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1. RESUMEN.

Prosthechea cochleata (L.) W.E.Higgins 1997 (Orchidaceae), tiene una distribucion
Neotropical, la cual es a menudo descrita en la literatura como una especie comun, sin
embargo actualmente se encuentra extremadamente escasa en muchas regiones donde
anteriormente se encontraba en mayor densidad. Esta incluida en el Apéndice Il de la
CITES y citada en peligro en el Florida’s Regulated Plant Index. La pérdida de individuos
de esta especie se debe principalmente al saqueo para venta ilegal como planta de ornato,
la destruccion del habitat por cambio de uso de suelo, al ataque por plagas fitofagas, la baja
tasa de germinacion de sus semillas, asi como los efectos del cambio climatico. A esto se
adiciona que los sistemas de propagacion tradicionales no son suficientes para asegurar
su conservacion y la demanda del mercado. El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) se ha
propuesto como una alternativa efectiva para la propagacion de muchas especies
incluyendo las orquideas, muchas de las cuales han sido propagadas in vitro a través del
cultivo de explantes somaticos o cuando ha sido posible por la germinacion de sus semillas
por el aporte de la variabilidad genética a sus poblaciones. En el presente estudio se
explord la germinacion de semillas, asi como el cultivo de tallos de plantulas germinadas in

vitro. Semillas maduras de P. cochleata fueron germinadas asépticamente en los medios
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de cultivo MS 50/100 y KC, con o sin Agua de Coco (AC) (0, 10, 20 y 30% v/v), cultivadas
bajo fotoperiodo 16 h luz, 8 h oscuridad, asi como en oscuridad. La germinacién ocurrio
solamente bajo fotoperiodo, y con mayor porcentaje (12%) en medio MS 50/100 sin AC.
Un segundo lote de semillas fue germinado y las plantulas de siete meses de edad con una
altura promedio de 2.4 £ 0.35 cm fueron disectadas para obtener de tres tipos de explantes
(Hoja, Tallo y Raiz) que fueron cultivados en medio MS 50/100 con ANA/Kin en las
siguientes concentraciones y combinaciones 0/0, 0/0.5, 0/1, 0.1/0, 0.5/0, 0.5/0.5, 1/0y 1/0.5
mg/L. Adicionalmente en los explantes de Hoja y Raiz se probaron las concentraciones
0.1/0.5, 0.1/1, 0.5/1y 1/1. Al cabo de 16 semanas los tallos en 0.5/0 mg/L, generaron el
mayor numero de brotes por explante, via directa, 2.55 + 0.62, obteniendo un total de 313
brotes a partir de 135 de los explantes de tallo iniciales, el resto de los explantes de tallo
(25) no tuvieron respuesta alguna. En la aclimatizacion en invernadero se obtuvo una

supervivencia de 86% a las 4 semanas en invernadero.

2. INTRODUCCION.

2.1 Biodiversidad

La biodiversidad se entiende como el grado de variacion entre los organismos vivos y los
complejos ecoldgicos en los que ocurren (Figura 1), es decir comprende la diversidad
dentro de cada especie, entre especies y entre los ecosistemas que habitan (CONABIO
2000).

Diversidad dentro
de las especies

ECOSISTEMAS

Figura 1. Rangos que abarca el concepto de biodiversidad. Modificado de CONABIO,
(2000).

Toda esta biodiversidad se encuentra distribuida en el mundo, pero no de manera
proporcional, ya que algunas regiones presentan mayor biodiversidad que otras y dada la
division del territorio en paises, podemos hablar de la existencia de paises megadiversos.
En el mundo son 17 los paises megadiversos que albergan del 65 al 70% de la diversidad

B ———————————————
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global, por mencionar algunos, México, Brasil, Indonesia, Colombia, China. El conjunto de
los 17 paises megadiversos representan un 10% de todos los paises y por la combinacion
de sus especies se obtiene la maxima diversidad bioldgica, tanto en numero de especies,

diversidad genética y de ecosistemas (Llorente & Ocegueda, 2008).

2.2 México pais megadiverso

México ocupa el cuarto lugar entre la lista de paises megadiversos y contiene del 10-12%
de especies del mundo hasta ahora descritas (Espinosa et al., 2008). La gran diversidad
del pais se puede explicar debido a su compleja historia evolutiva, accidentada topografia
compuesta de multiples sistemas montafiosos (Sierras Madre y Faja Volcanica
Transmexicana), ubicacion latitudinal en la region tropical y zona de contacto entre la region
neotropical y neartica, asi como su contacto tanto al este y oeste con mares, todo esto
contribuyendo a la obtencion de un patrén muy diverso de condiciones ambientales que
han permitido el desarrollo de un gran numero de especies, 180,000 a 216,000
aproximadamente, finalmente otro aspecto que ha contribuido a la rigueza de especies es
la domesticacion de plantas y animales (Espinosa et al., 2008).

En cuanto a la diversidad vegetal, México ocupa el quinto lugar en plantas vasculares,
superado por Colombia, China, Indonesia y Brasil, con 23,424 especies de plantas
vasculares (Cuadro 1). El 93% de éstas (21,841) se encuentran clasificadas dentro de la
division Magnoliophyta de las cuales aproximadamente el 50% son endémicas del pais y
se encuentran distribuidas en 53 6rdenes, 247 familias y 2,685 géneros (Villasefior, 2004,
Villasefior & Ortiz, 2014).

A las angiospermas se les ha dividido en dos clases: monocotiledéneas (Liliopsida) y
dicotiledoneas (Magnoliopsida). Las monocotiledoneas (Liliopsida) son una clase de
plantas que se incluye dentro de la division Magnoliophyta, en México, esta clase incluye
un total de 39 familias, dentro de las cuales se distribuyen 546 géneros y 4,530 especies,
esto es aproximadamente un 20% del total de las especies de toda la division (Villasefior
& Ortiz, 2014). La familia Orchidaceae se encuentra dentro de las 39 familias de las
monocotiledoneas y constituye uno de los grupos de plantas mas diversos, con alrededor

de 25 mil especies conocidas a nivel mundial (Dressler, 2005).




Cuadro 1. Biodiversidad de México con respecto a otros paises megadiversos (Llorente &
Ocegueda, 2008).

Superficie Plantas
Cantinente Pais (km?) vasculares Mamiferas Aves Reptiles Anfibios

| mexico 1972544 23424 535 1107 304 361 |

Perti 1285210 17 144 441 1781 298 420

. Brasil 8511965 56215 578 1712 630 779
Ame”ca ..............................................................................................................................................................................................................

Colombia 1141748 48000 456 1815 520 634

Ecuador 283561 21000 271 1559 374 462

Venezuela 912 050 21073 353 1392 293 315

o Congo 2 344000 6000 166 597 268 216

Madagascar 587045 9505 165 262 300 234

. Indonesia 1916 600 29375 667 1604 S11 300
1 T

i 6100
Oceania Australia 7686810 15638 376 851 880 224

2.3 Familia Orchidaceae

Las orquideas tienen una distribucion muy amplia pero la mayoria de sus ejemplares se
concentra en los tropicos. En México han sido registradas alrededor de 1,260 especies y
170 géneros de orquideas, donde se estima que alrededor del 40% de las orquideas
mexicanas son endémicas (Salazar, 2009).

Dependiendo del lugar en el que crecen las orquideas se pueden describir orquideas
epifitas, terrestres, litofitas o rupicolas; las orquideas epifitas son plantas que crecen sobre
las ramas y troncos de los arboles como lo son Stanhopea tigrina, Barkeria uniflora, las
cuales obtienen los nutrientes y agua del aire, agua de lluvia y desechos de la corteza de
los arboles; las terrestres crecen a nivel del suelo o de someras acumulaciones de humus,
por ejemplo Dichromanthus aurantiacus y Bletia urbana; y las litéfitas o rupicolas crecen
sobre rocas, las cuales le dan soporte para su desarrollo, como Dendrobium linguiforme,

Cypripedium irapeanum, por mencionar algunas..

Existen orquideas cuyo crecimiento es monopodial, es decir crecen hacia arriba a partir de
un tallo Unico a veces ramificado, o simpodial, que crecen lateralmente y producen brotes
foliosos a lo largo del rizoma; en el primer caso algunos géneros que presentan este tipo
de crecimiento son: Vanda, Phalaenopsis, Aerides, Aerangis, entre otros, mientras que
entre las orquideas de crecimiento simpodial se encuentran Prosthechea, Laelia, Encyclia,
por mencionar algunos ejemplos. Aquellas orquideas de crecimiento simpodial presentan

estructuras muy caracteristicas denominadas pseudobulbos, éstos son tallos engrosados




gue se van desarrollando a partir del rizoma y son 6rganos que permiten el transporte y

almacenaje de agua y minerales (Téllez & Flores, 2007).

Una de las estructuras de las orquideas que sin lugar a duda es de las mas atractivas a la
vista del hombre asi como para sus polinizadores son las flores, que presentan simetria
bilateral, su perianto esta formado por tres sépalos y tres pétalos, a uno de estos ultimos
se le conoce como labelo (pétalo inferior) el cual generalmente suele ser diferente en
tamafio, forma y color comparado con los otros dos pétalos (laterales). En su mayoria son
plantas con flores hermafroditas, es decir la misma flor presenta ambos géneros, pero
también existen casos de orquideas unisexuadas, en las que la planta lleva a la vez flores
masculinas y femeninas, como es el caso de los géneros Catasetum, Mormodes y
Cycnoches. Una caracteristica peculiar de su sistema reproductor es la fusion del estilo del
pistilo y los filamentos de los estambres en una estructura denominada columna o
ginostema, en el extremo de la columna se encuentra la antera (a veces mas de una) que
lleva los polinios (masas cerosas que agrupan los granos de polen); debajo de la antera se
encuentra la cavidad estigmética, separada de la porcion masculina por un tejido

denominado rostelo (Bellone, 2006).

La polinizacion ocurre cuando los polinios se introducen en la cavidad estigméatica ya sea
por algun polinizador natural o por polinizacién artificial, una vez que se da la fecundacion,
el ovario crece en grosor y longitud hasta formar una capsula (fruto) en la cual se
desarrollan las semillas (Bellone, 2006). Las capsulas estan constituidas por seis valvulas,
cada una de estas formada por tres capas principales de tejido: exocarpio, mesocarpio y
endocarpio. El exocarpio consta una sola capa de células; el mesocarpio o parte media de
la pared del fruto, tiene multiples capas celulares (parénquima) y el endocarpio, capa mas

interna, consiste en unas pocas capas celulares (Dirks-Mulder, et al., 2019).

2.4 Semillas, germinacion y desarrollo embrionario

Las semillas de las orquideas son muy numerosas, dependiendo de la especie, mil a cuatro
millones por fruto, son de tamafio peculiarmente pequefio, 0.18 mm a 3.85 mm de largo por
0.09 mm a 0.27 mm de ancho y con un peso de 0.3 pg a 14 ug. Las proporciones tan
pequefias de las semillas se atribuyen a la ausencia de endospermo, cotiledén, (aunque en
algunos géneros como Arundina, Bletilla y Dendrochilum, se presenta un cotiledén
rudimentario), radicula y que el embridon consiste en pocas células, en las cuales se

almacenan algunos lipidos y proteinas (Baskin & Baskin, 2014;Téllez & Flores, 2007).
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El endospermo es un tejido nutricio 3n que tiene origen en la fusidon de una célula con dos
nacleos polares con una célula esperméatica, posteriormente el nucleo triploide se divide
formando una supercélula multinucleada que se vuelve multicelular tras la citocinesis. Este
tejido formado es el endospermo y es un almacén de nutrientes (lipidos, proteinas y
carbohidratos) que seran utilizados durante la germinacion (Campbell & Reece, 2007). El
endospermo es un tejido que se encuentra ausente en las semillas de las orquideas por lo
cual es condicion necesaria para su germinacion, la obtencién de nutrientes (principalmente
carbohidratos) por una fuente externa, en condiciones naturales este abastecimiento se da

a través de una asociacion micorrizica, es decir la asociacion con algun hongo.

Durante la germinacion el embridn se hincha hasta romper la cubierta de la semilla, sus
células se dividen y producen una estructura globular llamada protocormo, algunas células
epidérmicas dan lugar a la generacién de rizoides, después de algunos dias (dependiendo
de la especie y de las condiciones de crecimiento) el protocormo adquiere polarizacion, en
el lado apical se da el crecimiento de un primordio foliar, mientras que en el lado basal se

desarrolla el primordio radicular (Baskin & Baskin, 2014).

Los embriones de algunas orquideas no producen un protocormo a menos que sean
asistidos por la adiciébn de azlcares exdgenos o la asociacién micorrizica con un hongo
especifico; sin embargo, algunos otros detienen su crecimiento en la fase de protocormo
(o el crecimiento es muy lento) hasta que una fuente de carbono sea suministrada. El hongo
coloniza al embrién a través de las células muertas del suspensor o del protocormo a través
de los rizoides. Si la asociacion micorrizica se desarrolla entre el protocormo y el hongo,
las células colonizadas seran aquellas de las dos capas epidérmicas basales del
protocormo, la capa mas externa sera la que contenga las hifas activas, mientras que la
capa interna contendra las hifas que seran digeridas por la orquidea para la adquisicion de
los nutrientes. Cuando las hifas don digeridas via enzimatica por la orquidea, se absorben
vitaminas, aminoacidos, hormonas, proteinas, acidos nucleicos y minerales dentro de las
células de la orquidea, pero principalmente seran la principal fuente de azucares. Aparte
de estas moléculas, las hifas contienen enzimas capaces de descomponer el almidon en
las células de la orquidea; dentro de la mezcla de compuestos que liberan las hifas se
encuentran también compuestos como la trehalosa y el manitol, siendo el primero un
estimulante para la germinacién y el segundo un promotor de crecimiento para la plantula
(Baskin & Baskin, 2014).




Se ha mencionado que el componente mas importante que el hongo le transfiere a las
células de la orquidea son los carbohidratos y que es un componente importante para la
germinacién y desarrollo de las plantulas. Su importancia radica en que, en la presencia de
sacarosa, las reservas lipidicas que contienen los embriones pueden ser hidrolizados, los
cuerpos lipidicos resultantes se transforman en almidén, macromolécula compuesta por
varias unidades de glucosa, esta Ultima, importante en la constitucién de diferentes tejidos
vegetales. Sin la presencia de sacarosa o algun otro azlcar, la hidrdlisis lipidica no puede
llevarse a cabo y por lo tanto las reservas de los embriones de las orquideas no pueden
ser metabolizadas. ElI género de hongos mas comun que promueve la germinacion y
desarrollo de los protocormos es el anamorfo Rhizoctonia, otros géneros de basidiomicetos
implicados en las asociaciones simbiéticas con orquideas especificas son Armillaria,

Ceratobasidium, Corticium, Fomes entre otros (Baskin & Baskin, 2014).

La baja tasa de germinacién de las semillas de las orquideas en condiciones naturales (1-
5%, 2-3% dependiendo el autor) se relaciona con su obligatoria asociacion micorrizica (Lee
et al., 2010; Mayo et al., 2010), de ahi que su reclutamiento sea muy bajo en condiciones
naturales. Aunado a las caracteristicas morfolégicas tan atractivas de las orquideas han
hecho de esta familia un grupo de plantas de gran importancia econémica por su venta
como plantas de ornato con gran amenaza de pérdida, siendo principalmente
comercializadas en la Ciudad y Estado de México algunas especies de los géneros Laelia,
Epidendrum, Maxillaria, Trichocentrum y Prosthechea (Munguia et al., 2010), lo que ha
provocado un exceso de extraccion de las mismas de su habitat natural poniéndolas en

peligro de extincion.

2.5 Género Prosthechea (Knowles & Westc) y especie de estudio

El género Prosthechea es un taxén esencialmente centroamericano que se constituye de
100 a 118 especies (Higgins, 2003; The Plant List, 2013), en México existen cerca de 46
(Téllez, 2011). Las orquideas pertenecientes a este género son plantas epifitas,
ocasionalmente terrestres, rara vez formando un rizoma evidente, los pseudobulbos estan
constituidos por un entrenudo, agregados o separados; pueden tener hasta cuatro hojas,
en el apice del pseudobulbo, presentan inflorescencias apicales, racemosas o paniculadas,
bractea espatacea evidente; ovario triquetro; flores pocas a numerosas, ocasionalmente
vistosas, resupinadas o0 no resupinadas, a veces céncavas en posicion natural; sépalos y

pétalos similares entre si; labelo unido a la columna en su tercio basal, entero o trilobado;
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columna recta, con tres dientes subiguales; cuatro polinios obovoides, subiguales; capsula
triquetra (Garcia et al., 2003).

Entre las 46 especies reconocidas para México se encuentra Prosthechea cochleata, la
cual tiene una distribucion en la region Neotropical: México, Guatemala, Sur de Florida,
Belice, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Colombia, Venezuela, Costa Rica, Panama,
Puerto Rico, Jamaica y Cuba. En México la podemos encontrar en los estados de Chiapas,
Hidalgo, Puebla, Oaxaca, San Luis Potosi, Tabasco, Querétaro, Campeche y Veracruz
(Garcia et al., 2003).
Su clasificacion taxonomica es la siguiente (Garcia et al., 2003):
Reino:Plantae
Subreino: Tracheobionta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliidae
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Epidendroideae
Tribu: Epidendreae
Subtribu: Laeliinae
Geénero: Prosthechea
Especie: Prosthechea cochleata (L.) W.E.Higgins 1997

Sindnimos: Encyclia cochleata, Anacheilium cochleatum, Epidendrum cochleatum

Acorde a lo descrito por Garcia et al., 2003, son plantas herbaceas epifitas o lit6fitas erectas
de aproximadamente de 17 a 40 cm de altura; con pseudobulbos ligeramente separados por
un corto rizoma, de forma ovoide a elipsoide, a veces algo pedicelados, cubiertos en su
tercio basal por bracteas papiraceas de 1 a 7 cm de largo, grisaceas, obtusas; presenta de
1 a 3 hojas oblongo-lanceoladas a linear-lanceoladas de 15-28 x 1.5-3.5 cm, agudas,
subcoriaceas; inflorescencia erecta de hasta 30 cm de largo, en racimo, raramente
paniculada, pedunculo de 10-16 cm de largo, base con 1 o0 2 espatas papiraceas; flores de
3 a 6 sucesivas, no resupinadas, llegando a estar todas abiertas a la vez , a veces con
capsulas presentes; sépalos y pétalos similares angostamente lanceolados, acuminados,

colgando y con una ligera torsién, los sépalos laterales oblicuos 25-35 x 3-6 mm; labelo
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profundo, orbiculado, céncavo, amarillo- verdoso y la mitad apical de color purpura en la
cara externa, 1.2 a 2.3 x 1.5-3 mm, la base blanquecina marcado con venas purpuras
conspicuas, apice abruptamente mucronado; callo oblongo-cuadrado; columna corta, 8-9
mm de largo, subtrigona que va de color verde a verde amarillento con algunas manchas de
color purpura cerca de la base, el apice de la columna con 3 dientes carnosos, el medio
conico redondeado Yy los laterales ligeramente mas largos, triangulares y obtusos; presenta
1 antera, la cual tiene 4 polinios, cipsulas 2-4 x 0.8-1.5 cm. Crece en el bosque de encino,
de pino-encino, en el tropical subcaducifolio y caducifolio, sobre pefias en las laderas de los
cerros, o bien dentro de las cafladas humedas. La floracidén se da de octubre a marzo y la

fructificacion de noviembre a mayo (Figura 2).

