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Efecto del tamafio del explante en la propagacion in vitro de Stanhopea tigrina (Orchidaceae)

Resumen

Se analizd y evalué el efecto del tamafio de los explantes en la propagacion in vitro
de Stanhopea tigrina, especie que presenta un alto valor ornamental y que, debido
a la sobrecolecta y destruccion de su hébitat, se encuentra en la lista NOM-059-
SEMARNAT-2010 bajo la categoria de riesgo “Amenazada”. Por ello, el estudio de
las Optimas respuestas morfolégicas para su micropropagacion es muy relevante
para ayudar a la conservacidon de esta especie. El tamafio del explante es
importante para el establecimiento de los cultivos in vitro, ya que existe un tamafio
minimo que depende de la especie y del tejido vegetal, y por debajo del cual no se
obtienen respuestas morfogenéticas. Conocer el potencial regenerativo de los
explantes es importante para la obtencion de un mayor nimero de regenerantes. El
objetivo del trabajo fue determinar el tamafio minimo de los explantes de Stanhopea
tigrina para promover la formacion de brotes en dos concentraciones de 6-
bencilaminopurina. Se utilizaron cultivos preexistentes y semillas los cuales fueron
cultivados en medio Murashige y Skoog (MS) basal para obtener plantulas del
tamafio adecuado para posteriormente diseccionarlas y utilizar como explante el
tallo en diferentes intervalos de tamaiio (1-3, 3.1-5, 5.1-10 y 10.1-15 mm). Para la
fase de induccién se utilizé6 como control el medio MS basal y dos tratamientos con
la citocinina 6-bencilaminopurina (BA) (1 y 5 mgL™?) y para la penultima fase de
proliferacion se subcultivaron en medio MS. Las mejores respuestas morfogenéticas
se dieron en los explantes de mayor tamafio 10.1-15 mm con el tratamiento BA 5
mgL* obteniendo en promedio 9.27 brotes por explante. El 100 % de sobrevivencia
ex vitro se obtuvo de las plantulas procedentes del tratamiento BA 1 mgL™?
independientemente del tamafio del explante inicial. De esta manera, se pudo
determinar el mejor tamafo del explante y concentracion de citocinina que favorece

la micropropagacion de esta especie.
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Efecto del tamafio del explante en la propagacion in vitro de Stanhopea tigrina (Orchidaceae)

l. Introduccién

El cultivo de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas que permiten entre otras
cosas la propagacion masiva de especies de interés econémico y/o ecoldgico, uno
de los aspectos importantes a considerar es el tamafio del fragmento inicial
(explante) que dara paso a la eficiente micropropagacion. Mroginsky y Roca (1993)
sefalan que la eleccién adecuada y el tamafio del explante son importantes, si este
es grande es posible que dé lugar a la formacion de un tejido indiferenciado llamado
callo, pero a la vez a una mayor probabilidad de contaminaciéon por
microorganismos. Por otro lado, el empleo de explantes muy pequefios conlleva la
elaboracion de medios de cultivo mas complejos para que puedan prosperar
(Mroginsky et al., 2010).

Existen diversos reportes sobre la importancia del tamafio del explante
principalmente en especies de interés comercial como en cultivares de Musa

(Sandoval y Miiller, 1992; Orellana et al., 2002) y palma (Vifias y Jiménez, 2011).

En orquideas, generalmente se establecen asépticamente las semillas para
promover su germinacion (Damon et al., 2004; Avila y Salgado-Garciglia, 2006;
Flores-Escobar et al., 2008) y obtener plantulas, o que, en la etapa de desarrollo de
estas, los protocormos, hojas y pseudobuldos sean empleados como fuente de

explantes (Avila y Salgado-Garciglia, 2008; Flores-Escobar et al., 2011).

La evaluacion del tamafio adecuado del explante en orquideas ha sido poco
explorado, solo algunos trabajos lo sefialan, como el de Avila y Salgado-Garciglia
(2006), que mencionan la seleccion de protocormos de 2 a 3 mm de diametro para
realizar la micropropagacion de nueve especies y, el de Flores-Escobar et al. (2011)

guienes realizaron lo mismo para Brassia verrucosa.

En el género Stanhopea no existen registros del estudio del tamafio optimo del
explante para su propagacion in vitro. Por ello en el presente trabajo se analizaron
los efectos de diferentes intervalos de tamafo del explante en dos concentraciones

de 6-bencilaminopurina (BA). Stanhopea tigrina, es una especie que tiene gran

Sarai Zamora Cortez



Efecto del tamafio del explante en la propagacion in vitro de Stanhopea tigrina (Orchidaceae)

importancia ornamental por su llamativa y peculiar flor, habita principalmente en
Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo y Veracruz (Soto-Arenas y Solano-
Gbomez, 2007) y se encuentra en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-
2010 como especie amenazada (A) (SEMARNAT, 2010), debido a la deforestacion
de su habitat natural, su compleja y poca germinacién simbiética, baja tasa de
repoblacion, asi como la colecta y saqueo ilegal de ejemplares silvestres.

