gue la porcion basal de la hoja, es la parte del explante de hoja, que tiene un mayor
potencial morfogenético para generar brotes.

Los PLB’s generados de las secciones de hoja de B. scandens, sélo se restringian a la zona
donde se realiz6 el estrés (corte), es decir en la region basal, en la parte apical no se logro la
regeneracion de nuevos PLB’s, Murthy y Pyati (2001) en Aerides maculosum, también
regeneraron PLB’s Unicamente en la parte basal de la hoja y no en apice o en la superficie
del explante de hoja, los estudios anatomicos revelaron que la diferenciacién empezé a

partir de células subepidérmicas.
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Figura 19. Respuesta morfogenética a partir del cultivo in vitro de secciones de hojas de plantulas
tipo A(a.l,a.2,a.3ya4)ytipoB (b.1, b.2, b.3y b.4) de B. scandens en medio MS con reguladores
de crecimiento (0.5/2). a.1 y b.1) Hinchamiento del explante en la zona donde se realizo el corte, a
los 60 dias de iniciados los cultivos; a.2 y b.2) Desarrollo de nédulos en la superficie del explante a
los 90 dias de iniciados los cultivos; a.3 y b.3) Formacion directa de PLB’s a partir del explante a
los 120 dias de iniciados los cultivos; a.4 y b.4) Elongacion de primordios foliares en la parte apical
de los PLB’s y elongacion de los PLB’s a los 180 dias de induccién hormonal.
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Es frecuente encontrar reportes de micropropagacion donde se menciona y/6 sugiere que la
base de la hoja es generalmente una zona meristematica en las monocotiledéneas y en
aislamiento y cultivo puede diferenciarse hacia plantulas (Murthy y Pyati, 2001).

Sin embargo a pesar de lo reportado en esta investigacion y en los trabajos antes
mencionados, también existen reportes en donde la regeneracion no fue a partir de la region
basal de la hoja; Churchill et al. (1973) obtuvieron PLB’s sin mediacion de callo, a partir de
la parte superior (apical) de la hoja del hibrido Laeliocattleya. Chen et al. (1999), también
regeneraron PLB’s a partir de apice de hoja del hibrido Oncidium Grower Ransey y Chen y
Chang (2001) regeneraron en mayor porcentaje PLB’s en la parte apical de la hoja del
hibrido antes mencionado. La diferencia en la zona donde se regeneran PLB’s o brotes en
explante de hoja, puede deberse a la especie bajo estudio (Churchill et al., 1973).

Los resultados obtenidos en la presente investigacién en cuanto a las concentraciones de
reguladores de crecimiento se asemejan parcialmente a lo existente en la literatura para
distintos géneros de orquideas. En la presente investigacién la mayor formacion de PLB’s
se presentd principalmente con concentraciones mayores de BAP que de ANA (0.5/2 mg/L
ANA/BAP), estos resultados concuerdan con los reportados por Pierik y Steegmans
(1972), mencionando que altas concentraciones de bencilaminopurina (10° y 10° M)
favorecen la formacion de PLB’s y plantulas de Cattleya aurantica, mientras que a bajas
concentraciones de BAP, las plantulas no producen PLB’s o brotes adventicios. Es
frecuente encontrar en literatura del cultivo in vitro de orquideas el uso de bajas
concentraciones de citocininas con muy bajas o nulas concentraciones de auxinas, Mauro et
al. (1994) sugieren utilizar altas concentraciones de BAP y bajas concentraciones de ANA
para lograr la formacion de un gran nimero de brotes y PLB’s en Cattleya aurantica en
medio MS.

La nula respuesta que se presentd en el control y en el medio que contenia solamente BAP,
para B. scandens, pudo ser influenciada por el tipo de citocinina que se utilizo; se ha
reportado la induccion de morfogénesis in vitro de varias especies de orquideas (Chen et
al., 2004; Tinoco, 2006) utilizando TDZ. Ademas del tipo de citocinina que se elija también
intervienen otros factores, como la especie a estudiar, ya que cada una responde de manera
diferente a los reguladores del crecimiento, ademas de tener necesidades y requerimientos

particulares (Thorpe, 1998), como lo mencionado por Chen et al. (2004), para los dos
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hibridos de Paphiopedilum que estudiaron, y enfatizar que la capacidad regenerativa de los
explantes varia con el genotipo estudiado, ademaés el tipo de explante afecta de manera
notoria la respuesta en la formacion de brotes o embriones somaticos.

La interaccion de ANA y BAP para lograr la formacion de PLB’s en esta investigacion,
gener0 porcentajes elevados de multiplicacion, esto indic6 que la interaccion de
auxina/citocinina estimuld la morfogénesis. En el cultivo in vitro la combinacién en un
balance adecuado de auxina/citocinina, se ha reportado para controlar los procesos de
morfogénesis. Skoog y Miller (1957), demostraron que el balance adecuado de reguladores
de crecimiento coordina la morfogénesis in vitro (George y Sherrington, 1984; Nordstréom
et al., 2004), Chen et al. (1999), en el hibrido Oncidium Grower Ramsey, obtuvieron
PLB’s, mediante la adicién de TDZ y 2,4-D, determinando que las concentraciones 6ptimas
iban de 0.1-1 mg/L TDZ sin la presencia de 2,4-D. En Phalaenopsis amabilis se
regeneraron embriones somaticos con la adicion de ANA y TDZ, con un 6ptimo de 3 mg/L
TDZ, seguido de 0.1/3 y 1/3 mg/L ANA/TDZ (Chen y Chang, 2006), que son
concentraciones similares a las obtenidas en el presente estudio con 0.5/2.

Estos resultados también coinciden con los cultivos de hojas en hibridos de Phalaenopsis,
donde se generd un gran numero de PLB’s con el suplemento de 1/20 mg/L ANA/BAP
(Park et al., 2002). Arditti y Ernst (1993), observaron que la adicion de 0.09 a 0.55 mg/L de
ANA en combinacion con 0.43 mg/L de BAP indujo la formacion de PLB’s en secciones
basales de hoja en Phalaenopsis. Lopez (2009) establecié para Encyclia adenocaula un
protocolo de propagacion a partir de secciones de hoja en donde 0.1/1 ANA/Kin mg/L fue
su mejor tratamiento para la mayor produccion de brotes. Asimismo Santos (2009), report6
la induccidn de brotacion multiple a partir del cultivo in vitro de secciones de hoja de 1 cm
en Prosthechea mariae, con un maximo de 25 brotes por explante en medio MS adicionado
con 2 mg/L ANA y 5 mg/L de BA. Salisbury y Ros (2000) afirman que las auxinas o
cualquier otro tipo de fitoregulador son fisiolégicamente funcionales cuando se encuentran
en pequefias cantidades, y que una alta concentracion de estas sustancias ejerce un efecto
negativo sobre las plantas porque su exceso, en lugar de inducir una respuesta especifica

por parte del tejido vegetal, produce toxicidad en el mismo.
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Cultivo in vitro de secciones de tallo.

A lo largo del tiempo de induccion se registrd una oxidacion sin respuesta en 92 de 360
explantes (Grafica 2), variando el tiempo en que se presento la iniciacion de la oxidacion,
pese a este proceso, los explantes se mantuvieron cultivados en medio con reguladores del
crecimiento vegetal para evaluar su posible respuesta a lo largo de los 180 dias de cultivo in
vitro.

El crecimiento celular ocurrié en algunas ocasiones en la zona donde se realiz6 el corte; el
mayor crecimiento, sucedio a los costados del tallo, iniciando con la activaciéon de las
yemas laterales, las cuales generaron posteriormente una gran cantidad de PLB’s (Fig.20).
Los cultivos de tallo, al momento de la siembra presentaban una coloracion verde obscuro.
(Fig. 20)A los 30 dds, los explantes tipo A y B no generaron respuesta alguna, pero su
coloracion empez6 a tornarse a un verde mas claro y en los tratamientos 0/0, 0.5/0
ANA/BAP mg/L se observaron indicios de oxidacién, tomando un color blanco en las
partes en donde se secciono el tejido. Durante este periodo la morfogénesis fue nula.

A los 60 dds algunos de los explantes tipo A presentaron oxidacion en ambos medios, el
control y 0.5/0 mg/L, presentaron mayor oxidacion con 5y 3 de los 20 explantes cultivados
en cada tratamiento (10 explantes en MS 50% y 10 en MS). Los explantes que no
evidenciaron algun grado de oxidacion adquirieron una coloracion de verde obscuro a verde
olivo. (Fig. 20a.1)En la mayoria de los casos, en los cuales no se presentd oxidacion,
comenz6 a notarse una protuberancia que emergié de la periferia de las secciones de tallos,
posiblemente se tratd de yemas laterales. Posteriormente éstas dispararon el desarrollo y
crecimiento de masa celular probablemente embriogénica, para continuar su desarrollo a
PLB’s. EI mayor nimero de PLB’s, se formo en el tratamiento con 0.5/1 ANA/BAP mg/L
obteniéndose un promedio de 2.4 y 1.4 PLB’s por explante en medio MS y MS 50%
respectivamente. EI segundo mejor tratamiento fue 1/1 mg/L, donde se desarrollaron en
promedio 1.2 PLB’s por explante en MS. Los tratamientos en los que no se obtuvieron
PLB’s fueron el control y 0.5/0 ANA/BAP mg/L en MS 50% (Tabla 15).

Para el caso de los explantes tipo B, la oxidacion se evidencié al tomar una coloracion
verde pardo y/o café en la base del explante donde se realizé el corte, se ha reportado en la

literatura que el estrés al corte es un factor que provoca la liberacion al medio de cultivo
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compuestos fenolicos por parte de los explantes, que son los responsables de la oxidacion
de los mismos (Murthy y Pyati, 2001).

La oxidacion sin respuesta estuvo muy marcada en varios de los tratamientos; en 0/0, 0.5/0,
0.5/2 ANA/BAP mg/L con £ 5 explantes oxidados por tratamiento en medio MS 50% y
MS, ademas en el resto de los tratamientos por lo menos habia 2 explantes oxidados sin

respuesta por tratamiento.