10 cm

10 mm

5Smm

Figura 2. Prosthechea cochleata. a) Planta completa. b) Vista frontal de la flor. ¢) Labelo y
columna, vista frontal. d) Labelo, vista frontal. e) Labelo, vista posterior. f) Con ovario-
pedunculo, vista lateral. g) Columna, vista frontal. h) Columna, vista posterior (tomado de M6
et al., 2014).
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Los géneros Encyclia y Prosthechea se dice que son polinizados por abejas y avispas, pues
sus flores emiten esencias que resultan atractivas para este tipo de polinizadores. En P.
cochleata, su flor puede o no emitir alguna esencia (Del Mazo & Damon, 2006, reportan la
ausencia de compuestos aromaticos en individuos de la especie en el sureste de México,
por el contrario Ray, et al., 2018, detectan 8 compuestos aromaticos en individuos de la
especie en Florida) y a diferencia de otras especies del mismo género, no ha sido vista o
reportada esta clase de polinizador, sugiriendo sea diurno, pues la fragancia en las flores
decae por las tardes. En la literatura se describe que esta especie, junto con otras del
género, poseen cristales glucésidos flavonoides que hacen a las flores mas visibles para
los insectos polinizadores en areas oscuras pues emiten fluorescencia bajo luz ultravioleta.
Aungue se desconozca el polinizador, se sabe que P. cochleata var triandra, tiene en la
columna una modificacién estructural de dos anteras adicionales (teniendo un total de 3)
gue permiten a los tubos de polen eludir el rostelo lo que resulta en la autopolinizacion (Del
Mazo & Damon, 2006; Higgins, 2003).

2.6 Importancia de la especie y problematica que enfrenta.

Aparte del posible rol ecolégico planta-polinizador, esta especie fue en la medicina
tradicional, y en la cultura prehispéanica, a través de la decoccion de los pseudobulbos,
utilizada como expectorante y antiasmatico (Beltran & Martinez, 1996). De la Fuente &
Staines, (1998) mencionaron el uso de esta orquidea para la preparacion de un pegamento
en polvo, asi como la preparacién de aditivos para pinturas La flor de P. cochleata ademas
es la flor nacional de Belice, es decir también tiene importancia cultural para ese pais
(Embajada de Belice, 2013).

La especie también tiene importancia como planta ornamental no solo por la apariencia de
sus flores, sino también a que llegan a mantener la floracidbn hasta por cuatro meses.
Lamentablemente, las plantas comercializadas son aquellas, producto del comercio ilegal,
y a pesar de que existen tratados y leyes que regulan el comercio de especies vegetales,

éstas no se cumplen y no existe una alternativa comercial para su compra legal.

El comercio ilegal de la vida silvestre se encuentra entre las tres principales actividades
relacionadas con la extincién de las especies junto con la pérdida de habitat y los efectos
de las especies invasoras y se calcula que los ingresos anuales llegan hasta los 10 mil

millones de ddlares a nivel global (CCA, 2005). México tiene una gran participacion tanto
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como proveedor del trafico ilegal como consumidor. En el periodo que va del 2001 al 2005
la PROFEPA (Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente) realizé el decomiso-
aseguramiento de aproximadamente 500 mil especimenes, en los que se incluyen especies
animales y vegetales, extraidos ilegalmente. La informacion sobre la extraccion ilegal de
flora, como un grupo, es sumamente escasa y los datos que existen estan dispersos y se
enfocan fundamentalmente en algunas plantas de importancia ornamental. Sin embargo se
conoce que existen tres grupos principales que a lo largo de la historia han sido muy
vulnerables a la extraccion ilegal los cuales son: las cicadas (Zamiaceae), las orquideas
(Orchidaceae) y los cactus (Cactaceae). Para la familia Orchidaceae se tiene una
estimacion realizada para el periodo de 1993-1996 que sugiere que el nUmero de plantas
comercializadas ilegalmente fue de 9 a 12 millones, mientras que por comercio legal fue de
0.15 millones de plantas (Naranjo & Dirzo, 2009).

Tal es el caso de dos de los mercados de flores mas grandes de la Ciudad de México y
Estado de México (el de Jamaica y el de Tenancingo respectivamente), en los que se
registré en el afio 2007 el comercio ilegal de 22 especies silvestres de orquideas, entre las
cuales se encontraba P. cochleata (Munguia et al., 2010). Asi mismo otro estudio realizado
en un mercado de Xalapa, Veracruz, arrojé una cifra de 167 especies de orquideas
comercializadas de manera ilegal con un total de 7,100 individuos registrados a lo largo de
dos afos. Entre estas orquideas, se contaron 119 plantas de P. cochleata (un 16% con
respecto al total) que eran vendidas de los 5 a los 40 pesos por planta (Flores & Valencia,
2007). Si bien el 16 % podria parecer un bajo porcentaje hay que tener en cuenta que el
estudio esta enfocado en la venta de un solo mercado del pais y que si dividiéramos el total
de individuos registrados entre el nimero de especies a las que pertenecen se tendria en
promedio 42 individuos por especie, por lo tanto los individuos registrados para P. cochleata
son casi el triple del promedio por especie, por lo cual se puede considerar como una cifra

significativa.

Esto documenta que a pesar de que México forma parte de tratados internacionales y tiene
leyes nacionales que tienen como finalidad la proteccién y regulacién legal de la
biodiversidad, el comercio ilegal de plantas silvestres sigue siendo frecuente y es
reconocido como una de las amenazas mas importantes para la biodiversidad, lo que indica
gue estas medidas de proteccion han sido insuficientes y se necesita con urgencia una
mejor comprension de la magnitud de las consecuencias que el comercio ilegal trae consigo
(Flores & Valencia, 2007).
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Ademas del saqueo ilegal que ejerce una fuerte presién sobre la especie, ésta presenta
otro problema que repercute en su supervivencia y es el ataque por plagas. Un estudio
realizado en Florida, Estados Unidos, mostré que P. cochleata, en su medio natural, resultd
ser una de las especies més vulnerables a la infeccion por Diapsis boisduvalii (hemiptero,
escama acorazada), con un porcentaje de infeccion de 5.8% (Ray et al., 2012). Otro estudio
realizado més recientemente, también en Florida, mostré un porcentaje de infeccion de
13.5 % por D. boisduvalii, ademas del 15.2 % de infeccién causado por Pseudococcus
microcirculus (hemiptero, conocido como cochinilla de orquideas) (Gutting et al., 2015).
Ambas son consideradas como graves plagas fit6fagas de orquideas, pues absorben los
nutrientes de los tejidos reduciendo asi el vigor de las plantas, llegando a causar la muerte
de las mismas. Las cochinillas, en particular, también secretan cantidades de una sustancia
dulce que sirven como fuente de alimento para las hormigas;, ademas se presenta
fumagina, un hongo que dificulta la fotosintesis mediante el recubrimiento de superficies de
las hojas (Gutting et al., 2015).

Estas plagas son un factor que suma en la vulnerabilidad de las orquideas en peligro de
extincion que ya se encuentran en riesgo por varias causas como lo son: la dificultad
reproductiva, el aprovechamiento no sustentable, el comercio ilegal, la degradacion de
ecosistemas y por lo tanto pérdida de su habitat natural, sea por tala legal o ilegal o cambio

de uso de suelo que siempre implica tala y deforestacion.

A tal punto que P. cochleata, a menudo descrita como una especie comun en la literatura,
actualmente se encuentra extremadamente escasa en muchas regiones donde
anteriormente se encontraba en mayor densidad, tal es el caso de la region del Soconusco,
Chiapas, en la cual se encuentra restringida a fragmentos de bosque tropical y plantaciones

de café por arriba de los 800 msnm (Del Mazo & Damon, 2006).

De igual manera se encuentra reportado para el sur de Florida en Estados Unidos, que
Prosthechea cochleata, var triandra fue alguna vez una especie comun, es decir abundante
en esta region, sin embargo ya no lo es mas debido, entre otros factores, a su colecta ilegal
(Hammer, 1984)

2.7 Proteccion de especies silvestres
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La Norma Oficial Mexicana NOM-059 (SEMARNAT, 2010), enlista un total de 986 especies
de plantas en alguna categoria de riesgo, (proteccion especial, amenazada, en peligro de
extincion y extinta en el medio silvestre). En esta Norma hay un total de 187 especies de
orquideas entre las cuales se encuentran seis del género Prosthechea, de las cuales cinco

en proteccidn especial y unaamenazada.

Si bien la especie en estudio no se encuentra en esta norma, un mayor conocimiento de la
propagacion de la misma podria revelar informacion acerca de estrategias eficientes de
propagacion para ésta y para otras especies, no solo del mismo género, incluidas en la

norma.

A pesar de que Prosthechea cochleata no se encuentra en la NOM-059 (SEMARNAT,
2010), debido a su falta de actualizacion y evidencia demogréfica, si se encuentra en el
Apéndice Il de CITES, donde esta incluida toda la familia Orchidaceae, aqui se enlistan las
especies que no necesariamente se encuentran en peligro de extincion, pero su comercio

debe controlarse a fin de evitar una utilizacion incompatible con su supervivencia.

En la lista roja de flora venezolana la especie esta catalogada en Lr/Nt (igual a bajo riesgo
0 casi amenazada) y en el sitio Nature Serve Conservation status se encuentra en los
rangos G4 (aparentemente segura) a nivel global, pero a nivel estatal se encuentra en la
categoria S2 (en peligro) (Krupnick et al., 2013; NatureServe, 2020) y en peligro en el indice

de plantas reguladas de Florida (Florida’s Regulated Plant Index).

Para asegurar su conservacion una estrategia que puede ser empleada es el desarrollo de
protocolos eficientes de propagacion y que €stos a su vez permitan su uso sustentable. Un
mayor conocimiento sobre el Cultivo de Tejidos Vegetales podria contribuir al
aprovechamiento de una manera mas racional de las especies que se requieren por su
potencial ornamental, asi como para la conservacion de las especies que se encuentran

bajo el riesgo de desaparecer (Menéndez et al., 2011).

2.8 El uso del Cultivo de Tejidos Vegetales

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV), es la ciencia de crecer células vegetales, tejidos u
organos aislados de la planta madre, en medios artificiales (George et al., 2008). Es una
parte de la biotecnologia en la cual una porcion de una planta (explante, desde una célula

hasta un 6rgano) se cultiva, bajo condiciones asépticas, en un medio que le confiera los
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factores quimicos y fisicos apropiados para que el explante exprese su potencial intrinseco

o inducido que le permita regenerar tejidos, 6rganos o una planta completa, esta capacidad

de regeneracién es llamada totipotencia (Roca, 1993; Baran & Ghosh,2005).

Millones de plantas son propagadas a traves del cultivo de tejidos vegetales (Cuadro 2), se

estima que en el afio 2003, 922 millones de plantas fueron producidas por este medio en

todo el mundo. Principalmente se propagan plantas con valor ornamental, seguido de

arboles frutales, pequefios frutos y vegetales, plantas lefiosas, otras variantes de uso

agricola (Purohit, 2013). En Alemania en el afio 2000, la produccién de plantas in vitro,

supero los 24 millones de plantas, distribuidas en las categorias antes mencionadas

(Gréfica 1).

Cuadro 2. Principales plantas propagadas in vitro, en India, Estados Unidos, Alemania y

México.
Pais Numero de NUmero de Cultivos NUmero de Uso Referencia
compafiias plantas plantas por
propagadas cultivo
por este (en millones
medio de plantas)
(en millones
de
plantas)
India 200 350 Banana - Comestibles Departamento
(2016) Capacidad Papaya - de biotecnologia
productivade  Papa - India,
500 Cafia de azucar - 2016
Pifia -
Manzana -
Fresa -
Vainilla -
Cardamomo -
Datiles -
Gerbera - Ornamentales
Anthurium -
Lillium -
Orquideas -
Bambo -
Estados 95-100 75 Syngonium 15 Ornamentales Zimmerman &
Unidos (1993) Capacidad Gerbera 4 Barnhill, 1993
productivade  Spathiphyllum 6
150 Helechos 5
Saintpaulia 1.5
Dieffenbachia 3
Philodendron 2
Ficus 1
Lilium 2
Rhododendron 10.5
Rosa 0.2
Orquideas -
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Zarzas 1.17 Comestibles
(frambuesa, (1985)
zarzamora)
Alemania 27-30 48 Phalaenopsis 31 Ornamentales Winkelmann et
(2006) (2004) Rhododendron 1 al., 2006
Gentiana 1.9
Bambo 0.15
Dionaea 0.175
Anthurium 0.9
Fragaria 3.9 Comestibles
(2004)
México - 12 Agave tequilana - Comestibles y Navarro, 2007
Laboratorio Barfwfana - elab?rgcién de
Coffea - ibras
Agromod Anthurium - Ornamentales

Los datos numéricos representan una aproximacion. (-) Sin datos.

Plantas ornamentales
3 millones
12.1%

Pequeiios frutos
4 millones
16.2%

Plantas de
jardin perennes
1.3 millones
5.3%

Plantas lefiosas
3.9 millones
15.8%

Cultivos agricolas
0.4 millones
1.6%

Orquideas 12.1

millones
49%

Gréfica 1. Plantas propagadas in vitro en Alemania en el afio 2000 (modificado de Preil, 2003).

El CTV ofrece la ventaja de multiplicar plantas a mayores escalas y en un menor espacio y

tiempo que los cultivos tradicionales, permiten la produccion de plantas con sanidad

controlada, el cultivo independientemente de las condiciones ambientales, el obtener

especies no domesticadas o dificiles de generar en campo, la conservacion de

germoplasma de plantas de interés comercial o en vias de extincion, el mejoramiento

genético y la obtencion de plantas transformadas genéticamente, la produccion de

metabolitos secundarios provenientes de plantas de crecimiento lento o de dificil obtencion

por extraccion o sintesis en laboratorio (Llorente, 2000).
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No obstante los multiples beneficios de la propagacion por esta via, se presentan también
algunas desventajas como lo son la presencia de cambios en la anatomia y fisiologia de las
plantas regeneradas comparadas con aquellas propagadas de manera tradicional. De
acuerdo con George et al., (2008) estas modificaciones son:

® Raices; epidermis uniseriada, escaso desarrollo del sistema radicular con pocos,
cortos 0 ausentes pelos radiculares, corteza amplia irregular que presenta células
individuales hipertrofiadas, numerosos espacios intercelulares, haces vasculares
estrechos, primarios, de desarrollo inmaduro, actividad limitada del cambium
secundario.

® Tallos; de diametro pequefio, limitado desarrollo de la corteza, poco colénquima,
pocas fibras de esclerénquima, haces vasculares pobremente desarrollados, baja
actividad del cambium, con un gran numero de granos de almidon en haces
vasculares en etapas tempranas, desarrollo limitado de la médula, las paredes
celulares delgadas.

® Hojas; pequefas, fragiles e hiperhidratadas, paredes celulares delgadas de forma
irregular en la epidermis, cuticula delgada y discontinua, células guarda irregulares
con pared celular delgada, estomas alargados que se mantienen continuamente
abiertos, mesoéfilo esponjoso irregular, tejido de empalizada reducido, parénquima
esponjoso altamente vacuolado con grandes espacios intercelulares, haces
vasculares inmaduros y de desarrollo limitado, baja cantidad de clorofila,
cloroplastos anormales no funcionales, limitada formacion de grana, estroma

abundante.

Estas anormalidades fisiol6gicas y anatdbmicas paulatinamente iran desapareciendo tras

el proceso de aclimatizacion de las plantas.

De acuerdo a Read & Preece (2014), el CTV consta de 5 etapas:

® Etapa 0 Plantas madre: Las caracteristicas generales del material vegetal inicial
influyen en el éxito del proceso de propagacion. Incluye la seleccién de la planta
madre o stock inicial y su acondicionamiento a algunos factores fisicos como la luz
y temperatura, es posible que se requiera la aplicacion de algunas sustancias como

fertilizantes, plaguicidas, bactericidas, fungicidas entre otras y también pueden
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aplicarse algunos tratamientos precultivo como lo son reguladores de crecimiento
vegetal (RCV).

Etapa | Establecimiento: en esta etapa se selecciona el explante a establecer,
refiriendose al establecimiento eficiente de este en el medio de cultivo. Incluye la
seleccidon del medio de cultivo a utilizar, su preparacion y esterilizacion, asi como
desinfeccion del explante con el empleo de agentes quimicos, que permitan la
muerte o reduccion de organismos como bacterias, hongos y algunos aracnidos o
insectos pequefios que puedan estar en el explante.

Entre las sustancias mas comunmente empleadas se encuentran el hipoclorito de
calcio o sodio, etanol, peréxido de hidrégeno, detergentes y jabones. El hipoclorito
de sodio es una sal (altamente oxidativa) que en contacto con el agua se disocia en acido
hipocloroso e hidréxido de sodio siendo la siguiente la reaccion quimica: NaClO + H.O >
HCIO + NaOH. Las propiedades antimicrobianas son debidas primariamente a: 1) la
habilidad del hipoclorito de sodio de oxidar e hidrolizar las proteinas celulares, 2) la
liberacién de cloro, para formar acido hipocloroso, y 3) a largo plazo, su habilidad
osmotica de extraer liquidos fuera de las células (Sanchez et al., 2009). El hipoclorito
de sodio presenta actividad antimicrobiana con accién sobre sitios enziméaticos
esenciales bacterianos promoviendo su inactivacién irreversible (originada por iones
hidroxilo y accion de cloraminacién), esta inactivacién enzimatica puede observarse
en la reaccion de cloro con los grupos amino (NH2-) formando cloraminas, donde se
sustituye el hidrogeno por el cloro, las cuales interfieren con el metabolismo celular
y por otra parte la oxidacion irreversible de grupos sulfhidrilos (SH) de enzimas
bacterianas (Estrela et al., 2002).

Etapa Il Multiplicacion: Consiste en la induccién del explante con la finalidad de
obtener brotes o embriones, mediante la adicion de reguladores de crecimiento
vegetal, sustancias organicas o algun compuesto o serie de compuestos de la
formulacién basica del medio de cultivo. Esta multiplicacién puede suceder a través
de tres vias, organogénesis directa o indirecta, embriogénesis directa o indirecta y
activacion de yemas preformadas.

Etapa Il Elongacion y Enraizamiento: Si la via de regeneracion fue organogénesis,
la meta sera lograr la elongacion y enraizamiento de los brotes generados en la
etapa anterior para la obtencion de plantas completas que puedan crecer
posteriormente de manera ex vitro. Si la regeneracion se dié por medio de
embriogénesis somatica en esta etapa se presentara la germinacion de dichos
embriones. Principalmente se emplean medios con auxinas y carbdén activado

puesto gque se sabe que estos compuestos favorecen la rizogénesis, asi como la

e
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modificacion de factores fisicos como la luz (la incubacion en periodos de oscuridad

incrementa el éxito del enraizamiento). En algunas especies (herbaceas

principalmente) el enraizamiento ocurre durante la Etapa Il por lo cual no es
necesario el subcultivo de las plantulas a medios de enraizamiento.