El presente estudio aportara informacion sobre la concentracion del regulador de
crecimiento y tamafo de explante 6ptimo con una mayor proliferacion de brotes de
Stanhopea tigrina, para contribuir asi a su conservacién ex situ, y con ello aminorar

el saqueo y el comercio ilegal de estas especies.

Sarai Zamora Cortez



Efecto del tamafio del explante en la propagacion in vitro de Stanhopea tigrina (Orchidaceae)

Il. Antecedentes
1.- Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV)

El cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro es una herramienta biotecnologica

que comprende un amplio grupo de técnicas basadas en la teoria de la
totipotencialidad [(Totuspotens: totus (todo), potens (poder o habilidad)] en donde
las células son cultivadas, excluyendo toda clase de microorganismos patdégenos
(condiciones asépticas) en medios de cultivo con una composicion quimicamente
definida y variables ambientales controladas como temperatura, humedad e
iluminacion, para dar diversas respuestas morfogenéticas como la activacion de
yemas axilares, la formacién de brotes y de embriones somaticos, precedidos por
la formacion de callo (organogénesis/embriogénesis indirecta) o a partir del tejido
inicial (organogénesis/embriogénesis directa) (Arditti, 1967, Pierik, 1990; Villalobos
y Thorpe, 1991; Arditti y Ernst 1992; Iriondo, 2001; Mroginski et al., 2003; Chawla,
2004; Caponetti et al., 2005; Buenavista, 2010; Organista, 2015).
En condiciones de cultivo in vitro, las células somaticas pueden desdiferenciarse y
diferenciarse de nuevo regenerando embriones o brotes, raices y/o flores, como
respuesta a un estimulo (Ferl y Paul, 2000). La regeneracién es un proceso que
comprende diferentes fases que se suceden de manera similar para los tres tipos
de morfogénesis citadas. De Klerk y sus colaboradores en 1997 denominaron a
estas diferentes fases como fase de adquisicion de la competencia, fase de
induccion y fase de realizacién (citado por Radice, 2010).

Etapas de la morfogénesis in vitro
La regeneracion es un proceso que comprende tres diferentes fases (Radice, 2010):

1) Adquisicion de la competencia: en esta fase las células adquieren la
competencia organogénica durante la etapa de desdiferenciacion.
2) Induccion: las células son receptivas al estimulo morfogénico y hay

una relacion directa entre el tipo, concentracién y combinaciéon de
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reguladores del crecimiento adicionados el medio de cultivo y el
organo a desarrollar.
3) Realizacién: en esta Ultima fase las células presentan continuas

divisiones para formar el érgano determinado.

Respuestas morfogenéticas
La organogénesis es la diferenciaciébn de 6rganos a partir de meristemos

formados de células o tejidos cultivados; dichos meristemos pueden dar lugar a una
planta. La formacién de una nueva planta puede darse por la activacion de yemas
axilares preexistentes o de induccion de yemas adventicias. La activacién de yemas
axilares comprende la multiplicacion de yemas preformadas, usualmente sin
formacion de callo. La induccion de yemas adventicias comprende la induccion de
tejido meristematico localizado mediante un tratamiento con reguladores de
crecimiento, conduciendo a la diferenciacion del primordio y desarrollo del vastago
o brote, esto ultimo generalmente en ausencia del regulador (Olmos et al., 2010).
La embriogénesis somatica consiste en la formacién de embriones a partir de
células somaticas en cultivo, estos embriones siguen las mismas etapas de
desarrollo que los embriones cigéticos, pero no son el resultado de la fecundacién
de los gametos. Las principales diferencias de la embriogénesis con respecto a la
organogénesis, se da en que la produccion de tallos y raices es un proceso
organogénico independiente, mientras que los embriones resultantes de un proceso
de embriogénesis somatica germinan dando lugar a un tallo y una radicula
simultdneamente al igual que ocurre con una semilla (Lopez y Olguin, 2013).

La formacién de brotes, 6rganos o embriones somaticos que se desarrollan a partir
del explante se conoce como organogénesis directa, por el contrario, si a partir del
explante se observa la proliferacion desordenada de células y sin ninguna funcion
predeterminada (callo) y posteriormente la diferenciacion de 6érganos o embriones
somaticos se denominara organogénesis indirecta y embriogénesis somatica
indirecta (Radice, 2010).

Sarai Zamora Cortez
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Etapas de la micropropagacion

La propagacién por cultivo de tejidos vegetales (CTV) o micropropagacion se

divide en cinco etapas (Olmos et al., 2010, Lépez y Olguin 2013):

Etapa 0: Se selecciona el material vegetal, manteniendo adecuadamente
las plantas madre, que son la fuente de explantes tomando en cuenta
gue se deben conservar saludables.

Etapa I: Establecimiento del cultivo aséptico de explantes a partir de la
planta madre, los cuales se lavan y desinfectan, para posteriormente ser
colocados en un medio de cultivo.