Tabla 15. PLB’s generados a partir de secciones de tallo de plantulas tipo Ay B in vitro en
medio MS 50 % y MS, a 60 dds.

MS 50% MS

Tamafio Tratamiento  Explantes  N°total Promedio  Explantes N° Promedio
ANA/BAP oxidados de dePLB’s  oxidados total  de PLBs

(mg/L) Sin PLB’s por Sin de por
respuesta / explante  respuesta/ PLB’s  explante

con con
respuesta respuesta

A 0/0 3/0 0 0 2/0 1 0.1

(1-2cm) 0/1 0 2 0.2 0 12 1.2

0/2 0 3 0.3 0 5 0.5

0.5/0 2/0 0 0 1/0 1 0.1

0.5/1 0 14 1.4 0 24 2.4

0.5/2 0 1 0.1 0 9 0.9

1/0 0 1 0.1 0 3 0.3

1/1 0 4 04 0 12 1.2

1/2 0 5 0.5 0 2 0.2

B 0/0 6/0 0 0 4/0 0 0

(1-2cm) 0/1 2/0 1 0.1 3/0 7 0.7

0/2 2/0 0 0 3/0 2 0.2

0.5/0 4/0 0 0 3/0 1 0.1

0.5/1 2/0 2 0.2 2/0 17 1.7

0.5/2 5/0 0 0 4/0 3 0.3

1/0 3/0 1 0.1 2/0 1 0.1

1/1 2/0 1 0.1 2/0 3 0.3

1/2 2/0 12 1.2 2/0 5 0.5

(Fig. 20b.1)Los explantes que no presentaron oxidacion, comenzaron a desarrollar tejido
de color verde intenso a partir de la zona de corte, que en algunas partes de ese tejido formo
rizoides, justo en la zona que estaba en contacto con el medio de cultivo. También se
comenzaron a desarrollar y activar las yemas laterales, sin embargo a este tiempo, ya se

habian formado algunos PLB’s. Como resultado de la interaccion de distintas
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concentraciones de ANA y BAP, el mayor nimero de regenerantes se obtuvo en 0.5/1
ANA/BAP mg/L con un promedio de 1.7 PLB’s por explante en MS y 1.2 PLB’s por
explante en el tratamiento 1/2 ANA/BAP mg/L en MS 50%, en el control en ambos medios
de cultivo no se generaron PLB’s, cabe mencionar que en MS 50%, no se genero ningln
tipo de respuesta en los tratamientos 0/1, 0/2, 0.5/0 y en 0.5/2 ANA/BAP mg/L.

El menor nimero de PLB’s formados se obtuvo en ausencia de reguladores de crecimiento
con un promedio de 0.6 PLB"s por explante y 0 PLB’s en MS y MS 50% respectivamente,
ademas cabe mencionar que el nimero de regenerantes se incrementaba cuando en el medio
de cultivo existia un concentracion homogénea en las concentraciones 6 cuando existié una
mayor concentracion de BAP con respecto a ANA (Tabla 15).

A los 120 dds en explantes tipo A, el nimero de explantes oxidados sin respuesta fue 29 de
180, siendo mas evidente en el control 0/0 con 6 explantes oxidados, y en 0.5/0 con 4
explantes oxidados, en el resto de los tratamientos al menos se oxidaron 1 o 2. (Fig. 20a.2)
De los explantes que continuaron vivos y respondieron al estimulo ejercido, se incremento
el nimero de PLB’s, sélo en el tratamiento control en medio MS 50% no se desarrollaron
yemas ni PLB’s. Después de formarse las yemas laterales, comenzd un proceso intenso
incremento celular, se observd una gran cantidad de PLB’s que se formaron
subsecuentemente. Los mejores resultados coincidieron con los encontrados a los 60 dds, se
form6 un promedio de 21.1 PLB’s por explante en 0.5/1 en MS y 4.4 PLB’s en MS 50%.
(Tabla 16). EI menor nimero de PLB’s formados se obtuvo en ausencia de reguladores de
crecimiento con un promedio de 0.6 y 0 PLB’s por explante en MS y MS 50%
respectivamente. EI nimero de PLB’s se incrementd cuando en el medio de cultivo existid
una concentracion homogénea en las concentraciones (1/1 mg/L) o cuando la concentracion
de ANA fue menor que la de BAP (0.5/1 mg/L).
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Figura 20. Respuesta morfogenética a partir del cultivo in vitro de secciones de Tallo de
plantulas tipo A (a: 1, 2, 3y 4) y tipo B (b: 1, 2, 3 y 4) de B. scandens en medio MS con
ANA/BAP (0.5/1). a.1 y b.1) Hinchamiento del explante en la zona donde se realizo el
corte a 60 dias de iniciados los cultivos. a.2 y b.2) Desarrollo de nddulos en el explante y de
yemas de las secciones de tallo a los 90 dias de iniciados los cultivos. a.3 y b.3) Formacion
directa de PLB’s a partir del explante a los 120 dias de iniciados los cultivos. a.4 y b.4)
Formacion de primordios foliares en la parte apical de los PLB’s y elongacién de los PLB’s
a los 180 dias de iniciados los cultivos.
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Tabla 16. PLB’s generados a partir de secciones de tallo de plantulas tipo A in vitro en
medio MS 50 % y MS, a los 120 dds.

MS 50% MS
Tratamient Explantes N° total Promedi Explantes N° Promedio
Tamafio 0 oxidados de o de oxidados total dePLB’s
ANA/BAP  Sinrespuesta PLB’s PLB’s  Sin respuesta de por
(mg/L) / con por / con PLB’s  explante
respuesta explante respuesta
A 0/0 4/0 0 0 2/0 6 0.6
(1-2cm) 0/1 5/0 38 3.8 2/0 71 7.1
0/2 2/0 32 3.2 2/0 76 7.6
0.5/0 3/0 3 0.3 1/0 9 0.9
0.5/1 4/0 44 4.4 1/0 211 21.1
0.5/2 1/0 12 1.2 1/0 99 9.9
1/0 1/0 6 0.6 1/0 24 2.4
1/1 2/0 31 3.1 3/0 112 11.2
1/2 1/0 44 4.4 2/0 78 7.8
B 0/0 6/0 1 0.1 5/0 7 0.7
(1-2cm) 0/1 2/0 18 1.8 2/0 61 6.1
0/2 2/1 11 1.1 4/0 44 4.4
0.5/0 4/1 4 0.4 1/3 6 0.6
0.5/1 3/1 31 3.1 0/3 16 16
0.5/2 4/2 5 0.5 0/3 32 3.2
1/0 4/0 5 0.5 3/0 14 1.4
1/1 2/0 11 1.1 0/3 58 5.8
1/2 2/0 38 3.8 0/2 69 6.9

En los explantes tipo B, el nimero de explantes oxidados sin respuesta aumentd, con
aproximadamente 60 explantes de 180 en medio MS 50% y MS; el mayor nimero de
explantes con oxidacion se registro en el control, 0.5/0, 0.5/2, y en 1/0 mg/L. Los explantes
que generaron crecimiento celular en el area de corte, tenian un aspecto nodular, e
inclusive existian PLB’s bien constituidos, con forma semiesférica o esférica y la presencia
de una protuberancia en el &pice, en el caso de las yemas preformadas éstas continuaron su
desarrollo a plantulas, cerca del 68% de los explantes habian activado sus yemas laterales y
generado PLB’s. ElI mayor numero de PLB’s se formo en el tratamiento adicionado con 1/2
mg/L, obteniéndose un promedio de 6.9 y 3.8 PLB’s por explante en MS y MS 50%, el
menor numero de regenerantes se obtuvo en el control, y en el tratamiento 0.5/0 mg/L
(Tabla 16).
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A los 180 dds todos los explantes tipo A presentaron algun grado de oxidacion, sin
embargo pese a este evento, 144 de 180 explantes expresaron sus capacidades
totipotenciales al lograr la formacion de PLB’s; una gran cantidad de PLB’s adheridos en
cumulos facilmente disgregables mostraron la presencia de primordios foliares. En cuanto
al numero de PLB’s regenerados en 0.5/ 1 mg/L se indujo un promedio de 22+ 0.26 PLB’s
por explante en MS, el siguiente mejor tratamiento fue 1/1 mg/L en MS, con 13.2 + 1.50
PLB’s por explante, mientras que en los tratamientos donde se formo el menor nimero de
PLB’s fueron en ausencia de reguladores de crecimiento con un promedio de 1+ 0.33 y
1.3+ 0.37 PLB’s por explante en MS 50% y MS (Tabla 17).