® FEtapa IV Aclimatizacién: Es el paso de las plantas propagadas de manera in vitro a
un ambiente ex vitro, en este paso es donde se puede llegar a tener la pérdida mas
grande de las plantas regeneradas, esto se debe a que como se establecio
anteriormente, las plantas regeneradas in vitro tienden a presentar anomalias tanto
fisiol6gicas como anatdbmicas que complican su adaptacion al ambiente natural, es
por eso que esta etapa debe realizarse de manera gradual de tal manera que las
plantas puedan producir nuevas hojas y raices que funcionen de manera normal.

Los principales aspectos a tomar en cuenta en la aclimatizacion de las vitroplantas

son:

a) Humedad, las hojas que se forman in vitro no desarrollan el mismo mecanismo
para regular la pérdida de agua que una planta que ha crecido en un lugar con
una baja humedad ambiental dado que la humedad relativa dentro de los
contenedores donde se propagan estas plantas puede llegar a estar cercana al
100%. Es por eso que la reduccion de la humedad debe ser gradual y puede
lograrse utilizando germinadores con tapa, macetas cubiertas por vasos
transparentes o bolsas, siendo la meta reducir la transpiracion. Las primeras
hojas y raices producidas de manera ex vitro tendrdn una apariencia similar a
las anteriores, sin embargo conforme mas hojas y raices nuevas se desarrollen,
éstas seran similares morfolégica y fisiologicamente a las de una planta crecida
en invernadero o campo, adaptadas a una mayor intensidad de luz (en el caso
de las hojas) y menor humedad relativa.

b) Sustrato, en este caso el sustrato a elegir dependera de la especie de planta a
aclimatizar, sin embargo algunas de las caracteristicas generales que debe tener
son: buena capacidad de retencion del agua adecuada para la especie, ser un
sustrato poroso que permita el intercambio del aire, ser facilmente humectable,
proporcionar un buen anclaje de las raices, tener el pH adecuado para la especie,

estar libre de agentes patdégenos y sustancias toxicas

Uno de los problemas comunmente presentados en los cultivos in vitro es la oxidacion de
los tejidos vegetales. Este suele ser uno de los principales problemas, puesto que puede

llevar a la muerte la totalidad del tejido vegetal. Esta oxidacion esta dada por la generacion
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de radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ROS) de diferentes componentes

celulares, asi como la oxidacién de compuestos fendlicos (Azofeifa, 2009).

Existen mdltiples estrategias para combatir los procesos de oxidacion que conlleva al
oscurecimiento y muerte de los explantes vegetales, entre los cuales se encuentran la
disminucién de las circunstancias que provocan o estimulan el estrés oxidativo en el
explante, subcultivos frecuentes, cultivo en medio liquido, cultivo en baja luminosidad u
oscuridad, la adicion de antioxidantes al medio de cultivo, uso de adsorbentes como el

carbon activado (detallado mas adelante), entre otros (Azofeifa, 2009).

La descomposicion de los ROS formados o la prevencién de su formacion por union
metélica o inhibicion enzimatica, son los posibles mecanismos de accion de los
antioxidantes, evitando de esta forma las reacciones en cascada de los radicales libres
(Matkowski 2008). Los antioxidantes incluyen agentes reductores, los cuales pueden
remover oxigenos de moléculas e incluso de compuestos que actian con mecanismos
alternativos, previniendo el oscurecimiento de tejidos, ya que evitan la oxidacién de fenoles

y ayudan a una rapida remocion de las quinonas formadas (Azofeifa, 2009).

Entre los antioxidantes mas utilizados se encuentran el acido ascérbico, acido citrico y acido
malico. Diaz et al. (2006) hicieron uso del &cido citrico como antioxidante en una
concentracion de 50, 70 y 90 mg/L, siendo la de 50 mg/L la que mas favorecio el

crecimiento de las plantas de Laelia lundii.

El acido ascorbico, interactia enzimatica y no enzimaticamente con los radicales de
oxigeno y sus derivados (ROS), y es capaz de terminar con las reacciones en cadena de
dichos radicales por desproporcion a productos no téxicos, ademas debido a que es
medianamente electronegativo, éste puede aceptar electrones de un gran numero de
sustratos. El acido ascorbico puede estar relacionado con la proteccion de las membranas
celulares contra el dafio oxidativo, particularmente como el resultado a la exposicion de

gases contaminantes (Davery et al., 2002).

2.9 Medios de cultivo

Cuando se pretende propagar una planta por medio del cultivo in vitro, se deben considerar
las necesidades fisicas (luz, temperatura, pH, ambiente gaseoso) y quimicas (elementos

del sustrato) que la planta en un medio natural requiere, ya que se pretenden simular esas

e
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condiciones in vitro (Boeri, 2015). De alli que la eleccién del medio de cultivo sea un
aspecto importante a considerar, pues éste debe contener los compuestos necesarios para

el crecimiento y desarrollo de la planta.

Los medios de cultivo se componen basicamente de tres elementos: inorganicos (sales
minerales), organicos (vitaminas y aminoacidos) y una fuente de carbono. La composicion
de sales minerales esta definida de manera especifica para cada medio, en la que se
incluyen macroelementos (N, P, K, S, Mg y Ca) y microelementos (B, Mn, Zn, Cu, Mo, Al, |
y Fe), los primeros son requeridos en grandes cantidades para el desarrollo y crecimiento
de la planta, mientras que los segundos se asimilan en cantidades traza. Dentro de los
componentes organicos, solo dos vitaminas son consideradas esenciales para el cultivo
de células vegetales, tiamina (vitamina B1) y myoinositol, sin embargo otras vitaminas
pueden ser agregadas al medio y esto va a depender de qué medio de cultivo se emplee
y que explante o especie se propague. El aminoacido mas frecuentemente usado es la
glicina, en general los aminoacidos proveen de una fuente de nitrdgeno de forma reducida.
Las plantas regeneradas presentan in vitro pueden presentar una condicién mixotrofica, lo
gue significa que obtienen energia a través del medio de cultivo y del proceso fotosintético,
por lo cual se debe emplear en el medio una fuente de carbono que actuara como fuente
energética ademas de incrementar el potencial osmotico del medio, entre las fuentes de
carbono mas empleadas se encuentran la sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa, entre otras
(Sarkar, 2009; Llorente, 2000).

Entre los medios mas utilizados se encuentra el medio MS (Murashige & Skoog, 1962),
este medio consiste de sales minerales, sacarosa como fuente de carbono y vitaminas
(tiamina, piridoxina, acido nicotinico e inositol), es extensamente usado pues su empleo ha
resultado eficiente para el cultivo de callos, cultivo de células en suspension en medios
liquidos y estudios morfogenéticos. Una caracteristica sobresaliente de este medio es su

alto contenido en nitrato, potasio y amonio comparado con otros medios (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Formulacién de diferentes medios de cultivo (Parthibhan et al., 2012; Bektas et
al., 2013; Mayo et al., 2010; Murashige & Skoog, 1962).

Compuestos Murashige Knudson C Vacint & Lindermann Dalla Rosa &
(mg/L) y Skoog KC Went VW LM Laneri
MS
(NH2)NOs 1650
KNOs3 1900 525
KH2PO4 170 250 250 135 250
MgSOs 7H20 370 250 122.1 58.62 250
CaClz2 2H20 440 1000
(NH,4):SO4 500 500 1000 500
Ca(NOs)2 1000 347.2
4H20
MnSO4 H20 16.89 7.5 5.68 0.05 7.5
ZnS04 7H20 8.6 0.565
HsBOs3 6.2 1.014
Kl 0.83 0.099
NA2MoOa 0.25
2H20
CuSO4 5H20 0.025 0.019
CoClz2 6H20 0.025
FeSO4 7H20 27.85 25 27.85
Na2 EDTA 37.3 1050 37.25
Tiamina HCI 0.1
Ac. 0.5
Nicotinico
Piridoxina 0.5
Inositol 100
Glicina 2
Sacarosa 30000 20000
Fez(C4H405)3 28
Tartrato
férrico
Cas(POa4)2 200
NiCl 2 0.03
CeHsFeNO~ 4.4
Citrato
férrico




El medio de cultivo se selecciona con base en la fisiologia de la especie, de si el cultivo es

so6lo para crecimiento, diferenciacion u obtencion de metabolitos y de la ruta morfogenética

gue se desea seguir (embriogénesis u organogénesis, directa o indirecta). Modificaciones

especificas a los medios pueden ser utilizadas para dirigir el desarrollo y morfogénesis de

las plantas, explantes o células vegetales en cultivo, tal es el caso de la adicion de

reguladores de crecimiento vegetal (RCV) (Smith, 2013).

2.10 Hormonas vegetales/RCV

Los RCV son moléculas organicas difusibles que modulan procesos de crecimiento y

desarrollo de las plantas in vitro, entre los mas comunes utilizados en el CTV podemos

encontrar a las auxinas, citocininas, giberelinas y &cido abscisico (Sarkar, 2009) (Cuadro

4).

Cuadro 4. Principales caracteristicas de algunas hormonas vegetales y RCV (Jankiewicz, 2003;
George et al., 2008).

Grupo Ejemplos Efectos o funciones que regulan Principales sitios de
sintesis
" Acido indol acético -Regulan el crecimiento, divisiéon y Partes jovenes de la
(ié (IAA) elongacion celular. planta: apices, frutos
o -Regulan la dominancia apical, tiernos y hojas en
gf Acido indol butirico inhibiendo las yemas axilares. - desarrollo.
0 (IBA) Intervienen en fendmenos como el
S fototropismo y gravitropismo.
" 2 Acido fenil acético -Promueven la formacion de raices
< ‘g (PAA) laterales y adventicias.
= -Participan en el crecimiento de las
g Acido naflalen partes florales y la diferenciacion de
acético tejidos vasculares.
(NAA) - En algunas plantas estimulan el
5 Acido 4-amino-3,4,6- crecimiento partenocérpico de los frutos.
x tricloropicolinico (Picloram) | -Retardan la abscision de las hojas y
2.4- frutos.
Diclorofenoxiacético (2,4-D) | -En concentraciones altas provoca el
aumento de la produccion de etileno.
" Zeatina -Incrementan la tasa de division celular, | Apices radiculares,
% z el transporte de solutos hacia hojas, tejidos meristematicos
‘g semillas, flores y frutos. como el cambium,
0 Isopentiladenina -Retardo en la senescencia de las yemas en desatrrollo,
0 2iP hojas. frutos jovenes o
g -Formacion de brotes y activacion de semillas en
9 g Tans-zeatina yemas axilares. germinacion.
c ) -Induce que regiones meristematicas
g T multicelulares se diferencien en
9 Benciladenina estructuras organizadas.
O (BA) -Estimulan la biosintesis de acidos
nucleicos y diferentes proteinas como
> proteasas y ribonucleasas.
8 6-Furfurilaminopurina -Estimulan la germinacion de semillas

(Kinetina)

con fototropismo positivo y acortan el
periodo de latencia de las yemas.
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Thidiazuron (TDZ)

-En algunas especies de plantas
participan en la induccion de la floracion
y abscision de frutos.

-Estimulan la expansion foliar.
-Promueve la conversién de etioplastos
a cloroplastos.

Giberelinas

GA1

GA3

GAs4

GA7

-Regulacion de la elongacion celular
(como consecuencia del incremento de
la plasticidad de las paredes celulares),
y desarrollo de raices.

-Participan en el proceso de salida del
periodo de latencia y germinacion de las
semillas. Aunque en algunos casos
también pueden inducir o prolongar el
periodo de latencia.

- Participan en la induccion floral, y en la
diferenciacion de érganos sexuales
florales.

-Crecimiento rapido del tubo polinico.
-Pueden tener influencia sobre la
expresion de algunos genes, sobre todo
los responsables de la sintesis de a-
amilasa, proteasa, fosfatasa y 8-
glucanasa.

-En sinergia con las auxinas, tienen
influencia en la estimulacion de la
actividad del cambium vascular, asi
como en la formacion del xilema.

Apices de raices,
hojas jovenes, semillas
en desarrollo
(endospermo,
escutelo, cotiledones y
eje del embrion) ,
nudos de tallos,
estambres en
desarrollo.

Acido abscisico

ABA

-Participa en el cierre de estomas,
formacién de proteinas de
almacenamiento de las semillas.
-Modera los efectos de auxinas y
citocininas.

-Controla la absorcién de iones y agua
por las raices, en la absicion de las
hojas y senescencia.

-Controla la expresién de genes
especificos para el desarrollo y
maduracion embrionaria.

-En CTV, ABA puede funcionar como
inhibidor de crecimiento de callo y en
algunos otros casos como promotor.
-Puede promover la morfogénesis y
crecimiento.

Raices, hojas maduras
y semillas.

2.11 Complejos orgéanicos

En el CTV la morfogénesis y el crecimiento pueden ser mejorados con el empleo de

algunos complementos organicos cuya composicion no esta completamente definida, pues

provienen de extractos vegetales o frutales principalmente. Algunos de los complementos

organicos mas ampliamente utilizados son: extracto de levadura, pulpa de platano, jugo de

tomate y pifia, agua de coco, extractos de semillas, hojas, raices y rizomas (George et al.,

2008; Salazar & Cancino, 2012). El liquido presente en el saco embrionario de algunos

frutos, puede tener un efecto como promotor de crecimiento en algunos tejidos vegetales
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cultivados en medios de cultivo simples, aunque la inhibicidon del crecimiento también ha

sido reportado (George et al., 2008).

El agua de coco (haciendo referencia al endospermo liquido de los frutos de Cocos
nucifera) adicionada al medio de cultivo, es reconocida por inducir la divisién y crecimiento
celular al igual que la morfogénesis (George et al., 2008), estas propiedades estan
conferidas por la composicién quimica del agua de coco, la cual no estd completamente
definida puesto que factores como la madurez, variedad y genotipo del fruto hacen variar
su composicion, sin embargo algunas sustancias que han sido identificadas de acuerdo a
Yong et al., (2009) son:

® Azlcares: Sacarosa, glucosa, fructosa.

® Alcoholes de azucar: Manitol, sorbitol, myo-inositol.

® |ones inorganicos: Ca, Fe, Mg, K, P, Zn, Na, Cu, Mn, Cl, S, Se, Al, B.

® Vitaminas: Acido ascorbico, B1, B2, B3, B5, B6, acido folico, acido nicotinico.

® Aminoacidos: Alanina, B-Alanina, arginina, asparagina, glutamina, acido aspartico,
cisteina, glicina, acido glutamico, isoleucina, histidina, leucina, lisina, glutamina,
homoserina, metionina, prolina, tirosina, triptéfano, treonina, valina, hidroxiprolina,
y-Acido aminobutirico, acido pipecélico.

® Acidos organicos: Acido malico, citrico, shikimico.

® Auxinas: AIA

® Citocininas: N®-isopenteniladenina, dihidrozeatina, trans-zeatina, kinetina.

® Giberelinas: G1, G3.

® Acido abscisico y salicilico.

Dependiendo el medio de cultivo, RCV utilizados, condiciones de incubacion y explante
vegetal utilizado, entre otras cosas, sera la respuesta morfogenética que se obtenga.
Existen tres vias de regeneracion: Organogenesis, embriogénesis somatica y activacion de

yemas preformadas (Villareal, 2015) (Figura 3).

2.12 Vias de regeneracién in vitro

La regeneracion es un proceso que comprende diferentes fases que suceden de manera
similar para los tres tipos de morfogénesis mencionados; fase de adquisicion de la
competencia, fase de induccion y fase de realizacién. En la primera fase las células no
responden al estimulo organogénico pero adquieren esa competencia durante una fase de

desdiferenciacion. En la segunda fase las células son receptivas al estimulo morfogénico y
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hay una relacion directa entre el tipo, concentracion y combinacion de RCV agregados al
medio de cultivo y el explante. En la fase de realizacion, la célula sufre las sucesivas

divisiones para formar el 6rgano determinado (Radice, 2010).

ndiec

Embriogénesis -

Cualquier seccion Q
de tejido vegetal ﬁ > -

Organogénesis

=0
)

Activacion de yemas
preformadas Y -

Figura 3. Vias de regeneracion en el Cultivo de Tejidos Vegetales.

e Embriogénesis somatica: Es una importante via de regeneracién del CTV, pues
permite la propagacion masiva de plantas mediante la regeneracién de
embriones somaticos (estructuras bipolares, independientes del tejido de
origen), es un proceso por el cual células somaticas de plantas se inducen para
formar embriones somaticos sin pasar por la fusion de gametos. Es
frecuentemente inducida por auxinas y algunas veces en combinacién con
citocininas. La regeneracién de plantas a través de esta via incluye cinco etapas:
1) Iniciacion de los cultivos embriogénicos, cultivando un explante primario en
medio con RCV, principalmente auxinas, 2) Proliferacion de los cultivos
embriogénicos, 3) Pre-maduracion de embriones somaticos en ausencia de

RCV, 4) Maduracion de embriones somaticos y germinacion en cultivos
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suplementados con ABA o en medios con bajo potencial osmético y 5)
Regeneracion de plantas en medios sin RCV. La embriogénesis somatica puede
ser de manera directa o indirecta, directa si es que los embriones se forman
directamente de células epidermales o subepidermales de explantes
predeterminadas embriogénicamente, como lo son hipocétilos o cotiledones e
indirecta si a partir del explante se desarrollan masas de células en continua
divisién celular, denominadas callos, (aglomeracion de células indeterminadas y
desorganizadas), estos callos se conforman de masas proembriogénicas
(PEMS), a partir de las cuales se desarrollaran los embriones somaticos (George
et al., 2008).

® Organogénesis: Se refiere a la generacion de brotes (caulogénesis) o raices
(rizogénesis) a partir de un tejido inducido sin la presencia de meristemos.
Usualmente para inducir la formaciéon de brotes, se utiliza una mayor
concentracion de citocininas comparada con la de auxinas (Sarkar, 2009)

® Activacion de yemas preformadas: Consiste en la formacion de un primordio
unipolar a partir de una yema y el desarrollo de este primordio en brotes
vegetativos (Llorente, 2000). Entre los métodos desarrollados para la
micropropagacion de plantas, la proliferacion axilar de yemas es la mas
utilizada y también es considerado el mas adecuado para garantizar la
estabilidad genética de las plantas regeneradas obtenidas. Dado que esta
tecnologia no implica la desdiferenciacion celular, sino mas bien el desarrollo y
crecimiento de nuevos brotes a partir de meristemos preexistentes (Ngezahayo
& Liu. 2014)

2.13 Cultivo de tejidos en orquideas

Diferentes medios nutritivos se han empleado para la germinacion y propagacion de
orquideas, sin embargo el primer medio que se ocup0 para la germinacion de semillas
(género Cattleya), sin la necesidad de la asociacion con hongos, fue un medio simple con
azucar propuesto por Knudson (1922), este medio fue modificado posteriormente (1946)
por el mismo autor, en el cual fueron adicionados diversos nutrientes para la obtencién de

mejores resultados de germinacion (Mayo et al., 2010).

En la literatura se reporta que para la germinacion de semillas de orquideas se han utilizado
diferentes medios de uso generalizado (Cuadro 3) a parte del medio Knudson C, entre los

mas usados estan los medios: MS (Murashige y Skoog), Hunter, Dalla Rosa y Laneri, VW
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(Vacin y Went) y Lindermann (Mayo et al., 2010). De igual manera se han utilizado tanto
semillas maduras como inmaduras, diferentes tipos de explantes y combinaciones de RCV
asi como componentes adicionales al medio de cultivo como parte en la experimentacion
para lograr la propagacion de las orquideas. Para algunas especies americanas, se han
reportado porcentajes de germinacion en medio KC del 95.3% en Habenaria macroceratitis
(Stewart & Kane, 2006), 91.9% en Cattleya aurantica y 92.4% en Encyclia chacaoensis al
cabo de 16 semanas (Damon et al., 2004) y en medio MS, 84.4% en Prosthechea vespay
80.1% en Sobralia klotzscheana al cabo de 26 semanas (Salazar & Cancino, 2012) por citar
algunos ejemplos. Menos han sido los trabajos de propagacion in vitro con orquideas del
género Prosthechea, en el Cuadro 5 se resumen algunos de éstos realizados tanto con
semillas como con de explantes de los géneros Encyclia (colocado en esta tabla por ser un
género filogenéticamente muy cercano al género Prosthechea) y Prosthechea, los cuales

fueron propagados mediante la germinacion de sus semillas, a través de organogénesis

directa y formacion de PLB’s.

Cuadro 5. Cultivo de tejidos vegetales realizado con algunas especies de orquideas de los
géneros Encyclia y Prosthechea.

Especie Explante o Medio Complejos Reguladores Respuesta Referencia
material de naturales o de
cultivo adsorbente Crecimiento
Vegetal
Encyclia -Hoja MS* ANA/BA Callo Avila &
adenocaula | -Protocormos ANA/GA; PLB Salgado, 2006
-Pseudobulbos ANA/BA/GAs Brotes
Encyclia -Hoja MS* ANA/BA Callo Avila &
citrina -Protocormos ANA/GA3 PLB Salgado, 2006
-Pseudobulbos ANA/BA/G Brotes
As
Prosthechea | Semillas MS -Agua de Germinacién Salazar &
vespa coco 20% con un Cancino,
-Jugo de promedio de 2012
Pifia 20% 84.4%
Encyclia Semillas -Hutner -Agua de coco Germinacion Damon et al.,
chacaoensis -KC* -Carbén de un 70-95% 2004
modifica | activado
do
-KC*
-Dalla
Rosay
Laneri
Prosthechea | Semillas -MS* -Carbén Diferentes Sanchez
cochleata -K* activado tiempos de etal., 2001
germinacion
CON un rango
de 8-13
semanas
Prosthechea | Semillas -KC* -Carbon Germinacién Nadarajan et
cochleata -Ng* activado méaxima de al., 2011
-Px* 9+4%
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-Banana
powder
Prosthechea | Semillas -KC* -Agua de Diferentes Rodriguez et
cochleata -MS* coco 10% tiempos de al., 2005
50% -Carbon germinacion
-VW* activado con un rango
-M* de 7-12
semanas

* MS (Murashige & Skoog), KC (Knudson C), VW (Vacint & Went), Ng (Norstog), K
(Knudson), Px (Phytamax), M (Morel).

A partir de explantes de hoja, protocormos y pseudobulbos de Encyclia adenocaula y
Encyclia citrina, expuestos a combinaciones de ANA/BA, se obtuvo la formacién de callos,
que una vez colocados en otra combinacion de ANA/BA/GAs dieron como respuesta la
regeneracion de PLB’s alcanzando > 50 protocormos por explante en 21 dias (Avila &
Salgado, 2006). Explantes de tallo, hoja y raiz de Encyclia adenocaula, expuestos a
ANA/Kin, regeneraron brotes y PLB's (estos ultimos obtenidos sélo a partir del explante
de tallo) obteniendo la mayor cantidad de brotes a partir de los explantes de tallo (419 en
total), al cabo de 120 dias de ocurrida la siembra (Lopez, 2009). Por otro lado con
explantes de &pices y tallo de Prosthechea chacaoensis se obtuvo la regeneracion a
través de brotes y PLB's (Alvarado, 2011). Los mejores tratamientos en los cuales se
obtuvo una mejor respuesta regenerativa en los estudios anteriores se puede observar en

el Cuadro 6.

Cuadro 6. Mejores tratamientos y respuestas obtenidas en trabajos realizados por
propagacion por cultivo de tejidos vegetales con explantes de algunas especies de
Encyclia y Prosthechea.

Especie Explante Medio Reguladores de Respuesta Referencia
crecimiento vegetal
(RCV) mg/L
ANA/BA 0.5/2.0
ANA/BAIGA3 Callo
Hoja MS 0.1/0.1/0.1 PLB's
. ANA/BA 0.5/2.0
Encyclia BA/GA3 1.0/1.0 Callo
adenocaula | poiocormos MS ANA/BA/GA3 PLB's
0.1/0.1/0.1
ANA/BA 0.5/2.0
BA/GA3 1.0/1.0 Callo )
Pseudobulbos MS ANA/BA/GA3 PLB's Avila &
0.1/0.1/0.1 Salgado,
ANA/BA 1.0/1.0 2006
Hoja MS ANA/GA3 0.25/0.1 Callo
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ANA/BA 1.0/1.0
ANA/BA 0.25/0.25 Callo
Encyclia Protocormos MS ANA/GA3 0.25/0.1 PLB's
citrina ANA/BA 1.0/1.0
ANA/BA 0.25/0.25 Callo
Pseudobulbos MS ANA/GA3 0.25/0.1 PLB's
) MS ANA/BA 0.5/0.5 Brotes y
Apices 50% ANA/BA 1.0/0.5 PLB's
Alvarado,
Proshechea MS Brotes 2011
Chacaoensis HOjaS 50% + ANA/BA 05/05 Respuesta
AC ANA/BA 0.5/1.5 mala
MS Kin 0.5
Hoja 50% Kin/ANA 1.0/0.1 Brotes
aneyela MS | Kin/ANA 05/10 Brotes ,
Tallo 50% Kin/ANA 3.0/1.0 PLB's Lopez 2009
MS Kin 0.5
Raiz 50% Kin/ANA 1.0/0.5 Brotes

3. JUSTIFICACION.

A pesar de que se describe a P. cochleata, como una especie comun en la literatura,
actualmente se encuentra extremadamente escasa en muchas regiones donde
anteriormente se encontraba en mayor densidad, restringiéndose a fragmentos de bosque

tropical y plantaciones de café por arriba de los 800 msnm (Del Mazo & Damon, 2006).

Esta orquidea se encuentra en el Apéndice Il de CITES y en peligro en el indice de Plantas
Reguladas de Florida (Florida’s Regulated Plant Index), la pérdida de individuos de esta
especie, debido al saqueo de esta para venta como planta de ornato, a la pérdida de habitat
por cambio de uso de suelo, al ataque por plagas fitofagas y la baja tasa de germinacion de
sus semillas, hacen que la reproduccion por cultivos tradicionales no sean viables para
asegurar su conservacion y la demanda del mercado, pues son métodos que conllevarian
largos periodos de tiempo. Es por eso que se requiere de estrategias mas eficientes de
propagacion para asegurar su conservacion y que estas permitan a la vez su uso sustentable
como lo es el cultivo de tejidos vegetales. Las investigaciones mencionadas anteriormente
muestran que esta orquidea es susceptible a propagarse de manera exitosa a traves de vias
de regeneracion y germinacion asimbidtica y a pesar de los multiples papeles que P.
cochleata desempefia (ornamental, medicinal, cultural y ecologico), los trabajos publicados

al momento no han explorado.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

— Establecer condiciones in vitro para la germinacion asimbidtica y regeneracion de P.

cochleata.

4.2 Objetivos particulares

—Evaluar caracteristicas morfologicas de las semillas de P. cochleata tales como largo y
ancho asi como su viabilidad.

—Establecer asépticamente semillas maduras e inmaduras de P. cochleata.

—Comparar el tiempo y porcentaje de germinacion de semillas maduras en los medios de
cultivo KC y MS 50/100, en fotoperiodo y oscuridad.

—Comparar el tiempo y porcentaje de germinacién de semillas maduras en los medios de
cultivo MS 50/100 y KC suplementados con distintas concentraciones de agua de coco.

— Evaluar el efecto de las diferentes concentraciones y combinaciones de los reguladores
de crecimiento ANA/Kin en explantes de tallo, hoja y raiz.

— Establecer las condiciones para la aclimatizacion en invernadero de las plantulas

regeneradas in vitro.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Fuente de material biol6gico

Se obtuvo una planta adulta con flores de P. cochleata, procedente de un vivero del estado
de Hidalgo, identificada como tal por la M. en C. Aida Téllez Velasco, Curadora de la
Coleccion de Orquideas, Jardin Botanico, IB-UNAM. Se polinizaron dos flores de la planta
a inicios del mes de agosto del afio 2014. Las semillas se obtuvieron mediante polinizacion
artificial de manera geitonogamica. Después de seis meses de maduracion (enero 2015)
se cosecho una céapsula dehiscente (semillas maduras) (capsula 1). Las semillas se
almacenaron por cuatro semanas en sobres de papel, dentro de una caja de vidrio a una

temperatura de 5-6 °C.

Posteriormente en mayo del afio 2015 se obtuvo una segunda capsula indehiscente
(semillas inmaduras) (capsula 2), la cual tenia aproximadamente cinco meses de

maduracion, ésta fue donada directamente al Laboratorio de CTV del Jardin Botanico y no
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se cuenta con mas datos de su procedencia. La capsula se almacend por dos dias en un

sobre de papel, dentro de un frasco de vidrio a una temperatura de 5-6 °C.

5.2 Viabilidad, conteo y caracterizacion de las semillas maduras

La viabilidad de las semillas maduras fue evaluada por medio de la prueba de tetrazolio
(TTZ). Se sumergieron 0.2 mg de semillas de P. cochleata, de la capsula 1, en 500 uL de
solucién de TTZ al 1% p/v (pH 7), éstas fueron colocadas durante 48 h en oscuridad
(Bektas et al. 2013) a 25+2°C. Con una micropipeta (20-50 uL) se tomaron 20 uL de la
solucion de TTZ con semillas, previamente homogeneizada y se colocaron en un
portaobjetos, para examinarse en un microscopio estereoscépico donde se realizo el
conteo de semillas viables. Se realizaron cuatro repeticiones mas de este ultimo
procedimiento. El embrion de las semillas viables se tifidé de rojo, debido a la reduccion del
tetrazolio por la actividad respiratoria de las células. Se consideraron viables aquellas

semillas en las cuales el embrion se tifid homogéneamente de rojo.

Otro lote de semillas se observé con ayuda de un microscopio estereoscopico donde se
midio el ancho y largo de las mismas, a través del software AXiovision® de Carl Zeiss®,
con la finalidad de obtener un promedio de sus dimensiones, ademas de que se observaron

otras caracteristicas como formay color de la testa y del embrion.

5.3 Desinfeccidén y establecimiento in vitro de las semillas maduras e inmaduras.

Se realizaron tres experimentos para el establecimiento aséptico de las semillas. Dos de

estos se llevaron a cabo para las semillas maduras y uno para las semillas inmaduras.

Desinfeccion, germinacion de semillas maduras y desarrollo de
protocormos en medio MS 50/100 y KC.

-Desinfeccion
La desinfeccién y siembra aséptica de las semillas de la capsula uno se realizd
aproximadamente un mes después de la dehiscencia. En una balanza analitica se pesaron
0.8 mg de semillas las cuales fueron colocadas en un tubo Eppendorf® de 1.5 mL, este
procedimiento se realizo seis veces de tal manera que se establecieron seis tubos con 0.8
mg de semillas cada uno. Para la desinfeccion de las semillas se utilizé el método propuesto
por Nadarajan et al. (2011), en cuanto a soluciones y tiempo se refiere, este método fue

aplicado a la misma especie del presente estudio. Bajo condiciones asépticas en una
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campana de flujo laminar se le adiciond a cada tubo 1mL de solucién desinfectante
(solucién de hipoclorito de sodio 10% v/v) se mantuvieron en agitacion por 20 min,
posteriormente se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril y, por ultimo, se

dejaron en 1 mL de agua destilada estéril, para proceder a su siembra (Figura 4).

Para la siembra, de cada tubo se tomaron cuatro alicuotas de 250 L, cada una se esparcio
con ayuda de una micropipeta en una caja Petri con medio de cultivo. En total se sembraron
12 cajas Petri con medio MS con 50/100, sacarosa 3% y 12 cajas Petri con medio KC

adicionado con vitaminas del medio MS pH 5.5 y sacarosa 2%.

EL medio inoculado con las semillas desinfectadas se incubaron a una temperatura de 25+
2°C, cuatro cajas con medio MS 50/100 y cuatro con medio KC se colocaron en oscuridad,
con una exposicion a la luz de 30 minutos aproximadamente una vez a la semana (para la
revision de los cultivos). El resto de las cajas (ocho con medio MS 50/100 y ocho con medio

KC) se mantuvieron en fotoperiodo 16h luz, 8h oscuridad.

250 uL 250 uL

x«
MS$ 50/100 KC

X12

1 ml de En cada caja se
agua sembré una

Desinfeccién 6 tubos con 1 ml de
de semillas 0.8 mg de Hipoclorito de

enjuagues
maduras semillas c/u sodio 10% viv
por 20 min en

agitacion

con agua
destilada
estéril

destilada alicuota de 250
pL de agua con
semillas

esteéril

Figura 4. Método de desinfeccion para semillas maduras.

-Germinacion y desarrollo de los protocormos

Para la primera prueba de germinacién de las semillas maduras se probaron dos tipos de
medios de cultivo. Medio semisolido MS 50/100 con 30 g/L de sacarosa, pH 5.7 mediante
el uso de soluciones de NaOH y HCl al 1, 0.5y 0.1 N, el gelificante utilizado fue Gellan gum
3.8 g/L. Medio KC adicionado con las vitaminas del medio MS, 20g/L de sacarosa, pH 5.5
y como gelificante Gellan gum 3.8 g/L.

El medio de cultivo se esterilizd6 mediante calor himedo en autoclave vertical a una

temperatura de 121°C, presion de 1.5 kg/cm? por 17 minutos. Posteriormente a la

e
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esterilizacion se colocaron de 20 a 25 mL de medio de cultivo en cajas Petri (10 cm de

didmetro) en condiciones asépticas, dentro de una campana de flujo laminar.

Al cabo de siete semanas de sembradas las semillas en el medio de cultivo se estimé el
porcentaje de germinacion tanto para las semillas en medio MS 50/100 y KC en fotoperiodo

16 h luz, 8 h oscuridad y oscuridad.

Para el primer subcultivo de las plantulas obtenidas en medio MS se preparé medio MS
50/100 con o sin endospermo de coco en una proporciéon de 10, 20y 30% v/v, la sacarosa,
pH y gelificante fueron los mismos empleados para el medio de germinacion. Se colocaron

20 mL de medio en frascos de vidrio de 100 mL de capacidad.

El segundo subcultivo se realiz6 en medio MS 50/100 con RCV ANA/BAP 0.2/1 mg/L, MS
50/100 con 2 antioxidantes, acido ascorbico y acido citrico 100 mg/L y MS 50/100 con RCV

en conjunto con los antioxidantes mencionados.

Para el subcultivo de las plantulas obtenidas en medio KC, se prepar6 medio KC con o0 sin
endospermo de coco en una proporcion de 0, 10, 20 y 30% v/v, la sacarosa, pH y gelificante
fueron los mismos empleados para el medio de germinacion. Se colocaron 20 mL de medio

en frascos de vidrio de 100 mL de capacidad.

El segundo subcultivo se realiz6 en medio KC con RCV ANA/BAP 0.2/1 mg/L, KC con
antioxidantes (acido ascorbico y citrico 100 mg/L) y KC con RCV en conjunto con los

antioxidantes mencionados (Figura 5).

Tanto los medios adicionados con endospermo de coco asi como con RCV y antidxidantes
se utilizaron como una alternativa para ver si el desarrollo de las plantulas se veia

beneficiado, asi como frenar los procesos de oxidacion que se presentaban en los cultivos.

35



Germinacion y desarrollo de

semillas maduras

1
MS 50/100 KC+ Vit MS
[
Ms
KC+ Vit
50/100 +
AC MS +AC
1 1
r ] ] | [ T T |
0% v/v 10% v/v 20% v/v 30% v/v 0% v/v 10% v/v 20% v/v 30% v/v
I_| l_l
MS 50/100 KC+ Vit MS
3 meses
1 1
1 1 |
ANA/BAP ANA/BAP ANA/BAP ANA/BAP
0.2/1 0.2/1 mg/L AOX 0.2/1 0.2/1 mg/L AOX
mg/L +A0OX mg/L +AOX

Figura 5. Medios de cultivo y tiempo en el que permanecieron las semillas maduras durante
su germinacion y desarrollo. AC:agua de coco, AOX:antioxidantes

Desinfeccion y germinacién de semillas maduras en medio MS 50/100
adicionado con 0, 10, 20y 30 % de agua de coco v/v

Se realiz6 una segunda siembra 15 semanas después de realizar la primera (antes de la

siembra se llevd a cabo una prueba TTZ para ver si el porcentaje de viabilidad habia

cambiado después de transcurridas 15 semanas), el proceso de desinfeccion utilizado fue

el mismo que para las semillas de la primera siembra. Para la desinfeccion se pes6 1 mg de

semillas en cada uno de ocho tubos Eppendorf® (1.5 mL). Después de la desinfeccion se le

coloco a cada tubo 1 mL de agua destilada estéril, se agitdé el tubo y se tomaron cuatro

alicuotas de 250 pL y cada una de estas se sembrd en una caja o frasco de acuerdo al

Cuadro 7.

En medio empleado fue MS 50/100 con o sin endospermo de coco en una proporcion de 0,

10, 20 y 30% v/v (Figura 6). El porcentaje de germinacion se calculo al finalizar siete

semanas de siembra en los medios de cultivo.
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Germinacion de semillas
maduras MS 50/100 + AC

|

I

|

]

0% v/v 10% v/v 20% v/v 30% v/v
l > ~ ]
"\ 3meses )

Cajas y Frascos

Figura 6. Medios de cultivo utilizados en la germinacién de semillas maduras.

Cuadro 7. Distribucion de semillas maduras (capsula 1) en medio de cultivo MS 50/100 con 0,
10, 20 y 30% v/v de agua de coco, en frascos y cajas Petri. * Img de semillas/1mL de agua
destilada esteéril.

1

1

1

1

1

1

1

1

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7 Tubo 8
Img/AmL* | 1Img/AmL* | 1mg/AmL* | 1mg/AmL* | 1mg/imL* | 1mg/lmL* | 1mg/lmL* | 1mg/lmL*
4 4 4 4 4 4 4 4
alicuotas alicuotas alicuotas alicuotas alicuotas alicuotas alicuotas alicuotas
250 pL 250 pL 250 pL 250 pL 250 pL 250 yL 250 pL 250 pL
4 Cajas 4 Frascos 4 Cajas 4 Frascos 4 Cajas 4 Frascos 4 Cajas 4 Frascos

MS 50/100 sin AC | MS 50/100 10% AC MS 50/100 20% AC MS 50/100 30% AC




Desinfeccion y germinacion de semillas inmaduras.

-Desinfeccion

La segunda céapsula obtenida era una capsula inmadura la cual aun estaba cerrada
(indehiscente), para la siembra de las semillas el proceso de desinfeccion se realiz6 a la
capsula completa. El protocolo que se sigui6 fue el propuesto en Parthibhan et al., 2012

para la especie Dendrobium aqueum.