Tabla 17. PLB’s generados a partir de secciones de tallo de plantulas tipo A in vitro en
medio MS 50 % y MS, a los 180 dds

MS 50% MS
Tratamient Exalantes N° Promedio Exalantes N° Promedio
Tamafio 0 oxidados total de PLB’s oxidados total de PLB’s
ANA/BAP  Sin respuesta de +EE Sin respuesta de +EE
(mg/L) / con PLB’s por / con PLB’s por

respuesta explante respuesta explante

A 0/0 2/8 10 1+0.33 3/7 13 1.3+0.37
(1-2cm) 0/1 2/8 81 8.1+0.91 2/8 92 9.2+0.13
0/2 2/8 92 9.2+1.57 2/8 108 10.8+0.61

0.5/0 3/7 15 1.5+0.43 3/7 17 1.7+0.40

0.5/1 3/7 110 11+1.24 1/9 220 22+0.26

0.5/2 3/7 70 7+1.58 2/8 87 8.7£1.91

1/0 1/9 25 2.5+0.50 1/9 35 3.5+£0.62
1/1 2/8 67 6.7+1.15 1/9 132 13.2+1.50

1/2 2/8 100 10+1.67 1/9 115 11.5+1.32

B 0/0 6/4 8 0.8+0.33 5/5 10 1+0.33
(1-2cm) 0/1 2/8 65 6.5+1.12 1/9 88 8.8+1.01
0/2 3/7 48 4.8+1.08 1/9 58 5.8+0.76

0.5/0 5/5 10 1+0.33 4/6 15 1.5+0.43

0.5/1 2/8 77 7.7+1.31 1/9 150 15+1.67

0.5/2 5/5 20 2+0.67 4/6 49 4.9+41.35

1/0 4/6 13 1.3+0.37 37 23 2.3+0.54

1/1 3/7 32 3.2+0.73 2/8 67 6.7+1.13

1/2 3/7 75 7.5+1.67 2/8 91 9.1+1.52

Para el caso de los explantes tipo B, todos los explantes presentaban oxidacion pero s6lo 56
explantes no generaron respuesta, el mayor nimero de explantes sin respuesta se registro en

0/0, 0.5/0 y 0.5/2 mg/L. Por otra parte el mejor tratamiento en cuanto al nimero de PLB’s
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formados se logré con 0.5/1 mg/L con un promedio de 15 = 1.67, el siguiente mejor
tratamiento fue 1/2 mg/L con 9.1+ 1.52 PLB’s por explante en medio MS, en el tratamiento
control se obtuvieron los menores resultados con 0.8+ 0.33 PLB"s/ explante en medio MS
50% (Tabla 17). Al analizar el efecto de la interaccion entre los reguladores de crecimiento
ensayados (ANA y BAP), sobre la formacion de PLB’s a partir de las secciones de tallo de
plantulas tipo A y B cultivadas en medio MS 50 % y MS, el andlisis de varianzas
(ANOVA) arrojo diferencias significativas (p<0.00000) para cada una de las variables y las
interacciones: medio* tratamiento y tamafio* tratamiento. Mediante la prueba de Tukey se

evalud el grado de diferencias de las interacciones (Tablas 18 y 19).

Tabla 18. Promedio de PLB’s obtenidos a partir del cultivo in vitro de secciones de tallo
tipo Ay B de B. scandens con diferentes concentraciones de ANA y BAP a 180 dds.

Tratamientos

Tamafio Concentracion Promedio de PLB’s Prueba de Tukey (DSH)
hormonal por explante + E.E
A 0/0 1.15+0.24 h
0/1 8.65+0.47 bcd
0/2 10.00+0.84 bc
0.5/0 1.60+0.28 gh
0.5/1 16.50+1.40 a
0.5/2 7.85%1.22 bcde
1/0 3.00+0.40 fgh
1/1 9.95+1.18 bc
1/2 10.75+1.05 bc
B 0/0 0.90+0.23 h
0/1 7.65+0.78 cde
0/2 5.30+0.65 def
0.5/0 1.25+0.27 h
0.5/1 11.35+1.33 b
0.5/2 3.45+0.80 fgh
1/0 1.80+0.34 fgh
1/1 4.95+0.77 efg
1/2 8.30+1.12 bcde

*Las letras en la prueba de Tukey denotan el grado de significancia, con un orden
descendente siendo a, el valor mas significativo.
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En los explantes tipo A hubo una mayor respuesta de los explantes (144 de 180)
obteniéndose un total de 1389 PLB’s con un promedio de 7.71+ 0.45 a 180 dias de cultivo
in vitro; la oxidacion sin respuesta fue menor al 20%, mientras que en los explantes B
oxidados con respuesta (124 de 180) generaron 899 PLB’s totales con un promedio de
4.99+ 0.35; la oxidacién con necrosis fue mayor, el 31% murieron sin obtener respuesta
alguna. El empleo de dos diferentes tamafios de plantulas para la regeneracion de PLB’s a
partir de explantes de tallo denoté diferencias en la produccion final; se promovi6 un mayor
numero de PLB’s en tallos provenientes de plantulas con un tamarfio de 1 a 2 cm (tipo A)
(Gréf. 5).
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Grafica 5. Formacién de PLB’s a partir del cultivo in vitro de secciones de tallo tipo Ay B de B.
scandens interaccionando con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento ANA/BAP
mg/L (las barras verticales denotan el error estandar).

En cuanto a concentraciones de reguladores de crecimiento el tratamiento en el cual se
obtuvo el mayor nimero de PLB’s, fue en el tratamiento con 0.5/ 1 en medio MS con un
promedio de 13.92 + 6.57 PLB’s por explante.

En el resto de los tratamientos, la mayor formacion de PLB’s por explante se obtuvo

cuando BAP estaba presente en el medio de cultivo en mayor concentracion que ANA,
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principalmente en los tratamientos en donde se empleo 2 y 1 mg/l de BAP, y en algunos
casos en la ausencia de este regulador, mientras que en los tratamientos en ausencia de
citocinina, se obtuvieron los valores méas bajos respecto al nimero de PLB’s por explante
(Graficas 5y 6).

Tabla 19. Efecto de las diferentes concentraciones de ANA/BAP mg/L en la formacion de
PLB’s obtenidos a partir del cultivo in vitro de tallo de B. scandens de dos diferentes
Medios: MS 50% y MS.

Tratamientos

Medio Concentracién Promedio de PLB’s Prueba de Tukey (DSH)
hormonal por explante + E.E
ANA/BAP
mg/L
MS 0/0 0.90+0.23 f
0/1 7.30+0.73
0/2 7.00+1.06 bc
0.5/0 1.25+0.27 ef
0.5/1 9.35+0.95 a
0.5/2 4.50+1.01 bed
1/0 1.90+0.33 ef
1/1 4.95+0.77 b
1/2 8.75+1.19
MS 50% 0/0 1.15+0.24 f
0/1 9.00+0.50 bed
0/2 8.30+0.74 bed
0.5/0 1.60+0.28 f
0.5/1 18.50+1.15 b
0.5/2 6.80+1.22 def
1/0 2.90+0.42 ef
11 9.95+1.18 cde
1/2 10.30+1.02 b

La funcion del ANA se vio disminuida sin la interaccion de BAP, reiterando la importancia
de ambos reguladores del crecimiento en el medio de cultivo para inducir y potenciar una
respuesta para la produccion de PLB’s. Como resultado para esta investigacion se obtuvo
que la mejor interaccién para la produccién de PLB’s resulto del tamafio A, medio MS y

tratamiento 0.5/1 ANA/BAP mg/L.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion son parecidos a lo presentado por Nguyen y
Tran (2006), quienes obtuvieron un gran nimero de regenerantes en tallos de Dendrobium,
al adicionar tanto ANA como BAP al medio, en una concentracion 1/1 mg/l ANA/BAP; la
aplicacion de ambos reguladores promovié una mayor brotacién, que cuando se usaron
individualmente. La interaccion de ambos reguladores mostrd efectos sinergicos (Coenen
and Lomax, 1997; Nordstrom et al., 2004).
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Graéfica 6. Formacion de PLB’s a partir del cultivo in vitro de secciones de tallo B.
scandens en medio de cultivo MS 50% y MS interaccionanado con diferentes
concentraciones de reguladores del crecimiento ANA/BAP mg/L (las barras verticales
denotan el error estandar).

También Shiau et al. (2005), en cultivos en medio liquido de segmentos nodales de tallos
de Dendrobium candidum, obtuvieron la segunda mayor brotacién con la combinacion de
0.1/1 mg/l ANA/BAP, resultado muy similar al obtenido en la presente investigacion. Por
su parte George y Sherrington (1984), argumentan que altas concentraciones de citocininas
y bajas de auxinas promueven la proliferacion de yemas axilares o laterales. Esto puede ser
porque las citocininas estimulan el transporte de auxina en el tallo a los brotes laterales

estimulando su desarrollo (Jankiewicz, 2003). Es muy posible que algo similar haya
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ocurrido con B. scandens, ya que en los explantes de tallo habia yemas laterales que con la
combinacion de ANA y BA en el medio, estimularon el desarrollo y crecimiento de las
yemas preformadas, logrando inducir posteriormente la formacion de PLB’s.

Basker y Narmatha Bai (2006), también obtuvieron resultados muy parecidos a los
obtenidos en esta investigacion, en cultivos de segmentos de pseudobulbos de Coelogyne
stricta, con un incremento y desarrollo considerable en la produccion de plantulas en
cuanto a longitud de brotes y raices, con la combinacion de 1/2 mg/L ANA/BAP, siendo
favorable para incrementar la brotacion multiple como lo obtenido en la presente
investigacion con 0.5/1, 1/2, y 1/1 ANA/BAP mg/L a los 180 dias de iniciados los cultivos.

Por otra parte, las concentraciones de ANA y BAP por separado, también estimularon la
formacion de PLB’s en B.scandens, sin embargo la formacion de PLB’s no fue significativa
a comparacion de los obtenidos con la interaccion de ANA/BAP. En la literatura también se
ha reportado la produccién de PLB’s en medio de cultivo con solo algun tipo de regulador
(auxina o citocinina), por ejemplo; con la adicion de 0.5 mg/L de ANA a partir de explantes
de tallo se logré la formacion de PLB’s, en el hibrido Dendrobium var. Semialba (Kim y
Kim, 2003). También solo con la adicion de citocininas se ha observado que se promueve
la formacion de PLB’s, como lo reportado por Gomez (2009) quien al cultivar secciones de
tallo de Laelia gouldiana obtuvo la mejor respuesta en medio MS en los tratamientos con
0.5y 1 mg/l de BAP. Taiz (1988) establece que la aplicacién directa de citocininas al medio
de cultivo estimula el crecimiento de yemas laterales en muchas especies, anulando el
efecto inhibidor del meristemo apical del brote.

Sin embargo en la mayoria de los estudios de orquideas al utilizar tallos como explante
inicial se ha reportado la combinacion de auxina/citocinina, para promover una gran
cantidad de PLB’s, como lo obtenido por Jo et al. (2006) con segmentos basales de tallo de
un hibrido de Phalaenopsis (1/5 mg/l ANA/2iP) y en los hibridos de Dendrobium: Earsakul
y Omyapink, donde los porcentajes mas elevados se obtuvieron con 0.1/0.5, 0.5/0.5 mg/I
ANA/BAP respectivamente.