Se lavé la cdpsula con agua corriente y dos gotas de detergente, posteriormente en la
campana de flujo laminar se tomoé la capsula con unas pinzas por la parte restante del
pedunculo y se sumergié en etanol 70% v/v por unos segundos (2-3) y se flameo la capsula
con ayuda de un mechero de Bunsen, el flameado (previamente sumergiendo la capsula
de nuevo en alcohol) se realizé una segunda vez, la capsula se colocé en una caja Petri
esterilizada y con ayuda de un bisturi se procedio a abrir la capsula, con una espatula se
tomaron las semillas, las cuales fueron colocadas en cajas Petri con medio de cultivo MS
50/100.

Se realizaron subcultivos aproximadamente cada dos meses (Figura 7) a medio fresco MS

50/100 utilizando como envase, frascos de 100 mL de capacidad.

38



Germinacion y desarrollo de
semillas inmaduras

I

MS 50/100 C szses
|

MS 50/100 z,.,}es
I

MS 50/100 ngm
l

MS 50/100 & n:\es

I

160 plantulas

|

Induccion

Figura 7. Medios de cultivo y tiempos empleados en la germinacion de semillas inmaduras.

5.4 Induccion de explantes de hoja, tallo y raiz en medio MS 50/100 adicionado
con RCV ANA/KIin.

Cuando las plantulas procedentes de las semillas inmaduras contaban con 7 meses de
edad, se seleccionaron 160 con un rango de altura de 1.9 a 2.95 cm (promedio de 2.4 cm)
y se procedio a realizar cortes de tallo, hoja y raiz; teniendo los explantes una medida de
0.3-0.5 cm de longitud para el tallo y 1.0 cm de longitud para los explantes de hoja y raiz
(Figura 8). Los cortes se realizaron bajo inmersion en una solucion con los antioxidantes

acido citrico y acido ascorbico, 100 mg / L, para evitar la oxidacion de los explantes.

El medio de inducciéon empleado fue MS 50/100, adicionado con los RCV Kin (0, 0.5y 1
mg/L) y ANA (0, 0.1, 0.5 y 1 mg/L) que se utilizaron solos o en combinaciones (Cuadro 8),
al medio se le agregaron también los antioxidantes acido ascorbico y acido citrico 100 mg/L.
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Figura 8. Plantula de Prosthechea cochleata a los siete meses de cultivo, propagada a partir
de la germinacién asimbidtica. Se muestra con una linea punteada los cortes que se
realizaron para la obtencion de explantes. R: raiz, H: hoja, T: tallo.

Se llevaron a cabo 10 repeticiones por tratamiento y se colocaron dos explantes por frasco.
Los explantes de hoja y raiz se sembraron en 12 tratamientos y los explantes de tallo solo
en 8 de ellos (Cuadro 8). Teniendo un total de 240 explantes de hoja y 240 de raiz (20
explantes en 10 frascos por cada tratamiento) y 160 explantes de tallo (20 explantes en 10

frascos por cada tratamiento).

Cuadro 8. Tratamientos utilizados en la induccién morfogenética de explantes de hoja,
tallo y raiz de Prosthechea cochleata.

in mg/L 0 0.5 1
ANA mg
0 0/0 * 0/0.5* o/1*
0.1 0.1/0 * 0.1/0.5 0.1/1
0.5 0.5/0* 0.5/0.5* 0.5/1
1 1/0 * 1/0.5* 1/1

* En explantes de tallo se utilizaron solo estos tratamientos

Las observaciones se llevaron a cabo cada 15 dias por los siguientes dos meses. Los

parametros a medir fueron el porcentaje de oxidacion y la respuesta morfogenética.
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Después de dos meses en induccidn, se realizd un subcultivo de los explantes con
regenerantes a medio basal MS 50/100 adicionado con acido ascorbico y citrico 100 mg/L,
donde permanecieron dos meses mas. Finalmente los brotes y plantulas obtenidos se
subcultivaron en medio MS 50/100 adicionado con 0.5 g/L de carbén activado, con la
finalidad de promover la generacion de raices y/o el desarrollo de las mismas, asi como

para evitar o frenar la oxidacion de brotes y plantulas.

5.5 Andlisis estadistico

Para evaluar las diferencias significativas en la respuesta obtenida en los diferentes
explantes de P. cochleata a los distintos tratamientos al cabo de 16 semanas, los datos se
sometieron a un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y se aplicdé el test de
comparaciones multiples HSD de Tukey con un intervalo de confianza del 95% para
determinar las diferencias de medias estadisticamente significativas dentro de los

tratamientos. El andlisis se realiz6 con ayuda del paquete estadistico Statistica 8.0.

5.6 Aclimatizacion

Se seleccionaron 10 plantulas por cada tratamiento que produjo regenerantes, con un
rango de 3-5 cm de altura, con al menos dos raices bien desarrolladas y tres hojas (Figura
9); las plantulas se extrajeron de los frascos de cultivo y se les realiz6 un enjuague a las
raices con agua corriente para quitar los restos de medio de cultivo que pudieran tener y
de esta manera se evitara una posible contaminacion; se colocaron en un recipiente con
una solucién antiséptica de yodo 0.1% v/v por 15 minutos, posteriormente, las plantas se
colocaron en germinadoras con cavidades de 5 cm de diametro, con una mezcla de sustrato
de tepojal:corteza:agrolita:peat moss 2:1:1:1 v/v (Figura 9b), previamente esterilizada por
30 min a 1.5 kg/cm? ¥121° C en autoclave. Las plantulas se mantuvieron por dos semanas
en el area de aclimatizacion del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Jardin
Botanico de la UNAM, a una temperatura y fotoperiodo de otofio de la Ciudad de México,
posteriormente se transfirieron las plantas a un invernadero dentro del mismo Jardin

Botanico.
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Figura 9. Plantas de 3-5 cm de altura utilizadas para aclimatizacion.

Los riegos aplicados a las plantulas fueron de una a dos veces por semana de tal manera

gue el sustrato siempre se mantuvierahumedo. A lo largo de ocho semanas se evaluo la

supervivencia de las plantas.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Viabilidad, conteo y caracterizacion de las semillas maduras

42



Las caracteristicas morfologicas de las semillas maduras de P. cochleata se presentan

en el Cuadro 9; el largo, ancho y peso son medidas promedio:

Cuadro 9. Caracteristicas morfologicas de las semillas maduras de Prosthechea cochleata.

Largo 0.4 £ 0.019 mm
Ancho 0.11 £ 0.0031
mm
-5
Peso 0.21+1.2 x10
Mg
Color del
. Blanco
embrion
Suspensor Ausente
Testa
Blanca
translicida

Tanto el largo como ancho se encuentran dentro de los rangos establecidos de manera
general para las semillas de las orquideas descrito en Baskin & Baskin, 2014 y Téllez &
Flores, 2007, los cuales son 0.18 mm a 3.85 mm de largo por 0.09 mm a 0.27 mm de ancho;
sin embargo el peso se encuentra por debajo del rango descrito (0.3 ug a 14 ug) con casi
0.1 ug de diferencia del peso mas bajo, esto puede deberse a que el peso promedio se
calculé a partir de una muestra que contenia semillas tanto completas como incompletas
(no presentaban embrion) siendo un 81.6% de ultimo este tipo. Finalmente el peso de la
muestra se dividio entre el total de las semillas, disminuyendo asi el peso promedio para

cada una de las semillas que si contenian embridn.

Nikishina et al. (2001) obtuvieron algunas de las medidas de las semillas de P. cochleata
reportando 0.315 £+ 0.009 mm de largo y 0.160 + 0.007 mm de largo del embrion, si bien el
largo total de la semilla no coincide con el obtenido en este estudio, esta se encuentra muy

cercana.

Con respecto a las pruebas de TTZ realizadas a las semillas maduras (al mes de abierta la
capsula) se obtuvo una viabilidad de 13.5% con respecto al total de las semillas 'y 73.5% si
s6lo se toman en cuenta las semillas que presentaban embrion, se contaron como semillas
viables aquellas cuyo embrién se tifié de rojo (Figura 10). El bajo porcentaje de viabilidad
obtenido puede deberse a que probablemente el proceso de polinizacién artificial no se

llevo de la manera adecuada y a la naturaleza del tipo de polinizacion (geitonogamica), ya

e
43




gue de acuerdo con algunos estudios en especies de orquideas como Bletia purpurea y
Encyclia ciliare, el porcentaje de viabilidad era menor cuando las semillas provenian de
polinizacion geitonogamica y autogamica, comparadas con la viabilidad de aquellas que
provenian de polinizacién cruzada (alogamia), (Ossenbach et al., 2007). Sin embargo la
autopolinizacion en especies del género Prosthechea ha sido descrita, incluso P. cochleata
var. triandra presenta en la columna una modificacion estructural de dos anteras
adicionales que permiten a los tubos de polen eludir el rostelo lo que resulta en la
autopolinizacion (Del Mazo & Damon, 2006; Higgins, 2003).

0.2mm

Figura 10. Semillas maduras de Prosthechea cochleata, e: embrién tefiido con TTZ, t: testa,
semilla sin embrion.

Varios autores han utilizado la prueba de TTZ como una prueba que determina de manera
confiable la viabilidad de las semillas, sin embargo el porcentaje de viabilidad puede ser
diferente al de germinacion puesto que factores como la dormancia de las semillas, la
incorrecta seleccién del medio de cultivo, el método de desinfeccién y condiciones de
incubacion pueden imposibilitar la germinacién, aunque la semilla sea viable. En algunas
investigaciones donde se realizaron mediciones de viabilidad y germinacion in vitro de
algunas semillas de orquideas con condiciones de incubacién similares a las del presente
estudio, Parthibhan et al. (2012) reportan una viabilidad de 92.6% y germinacion de 93.41%
en semillas de Dendrobium aquetum, en medio MS al 50% y un 84.4% en MS asi mismo

Salazar & Cancino (2012), reportan para P. vespa Yy Sobralia klotzscheana viabilidad de
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87.2 y 80.6% y germinacion promedio de 84.4 y 80.1% respectivamente en medio MS
suplementado o no con agua de coco o pifia, oscilando la viabilidad un 0.5% (S.
klotzscheana) y 2.8% (P. vespa), por encima de la germinaciéon real de las semillas; a
diferencia de éstos, en el estudio realizado por Bektas et al. (2013), reportan porcentajes de
germinacion diferentes con respecto a la viabilidad en semillas de Orchis coriophora
obteniendo un porcentaje de viabilidad de 54 + 2.1% y diferentes porcentajes de germinacion
dependiendo del medio de cultivo (KC, OM, LM) en un rango de 27.4 +2.1% a 12.4 + 0.4%.

6.2 Desinfeccidn y establecimiento in vitro de las semillas maduras e inmaduras

El método de desinfeccion realizado a las semillas maduras permitié el establecimiento
aséptico del 100% de las semillas sembradas, por lo cual resulté ser un método efectivo en
cuanto al establecimiento aséptico. Esto debido a las propiedades altamente oxidativas y
por consecuencia las propiedades antimicrobianas del hipoclorito de sodio mencionadas

con anterioridad.

A pesar de que se obtuvo el 100% de asepsia, se presenté una baja tasa de germinacién
de las semillas, la cual puede estar relacionada con la proporcion de cloro comercial que
se empled y el tiempo de exposicion al mismo, causando asi la pérdida de la viabilidad o
potencial para germinar. Alvarez et al. (2006), encontraron que el tiempo y la concentracion
del desinfectante afecta el porcentaje de germinacion de las semillas de Encyclia pygmaea
con respecto al porcentaje de su viabilidad, disminuyendo en un 39% con respecto a la
viabilidad de la semillas cuando éstas se desinfectaron con una solucion que contenia 0.4%
vol/vol de cloro activo durante 15 min, mientras que para la misma concentracion durante
30 min resultdé en ausencia de germinacion; y para una dosis de 0.8% la germinacion
disminuy6 significativamente tanto para los tiempos de exposicién cortos o largos de la
solucion desinfectante; a pesar de que no mencionan el porcentaje de contaminacion, si
hacen referencia a la presencia de ésta, resaltando el punto de que utilizando la solucién
con la concentracion de 0.4% de cloro activo por un periodo de 5 minutos, se logro evitar
la contaminacion en la mayoria de los casos. En este punto es apropiado mencionar que
en el presente trabajo se emple6 una solucion desinfectante al 10% v/v de hipoclorito de
sodio, lo cual equivale a una concentracion de 0.55% de cloro activo, que en un tiempo de
exposicion de las semillas de 20 minutos, se logro un porcentaje de asepsia del 100%. Por
otro lado, Billard et al. (2014) encontraron que utilizando soluciones desinfectantes con un
0.5% de hipoclorito de sodio no se ve afectada la germinacion in vitro con respecto a la

viabilidad de las semillas de algunas especies de Oncidium, encontrando que
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concentraciones mayores disminuyen la germinacion, mencionan también que tanto con
las concentraciones de 0.5, 1 y 2% de hipoclorito de sodio, sus cultivos no presentaron

contaminacion.

Con respecto al método utilizado para la desinfeccidn de la capsula indehiscente, se puede
decir que de igual manera resulté efectivo puesto que se logré el establecimiento aséptico
al 100 % de las semillas. Y de los dos protocolos utilizados, resultd el mas facil y rdpido de
ejecutar. En este caso, dado que ninguna solucion desinfectante entra en contacto directo
con las semillas (debido a la proteccion que ofrecen las tres capas que constituyen el
pericarpio de la cipsula) seria de esperarse que por desinfeccion, aguellas semillas viables
no perdieran esta cualidad. Parthibhan et al. (2012), (Estudio del cual se obtuvo el método
de desinfeccién aqui empleado para la cdpsula inmadura) mencionan que el porcentaje de
viabilidad, utilizando la prueba de TTZ, en las semillas de Dendrobium agueum fue de
92.6% y el porcentaje de germinacion de 91.04%, 90.23% y 84.4%, dependiendo del medio
de cultivo empleado, pudiéndose apreciar que entre los porcentajes de viabilidad y

germinacion no hay mucha diferencia.

6.3. Germinacién y desarrollo de las semillas maduras en medio MS 50/100 y KC

Efecto del medio de cultivo en lagerminacion.

Al cabo de siete semanas de sembradas las semillas se estimé el porcentaje de
germinaciéon (Cuadro 10) para las semillas en medio MS 50/100 y KC en fotoperiodo y en
oscuridad. Se consideré6 como germinada todas aquellas semillas cuyo embriéon emergio
de la testa pudiéndose observar el inicio de la polarizacion para la formacion de los

protocormos.

Cuadro 10. Porcentajes de germinacion en fotoperiodo y oscuridad después de siete
semanas de sembradas las semillas maduras

MS
50/100 KC
Fotoperiodo
16h luz, 8h 8.6 2% 3.8+1.2%
oscuridad
Oscuridad 0% 0%
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En el bajo porcentaje de germinacién en los medios expuestos a fotoperiodo, se puede
deber a varios factores involucrados: la naturaleza del método de desinfeccion, la pérdida
de material bioldgico en el momento de la siembra, la maduracion de las semillas y el medio
de cultivo utilizado. Sin embargo Nadarajan et al. (2010) reportaron porcentajes muy
cercanos a los obtenidos en este estudio, teniendo 9 £ 4% como maximo de germinacion
en medio Ng y 4% en medio KC, esto podria deberse a la mayor concentracion de
aminoécidos en el medio Ng comparado con el medio KC. Esto sugiere que el reemplazo
de amonio y sales de nitrato, como fuente de nitrégeno, por amino&cidos, promueve la
germinacién. Esto se puede explicar por la ausencia de la enzima nitrato reductasa en
algunas semillas, la cual realiza la conversion de nitrégeno de una forma inorganica a una
organica (Nadarajan et al., 2010). Siendo la misma razon por la cual en el medio MS hubo
un mayor porcentaje de germinacién comparado con la que hubo en el medio KC, pues en
el medio MS se tiene, como fuente de nitrégeno el aminoacido glicina, ademas de las sales
nitrato de amonio ((NH4)NO3) y nitrato de potasio (KNOs), mientras que el medio KC la
fuente de nitrégeno es sulfato de amonio, ((NH4)2S04) requiriendo este Gltimo, asi como el
nitrato de potasio y amonio, la presencia de la enzima nitrato reductasa para poder llevar
a cabo su metabolismo de la forma inorganica a forma organica, mientras que el

aminoacido presente en el medio MS se encuentran mas disponible para su asimilacion.

Por otro lado se debe tener en cuenta que la germinacion de las semillas de orquidea en
condiciones naturales se da por medio de la asociacion con cierto tipo de hongos, como se
mencioné anteriormente, que brindan al embrion principalmente una fuente de carbono,
radicando su importancia en que, en la presencia de sacarosa, las reservas lipidicas que
contienen los embriones pueden ser hidrolizados, los cuerpos lipidicos resultantes se
transforman en almidon, macromolécula compuesta por varias unidades de glucosa, esta
Gltima importante en la constitucion de diferentes tejidos vegetales. Sin la presencia de
sacarosa o algun otro azucar, la hidrdlisis lipidica no puede llevarse a cabo y por lo tanto
las reservas de los embriones de las orquideas no pueden ser metabolizados; en el cultivo
in vitro, la germinacion asimbidtica es posible pues al medio de cultivo se le adiciona una
fuente de carbono, en el caso de los medios MS y KC es sacarosa, sin embargo Zettler et
al. (2007) mencionan que incubando semillas de Epidendrum nocturnum en medios con
micorrizas de Epulorhiza repens obtuvieron porcentajes de germinacion de 62.9+11.5a
6.4 + 9.4 %, los cuales estuvieron muy por encima (aun el porcentaje mas bajo) del
porcentaje obtenido en los cultivos control con ausencia de micorriza (0.1% de

germinacién). Mencionan también que previamente dos especies Cyrtopodium punctatum
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y Prosthechea cochleata (la especie de estudio de este trabajo) fueron propagadas de
manera similar que E. nocturnum (S. Stewart, L. Richardson, datos no publicados)

sugiriendo que la propagacion simbiética resulta mas efectiva que el cultivo asimbiético.

Efecto de la luz/oscuridad en lagerminaciéon de P. cochleata

Las semillas de P. cochleata que se mantuvieron en condiciones de oscuridad no germinaron
ni presentaron cambios en tamafio o color del embrién (Cuadro 10), esto se debe a que la luz
fue un factor fundamental para la germinacion de dichas semillas y esto se ve relacionado
con su habito epifito. Contrario a la germinacion de semillas de orquideas de habito terrestre,
cuya germinaciéon es mayor cuando se incuban en oscuridad total, comparado con la
incubacion en fotoperiodo; tal es el caso de Calopogon tuberosus que presento un 45% de
germinacién, en medio KC, cuando las semillas fueron incubadas por ocho semanas en
oscuridad y aproximadamente un 41 % de germinacion en fotoperiodo (16h luz y 8h
oscuridad), concluyendo que, si bien la germinacion fue mayor en condiciones de oscuridad,
el desarrollo de las plantas fue mejor cuando las semillas fueron incubadas y germinadas en
fotoperiodo (Kauth, 2005).

Las especies que se encuentran en areas abiertas estan expuestas a niveles de luz mas altos
gue las que se encuentran en el suelo del bosque y, por lo tanto, germinan en presencia de
luz (Kauth, 2005). Se tiene la nocion de que las orquideas epifitas requieren luz y las especies
terrestres requieren oscuridad para la germinacion y es ampliamente aceptada, sin embargo,
las respuestas de germinacién en fotoperiodos suelen ser especificas de la especie,
independientemente del habito de crecimiento (Kauth et al., 2006). Depende de la especie,
las semillas pueden germinar solo en la presencia de luz, oscuridad o ambas. En el caso de
las semillas de P. cochleata al haber germinado solamente en condiciones de fotoperiodo se
puede decir que presentarén una condicion fotoblastica positiva. La luz promueve la sintesis
de giberelinas (GA1 a través de la induccién de la enzima AG3 b-hidroxilasa medida por la
accion del fitocromo, la luz roja induce la expresion de la enzima, mientras que la roja lejana
inhibe el proceso. Las giberelinas han sido relacionadas directamente con promover y
controlar la germinacion de las semillas (Araya et al., 2000). Las lamparas fluorescentes de
luz blanca fria, emiten una porcién de luz roja y muy poca luz rojo-lejano, a diferencia de las
lamparas incandescentes que emiten una gran cantidad de luz rojo-lejano y calor, la absorcion
de luz roja convierte la forma inactiva de fitocromo (Pr), la cual inhibe la germinacion, a su

forma activa (Pfr), la cual promueve la germinacion (Baskin & Baskin, 2014).
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Efecto del medio de los medios de cultivo MS 50/100 y KC, en el desarrollo
de las plantulas

En el medio de cultivo MS 50/100 el embrion comenzé a hincharse desde la primera
semana de siembra y adquirié un tono verde a las dos semanas (Figura 11b), indicando
gue se estaba llevando a cabo la sintesis de clorofila (pigmento que le da el color verde a
las plantas debido a que no puede absorber la longitud de onda de la luz de este color y
por lo tanto la refleja) y por lo tanto el inicio en la actividad fotosintética, mientras que en
medio KC el embrion empezo a hincharse también en la primera semana pero fue hasta la
cuarta semana (Figura 11k) que se observé la tonalidad verde; la aparicion de rizoides
ocurrid a las seis y ocho semanas en medio MS 50/100 y KC respectivamente (Figura 11d
y 129); el primer primordio foliar en medio MS 50/100 se observo a las siete semanas y a
las ocho ya contaba también con hojas verdaderas, mientras que en el medio KC fue hasta
las ocho semanas que observo la polarizacion del protocormo (Figura 12ay 12g); a las 12
semanas de desarrollo en medio MS 50/100 comenzaron a surgir las raices verdaderas
(Figura 12c). Con respecto a las semillas incubadas en oscuridad, tanto en medio MS
50/100 como KC, no se logré observar cambio alguno en tamafio ni en coloracién del
embrion a lo largo de las 12 semanas de evaluacion, es decir no hubo germinacion en
oscuridad (Figura 11e- h, 11m-o, 12d-fy 12j-I).
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SEMANAS

MS/L

Figura 11. Fases de desarrollo en la germinacion de las semillas de Prosthechea cochleata a lo
largo de seis semanas en medio de cultivo MS 50/100 y KC expuestos a oscuridad y fotoperiodo
16 h luz, 8 h oscuridad. MS/L: Medio MS 50/100 expuesto a fotoperiodo, MS/O: Medio MS
50/100 expuesto a oscuridad, KC/L: Medio KC expuesto a fotoperiodo, KC/O: Medio KC
expuesto a oscuridad. Ef: Embrion que muestra inicios de fotosintesis, dada su coloracion verde,
Tr: Testa rota, Rz: Rizoides, Eh: embrion hinchado por la absorcion de agua del medio, Sng:
Semilla sin germinar.
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SEMANAS
10 12

MS/0

Figura 12. Fases de desarrollo en la germinacion de las semillas de Prosthechea cochleata
de la semana 8 a 12 en medio de cultivo MS 50/100 y KC expuestos a oscuridad y fotoperiodo
16 hluz, 8 h oscuridad. MS/L: Medio MS expuesto a fotoperiodo, MS/O: Medio MS expuesto
a oscuridad, KC/L: Medio KC expuesto a fotoperiodo, KC/O: Medio KC expuesto a oscuridad.
Rz: Rizoides, Rv: Raiz verdadera, Pf: Primordio foliar, Hv: hoja verdadera, P:Protocormo con

apice en punta, Sng: Semilla sin germinar.
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Con base en el desarrollo de los embriones a plantulas, se plante6 el siguiente cuadro

(Cuadro 11). En el cual se muestran diversas explicaciones de las fases del desarrollo de

las semillas de orquideas, adaptadas por diferentes autores, a partir de las cuales se

generd una descripcion para la especie en estudio, colocando las semanas que tomo a las

semillas llegar a esas distintas fases en medios MS 50/100 y KC.

Cuadro 11. Estadios de la germinacién y desarrollo de las semillas de orquideas, comparadas
en tiempo con el desarrollo observado en las semillas de Prostechea cochleata en los medios

MS 50/100 y KC.

S L L Descripcién para | Semanas | Semanas
* * *
Fase Descripcion 1 Descripcion 2 Descripcion 3 P cochleata en MS en KC
50/100
No germinacion” Semillas con Semillas con
No ocurre g g
0 . embrion no embrion no 0 0
crecimiento del : )
” germinado germinado
embrion
Semilla
embebida, “Pre-germinacion”: Expansion del
1 embrion hinchado el embrion se embrién, ruptura de|Embrién hinchado, 5 2.4
y verde, aun hincha para llenar la testa tornandose verde
parcialmente testa (germinacion)
cubierto por testa
111 H 4 »
Embrién “Germinacién™ El | Aparicién del y Germinacion
. - El embrion emerge
2 agrandado sin embrién emerge protocormo y
o de la testa
testa de la testa rizoides 4 6
“Protocormo”: El
- . Protocormo con
embrién esta ] Apice foliar
3 Prptpcorm_o con completamente Eme_rqenma y pice 10 dy 6 8-12
apice foliar y fuera de la aparicion de la aparicion de
rizoides testa primera hoja rizoides
“Rizoide”: Se da la
Protocormo con A
: formacion de
hojas en >0id | ) 8
4 desarrollo y rizoides en fa Una hoja y Protocormo con
rizoides superficie del | aparicién de raices| primordio foliar
protocormo
. Presencia de dos o
Plantulas con una . :
. : . mas hojas y
0 mas hojas y una “Brote”™ Brote se Presencia de dos o suraimiento de
5 0 menos raices diferéncia del mas hojas, raiz graices 10-12
en i presente (plantula) verdaderas
desarrollo protocormo .
(plantula)
6 Raices evidentes
y dos 0 mas hojas
Tomado de:

1* Kauth, 2005
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2* Yamazaki & Miyoshi, 2006
3* Salazar & Cancino, 2012

A los siete meses de iniciar los cultivos, las plantulas se midieron, contabilizando varios
aspectos de las mismas como la altura, nimero de hojas y raices obteniéndose datos

promedio, presentados en el Cuadro 12.

Se obtuvo que el desarrollo de las plantulas en medio KC fue mas lento que en medio MS
50/100, en la figura 13 se observan dos plantulas de la misma edad, pero con diferente grado
de desarrollo, la plantula de la fig. 13a) presenta tres hojas y raices verdaderas mientras que

la plantula de la fig. 13b) presenta dos hojas sin la presencia de raices.

Figura 13. Plantulas de Prosthechea cochleata con siete meses de desarrollo, a) Plantula en
medio MS 50/100, b) Plantula en medio KC. Pf: Primordio foliar, Rv: Raiz verdadera, Hv: Hoja
verdadera.

Este desarrollo diferencial de las plantulas en los diferentes medios de cultivo se encuentra
limitado por la composicion quimica de éstos (Cuadro 3). Como se mencioné anteriormente
en la seccién de germinacion, es probable que la ventaja del MS sobre el KC se encuentre
en su mayor contenido de nitrdgeno total, sobre todo de la forma orgéanica, el medio KC
contiene como una de sus fuentes de nitrogeno, sulfato de amonio, en presencia del cual,
Gonzales et al. (2012), encontraron que las plantas de Agave cocui, tenian el menor
crecimiento reflejado en las variables nimero de brotes, hojas, altura en cm y longitud de las
raices, como una posible consecuencia de la acidificacion del medio por la absorcion del

amonio lo cual puede afectar la absorcion de otros nutrientes, asi como por el exceso del ion
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amonio por acumulacion del mismo en el tejido ante la incapacidad de ser metabolizado
rapidamente. Adicional a esto es importante mencionar que la concentracion de sacarosa en
el medio MS (3%) es mayor que la contenida en el medio KC (2%), asi como la cantidad de
macro y micronutrientes, lo que también puede incrementar el crecimiento y desarrollo de las

plantulas.

Cuadro 12. Medidas promedio de plantulas con siete meses de desarrollo en diferentes
medios de cultivo.

Elementos MS 50/100 KC
adicionales en
el medio Hojas Raices Hojas Raices
Antioxidantes 2 3 2.8 1.3
ANA/BAP 3.6 1.3 2.4 0.08
Antioxidantes 3.2 1.6 2 0.12
ANA/BAP
Elementos adicionales en MS 50/100 KC
el medio
I Altura de las plantulas en cm
Antioxidantes 0.63 0.33
ANA/BAP 0.65 0.36
Antioxidantes 0.6 0.26
ANA/BAP

En el Cuadro 12 se observa la comparacion del numero de hojas, raices y altura de las
plantas de P. cochleata, cultivadas en dos medios de cultivo diferentes (MS 50/100 y KC),
adicionados con antioxidantes (Acido ascorbico y acido citrico 100 mg/L), ANA/BA (0.2/1
mg/L) y una combinacion de antioxidantes y ANA/BA, la adicion de estos componentes fue
con la finalidad de frenar y/o reducir la oxidacion que presentaron las plantas que se
desarrollaron directamente de semillas, sin embargo las diferencias no resultaron
significativas entre los tres medios. Las causas que generan la oxidacion, asi como el
mecanismo de accion de los antioxidantes se mencionan mas adelante, de igual manera la

funcién de los RCV.
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6.4 Desinfeccién y germinaciéon de semillas maduras en medio MS 50/100
adicionado con 0, 10, 20y 30% v/v de agua de coco.

La prueba de viabilidad que se realizé en este segundo lote de semillas maduras 19
semanas después de que la capsula present6 dehiscencia fue de 15.6 % con respecto al
total de las semilla (que presentaban o no embrion) y considerando solo las semillas que
presentaban embrion fue de 76.6% de viabilidad. Este porcentaje comparado con el
obtenido para las semillas maduras 4 semanas después de que la cpsula presentd
dehiscencia (13.5%) resulta superior en casi un 2%, esta variacion puede deberse a que el
porcentaje obtenido resulta del promedio del conteo de varias muestras, donde los valores

del namero de semillas tefiidas difieren en poco de cada muestra tomada.

Hay que considerar que las condiciones de almacenamiento de las semillas (baja
temperatura y baja humedad) resultaron favorable para evitar la pérdida de viabilidad, lo
cual concuerda con lo descrito en Baskin & Baskin (2014), donde mencionan que la
conservacion de la viabilidad de las semillas de orquideas de manera ex situ, es favorecida
por las bajas temperaturas y la disminucién de la humedad. De igual manera Seaton &
Pritchard (1993) concluyen que para al menos las especies de orquideas que estudiaron,
las caracteristicas de almacenamiento de las semillas de orquideas se clasifican como
‘ortodoxas’ en el sentido de que la longevidad de las semillas mejora al reducir el contenido
de humedad (de alrededor del 20% al 5%) y disminuir las temperaturas de almacenamiento
(de 62° C a 0° C).

Transcurridas siete semanas de que las semillas fueron cultivadas se estimé el porcentaje
de germinacion, con respecto al total de semillas que presentaban embridén, en los
diferentes tratamientos con agua de coco, obteniéndose los siguientes resultados (Cuadro
13):

Cuadro 13. Porcentajes de germinacion de semillas maduras (lote 2, sembradas 19
semanas después de que la capsula presentd dehiscencia) cultivadas en medio MS
50/100 con diferentes concentraciones (v/v) de agua de coco, a las siete semanas de
siembra.

MS 50/100 con
0% 10% 20% 30%
AC viv
Cajas Petri 6.4+1.4 % 5+0.7 % 6.6+0.7% 4+1.6 %
Frascos 9.2+1.6 % 6.8+1.9 % 8.2+2 % 4.8+1.2 %
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Se puede observar que solo en una de las combinaciones (Frasco con 0% de AC) el
porcentaje de germinacion fue mayor (9.2%) que el porcentaje de germinacién obtenido
para las semillas maduras del lote 1 que se sembraron a un mes de que la capsula sufrio
dehiscencia (8.6 %), se puede atribuir esta diferencia a que el porcentaje de viabilidad fue

ligeramente mayor, sin embargo la diferencia no resulta significativa.

El tamafo del envase puede afectar el crecimiento y la morfogénesis in vitro. Estos efectos
se deben probablemente a las diferentes concentraciones de oxigeno, diéxido de carbono,
etileno y otros gases volatiles en el espacio dentro del contenedor. Algunos de los efectos
negativos de la acumulacion del etileno en el cultivo in vitro de diferentes especies
reportados son: la disminucién de la sintesis de clorofila y cloroplastos, inhibicion del
movimiento polar de las auxinas, del enraizamiento, del crecimiento celular en los
meristemos de las plantulas y la embriogénesis, asi como de pasos tempranos del

desarrollo de los embriones (George et al., 2008).

En este caso, los porcentajes de germinacion en las cajas Petri fueron siempre menor
comparados con los obtenidos en los frascos de cultivo. Muiioz et al. (2009), reportaron un
mayor numero de brotes y menor nimero de explantes oxidados en 2 especies de
Rhodophiala, cuando éstos fueron colocados en contenedores de 350 mL, comparado con
aquellos que fueron colocados en contenedores de 45 mL; McClelland & Smith (1990),
encontraron una mejor proliferacion de brotes en cultivos de varias plantas lefiosas, asi
como una mayor capacidad de enraizamiento, en recipientes de 200 mL o 350 mL que en
tubos de 60 mL. Finalmente Tariqul et al. 2005, encontraron un mejor desarrollo y
crecimiento de menta Mentha piperita en contenedores Magenta ™ vessel GA-7,
comparado con el desarrollo de matraces Erlenmeyer y tubos de cultivo, pues se obtuvo
un mayor niumero de hojas, y esto se atribuye a que la cantidad de atmdsfera y la ventilacion

fueron comparativamente mayores que en los otros tipos de contenedores.

Con respecto a la adicion de agua de coco, se pudo observar que se obtuvo un mayor
porcentaje de germinacion en el medio de cultivo sin la adicién de agua de coco (9.2 %)
seguido del obtenido en el medio de cultivo adicionado con 20% de agua de coco (8.2%) y
disminuyo en casi un 50 % (4.8%) en el medio con 30% de agua de coco (Cuadro 13). En
la literatura se reporta un mayor porcentaje de germinacion de semillas de Brassavola
nodosa en medio KC comparado con medio KC con 15% v/v de agua de coco siendo 78 y

64% los porcentajes de germinacién respectivamente (Damon et al., 2004). Sin embargo la
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mayoria de la literatura reporta un mejor desarrollo, germinacion y crecimiento cuando el
medio de cultivo es suplementado con diferentes componentes organicos, por ejemplo
Salazar & Cancino (2012), reportan para la germinacion y desarrollo de plantulas de
Prosthechea vespa y Sobralia klotzcheana un mejor resultado cuando se le adicioné al
medio MS, jugo de pifia (20% v/v), seguido por el medio MS + agua de coco (20% v/v),
comparado con la germinacion y desarrollo dados en el medio MS sin la adicion de ningun
suplemento orgéanico. Kitsaki et al. (2004), reportaron que el medio de cultivo suplementado
con agua de coco (5 y 10% v/v), resultd mas eficaz para la germinaciéon y formacion de
protocormos, a diferencia del medio de cultivo suplementado con jugo de pifia (10% v/v),
gue resulté mejor para el desarrollo de Ophrys sp. Abbas et al. (2011) encontraron que el
mejor medio para la germinacion de Grammatophyllum scriptum fue el medio KC
suplementado con 30% de agua de coco y el mejor medio para el desarrollo de las plantulas
fue MS 50% suplementado con 40% de agua de coco. De igual manera Nongrum et al.
(2007) informaron que la adicion del agua de coco al medio de cultivo tuvo un efecto

benéfico en la germinacion y formacién de plantulas de Coelogyne sp.

Estas investigaciones que muestran un mejor resultado en la germinacién y desarrollo de
plantulas de orquideas cuando se adiciona algun suplemento organico, puede ser explicado
por las propiedades que estos suplementos aportan, como lo son vitaminas, aminoacidos,
acidos organicos, auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico y salicilico (Yong et al.,
2009). El agua de coco agregada al medio de cultivo, ha sido reconocida por inducir la
divisién y crecimiento celular al igual que la morfogénesis (George et al., 2008). No obstante
los resultados en el presente estudio, muestran una respuesta no favorable en la
germinacion de las semillas maduras, mostrando incluso una drastica disminucion del
porcentaje de germinacion (de 9.2% a 4.8%) cuando se adicion6 un 30 % v/v de agua de
coco al medio comparado con el obtenido en medio sin la adicion del suplemento organico,
pues a pesar de que el agua de coco puede tener un efecto como promotor de crecimiento
en algunos tejidos vegetales, la inhibicion del crecimiento también ha sido reportado
(George et al., 2008). Esta inhibicion puede darse debido a que los embriones (semillas
puestas a germinar) como se mencion6 en el apartado de hormonas vegetales, ya poseen
altos niveles de estas (citocininas, giberelinas, auxinas, acido abscisico) pues son
estructuras que se encuentran en crecimiento y divisidn constante, ahora bien, la adicion
del agua de coco aporta al medio de cultivo RCV en proporciones desconocidas y segun la
literatura (Mathur, 1993), la exposicién a grandes cantidades de RCV pueden inhibir el

crecimiento, desarrollo y morfogénesis de los tejidos vegetales.
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6.5 Viabilidad y germinacion de las semillas inmaduras

En esta etapa fue imposible obtener el porcentaje de germinacion dado que al ser una
capsula inmadura, las semillas se encontraban aln aglomeradas en masas, lo cual dificulté
la dispersion de las semillas de manera homogénea imposibilitando su conteo. Conforme
se fueron desarrollando los protocormos, se realizaron subcultivos para tratar de

individualizarlos y darles mas espacio para su desarrollo.

El porcentaje de viabilidad obtenido con la prueba de TTZ para las semillas de la capsula
inmadura fue mayor (19.3%) comparado con el obtenido en las semillas del fruto maduro
(13.5% y 15.6 %), en la figura 14 se muestran una comparacion de las semillas inmaduras
y maduras tefiidas con TTZ.

A pesar de que, como anteriormente se menciond, no se pudo obtener el porcentaje de
germinacion, si se obtuvo una mayor cantidad de plantulas (no contabilizadas) a partir de
la germinacion de estas semillas, y esto era de esperarse por tres razones : el método de
desinfeccién que se siguié fue menos agresivo comparado con el que se sigui6é para la
desinfeccién de semillas maduras, el porcentaje de viabilidad fue mayor, pero sobre todo
porque se ha demostrado que las semillas inmaduras de muchas especies de orquideas

germinan mas rapidamente y en mayor cantidad que las semillas maduras.