A pesar de la importancia de los reguladores del crecimiento para la produccién de PLB’s

los explantes por si solos tienen capacidades regenerativas y totipotenciales que les
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permiten regenerar nuevos individuos (Tablas 18 y 19), pero para fines de
micropropagacion es necesario estimular una respuesta mayor.

Pese a esto, hay otros factores que intervienen en la embriogénesis como la fuente de
nitrdgeno, que es importante en el desarrollo de masas embriogénicas (Thorpe, 1998);
ademas la concentracion de carbohidratos en el medio, se ha visto que es un factor
importante que favorece la embriogénesis (Ogasawara et al., 1995). Estos sugiere que la
regeneracion via embriogénesis somética depende de las condiciones de cultivo y el

explante inicial.

Cultivo in vitro de &pice de raiz.

Después del periodo de 180 dias de cultivo in vitro de secciones de apice de Barkeria
scandens, no se obtuvo una produccion de PLB’s o de alguna respuesta morfogenética. A lo
largo del tiempo de induccion se registrd una oxidacion y muerte de 274 de 360 explantes
(Gréf. 2).

De manera general para los cultivos de raiz, al inicio de la siembra los explantes mostraron
una coloracion verde en la porcién apical y el resto era blanco, por el velamen (epidermis
maultiple en las raices aéreas de orquideas epifitas) (Park et al., 2003), pero a los 30 dias de
cultivo en todos los tratamientos la coloracion de los explantes cambié a un verde mas claro
que el inicial. A los 60 dds, 30% del total de los explantes adquirié un color café claro, lo
que indico principios de oxidacion.

A los 90 dds, ningun explante logré alguna respuesta morfogenética, y solo varid la
coloracion, mostrando en la mayoria de los explantes un estadio avanzado de oxidacion. A
180 dds en 274 de los 360 explantes, se hizo presente este cambio, quedaron 86 explantes
con pigmento verde. De acuerdo con Zaid (1987) la oxidacion, es considerada una
expresion de los procesos de senescencia del mismo explante. ElI fendmeno de oxidacién
fue mas evidente en los explantes provenientes de plantulas tipo B (144 explantes oxidados
de 180), para los explantes tipo A se oxidaron 130 de los 180 explantes cultivados.
Afectando principalmente a los explantes cultivados en medio con 0/0, 0/1 y 0/2.

Estos resultados se asemejan a lo reportado por Gémez (2009), quien en cultivos de raiz de
Laelia gouldiana, observo que la mayor incidencia de oxidacion la obtuvo en el tratamiento

adicionado con 0.5 mg/l de BAP en ausencia de ANA, donde 19 de 20 explantes se
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oxidaron, este resultado lo atribuyé a que las citocininas estimulan la sintesis de
compuestos fenolicos. Lo anterior también se ha reportado en medios de cultivo
enriquecidos con kinetina, donde se incrementd la oxidacién (Zaid, 1987).

A este tiempo, los explantes que no se oxidaron mantuvieron las caracteristicas iniciales y
solo tendieron a elongarse. Por ejemplo en el tratamiento control la mayoria alcanzé una
elongacion de 4 cm, en 0.5/1 se obtuvo un crecimiento méximo de 8 cm de largo y en 0.5/1
se obtuvo la elongacion mas prominente a 180 dds alcanzé 11 cm, de acuerdo a los
resultados obtenidos, tal parece que la interaccion de ambos reguladores puede tener un
efecto sinérgico en el incremento de elongaciéon y el control del desarrollo de raices
(Coenen and Lomax, 1997; Nordstrom et al., 2004).

En la literatura se menciona que las secciones de raiz se han utilizado en el cultivo in vitro,
a pesar de que no es comun la produccién de callo o brotes adventicios (Arditti y Ernst,
1993), debido a la limitada competencia morfogenética para formar cuerpos vegetativos
como brotes 0 PLB’s, lo cual probablemente se debe a que las células que conforman el
apice de raiz, son altamente determinantes y diferenciadas hacia una via del desarrollo (Vaz
et al., 1998), por lo que la conversion de meristemo de raiz hacia meristemo de brote es
poco frecuente (Peres y Kerbauy, 1999). Sin embargo y pese a lo anterior, la regeneracion
de cuerpos vegetativos se ha descrito en pocas especies de orquideas como Catasetum
fimbriatum (Peres y Kerbauy, 1999), Vanilla planifolia (Philip y Nainar, 1988) e hibridos
de Phalaenopsis como Doritaenopsis (Park et al., 2003); observandose cambios dramaticos
en la bioguimica y fisiologia de este 6rgano después de la diseccion del tejido, propiciados
por factores ambientales, nutricionales y hormonales (Vaz et al., 1998).

La respuesta nula en esta investigacion en apices de raiz, puede deberse a los reguladores
del crecimiento, ya que en los reportes, con respuesta regenerativa, se han utilizado otro
tipo de sefializadores quimicos, Park y cols (2003), emplearon en Doritaenopsis, TDZ,
mientras que Vaz et al. (1998) en Catasetum fimbriatum, observaron que AIB, estimuld la
elongacion en cultivos de raiz en la concentracion de 3 uM, promoviendola fuertemente e
inhibiendo la formacion de brotes vegetativos, ademas se reportd que mientras se elongaba
la raiz, se reducia el contenido total de carbohidratos solubles, lo que se ha considerado
gue mejora la elongacion de la misma. Esto sugiere que las auxinas estimulan el

crecimiento y alargamiento celular, en cultivos de raiz (Jankiewicz, 2003; Tinoco, 2006).
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Por otra parte, Peres y Kerbauy (1999), en cultivos de raiz para Catasetum fimbriatum y
Oncidium sp., sefialaron que la obtencién de alguna respuesta morfogenética en cultivos de
apice de raiz, depende de componentes genéticos propios de la planta.

Ademas hay que recordar que los tres tipos de explantes (raiz, tallo y hoja) son diferentes y
por lo tanto tienen anatomia y funciones distintas, la raiz por ejemplo tiene una funcién de
fijacion, almacenamiento, conduccién y absorcion. Las raices se encuentran formadas por
diferentes estructuras, el &pice de la raiz estd cubierto por células parenquimaticas que
constituyen la caliptra o cofia. Debajo de ésta se encuentra el meristemo apical de la raiz
(Strasburger et al., 2004), donde las células tienen mayor actividad mitética por lo que ha
sido denominada una regioén de division celular. Méas alla de este punto disminuye la
actividad pero se incrementa la tasa de crecimiento de estas células. A esta zona se le
conoce como la zona de crecimiento de elongacion (Pimienta et al., 2006). Quiza debido a

estas caracteristicas se elongo la raiz pero no tuvo éxito la formacion de PLB’s.

Fase de individualizacion.

Después de la fase de induccion (180 dias) cada uno de los PLB’s obtenidos a partir de los
diferentes explantes de B. whartoniana y B. scandens, fueron individualizados y
subcultivados en medio MS 50% y MS sin reguladores de crecimiento. A 60 dias después
de la fase de induccion los PLB’s se desarrollaron hacia la formacién de plantas completas
con una altura promedio de 4-5 cm, con hojas de 3-4 cm y raices de 6-8 cm bien definidas.
A los 90 dias continuaron su crecimiento, y tenian un promedio de 8-9 cm, con hojas que
median 4-5 cm, raices muy prominentes de un tamafio aproximado de 10-12 cm.

La formacién de raices muy largas y anchas en las plantulas obtenidas, resulta una
respuesta favorable para su posterior supervivencia en condiciones ex vitro, pues permite
una mayor absorcion de agua y nutrientes necesarios para continuar su desarrollo. En la
naturaleza las especies de este género tienden a formar raices gruesas, debido a que en una
etapa de su ciclo de vida pierden las hojas, dejando a las raices como 6rganos fotosintéticos
gue almacenan los nutrientes y agua para su supervivencia en condiciones de sequia (Soto y
Solano, 2007)

Por su parte los explantes de raiz de B. scandens que no se oxidaron en la fase de

induccion, fueron subcultivados a medio MS 50% y MS sin reguladores del crecimiento,
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mostraron una apariencia saludable con pigmentos verdes, esta transferencia no propicié un
aumento considerable de crecimiento, se obtuvo una longitud méaxima de 13 c¢cm en el
tratamiento 0.5/1 a los 90 dias despueés de la induccion (Fig. 21); sin embargo los explantes
que se encontraban en el tratamiento control, cuando se trasfirieron a medio fresco se
elongaron un maximo de 6 cm, con un tamafio de registro final de 7 cm, lo que pudo
deberse a la fuente de carbono, la cual se ha visto que participa en la expansion celular (Vaz
et al., 1998). Resultados similares fueron reportados por Gomez (2009), quien cultivd
apices de raiz de Laelia gouldiana, obteniendo un alto porcentaje de oxidacion.

En nuestros experimentos, no fue necesario inducir el enraizamiento de los PLB’s
formados, ya que al ser estructuras bipolares (meristemo apical y meristemo radicular)
tienen la capacidad de desarrollar raices una vez que los rizoides pierden su actividad
nutritiva. La individualizacion de los PLB’s obtenidos permitié que pudieran desarrollarse a
una mayor velocidad y que formaran nuevas hojas y raices, pues ya no se encontraban

compitiendo por el espacio y los nutrientes como cuando estaban unidos entre si.

Figura 21. Elongacion de explantes de raiz. a) B. whartoniana b) B. scandens a los 90 dias después
de 180 dias de induccion hormonal, transferidos a medio fresco sin hormonas.

El uso de biotecnologia por cultivo de tejidos in vitro, puede substituir al hongo que en
condiciones naturales ayuda a la germinacion de las semillas (Crafts and Miller, 1974;
Masuhara y Katsuya, 1989; Wilkinson et al., 1989). El cultivo de tejidos vegetales para
fines de conservacion tiene la finalidad de desarrollar técnicas para la multiplicaciéon y
reforestacion, de plantas en peligro de extincidn, abasteciendo al mercado de comercio

legal, con el proposito de disminuir el saqueo y venta ilegal (Ibarra-Zapata, 2008).
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Fase de aclimatizacion.