Yamazaki & Miyoshi (2006) encontraron que aquellas semillas de Cephalanthera falcata
colectadas a los 70 dias después de polinizada la flor, presentaron mayores porcentajes de
germinacion comparados con los encontrados en aquellas semillas colectadas a los 80 dias
y aun mayor comparado con la germinacion de las semillas colectadas a los 100-120 dias.
Algunos de los factores que pueden contribuir a esta respuesta son: las semillas maduras
pueden contener quimicos inhibidores como ABA o la ausencia de hormonas promotoras
de la germinacion, tener una testa impermeable atribuido a la lignificacion y cutinizacion del
integumento, mientras que las semillas inmaduras son mas permeables al agua (Yamazaki
& Miyoshi, 2006; Kauth et al., 2008). Lee et al. (2006) encontraron que sustancias
cuticulares alrededor del integumento interno y el embridn, crean una barrera hidrofébica
para el aguay la absorcion de nutrientes en las semillas de Paphiopedilum delenatii. En las
semillas con una edad de 150 dias, las sustancias cuticulares comenzaron a formar una
capa completa alrededor del embrién propiamente dicho, en aquellas semillas con 210 dias,

las sustancias cuticulares ya envolvian completamente al embrion, en aquellas con 105
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dias, la capa externa de la testa comenzé a encogerse y comprimir al embrién y en plena
madurez la testa se deshidratdo completamente y formé una barrera hermética alrededor del
embridn (Lee et al., 2006).

La naturaleza impermeable de la testa indica la presencia de latencia fisica y esto puede
ser una ventaja para aquellas semillas que son liberadas en condiciones desfavorables
para su germinacion, pues les da la oportunidad de sobrevivir por mas tiempo en la espera
de que las condiciones sean mas favorables (Kauth et al., 2008). Para muchas especies de
orquideas se sabe que aun cuando las capsulas presentan dehiscencia, las semillas son
liberadas con un estado poco desarrollado de sus embriones, por lo cual el pensar en que
el cultivo de semillas inmaduras pueda ser favorable resulta contradictorio, sin embargo no
en todas las especies sucede de esta manera. En el caso de orquideas diandras como lo
son Paphiopedillum, Cypripedium y en cierta variedad de P. cochleata se ha observado que
a diferencia de otras especies, estas si presentan un estado desarrollado del saco
embrionario antes de la polinizacién, cuando en otros casos la megasporogénesis depende
entre muchas otras cosas de la estimulacion de las auxinas del polen para iniciar (Wirth &
Withner, 1959).
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Figura 14. a) Semillas inmaduras de Prosthechea cochleata tefiidas con TTZ. Se logra
ver el poco desarrollo de los embriones comparados con los embriones de las semillas
maduras para la misma especie (b). Puntas de flecha: embriones inmaduros,
e:embriones maduros, t:testa.

6.6 Induccion de explantes de hoja, tallo y raiz en medio MS 50/100 adicionado
con RCV ANA/Kin.
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Oxidacién de los explantes

Durante los cuatro meses siguientes de realizados los cortes de los explantes se midio el
porcentaje de oxidacion midiendo la extension en mm del color pardo o blanquecino que
presentaban los explantes, estas mediciones se realizaron cada dos semanas, obteniendo
los resultados mostrados en la Gréfica 2. Se obtuvo a las dos semanas un 0.26% de
oxidacion en los explantes de raiz y menos del 10% de oxidacion en tallos y hojas, para la
semana cuatro los explantes de raiz seguian siendo los explantes con menor porcentaje
de oxidacién comparado con los otros dos y los explantes de hoja presentaba el doble de
oxidacién que los de tallo, ya para la semana seis los explantes de hoja presentaban tres
veces mas oxidacion que los de tallo y 18 veces mas que los de raiz, fue hasta la semana
12 que la oxidacién en raices rebasé la oxidacion presentada en tallos 21.6 y 16.8%
respectivamente. De tal manera que a las 16 semanas el porcentaje de oxidacién para

tallos, hojas y raices fue de 18.5, 93.4 y 29.9% respectivamente.

- A\
Promedio de oxidacion en explantes de hoja, tallo y raiz a

través del tiempo

——Hoja
—a— Tallo
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X
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Grafica 2. Porcentaje de oxidacion a través del tiempo en explantes de hoja, tallo y raiz de
Prosthechea cochleata. Las lineas verticales muestran la desviacion estandar.

La oxidacion presentada en los explantes de hoja, tallo y raiz se puede atribuir a diversos
factores como lo son: las perturbaciones mecanicas, lesiones, heridas debido a diseccion,
a la alta 6smosis debido al alto contenido en sacarosa de los medios, a la nutriciéon mineral
anormal (alta concentracion de nitrogeno), a los tratamientos de RCV y la posible
acumulacion de diferentes gases dentro del recipiente, especialmente el etileno (Gaspar et

al., 2002), asi como tener en cuenta que el cultivo in vitro es un sistema artificial y las
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diferencias que puede presentar con un sistema natural (ventilacidn, sustrato, disponibilidad

de agua), ademas de los factores ya mencionados, pueden propiciar la oxidacion.

A pesar de que algunas investigaciones reportan el uso de explantes de hojas para la
regeneracion de las orquideas, como es el caso de Aerides maculosum donde utilizando
medio MS + 2 mg/L BAP obtuvieron a partir de explantes de hoja, la formaciéon de PLB’s
(Murthy & Pyati, 2001), en este estudio se obtuvo la pérdida total de los explantes de hoja
debido a la oxidacion de los mismos, la tendencia a la oxidacion en este tipo de explante
también fue reportado por Lépez (2009), quien observd que los explantes de hoja de
Encyclia adenocaula, presentaban oxidacion de manera mas notable comparada con la
presentada en los explantes de raiz. Alvarado (2011) menciona que el 100% de los
explantes de hoja al mes de cultivo, murieron por oxidacion y necrosis. Chen & Chang
(2006), cultivaron secciones de hojas de Phalaenopsis, en medio MS al 50%, con la adicion
de ANA a concentraciones de 0, 0.1 y 1.0 mg/L obteniendo la oxidacién del tejido sin

respuesta alguna.

Este proceso se puede explicar por las siguientes razones: 1) Al realizar los cortes para la
obtencion de los explantes, se tiene una respuesta al dafio causado, comenzando con un
aumento local (en la zona de corte) de jasmonato, auxinas y compuestos fendlicos, estos
ultimos son sustrato de la enzima polifenol oxidasa (PPO) teniendo como producto de la
reaccion oxidativa a las quinonas, las cuales son especies quimicas muy reactivas y
propensas a reaccionar, generando dafio e incluso la muerte celular (Azofeifa, 2009; da
Costa et al., 2013); 2) Los cloroplastos y tejidos foliares, ricos en pigmentos y Oz en
evolucion bajo luz, son la principal fuente de especies reactivas de oxigeno (ROS) y son
los sitios primarios de los dafios inducidos por el estrés en las plantas bajo luz, la energia
luminosa excesiva provoca una sobre-reduccion de la cadena de transporte de electrones,
dando lugar tanto a una mayor produccién del radical superéxido (O 2-) de oxigeno singlete
(*O2); provocando estas dos especies la peroxidacion lipidica, causando dafios en la
membrana celular, o dafios a proteinas por la oxidacién de residuos de ciertos aminoacidos
(Mano, 2002).

En cultivo in vitro otro de los factores que pueden influir en la oxidacion de los explantes es
la composicién del medio de cultivo, en la grafica 3 se puede observar una mayor tendencia
a la oxidacion en los explantes de raiz en los tratamientos con una mayor concentracion de
RCV (1/0.5, 0.5/1, 1/1 mg/L ANA/Kin) donde se alcanzé un rango de oxidacion del 50 al
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60%, a diferencia de aquellos tratamientos con menores concentraciones de RCV (0/0,
0.1/0, 0/0.5, 0/2 mg/L ANA/Kin) cuyo porcentaje de oxidacion se encuentra por debajo del
15%.

e N
Porcentaje de oxidacion en explantes de hoja, tallo y raiz en
dos distintos tratamientos de RCV a las 16 semanas de
sembrados.
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Grafica 3. Porcentaje de oxidacion en explantes de hoja, tallo y raiz, con respecto al
tratamiento de RCV, a las 16 semanas de siembra. Las lineas verticales muestran la
desviacion estandar

Los RCV se han asociado con la oxidacion en diferentes trabajos, Kuo et al. (2005)
obtuvieron la regeneracion a través de embriones somaticos en hojas de Phalaenopsis sp.
en diferentes concentraciones y combinaciones de RCV (BA, Kinetina, TDZy TDZ / 2,4-
D) sin embargo cuando los explantes fueron cultivados en medio suplementado con
cualquiera de las concentraciones de 2,4-D utilizadas en el estudio (0.1, 0.5y 1 mg/L) los
explantes foliares se necrosaron y no se obtuvieron embriones. Por otro lado Alvarado,
(2011), encontré un mayor porcentaje de oxidacién en los explantes de apices de tallo de
Prosthechea chacaoensis, cuando éstos fueron cultivados en medio con 1, 1.5y 2 mg/L
de ANA, asi como con 1.5/1y 2/1 mg/L de ANA/BA, comparados con aquellos explantes
cultivados en medio con concentraciones menores de dichos reguladores. Mathur (1993)
logro la formacion de callos de Nardostachys jatamansi en un medio MS adicionado con
1.6 yM de ANA, los callos obtenidos a concentraciones mas elevados de ANA mostraron
altos niveles de oxidacion y muerte de tejidos. En Phyllostachis nigra, el uso de BAP a 1

— 30 yM, causo6 un fuerte oscurecimiento de tejidos (Ogita, 2005).
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Regeneracion de brotes

De los tres tipos de explantes utilizados, sélo los tallos mostraron una respuesta
morfogenética, los explantes de hoja se perdieron por oxidacion y los explantes de raiz sélo
mostraron elongacion (Figura 15), indistintamente del tratamiento en el que se encontraran,
presentando esta condicion 31 de los 360 explantes de raiz cultivados, es decir un 8.6%.
Esta ultima respuesta tiene que ver con la naturaleza anatémica del explante. Las raices
estan conformadas en su extremo apical por una estructura denominada meristemo apical
radical (RAM), la cual se encuentra cubierta por capas de células que comprenden la
caliptra o cofia, cuando las células en el RAM se dividen, se desplazan apicalmente para
contribuir a la caliptra de la raiz o basalmente para contribuir al cuerpo de la raiz (Gallagher,
2013). La zona de alargamiento esta confinada al meristemo apical donde tiene lugar la
division celular, y la region inmediatamente detras de ésta, donde se produce el
alargamiento predominantemente longitudinal de las células. La division celular no da lugar
a la extension, sino que proporciona la materia prima para la expansion celular posterior vy,
por lo tanto, no impulsa el crecimiento. En la zona de alargamiento, fuera del meristemo,
el aumento de la célula en longitud va acompafiado por un gran aumento en el tamafio
de la vacuola y el aumento en el &rea de las paredes laterales de la célula. La elongacion
de la raiz ocurre, entonces como la suma de la expansion individual cada una de las células
a lo largo de un gran numero de éstas (Gregory, 2006). Entonces muy probablemente la
elongacion obtenida en los explantes de raiz, sean el resultado de este proceso natural de

division celular en el RAM y la posterior elongacion de estas células en el cuerpo de la raiz.

Figura 15. Se muestra en la parte superior un explante de raiz elongado a las 14 semanas
de siembra, en la parte inferior se muestra un explante de raiz con el mismo tiempo de
siembra, el cual no mostré cambio alguno en tamafo.
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Con respecto a los explantes de tallo, de acuerdo a las observaciones, se muestra una gran
tendencia a que la via de regeneracion fue por la activacion de yemas preformadas, pues
la regeneracion de los brotes siempre se daba en las mismas zonas (donde se encuentran
las yemas axilares) y el crecimiento se presentaba en las mismas direcciones, siguiendo el
mismo patron en la mayoria de los explantes (Figura 16). Esta respuesta comenzé a
presentarse a las dos semanas de cultivados los explantes, en los tratamientos control,
0/0.5 y 0.5/0.5 ANA/Kin mg/L, presentandose un brote en uno de los 20 explantes en cada

tratamiento.

Figura 16. Brotes regenerados de Prosthechea cochleata a partir de explantes de tallo en
distintos tiempos. a) 4 semanas en medio MS, b) 10 semanas en medio MS 1/0.5 mg/L ANA/
Kin, ¢) 6 semana procedentes de medio MS 0.5/0.5 mg/L ANA/ Kin, d) 20 semanas
procedentes de medio MS 0.5/0.5 mg/L ANA/ Kin . Las flechas rojas indican los brotes.

Después de 16 semanas de cultivo de los explantes de tallo en medio con RCV y medio
basal, se obtuvo el niumero total de brotes regenerados (Cuadro 14), asi como el

promedio de brotes por explante. Obteniéndose el mayor nimero brotes en el tratamiento
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0.5/0 mg/L ANA/Kin (2.5 brotes por explante), el menor nimero de brotes (1.1 brotes por
explante) en el tratamiento adicionado con 0.1/0 mg/L ANA/Kin y en el grupo control 1.8
brotes por explante. Y aunque el mayor nimero de brotes se generd en el tratamiento
0.5/0 mg/L de ANA/ Kin, los datos obtenidos en las pruebas estadisticas no arrojaron
ninguna diferencia significativa con respecto a los tratamientos utilizados, pues se obtuvo
para el total de los tratamientos un valor de P de 0.423, es decir muy por arriba del valor
para P que nos indica que no todas las medias poblacionales comparadas son iguales
(P<0.05).

Cuadro 14. Numero de brotes regenerados a partir de tallos en los diferentes tratamientos
al cabo de 16 semanas de cultivo.

Tratamiento
Tallo ox

ANA/Kin Numero de PC PC sin Promedio de brotes/ ce
Mg/L brotes/tratamiento oX explante
respuesta
0/0 37 8 8 4 1,85 0,44
0.1/0 23 12 4 4 1,15 0,34
0.5/0 51 12 6 2 2,55 0,62
1/0 32 11 3 6 1,6 0,44
0/0.5 40 16 2 2 2 0,44
0.5/0.5 45 14 3 3 2,25 0,54
1/0.5 44 15 3 2 2,2 0,47
0/1 41 9 9 2 2,05 0,39

PC=Planta completa generada a partir del explante de tallo. ox=Oxidado al 100%. ee=

Error estandar.

Al término de 16 semanas después de iniciados los cultivos, se obtuvo un total de 313
brotes a partir de 135 de los explantes de tallo iniciales, 25 explantes de tallo no
presentaron respuesta. Ademas de los 313 brotes regenerados, los 135 explantes de
tallo continuaron su desarrollo, para formar de nuevo una planta completa, sin embargo

38 de éstas murieron por oxidacion.

El bajo numero de brotes regeneraros a las 16 semanas de cultivo en la presente
investigacion (313 a partir de 160 explantes de tallo), comparados con el numero de

regenerantes obtenidos en otros estudios como en la propagaciéon de B. scandens
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(Villafuerte, 2013) donde se obtuvo, a las 16 semanas de cultivo, a partir de un total de
180 explantes de tallo (10 mm) un total de 431 PLB’s en medio MS 50% y MS y de otros
180 explantes de tallo (5 mm) un total de 896 PLB’s bajo tratamientos con
concentraciones y tipo de RCV similares, puede estar relacionado con diversos factores
gue van desde las diferencias genéticas por ser distintas especies, la cantidad de
hormonas vegetales enddgenas presentes en los individuos y por lo tanto la diferencia en
el balance final de hormonas enddgenas y RCV adicionados al medio, la probable
existencia de una dominancia apical mas fuerte en comparacion con B. scandens, y que
aun en presencia de citocininas, algunas yemas laterales no pudieran ser activadas. Las
auxinas producidas por el apice, transportada hacia su base, reprime el transporte de AIA
desde los botones o brotes laterales jovenes por medio de la autoinhibicion (auxina
producida por el apice, inhibe la produccion de auxina en yemas o brotes laterales) lo que
provoca la inhibicion de crecimiento de éstos. Las citocininas pueden oponerse a este
proceso ya que estimulan fuertemente la exportacién al tallo de la auxina de los botones

o brotes laterales jévenes (Jankiewicz & Acosta, 2003).

De acuerdo a la respuesta obtenida con respecto a la formacién de brotes en todos los
tratamientos, inclusive en el grupo control, sugiere que el contenido endégeno de
citocininas en esta especie o0 al menos en los individuos utilizados, puede ser mayor con
respecto al contenido de auxinas, y como se menciona en los antecedentes, la
diferenciacion de yemas vegetativas y generacion de brotes es promovida por un balance
auxina/citocinina, favorable hacia las citocininas (Calderon, et al. 2011). Las
investigaciones de Calderon, et al. (2011) reportan que para Aechmea veitchii, el cultivo
de yemas apicales en medio MS al 100 y 50 % de sales, suplementado con IBA 1mg/L,
regeneraron un mayor numero de botes adventicios comparado con aquellos explantes
expuestos a distintas combinaciones de IBA/ANA/BAP y BAP/ANA, argumentando este
resultado producto de la combinacion de la auxina exdgena con las citocininas
endogenas, lo cual potencio la respuesta al desarrollo de brotes en estos explantes. Por
otro lado la induccion de yemas axilares de Dendrobium Longicornu, obtuvo el mayor
namero de brotes cuando estos fueron cultivados en medio MS adicionado con BAP/ANA
1.1/2.7 mg/L sugiriendo que la apropiada combinacion de auxina citocinina estimula la
formacion de brotes (Stadwelson, et al. 2012).

La respuesta obtenida difiere de otros trabajos realizados en orquideas del mismo género,
0 géneros cercanos, como lo fue con P. chacaoensis, donde Alvarado (2011) reporta que
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el mejor tratamiento en cultivos de apice de tallo (con respecto al nUmero de regenerantes
obtenidos en conjunto PLB's y brotes) fue aquel que contenia una combinacion de ANA/BA,
1.0/0.5 mg/L, sugiriendo que a mayores concentraciones de ANA se promovia la formacion
de PLB's y a mayor concentracion de BA, la formacion de brotes. En el presente trabajo
so6lo se obtuvo un promedio de 2.2 + 0.47 brotes por explante en esa misma concentracion
de RCV, con la diferencia de que la citocinina utilizada en este caso fue Kin. Lopez (2009),
reporta para E. adenocaula, el mayor numero de brotes generados a partir de explantes de
hoja cultivados en medio MS 50% con 1.0/0.1 mg/L de Kin/ANA, para los explantes de tallo
0.5/1.0 mg/L Kin/ANA, ademas de la formacion de PLB's a partir de los explantes de tallo
con una concentracion de 0.5 mg/L de ANA (concentracion con la cual, en el presente
estudio se obtuvo el mayor nimero de brotes por explante pero no indujo la formacion de
PLB's), es importante mencionar que a partir de explantes de raiz, Lépez (2009) también
obtuvo la formacion de brotes, en un bajo nimero en la presencia de Kin 0.5 mg/L. y
Kin/ANA 1.0/0.5mg/L.

Se sabe que el ANA y BAP son RCV efectivos para regenerar plantas en un gran nimero
de orquideas (Ranjan, 2002). Sin embargo, aun utilizando las concentraciones de RCV con
las cuales en trabajos previos se obtuvieron las mejores respuestas morfogenéticas, en
este caso se hace evidente que los requerimientos de RCV en cuanto a tipo, cantidad y
combinacion, varian de especie a especie, del tipo de explante, origen del mismo, incluso

de la época del afio en el cual sontomados.

Enraizamiento de los brotes

El enraizamiento de los brotes ocurrid a las 10 semanas de cultivo [ocho semanas en
induccion (Cuadro 8) y dos en medio basal] en aquellos brotes que se generaron en los
tratamientos 0.5/0, 1/0 y 0.5/0.5 mg/L ANA/Kin, obteniendo cinco, cuatro y un brotes
enraizados respectivamente, el enraizamiento continué dandose sin la adicion de RCV o
algun otro componente adicional al medio de cultivo, obteniéndose en la toma de datos final
a las 16 semanas de cultivo (Cuadro 15), el mayor numero de brotes enraizados, aquellos
generados a partir de la exposicién de los explantes al tratamiento 0.5/0 mg/L ANA/Kin con
un total de 12 brotes enraizados. Esto nos habla de una tendencia al enraizamiento en la
presencia de auxinas tanto endégenas como exdgenas; lo cual tiene mucho sentido pues
se sabe que dentro de las funciones de las auxinas se encuentran estimular la iniciacion de
las raices en los tallos y promover la diferenciacion de raices en el cultivo de tejidos,

(Davies, 2010). George et al. (2008) mencionan que la rizogénesis generalmente se logra

e
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con el tratamiento de auxinas solas, lo cual coincide con que el tratamiento en el que hubo

una mayor respuesta de enraizamiento fue aquél que solo tenia ANA.

Cuadro 15. Numero de brotes con raiz, a las 16 semanas de cultivo.

RCV ANA/Kin mg/L Numero de brotes Numero de brotes
en el tratamiento de totales enraizados
origen de los brotes
0/0 37 5 (13.5%)
0.1/0 23 3 (13%)
0.5/0 51 12 (23.5%)
1/0 32 7 (21%)
0/0.5 40 4 (10%)
0.5/0.5 45 4 (8.8%)
1/0.5 44 6 (13.6%)
0/1 41 7 (17%)
Total de botes 313 48
enraizados a las 16
semanas

No sélo los brotes generados a partir de los tallos presentaron enraizamiento sino también
los explantes como tal (Figura 17), en este caso, las auxinas endégenas producidas en el
apice del tallo, pueden ser transportadas via basipétala hacia la superficie cortada que en
complemento o no de auxinas exdégenas promueven el enraizamiento. La mayor parte de
las auxinas adicionadas al medio de cultivo actdan en la zona de corte promoviendo la
desdiferenciacién celular, para mas tarde conducir a la generacion de un nuevo meristemo
radicular (Pop et al., 2011; da Costa, et al., 2013). da Costa et al. (2013) concluyen que un
alto contenido de auxinas inmediatamente después de realizar los cortes de la planta
madre, puede resultar en un mejor enraizamiento. En el tratamiento control también se
obtuvo el enraizamiento de los brotes regenerados, asi como de los explantes de tallo, lo
cual nos habla de un abastecimiento suficiente por parte de las auxinas endégenas y la
produccion adicional de éstas como respuesta al corte realizado. Alvarado (2011) obtuvo el
enraizamiento de los brotes de Prosthechea chacaoensis, sin la necesidad de utilizar un
medio especial, después de la etapa de induccion, para promover el mismo, tanto en los
brotes regenerados en el tratamiento control, como en los brotes de los demas tratamientos,
registrando el mayor nimero de raices en los brotes regenerados en los medios MS
adicionado con 1/0.5 mg/L, 0.5/0.5 mg/L, 1/2 mg/L de BA/ANA, respectivamente.

Ambas respuestas morfogenéticas obtenidas, generacién de brotes (caulogénesis) y

generacion de raices (rizogénesis), pueden atribuirse no sélo a la accion de hormonas
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vegetales enddgenas y reguladores de crecimiento aplicados exdgenamente, sino también,
en cierta medida, como se ha mencionado en el ultimo parrafo, al dafio promovido por el
corte del explante a la hora de individualizarlos, pues provoca la generacién de la hormona
etileno, que frecuentemente proporciona un estimulo para la formacién de tejido no
organizado (callo) o brotes y raices adventicias, generalmente ocurriendo estas respuestas
en la superficie cortada del explante como se puede observar en el explante de tallo en la
figura 17. Ademas se sugiere que el corte promueve la transferencia de hormonas
endogenas al lugar del dafio, causando que haya un nivel mas adecuado de promotores
de crecimiento para la regeneracion, por otro lado la herida permite la entrada de una mayor

cantidad de RCV aplicados exdgenamente a través de la herida (George et al., 2008).

Figura 17. Explante de tallo en medio suplementado con ANA/Kin 1/0.5
mg/L, a las cuatro semanas de cultivo. Las flechas rojas apuntan a las
raices que fueron regeneradas en la superficie cortada del explante.

Finalmente las plantulas obtenidas fueron subcultivadas en medio MS 50/100 adicionado
con 0.5 g/L de carbon activado, con la finalidad de promover la regeneracion de raices y el
desarrollo de las mismas, asi como frenar procesos de oxidaciéon que se presentaron las
plantulas, observandose el desarrollo de los nuevos brotes sin problemas de oxidacion y
las hojas con un color verde mas oscuro. Estos efectos se atribuyen a que el carbén
activado permite el aumento de la aireacion del medio de cultivo, la adsorcion del etileno y
los productos fendlicos y carboxilicos producidos por los tejidos, los cuales puede inhibir el
crecimiento y la diferenciacion, y con relacion a los cambios que sufre el medio de cultivo
después del autoclaveado, el carbén activado adsorbe el 5- hydroxymethylfurfural, que se

forma por la el rompimiento de algunas moléculas de sacarosa durante este proceso, el
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cual es un compuesto inhibidor del crecimiento (Arditti, 2008). Esta adsorcidén es dada por
la estructura del carbon, la cual consiste en una red muy fina de poros con gran area de

superficie interior en la que muchas sustancias pueden adsorberse.

Algunos trabajos en orquideas hablan de los efectos positivos del uso de carbon activado
en el enraizamiento y la prevencion de la oxidacion. En la orquidea terrestre Cymbidium
faberi para el enraizamiento de los brotes se empled carbon activado junto con ANA en
medio MS modificado y se observé un 90% de enraizamiento en este medio (Chen et al.,
2005). En Cypripedium flavum, el enraizamiento méximo (100%) de los brotes se observé
en medio Harvais al 50% suplementado solamente con 0.6 g/L de carbdn activado. Siendo
0.6 g/L la cantidad mas adecuada para la induccién de raiz comparado con menores
concentraciones, los autores concluyeron que el carbén cred una oscuridad parcial similar
al ambiente subterrdneo de los habitats de C. flavum, siendo ésta probablemente la causa
del aumento del enraizamiento (Yan et al., 2006). Rodriguez et al. (2005) concluyen que el
uso del carbdn activado en el medio de cultivo tuvo un efecto positivo para la germinacion

in vitro de las semillas de orquideas que sembraron, contrarrestando la fenolizacién.

6.7 Aclimatizacion

Se tomaron datos de supervivencia de las plantas en proceso de aclimatizacion (Figura 18)
a las dos y cuatro semanas de extraidas de los frascos, obteniéndose un 97.5%y 86.25%
de supervivencia respectivamente. Este porcentaje se encuentra dentro del rango de
porcentajes citados en varios trabajos de aclimatizacion, Villafuerte (2013) obtuvo, en
plantas de Barkeria whartoniana y Barkeria scandens (con al menos 8cm de altura, cinco
hojas y raices), un porcentaje de supervivencia del 80% a los cuatro meses de
aclimatizacion, utilizando el mismo tipo de sustrato que se empleé en la aclimatizacion de
P. cochleata en este estudio; Alvarado (2011), obtuvo para plantas de Prosthechea
chacaoensis de 3.5 cm de largo y con al menos un pseudobulbo, un porcentaje de
supervivencia del 95% a los cuatro meses de extraidas las plantas de los frascos, utilizando
como sustrato una mezcla de sphagnum + agrolita y posteriormente el uso de troncos, Avila
& Salgado (2006) reportan en especies como Laelia autumnalis, Laelia albida, Encyclia
citrina, utilizando como sustrato una mezcla de tezontle y corteza de encino, relacion 1:1,

porcentajes de supervivencia por arriba del 70%.
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Figura 18. Plantas en proceso de aclimatizacién en mezcla de sustrato
tepojal:corteza:agrolita:peat moss 2:1:1:1 viv.

Un mayor tamafio en longitud de las plantas, asi como la presencia de por lo menos un
pseudobulbo, pudo haber mejorado la supervivencia de las mismas, aun presentandose el
incidente por el exceso de agua. Se sabe que los pseudobulbos juegan un papel muy
importante en el crecimiento y supervivencia de las orquideas pues participan como
organos de almacenamiento de agua que resulta muy util cuando se presentan condiciones
de sequia en el ambiente, la mayoria de los pseudobulbos poseen una cuticula gruesa lo
cual los hace totalmente impermeables al agua (punto por el cual la presencia de éste pudo
haber sido crucial para la supervivencia de las plantas cuando se presentod el exceso de
agua), participa en la acumulacion de nutrientes minerales como N y P, manteniéndolos
como una fuente de reserva, es un 6rgano que participa en la fotosintesis, aumentando asi
la produccion de carbohidratos, funcionando también como una reserva de estos (Yew &
Hew, 2000).

Nava, et al. (2011), observaron que en el proceso de aclimatizacion de Laelia eyermaniana,
las plantas pequefias (menores a 1.5 cm) murieron a diferencia de las grandes (mayores a
3 cm), probablemente por no presentar un pseudobulbo desarrollado y por lo tanto, no tener
la posibilidad de acumular agua en cantidades suficientes como para lograr su

supervivencia.

Las mezclas de sustratos pueden influir en el porcentaje de supervivencia y en el desarrollo
de las plantas. Es aconsejable emplear los sustratos en los cuales las especies

B ———————————————
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normalmente se desarrollan pues su naturaleza se encuentra adaptada a crecer ahi, es por
eso que para la aclimatizacion de P. cochleata se utilizaron como componentes principales
el tepojal y la corteza de pino, pues en el medio crecen sobre pinos o encinos o bien sobre
pefas o laderas. Con respecto al tipo de sustrato empleado para la aclimatizacion, dentro
de lo que se pudo observar los primeros 30 dias, es que la mezcla resultaba favorable para
el desarrollo de las plantulas ya que presentaba un buen drenaje y aireacion, propiedades
conferidas principalmente por el tepojal y la agrolita, buena retencion de humedad conferida
por el peat moss, la corteza favorecié el desarrollo de la planta y de raices que comenzaban
a adherirse de esta. Se tuvo que tener especial cuidado con el riego y la ventilacién del
sustrato, pues el exceso de humedad podria haber favorecido la aparicién de hongos y/o

bacterias en el sustrato.

7. CONCLUSIONES

Viabilidad, conteo y caracterizacion de las semillas maduras

J Las caracteristicas morfoldgicas de las semillas maduras, tales como largo y ancho,
se encontraron dentro de los rangos establecidos para las semillas de las orquideas y
fueron similares a las reportadas en la literatura para P.cochleata siendo el peso la Unica
caracteristica que se encontrd por debajo de los rangos reportados.

J La prueba de TTZ resultd efectiva para determinar la viabilidad de las semillas,
obteniendo a las 4 y 19 semanas después de abierta la cadpsula, una viabilidad de 73.5% y

76.6% respectivamente.

Desinfeccion, establecimiento y germinacién in vitro de las semillas maduras e

inmaduras

o El método de desinfeccibn empleado para las semillas maduras resultdé en un
establecimiento aséptico del 100%, sin embargo pudo ser a su vez un factor que afectara
la tasa de germinacion, resultando a las 7 semanas de siembra bajos porcentajes de
germinacion (8.6% en MS 50/100 y 3.84% en KC).

. El método de desinfeccion empleado para la capsula que contenia las semillas
inmaduras (flameado de la capsula), permitio el establecimiento aséptico del 100% de las
semillas.

J El porcentaje de germinacion de las semillas maduras, fue mayor en medio MS (8.6
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%) que en el medio KC (3.8 %).

J La luz fue un factor indispensable en la germinacion de las semillas, ya que se vio
gue las semillas que se encontraban en oscuridad no presentaron germinacion después
de 10 semanas de observacion.

. El desarrollo de los embriones a plantulas se vio favorecido en el medio MS 50/100
comparado con el desarrollo obtenido en el medio KC, sucediendo la germinacion a las
cuatro y seis semanas, la polarizacion de los protocormos y aparicion de los rizoides ocurrio
a las seis y 8-12 semanas, el surgimiento de raices verdaderas a las 8 y +12 semanas, la
presencia de 2 0 méas hojas verdaderas a las 10-12 y +12 semanas, en medio MS 50/100 y

KC respectivamente.

Germinacion de semillas maduras en medio MS 50/100 adicionado con 0, 10, 20 y 30%

viv de agua de coco

J El mayor porcentaje de germinacion de semillas maduras se observd cuando éstas
fueron sembradas en frascos (9.2%), comparada con la germinacion en cajas Petri (6.4%).
J La adiciéon del agua de coco al medio de cultivo no favorecio el aumento de los
porcentajes de germinacion de las semillas. Presentdndose un mayor porcentaje de
germinacién en el medio MS 50/100 sin la adicién de agua de coco (9.2%) comparado con
los porcentajes obtenidos en los medios adicionados con 10, 20 y 30% de agua de coco,
donde se obtuvo un 6.8, 8.2 y 4.8% de germinacién respectivamente a las siete semanas

de iniciados los cultivos.

Induccion de explantes de hoja, tallo y raiz en medio MS 50/100 adicionado con RCV
ANA/Kin.

. El 100% de los explantes de hoja, se necrosaron y murieron debido a la oxidacion
después de las 16 semanas de cultivo.

. El 8.6% de los explantes de raiz sélo presentaron elongacion, el 29.9% murieron por
oxidacion y el 61.5% no presentaron cambio alguno en las 16 semanas de cultivo.

. Se presentd una mayor tendencia a la oxidacion en los explantes de raiz expuestos
a las mayores concentraciones de RCV. Alcanzando un rango de oxidacion del 50 al 60%,
en los tratamientos con 1/0.5, 0.5/1, 1/1 mg/L ANA/Kin a diferencia de aquellos tratamientos
con menores concentraciones de RCV, cuyo porcentaje de oxidacion se encontré por
debajo del 15%.
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J Los Unicos explantes que presentaron una respuesta morfogenética fueron los
explantes de tallo, a través de la via de activacion de yemas preformadas.

J Los tallos expuestos a 0.5/0 mg/L de ANA/Kin fueron los que presentaron en
promedio el mayor numero de brotes por explante a las 16 semanas de cultivo, obteniendo
un promedio de 2.5 brotes por explante, el menor nimero de brotes, 1.1, en el tratamiento
adicionado con 0.1/0 mg/L ANA/Kin y en el grupo control 1.8 brotes por explante.

J Se obtuvo la generacion de brotes en los tallos cultivados en todos los tratamientos
con RCV, inclusive en el grupo control, lo cual nos habla de que la respuesta morfogenética
no es exclusiva a la adicién de RCV, pero si estimularon una mejor respuesta.

J No fue necesaria el empleo de medios de cultivo de enraizamiento pues éste se
presenté de manera espontanea a las 10 semanas de cultivo, sin la adicion de algin RCV
adicional que indujera dicha respuesta. Sin embargo, el mayor nimero de brotes con raiz
se observé en aquellos regenerados a partir de tallo en el tratamiento 0.5/0 mg/L ANA/Kin
con un total de 12 brotes con raiz.

J El uso de 0.5 g/L de carbdn activado en el medio de cultivo redujo la oxidacion de
los brotes regenerados, permitiendo un mejor desarrollo de los mismos.

J La mezcla de sustrato empleada para la aclimatizacion (tepojal:corteza:agrolita:peat
moss 2:1:1:1) resulto efectiva para las primeras etapas de aclimatizacion de las plantas de
P. cochleata, obteniéndose un porcentaje de supervivencia de 86.25% al cabo de 4

semanas de estar en condiciones ex vitro.

8. PERSPECTIVAS

En el presente estudio se logro la regeneracion de la orquidea P. cochleata, pero no en la
cantidad suficiente para considerar los protocolos aqui seguidos como métodos eficientes
para su propagacion, sin embargo esta investigacion (ya que se enfoca en la generacion
de conocimientos sobre la propagacion de esta especie), puede resultar de gran
importancia para el establecimiento de futuros protocolos de multiplicacién. Se sugiere

considerar para posteriores investigaciones:

> El uso de semillas que se encuentren cerca a la dehiscencia de la capsula, para
gue la desinfeccion se realice a ésta y no directamente a las semillas. Y de esta
manera evitar la pérdida de viabilidad de las semillas por el contacto directo con las

soluciones desinfectantes.

> En el caso de iniciar con semillas maduras de una capsula dehiscente, reducir la
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concentracion de hipoclorito de sodio al 5-7%, y/o reducir el tiempo de exposicion al
mismo, para de esta manera (reducir el posible estrés) lograr mayores porcentajes
de germinacion.

> Para evitar el uso de mayores concentraciones de RCV, puesto que se trata de la
propagacion con fines de conservacion, se sugiere hacer uso de protocormos o
secciones de estos como explantes iniciales, pues las concentraciones de hormonas
vegetales se encuentran de manera elevada en este tipo de estructuras, comparada
con estructuras ya diferenciadas como hojas o raices, dado que al ser tejidos en
desarrollo presentan altas tasas de division celular, proceso regulado por estas
sustancias, ademas de que son estructuras embriogénicamente predeterminadas,
por lo cual se podria dirigir una respuesta morfogenética diferente a la que se logré
en la presente investigacién (activacion de yemas preformadas) como lo es la
generacion de PLB's.

> Se sugiere la aclimatizacién de plantas de mayor tamafio (mayores a 5 cm de altura)
y con un mayor numero de raices y hojas (arriba de 2-3), de las aqui aclimatizadas,
y preferentemente con la presencia de algun pseudobulbo para elevar el porcentaje
de supervivencia. Asi como monitorear el proceso de aclimatizacién por un periodo
mas largo para que los porcentajes de aclimatizacién obtenidos resulten mas
confiables y de esta manera poder definir de manera mas certera si el uso del sustrato
empleado resulta efectiva.

Si bien P. cochleata, no se encuentra catalogada como especie bajo peligro de extincion,
las presiones ejercidas por el saqueo y pérdida de habitat, van en incremento, ya se
reportan pérdidas importantes en sus poblaciones como la ya mencionada en la region del
Soconusco, Chiapas, donde pas6 de ser una especie muy abundante a encontrarse
restringida a tan solo algunos fragmentos de bosque tropical y plantaciones de café (Del
Mazo & Damon, 2006). De tal manera que la busqueda de un protocolo para su propagacion
no estad de mas, pues este tipo de investigaciones generan conocimientos y desarrollos
tecnolégicos como alternativas para contribuir a la conservacion de las especies vegetales,
gue si bien no se encuentran bajo riesgo, podrian llegar a estarlo, se contribuye a la
posibilidad de abastecer plantas para los mercados a nivel nacional e internacional, se abre
la posibilidad de generar planes de reforestacion y el mantenimiento de relaciones
ecoldgicas de esta especie con otros organismos, el mantenimiento de servicios
ecosistémicos locales y del pais. Se pueden generar empleos, incrementar el turismo,

conservar cultura local, la posibilidad de realizar estudios por parte de otras ciencias y
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explorar su potencial con fines diversos como por ejemplo medicinales, alimenticios, e

industriales.
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