En ambas etapas de aclimatizacion, el resultado fue favorable, permitiendo la adaptacion y
desarrollo de las plantas en condiciones ex vitro; durante los primeros 3 meses se marco un
punto critico de supervivencia en donde 20% de las plantas no superaron la primera etapa
de aclimatizacion, después de 4 meses de haber sido transferidas a condiciones ex vitro las
plantas aclimatizadas de B. whartoniana y B. scandens sobrevivieron exitosamente
manteniendo el porcentaje de supervivencia de 80%, por lo que el sistema utilizado para su
aclimatizacion resulto eficaz.

Los riegos espaciados en la etapa de aclimatizacion resultaron satisfactorios ya que esto
permitié un mayor tiempo de absorcion del agua y por ende un buen uso de este recurso;
sin embargo una saturacion hidrica conllevé a la pudricién de las raices, por lo que
finalmente se conservo el tiempo de riegos durante el periodo de aclimatizacion.

El sustrato empleado, en la primera etapa de aclimatizacion (mezcla de peat-moss, corteza
de pino y agrolita en proporcién 2:2:1 v/v) para ambas especies fue Gtil para lograr un
indice de supervivencia significativo ya que la mezcla de estos tres elementos permitié el
mantenimiento de humedad y aireacion sin una compactacion excesiva del sustrato.

Para la segunda etapa, el aumento de un elemento al sustrato (mezcla de peat- moss, corteza
de pino, agrolita y tepojal en proporcion 1:1:1:2 v/v) en ambas especies ayudd a un mayor
crecimiento ya que éste complementd la nutriciéon mineral necesaria para su desarrollo y
adaptacion en el invernadero, ademas de que se mantuvo la aireacion que se tradujo a una
baja compactacion del sustrato (Fig.22). Estos resultados en conjunto, sugieren que las
plantulas micropropagadas de B. whartoniana y B. scandens, con un tamafio superior a 8
cm, y con un nimero de hojas y de raices (més de 4), colocadas en un ambiente controlado,
por lo menos 90 dias una vez iniciado el proceso de aclimatizacion lograran un indice de
supervivencia aproximado al 80%.

En la literatura existen reportes en donde el éxito de aclimatizacion se ve influenciado tanto
de la especie como de los tamafios y proporciones de las plantas ex vitro asi como las
medidas precautorias para evitar al maximo la pérdida de plantulas ex vitro, por ejemplo,
Suérez (2006), en la fase de aclimatizacién, reportd para plantas obtenidas a partir de
mitades de protocormos (apicales y basales) de Prosthechea mariae, después de 9 meses de

cultivo in vitro, una altura promedio de 4-6 cm, hojas (4-5 cm), raices (5-6 cm) y un
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pseudobulbo (1 cm) logrando establecerlas en condiciones ex vitro, montadas sobre un
tronco con una mezcla de peat moss/agrolita (3:1) con un porcentaje de supervivencia
cercano al 100%, en el caso de lo reportado por este autor, aun cuando las plantulas fueron
de menor tamarfio, que lo reportado en esta investigacion, el indice que logro se puede
atribuir entre otros factores al tallo modificado (pseudobulbo) de la especie estudiada, que
probablemente le ayudd como un reservorio organico durante el proceso de supervivencia y

adaptacion.

W W /

Figura 22. Aclimatizacion de Barkeria scandens: a,b, ¢, d. y Barkeria whartoniana A, B, C,D.ay
A) Plantulas en condiciones in vitro. b y B) Plantulas ex vitro, después de 9 meses en condiciones in
vitro. ¢ y C) Plantas en la primera etapa de aclimatizacion a 2 meses después de condiciones in

vitro. d y D) Plantas en la segunda etapa de aclimatizacion a los 4 meses de condiciones ex vitro.
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Para evitar la pérdida de humedad Chavez (2008) reportd, para Stanhopea tigrina, que en
charolas de pléastico transparente y una mezcla de peat-moss y agrolita (3:1) las plantas se
adaptaron y se desarrollaron favorablemente a las condiciones ex vitro. Otros trabajos
reportan que la mezcla de peat-moss y agrolita es adecuada por su facil manejo, buen
drenaje, aireacion y retencion de humedad, ademas de que incrementa la superviviencia y
disminuye la pérdida de hojas, raices y favorece su elongacion (De la Cruz, 2006; Sierra,
2006).

Las plantulas desarrolladas in vitro, estdn continuamente expuestas a un microambiente,
que ha sido seleccionado para proveer el minimo estrés y las 6ptimas condiciones para su
multiplicacién, ademas se encuentran en un medio con abundantes compuestos organicos,
especialmente sacarosa, y a su vez en una atmosfera con altos niveles de humedad, baja
intensidad luminosa, temperatura constante y escaso intercambio gaseoso, por lo que al ser
transferidas a condiciones ambientales en donde la humedad atmosférica es mas baja y la
intensidad luminosa es mayor, pierden agua rapidamente (Agramonte et al., 1998;
Hazarika, 2003). Por lo tanto, la aclimatizacion de plantas in vitro a las condiciones
naturales, es un paso critico para muchas especies, ya que estas plantas muestran un rapido
marchitamiento cuando se transfieren a condiciones de invernadero, por lo tanto debe
mantenerse una humedad relativamente alta en el nuevo ambiente, para no dafar los
mecanismos que mantienen el volumen de agua en la planta (Fila et al., 1998).

El sustrato es uno de los elementos mas importantes para el buen cultivo y crecimiento de
las orquideas; el peat-moss (Sphagnum), se ha visto que proporciona ciertas ventajas para el
cultivo de las orquideas, debido a que mejora el crecimiento de las raices y tallos, es muy
ligero, retiene en gran parte la humedad y a su vez permite la aireacion de las raices (Moss,
1955; citado por Poole y Sheehan, 1977). Esto coincide con lo reportado por Sierra (2006),
para Laelia autumnalis, donde se evaluaron varias mezclas de sustratos en la aclimatizacion
de plantulas resaltando la mezcla de peat moss/agrolita, en esta combinacion se obtuvo el
mayor indice de supervivencia al cabo de 90 dias (63%), asi como el mayor incremento en
biomasa de hojas, raices y tallos. Por su parte Gomez (2009) logré la aclimatizacion de
plantulas de L. gouldiana obtenidas de cultivo in vitro, los mejores resultados los obtuvo
con la mezcla de peat moss/agrolita (3:1), logrando un 98.7% de supervivencia después de

150 dias de aclimatizacion. Por otro lado De la Cruz (2006) reporto que la mejor mezcla
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para aclimatizar Prosthechea vitellina, fue la que contenia corteza de encino/peat mos. El
peat moss con o sin agrolita, es un buen sustrato, ya que propicia un buen desarrollo de
raices y pseudobulbos, por la capacidad que tienen de retener humedad, ademas de que
permite una buena aireacion en las raices (Chavez, 2008).

Hay otros sustratos que permiten la aclimatizacion de plantulas provenientes de cultivos in
vitro, como troncos de tepozan. Barrera (2006), registrd 100% de supervivencia en plantas
de L. speciosa, establecidas sobre troncos de tepozan. Por lo que en futuras investigaciones
es factible emplear otros sustratos asi como otras combinaciones de los mismos. En muchas
especies, las hojas y raices formadas in vitro, no tienen la capacidad para seguir
desarrollandose en condiciones ex vitro, por lo que son reemplazadas por la formacion de
nuevas hojas (Preece & Sutter, 1991; Diettrich et al., 1992, citados por Pospisilova et al.,
1999). En el presente trabajo, durante el crecimiento y desarrollo de las plantas en
condiciones ex vitro, se observo la pérdida de algunas hojas provenientes del cultivo in
vitro, asi como el surgimiento de nuevas hojas mas vigorosas y en algunas plantas se

observo la formacién de nuevos tallos.

Duracion total de los cultivos in vitro y la produccién de plantulas de B. whartoniana y
B. scandens.

La presente investigacion abarcé la germinacion y el cultivo de secciones longitudinales de
protocormos de B. whartoniana ademas, el cultivo de segmentos de hojas, tallos y apices de
raiz de B. scandens en medio MS 50% y MS, con la obtencion final de plantulas completas.
En las Tablas 20,21 se observa de manera general que, el tiempo que abarcé el desarrollo
de las plantas de Barkeria whartoniana (desde su germinacion hasta su aclimatizacion) fue
de 13 meses (410 dias) y para Barkeria scandens (desde su induccion hormonal hasta su
aclimatizacién) fue de 12 meses (360 dias).

Esta investigacion resultd en un protocolo eficiente para la propagacion in vitro de B.
whartoniana y B. scandens, orquideas endémicas de México, que puede ser empleado en la
propagacion de otras especies del mismo género o de la familia en general, que tengan
problemas con su reproduccion, o su tasa de crecimiento sea muy lenta.

En la naturaleza menos del 5% de las semillas logran germinar, debido a que presentan

pocas reservas de alimento y tienen un endospermo poco diferenciado, presentan una baja
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polinizacién y fertilizacion de los ovulos, es dificil que caigan en lugares con condiciones
de luz, acidez, humedad y materias nutritivas favorables y para germinar necesitan
asociarse con un hongo micorrizico, que provea al embridén de nutrientes hasta que se
formen plantas que sean capaces de fabricar su propio alimento.

La diversidad biologica es el recurso méas valioso con el que se cuenta, por lo que el
establecimiento de estrategias como las técnicas de cultivo de tejidos vegetales son de vital
importancia para su estudio, conservacion y aprovechamiento. Pues a partir de esta
biotecnologia, es posible lograr la formacion de plantas completas en un tiempo
relativamente corto y mas rapido en comparacion de lo que ocurre en condiciones naturales
(Suérez, 2006).

Tabla 20. Secuencia cronoldgica de desarrollo de B. whartoniana, hasta lograr la
formacion de plantas completas a partir del cultivo in vitro de secciones longitudinales de
protocormos en medio MS 50% y MS.

SIEMBRA DE SEMILLAS Dias
Germinacion. 20
Formacion de protocormos. 35
Protocormos con primordios foliares 50

CULTIVO DE SECCIONES LONGITUDINALES

DE PROTOCORMOS
Formacion de PLB’s y aparicion de los primordios foliares en la regién | 60
apical y de rizoides en la region basal.

PLB’s con primordios foliares de 0.2-0.5 cm de 120
Longitud y aparicién de la primera raiz (0.1-0.5 cm).

PLB’s con hojas de 0.5-1 cm de longitud y raices de 180
1-2 cm.

INDIVIDUALIZACION.

Formacion de plantas completas (3-4 cm de altura), con 60
Hojas de 3-4 cm y raices de 4-5 cm de longitud.
Formacion de plantas con una altura promedio de 90

4-6 cm, con hojas (4-5 cm) y con raices (6-8 cm)
ACLIMATIZACION.

Dos lotes de 20 plantas 90

Supervivencia 80 %
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Tabla 21. Secuencia cronoldgica de desarrollo de B. scandens, hasta lograr la formacion de
plantas completas a partir del cultivo in vitro de secciones de diferentes tipos de explante
(tallo y hoja) en medio MS (50%) y MS.

CULTIVO DE SECCIONES DE DIFERENTES EXPLANTES Dias
DE TALLO Y HOJA.

Formacién de PLB’s y aparicion de los primordios foliares en la region | 60

apical y de rizoides en la region basal.

PLB’s con primordios foliares de 0.2-0.5 cm de 120
aparicion y longitud de la primera raiz (0.1-0.5 cm).

PLB’s con hojas de 0.5-1 cm de longitud y raices de 180
1-2 cm.

INDIVIDUALIZACION.

Formacién de plantas completas (3-4 cm de altura), con 60

hojas de 3-4 cm y raices de 4-5 cm de longitud.

Formacion de plantas con una altura promedio de 90

4-6 cm, con hojas (4-5 cm) y con raices (6-8 cm)
ACLIMATIZACION.

Dos lotes de 20 plantas 90

Supervivencia 80%

Analisis estructural de los regenerantes de B. whartoniana y B. scandens.

El anélisis estructural realizado, indica que las estructuras obtenidas (PLB’s) a partir del
cultivo in vitro de las secciones longitudinales de protocormos de B. whartoniana, y de las
secciones de hoja de B. scandens, en medio de cultivo MS 50% y MS, son embriones
somaticos, por lo que la via morfogenética obtenida fue embriogénesis somatica directa.

En las estructuras obtenidas de los regenerantes a los 60 dias de cultivo, se pudieron
observar estructuras globulares en distintas etapas de desarrollo, que surgieron de la
periferia del tejido inductor, probablemente a partir de las células epidérmicas o
subepidérmicas del tejido (secciones de protocormos para B. whartoniana y hoja para B.
scandens) (Fig. 23 y 28).
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En las estructuras globulares identificadas, a los 80 dds, en los explantes de B.
whartoniana, se observo un estrato periférico bien definido, evidenciando la formacion de
la protodermis (Fig. 24). La formacion de este estrato celular es considerado como la
primera evidencia de histodiferenciacion dentro del embridn (Steeves y Sussex, 1989). Asi
mismo se observo un adelgazamiento hacia la base de las estructuras globulares obtenidas,
lo cual nos podria indicar probablemente la formacion de un suspensor, constituido por
células alargadas, con nucleos poco evidentes, de pared delgada y con gran cantidad de

contenidos celulares (Fig. 24b).

Figura 23. Cultivo in vitro de secciones longitudinales de protocormos de Barkeria whartoniana en
medio MS adicionado con 0.5 mg/l ANA con 1 mg/l BAP, a los 60 dias de iniciados los cultivos. a)
Brotacién multiple, vista panordmica x25. b) Brotacion maltiple de estructuras semi globulares a
partir de las células epidérmicas del tejido inicial x50. Abreviaturas: Ti= Tejido inicial, Eg=
Estructura globular, Ce= Células epidérmicas.

(Fig. 25a) Otra caracteristica en éstas estructuras globulares, fue una polaridad dada por los
contenidos celulares dentro de los regenerantes, es decir, hacia la region apical de las
estructuras globulares identificadas a los 80 dds, se apreciaron células pequefias con pocos
contenidos celulares, mientras que hacia la region basal y hacia el suspensor se observaron
gran cantidad de éstos, y de mayor tamafo. Respecto al tamafio y forma de las células, se
identificaron dos tipos: hacia la region apical se observaron células pequefias de formas
rectangulares, mientras que en la region basal se encontraron células de mayor tamafio y de

forma isodiamétrica.
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Figura 24. Secciones longitudinales de estructuras globulares, obtenidas a partir del cultivo in vitro
de secciones de protocormos de Barkeria whartoniana en medio MS adicionado con 0.5 mg/l ANA
con 1 mg/l BAP, a los 80 dias de iniciados los cultivos. a) Formacién de protodermis hacia la
periferia x100, b) Formacion del suspensor hacia la zona basal x100. Abreviaturas: Pd=
Protodermis, Ti= Tejido inicial, Eg= Estructura globular, S= Suspensor.

(Fig. 26) Hacia la region apical, se hizo evidente una zona meristematica, constituido por
células pequefias, densamente tefiidas, en activa division celular. (Fig. 25c y d) A ese
tiempo comenzd a observarse una zona central, constituida por células delgadas, alargadas
con posicion vertical con respecto al resto de las células del regenerante, densamente
tefiidas, formando el procdmbium, el cual dara origen al tejido vascular. Hasta esta etapa
del desarrollo de los PLB’s, los tres principales tejidos (dérmico, vascular y fundamental)
se han iniciado. A los 90 dias de cultivo, en la parte apical de las estructuras globulares, se
observo la formacién de una protuberancia (meristemo apical) (Fig. 25c y d), a los 95 dias
en la parte basal de los embriones se hizo visible la formacion de rizoides, (Fig. 27ay c) los
PLB’s continuaron su desarrollo y a los 100 dias se diferenciaron sus respectivos
primordios foliares (Fig. 27b).

En el estudio estructural, no fue posible evidenciar el desarrollo y ubicacion del meristemo
radicular, que corresponde a la ultima fase de desarrollo, de las plantulas, sin embargo se
considera que las caracteristicas antes mencionadas, sirven como base para fundamentar,

gue en B. whartoniana la via morfogenética lograda, fue embriogénesis somatica directa.
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Figura 25. Secciones longitudinales de estructuras globulares, obtenidas a partir del cultivo in vitro
de secciones de protocormos de Barkeria whartoniana cultivadas en medio MS en 0.5/ 1 ANA/
BAP mg/L a los 80 dds. a) y b) Formacién de meristemo apical del brote, caracteristico por alta
division celular y nacleos prominentes x100, x200. c¢) y d) Formacién del procambium hacia la
region central x200, x400. Abreviaturas: Mab= Meristemo apical, Cp= Células parenquimaticas,
Cm= Células meristematicas, Pd= Protodermis, Pc= Procambium.

Figur e PLB, obtenida a partir del cultivo in vitro de secciones de
protocormos de Barkeria whartoniana cultivadas en medio MS en 0.5/ 1 ANA/ BAP mg/L a los 90-
100 dds a) PLB con zona meristematica (meristemo apical) y desarrollo del procambium x100, b)
contenidos celulares y formacién del procambium x400. Abreviaturas: Ma= Meristemo apical Pc=
Procambium.

114



Figura 27. Secciones longitudinales de PLB’s, obtenidos a partir del cultivo in vitro de secciones
de protocormos de Barkeria whartoniana cultivadas en medio MS en 0.5/ 1 ANA/ BAP mg/L a los
120 dds. a) Formacidon de rizoides en la parte basal del PLB x200, b) PLB, con sus respectivos
primordios foliares en la parte apical y en la parte basal vestigios de rizoides x40, c) Acercamiento
de la parte basal del PLB, mostrando contenidos celulares y rizoides x100. Abreviaturas:
R=Rizoides, Pf= Primordios foliares, Cc= Contenidos celulares.

(Fig. 28) En los regenerantes de Barkeria scandens se obtuvieron las mismas evidencias
que las encontradas en B. whartoniana. Para representar graficamente el desarrollo
estructural de los PLB’s, se tomaron muestras de los explantes de hoja tipo A, en medio
MS, adicionado con 0.5 mg/l de ANA con 2 mg/l de BAP. A los 60 dias de cultivo, a partir
de secciones histoldgicas obtenidas de los regenerantes, se observo la presencia de
estructuras globulares (embriogénesis somatica directa) en distintas etapas de desarrollo,
que surgieron de manera directa a partir de las células epidérmicas del tejido inductor (en

este caso, de células epidérmicas de las secciones de hoja)

Figura 28. Secciones longitudinales de estructuras globulares obtenidas a partir del cultivo in vitro
de hoja de Barkeria scandens en medio MS con 0.5/2 ANA/BAP mg/L a los 60 dds. a) Brotacion
multiple, vista panordmica x25. b) Estructura globular en desarrollo x50 c¢) Brotacion de estructura
globular a partir de las células epidérmicas del tejido inicial x100. Abreviaturas: Eg=Estructura

globular, Ti= Tejido inicial.
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(Fig. 29a) Al inicio de la formacion de éstas estructuras globulares identificadas (60 dds),
se observaron pequefias células en intensa division y crecimiento celular, con un nicleo
prominente y grande, la forma de las células era rectangular, a diferencia de las células del
tejido inicial que eran grandes y de forma isodiamétrica. (Fig. 29b y c) A los 70 dds, la
apariencia de las estructuras globulares cambio notablemente, en ellas se observaron células
en un estrato bien definido, dispuestas hacia la periferia evidenciando la formacién de un
estrato (uniestratificado) de células formando la protodermis.

Asi mismo, se observd un adelgazamiento y reduccién de tamafio hacia la base de las
estructuras globulares, lo cual nos indica la formacion de un posible suspensor (Fig. 29d),
constituido por células alargadas, con nucleos poco evidentes, y con gran cantidad de
contenidos celulares indeterminados. (Fig. 29¢ y d) Otra caracteristica en éstas estructuras
globulares, fue una polaridad dada por los contenidos celulares dentro de los regenerantes,
es decir, hacia la regién apical de las estructuras globulares identificadas a los 80-90 dds, se
apreciaron células pequefias con pocos contenidos celulares, mientras que hacia la regién
basal y hacia el suspensor se observaron gran cantidad de éstos, y de mayor tamafio.
Respecto al tamafio y forma de las células, se identificaron dos tipos: Hacia la region apical
se observaron células pequefias de formas rectangulares, mientras que en la region basal se
encontraron células de mayor tamafio y de forma isodiamétrica (Fig. 29d). Hacia la region
apical, se hizo evidente una zona meristematica, constituido por células pequefias,
densamente tefiidas, en activa division celular.

(Fig. 29c) Ademas comenz6 a observarse una zona central, constituida por células
delgadas, alargadas con posicion vertical con respecto al resto de las células del
regenerante, densamente tefiidas, formando el procdmbium, el cual dara origen al tejido
vascular. Hasta esta etapa del desarrollo de los PLB’s, los tres principales tejidos (dérmico,

vascular y fundamental) se han iniciado.
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Figura 29. Secciones longitudinales de estructuras globulares, obtenidas a partir del cultivo in vitro
de secciones de hoja de B. scandens en medio MS con 0.5/2 ANA/BAP mg/L a los 60, 70, 80 y 90
dds. a) Estructura globular emergiendo del tejido inicial, a partir de las células epidérmicas x200, b)
Estructuras globulares con protodermis bien definida x200. ¢ y d) Estructura globular conectada por
medio del suspensor a la periferia del tejido inductor x100, x200. Abreviaturas: Eg=Estructura
globular, Ti=Tejido inicial, Pd=Protodermis, Cp= Células parenquimaticas, Pc=Procambium, Ma=
Meristemo apical, S=Suspensor, PLB= Protocorm Like Bodie.

(Fig. 30a y b) A los 90-100 dias de cultivo, en la parte apical de las estructuras globulares,
se observd la formacién de una protuberancia (meristemo apical), a los 95 dias en la parte
basal de los embriones se hizo visible la formacion de rizoides, (Fig. 28 ay b), los PLB’s
continuaron su desarrollo y a los 100-120 dias se diferenciaron sus respectivos primordios
foliares (Fig. 31c).

En el estudio estructural, no fue posible evidenciar el desarrollo y ubicacién del meristemo
radicular, que corresponde a la Gltima fase de desarrollo, de las plantulas, sin embargo se
considera que las caracteristicas antes mencionadas, sirven como base para fundamentar,

que en B. scandens la via morfogenética lograda, fue embriogénesis somatica directa.
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Figura 30. Secciones longitudinales de estructuras PLB’s, obtenidas a partir del cultivo in vitro de
secciones de hoja de B. scandens en medio MS con 0.5/2 ANA/BAP mg/L a los 100 dds. a)
Formacion del meristemo apical del brote b) células en division celular, ¢ y d) Diferenciacion del
procadmbium hacia la zona central. Abreviaturas: Cp= Células parenquimatosas, Mab= Meristemo
apical del brote, Cd= Células en division, Cc= Contenidos celulares, PLB= Protocormo,
Pd=Protodermis.

Figura 31. Secciones longitudinales de PLB’s, obtenidos a partir del cultivo in vitro de secciones
de protocormos de B. scandens cultivadas en medio MS en 0.5/ 2 ANA/ BAP mg/L a los 120 dds. a
y b) Formacion de rizoides en la parte basal del PLB x100, x100, c) PLB, con sus respectivos
primordios foliares en la parte apical y en la parte basal vestigios de rizoides, x40. Abreviaturas: R=
Rizoides, Pf= Primordios foliares, Cc= Contenidos celulares.
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La embriogénesis somatica es el proceso por medio del cual una sola célula o un grupo de
células no sexuales (somaticas) dan lugar a la formacion de un embrién sin la necesidad
que ocurra la fusion de gametos (Abdelnour y Escalante, 1994). En el cultivo in vitro de
orquideas se presentan cuerpos parecidos a protocormos (protocorm like bodies = PLB’s),
los cuales pueden formarse de manera directa a partir del explante o indirectamente de callo
0 en cultivos en suspension (Ramirez, 1990). Varios investigadores han sugerido que la
formacion de PLB’s en cultivos de orquideas es una manifestacion de la embriogénesis
somatica (Steward and Mapes, 1971; Kerbauy, 1993; Begum et al., 1994; citados por Chen
etal., 1999).

No obstante la formacion de embriones soméaticos no ha sido bien documentada para las
orquideas. Existen muy pocos reportes en la literatura que provean evidencia de esta via de
desarrollo para estas plantas: a) Se ha reportado la formacion de PLB’s a partir del cultivo
de callo de Phalaenopsis en un medio adicionado con agua de coco (Isshi et al., 1998), b) la
formacion de embriones globulares bien definidos, a partir de callo formado de secciones
de rizoma de Cymbidium ensifolium var “misericors”, en un medio adicionado con TDZ y
2-4 D (Chang y Chang, 1998) y la c) formacion de PLB’s a partir del cultivo de callo de
“Oncidium Grower Ramsey”(Chen and Chang, 2000). Ademas, dos datos recientes con los
que se cuenta, son: el reportado por Barrera (2006), quien observé la formacion de
estructuras globulares a partir del cultivo de callo de Laelia speciosa. En todos estos casos,
la formacién de callo estuvo involucrada como una etapa intermedia para la formacion de
PLB’s. Y el ultimo dato con el que se cuenta es el reportado por Suarez (2007), quién
observd la formacion directa de PLB’s a partir del cultivo in vitro de secciones basales y
apicales de protocormos de Euchile mariae. En este Gltimo caso, se generaron los
embriones somaticos de manera directa del explante. Sin embargo, son muy pocos los
trabajos que reportan la formacién de embriones somaticos de manera directa y su analisis
estructural.

Estos resultados concuerdan con los reportados por Suarez (2009), quien al cultivar in vitro
secciones de protocormos de Euchile mariae en medio nutritivo, observo la formacién de
nuevos PLB’s a partir de su region epidérmica del explante. A partir de un estudio
anatomico la misma autora mostré que las divisiones celulares en los protocormos estan

limitadas a los estratos mas externos ya que las células generalmente comienzan a dividirse
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en el estrato epidérmico. Estas divisiones dan lugar a la formacién de un agregado de 2 a 6
células que aparecen al azar en la superficie del protocormo. Estos agregados formados por
células meristematicas pequefias son muy activos y en pocos dias formaran pequefios
PLB’s.

Varios autores reportan en la literatura que un somatico se define como una estructura
bipolar con eje radical- apical, que presenta autonomia frente al tejido generador y estd
protegido generalmente por una epidermis, ademas no tiene conexion vascular con el tejido
que le dio origen, por lo que pueden ser separados facilmente de este, conservando su
capacidad para crecer y diferenciarse hasta formar una planta completa bajo condiciones
adecuadas de cultivo (Sannasgala, 1989; Escalant y Teissont, 1989; Gémez, 1998; Thorpe y
Stasolla, 2001; Razdan, 2002; citados por Suarez, 2006 ). En el presente estudio todas esas
caracteristicas fueron observadas por medio de los cortes estructurales en las estructuras
globulares generadas, a partir de secciones longitudinales de protocormos de B.
whartoniana y secciones de hoja de B. scandens, a excepcion del meristemo radicular para
ambas especies, ya que en ninguna de las etapas que se tomaron las muestras coincidié con
esta Gltima fase de desarrollo, sin embargo dado las demds caracteristicas que se
presentaron en las estructuras regeneradas, podriamos decir que, las estructuras globulares
desarrolladas fueron embriones somaticos.

En la literatura se ha reportado que después de la germinacion se forma una masa de células
denominada protocormo, el cual puede diferenciarse a plantula o formar cuerpos parecidos
a protocormos (PLB’s) (Arditti y Ernst, 1993).

Batygina et al (2003) observaron que la region apical estd conformada principalmente por
células pequefas, las cuales daran lugar a la formacién del apice del brote; mientras que la
parte basal estd formada por grandes células parenquimatosas que dan lugar a las
estructuras rizoidales y que tienen la funcién de un depoésito organico. El protocormo se
diferencia en una region apical, que consiste en pequefias células que forman el apice de
brote y la parte basal conformada por grandes células parenquimatosas que funcionan como
un “deposito organico” (Nava et al., 2011; Free et al., 2003).

Por ejemplo en Aerides crispum, se observaron estructuras globulares originadas en las
capas subepidérmicas del protocormo, constituidas por células pequefias, que después de

desarrollarse formaban una protusion (Sheelavanthmath et al., 2005).
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La embriogénesis somatica, es una importante aplicacion del cultivo de tejidos vegetales,
que permite la propagacién masiva mediante la regeneracion de embriones somaticos (ES)
(Estructuras bipolares, independientes del tejido original) con alta capacidad reproductiva
(George y Sherrington, 1984).

Lee et al (2010), en un analisis estructural que realiz6 de los regenerantes obtenidos a partir
de callo de Laelia anceps ssp. dawsonii, encontrd estructuras embriogénicas en los estadios
globular, torpedo y plimula. Encontrando que estas estructuras fueron de morfologia
similar a los embriones cigdticos durante la germinacion de semillas de orquideas,
caracterizados por células con citoplasmas densos y masas de nucleos prominentes,
caracteristicos del tejido embriogénico.

En la presente investigacion existio interaccion entre los medios de cultivo y las
combinaciones de fitohormonas utilizadas en la morfogénesis de B. whartoniana y B.
scandens, lo que coincide con las observaciones de Lee et al. (2010) y Fehér et al. (2003),
quienes con base en una prueba de una amplia gama de inductores concluyeron que la
embriogénesis somética no puede definirse especifica a uno o mas reguladores del
crecimiento, porque existen interacciones con los componentes del medio. Sin embargo las
fitohormonas son los candidatos mas viables en la regulacion de sefiales del desarrollo,
como indicaron Huan et al. (2004), en la formacion de callo embriogénico en Cymbidium,
donde las auxinas y citocininas fueron las principales hormonas involucradas en la
regulacién de la division celular.

En Oncidium, Chen and Chang (2000) reportaron el uso de ANA en combinacion con TDZ,
en explantes de hoja y pices de raiz, para promover la formacion de embriones somaticos a
partir del callo.

Entre los factores que influyen en la induccion de la embriogénesis somatica, se encuentran
la edad, el estado fisiologico, el genotipo, la orientacion del explante al estar en contacto
con el medio de cultivo y la cantidad de hormonas que se sintetizan de manera enddgena en
los tejidos (Razdan, 2002), aunque también se ha observado que el desencadenamiento o la
estimulacién de la brotacion en el cultivo in vitro, resulta del empleo de citocininas
eventualmente asociadas con las auxinas (Margara, 1988). Esta via de desarrollo puede
ocurrir de manera directa o indirecta. En el primer caso, un estimulo de la division celular

puede ser suficiente para la formacion de un embrion somatico directamente a partir del
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tejido del explante, mientras que en la embriogénesis somatica indirecta, las células del
tejido sufren varias divisiones celulares hasta dar lugar a la formacion de un callo, el cual
por medio de estimulos, como la adicion exdgena de hormonas vegetales, daré lugar a la
formacion de embriones somaticos (Gémez, 1998). De acuerdo con Margara (1988),
debido a la totipotencialidad de las células vegetales, la embriogénesis somatica puede ser
inducida a partir de diferentes tejidos, incluyendo, tallos, peciolos, raices, hojas, inclusive
protoplastos, entre otros. Sin embargo, los tejidos provenientes del embrion, son los que
expresan frecuentemente la capacidad morfogenética para formar un embrion somatico.

En esta investigacion, los embriones somaticos obtenidos surgieron de manera directa a
partir de los explantes de Barkeria whartoniana (secciones de protocormos) y Barkeria
scandens (secciones de hoja y tallos de plantulas). Como los explantes utilizados provienen
de tejidos muy jovenes, presentan células determinadas preembriogénicamente hacia esta
via de desarrollo, por lo que al colocar los explantes, en un medio de cultivo, adicionado
reguladores de crecimiento (auxinas y citocininas) se expresé su totipotencialidad para
seguir un patron de divisiones celulares hasta dar lugar a la formacién de embriones
somaticos. Se ha mostrado que el proceso de embriogenésis somatica es inducido por los
reguladores de crecimiento, especialmente las auxinas y citocininas. Las auxinas son
requeridas para el establecimiento de la simetria bilateral durante los estados de desarrollo
temprano del embrién (Liu et al., 1993), ademéas se ha visto, que constituyen un factor
fuertemente asociado con la continua proliferacion de las células embriogénicas (Gomez,
1998). Se reporta que altos niveles de auxinas inducen la formacién de embriones
somaticos, sin embargo, para que éstos continten su desarrollo es necesaria una reduccion
de la concentracion de las auxinas en el medio de cultivo (George & Sherrington, 1984).
Mientras que, las citocininas son necesarias para inducir la division celular en los tejidos
vegetales, ademas de promover la formacién de brotes adventicios (Davis, 1995). Por tanto,
el crecimiento y morfogénesis in vitro estd regulado por la interaccion y el balance
adecuado entre ambos reguladores de crecimiento vegetal adicionados al medio de cultivo,
asi como por las hormonas vegetales producidas de manera enddgena en los tejidos
(George & Sherrington, 1984).
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CONCLUSIONES.
Barkeria whartoniana
Se logro el establecimiento in vitro de las semillas con el método de desinfeccion
obteniendo un éxito del 100%.
Mediante la utilizacion del medio MS, se obtuvo un alto porcentaje de germinacion
mayor al 90% en las semillas.
Se logro la regeneracion de plantas completas al inducir embriogénesis somaética a
partir de secciones longitudinales de protocormos de B. whartoniana en medio MS
50% y MS adicionados con reguladores del crecimiento.
En cuanto a medio de cultivo, para inducir la formacién de PLB’s y para el
crecimiento de las plantulas el medio MS resultdé ser mejor con un promedio de
18.29 PLB’s/ explante, en comparacion al medio MS 50% con un promedio de
14.80 PLB’s/ explante.
El mejor tratamiento para obtener la mayor formacion de PLB’s en cultivo in vitro
para esta especie se logré en el medio de cultivo MS, adicionado con 1mg/L de
ANA mas 1 mg/L BAP, alcanzando un total de 969 PLB’s, con un promedio por
explante de 48.45+ 0.99.

Barkeria scandens

Se logré la regeneracion de plantas completas al inducir embriogénesis somaética a
partir de secciones de hoja y tallo en medio MS 50% y MS adicionados con
reguladores del crecimiento.

El mayor nimero de PLB’s se obtuvo empleando explantes de hoja y tallo de
tamafio A (1-2 cm)

El mayor nUmero de regenerantes en explantes de hoja y tallo se obtuvo utilizando
medio MS

Para las secciones de hoja la mayor formacion de PLB’s por explante se generd de
la interaccién del tamafio A (1-2 cm), medio MS, y el tratamiento con 0.5 mg/L de
ANA y 2 mg/L de BAP, formédndose un total de 181 PLB’s y un promedio de 18.1 +
3.69 por explante.
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- Las interacciones en secciones de hoja en donde no se obtuvieron regenerantes
fueron con un tamafio A (1-2 cm) y B (3-4 cm), medio MS 50% y MS en ausencia
de reguladores de crecimiento y en el tratamiento con 1 mg/L de ANA y 1 mg/L de
BAP.

- Para las secciones de tallo la mayor formacion de PLB’s por explante se generd de
la interaccion del tamafio A (1-2 cm), medio MS, y el tratamiento con 0.5 mg/L de
ANA y 1 mg/L de BAP, formandose un total de 220 PLB’s y un promedio de 22 +
0.81 por explante.

- La interaccion con el menor nimero de regenerantes en secciones de tallo fue con
un tamario B (3-4 cm), medio MS 50% y en ausencia de reguladores de crecimiento
con 8 regenerantes totales y un promedio de 0.8 + 1.032 PLB’s por explante.

- En el cultivo de raiz la respuesta morfogenética se dirigio hacia la elongacion de los
explantes, esta no estuvo asociada a la presencia de los reguladores de crecimiento.

- A'los 90 dias después del periodo de cultivo in vitro (180 dias) la mayor elongacion
del &pice de raiz se obtuvo en los explantes que estaban en el tratamiento 0.5/1
ANA/BAP mg/L transferidos a medio sin reguladores de crecimiento con un

méaximo de 13 cm.

B. whartoniana vs B. scandens

- De los explantes empleados, las secciones longitudinales de protocormos de B.
whartoniana, mostraron una mayor capacidad morfogenética y regenerativa con
respecto a las secciones de hoja y tallo de B. scandens, puesto que a partir de éstas
se logré la mayor formacion promedio de PLB’s por explante (16.55+11.76)
después de 180 dias de induccidn hormonal.

- La oxidacion se presentd como un factor importante en los cultivos de B. scandens
afectando al 76.11% de explantes en cultivos de raiz seguido con un porcentaje del
48.88% en cultivo de hoja y 25.55% en cultivo de tallo, a diferencia de los cultivos
de B. whartoniana en donde este fendmeno no afecto la supervivencia y respuesta

de los explantes.
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- El sistema empleado para la aclimatizacion de estas orquideas epifitas, rupicolas
(macetas con una mezcla de Corteza de pino, Sphagnum, agrolita y tepojal 1:1:1:2),
favorecid el establecimiento ex vitro y desarrollo de las plantulas obtenidas.

- Las plantulas obtenidas, al ser aclimatizadas mostraron un elevado porcentaje de
supervivencia cercano al 80%.

- Por medio del analisis estructural se logro la identificacion de estructuras bipolares
(embriones somaticos), por lo que la via de regeneracion obtenida a partir de las
secciones empleadas de B. whartoniana y B. scandens, fue embriogénesis somatica
directa.

- Sé logré establecer un protocolo eficiente para la germinacion asimbidtica y
propagacion masiva de B. whartoniana, también se logro establecer el protocolo de
propagacion de B. scandens, ambas especies endémicas de México.

- Los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran una alternativa viable y de
gran utilidad para la micropropagacion de otras especies de orquideas que se
encuentren amenazadas y/o en vias de extincion, contribuyendo a reducir la presion
de sus poblaciones silvestres, ya que en un tiempo, relativamente corto, es posible
lograr la germinacion de semillas y/o la formacion de plantulas completas a partir

de explantes somaticos.

El CTV inicio como un conjunto de herramientas biotecnoldgicas aplicadas s6lo por
algunos bidlogos para lograr la propagacion de unas cuantas especies vegetales, hoy
como lo ha sefialado la ONU y CONACYT son reconocidas como una poderosa
herramienta, que aporta la posibilidad de generar un gran nimero de plantas a partir de
unos cuantos explantes. ElI uso del CTV se vuelve relevante en paises en vias de
desarrollo que aun cuando albergan una gran diversidad biol6gica, sus recursos
naturales, particularmente especies vegetales, pocas veces son reintroducidos a sus
habitats naturales por una falta de planeacion en el manejo y propagacion. La unica
alternativa que podria tener la vida en el planeta es que la humanidad cambie habitos y
acciones, es decir debera producir lo que consume. El presente estudio contribuye al
conocimiento propagacoln, conservacion y sienta las bases para el aprovechamiento

sustentable de las especies estudiadas.
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