Etapa Il: Multiplicacion de brotes o de embriones somaticos utilizando
medios de cultivo especificos adicionados con reguladores de
crecimiento.

Etapa lll: Elongacion y enraizamiento de los brotes regenerados in vitro
y/o germinacion de los embriones somaticos, dando lugar a un tallo y una
radicula simultineamente al igual que ocurre en una semilla germinada.
Etapa IV: Transferencia de las condiciones in vitro a ex vitro, que consiste
en la reduccién gradual de la humedad relativa, el incremento de la
intensidad luminosa, en la reduccion de nutrientes y sacarosa para
incrementar la sobrevivencia de los regenerantes. Este proceso es

denominado aclimatizacion.

La aclimatizacion se puede realizar utilizando bolsas de plastico sobre las macetas,

con tuneles de PVC, laminas de plastico transparente que cubran las plantas

trasplantadas al invernadero o camaras de crecimiento de ambiente controlado
(Vazquez, 1994; citado por Cruz, 2006).

Para el establecimiento de los cultivos, es necesario tener en cuenta algunos

aspectos generales comunes relacionados con el explante y la planta madre

(donadora del explante), el medio de cultivo y las condiciones fisicas de incubacion.

2.- Factores que influyen en la micropropagacion

Existen factores importantes que deben considerarse y que influyen en los

sistemas de micropropagacion. Como son: la planta donadora del explante, el
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explante, los factores fisicos, el medio de cultivo y reguladores del

crecimiento vegetal (RCV).

El estado fisiologico de la planta madre influye en la capacidad de respuesta de los
tejidos in vitro si las plantas donantes tienen diferentes edades fisiolégicas habra
que considerar proporcionar distintos requerimientos nutricionales y hormonales
(Styer et al., 1983 citado por Villalobos y Thorpe, 1991), lo que puede influir también

en la respuesta del explante dependiendo del tamafio.

El segundo elemento son los factores fisicos como la luz y la temperatura, que han
sido estudiados ampliamente. Se estima que la temperatura Optima para la
propagacion en la mayoria de las familias fluctia entre 24 y 28 °C, asi como utilizar
un fotoperiodo determinado induce el desarrollo de raices y tallos con un alto éxito

en la propagacion (Chée y Pool, 1982).

El tercer componente por considerar es el medio de cultivo y los RCV, el éxito en
el cultivo de tejidos depende de la seleccion del medio de cultivo (composicion
quimica y su forma fisica) (Gamborg et al., 1976 citado por Villalobos y Thorpe,
1991). Existen numerosas formulaciones, cada una de las cuales comprende entre

6 y 40 compuestos (Mroginsky et al., 2010).

El primer objetivo en la preparaciéon de un medio de cultivo es suministrar los
nutrimentos minerales en concentraciones adecuadas. Se debe incluir los
macroelementos (C, H, O, P, K, N, S, Ca, y Mg) y los microelementos (B, Zn, Mn,
Cu, Mo, Fe, Cl) que las células requieren, asi como de compuestos organicos
requeridos para la nutricion de las plantas, una fuente de carbono y un agente
gelificante (en el caso de los medios semisolidos) (Eskew et al., 1984; Mroginski y
Roca, 1993).

En la actualidad uno de los medios mas utilizados es el Murashige & Skoog (1962)
(Anexo 1).

Para promover las respuestas morfogenéticas, al medio de cultivo se le adicionan
RCV, los cuales estan conformados por moléculas pequefias, de estructura quimica
relativamente simple; que no cuentan con grupos proteicos asociados y estan
presentes en todas las plantas. Estas sustancias permiten regular todas las

7
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respuestas de crecimiento y desarrollo durante la ontogenia de las plantas
(Overbeek, 1954). A diferencia de las hormonas animales, algunos de los RCV
pueden tener accion en los mismos sitios de su sintesis. En ciertos casos la
presencia y accion conjunta de dos RCV (por ejemplo, auxina y citocinina) puede
inducir y fijar un tipo determinado de expresion morfogenética en un tejido de
acuerdo con los niveles relativos entre si, o de cada una de ellas (Jordan y
Casaretto, 2006).

Los RCV mas empleados en el cultivo in vitro son las auxinas y citocininas y de

acuerdo con su proporcion pueden conducir a la formacion de brotes,

alternativamente de raices y/o a la proliferacion de callo (Figura 1) (Jordan y
Casaretto, 2006).

AUXINAS Efecto auxmas + citoquininas CITOQUININAS

alta E—— Formacidn de raices +— baja

Iniciacion de callo en
— monocotiledoneas —

Primera fase de la
embriogéneas

Formacion de raices
—  » "
adverticias en callo

Irtciacidn de callo en
E— dicotiledoneas

Formacidn de tallos
_— adventicios

baja alta

Froliferacion de tallos
—p  adventicios en cultivo de
tallos

Figura 1. Respuestas morfogenéticas que se pueden obtener al aplicar la combinacion de los
RCV auxina y citocinina. Tomado de: http://cv.udl.cat/cursos/76304/t5/t5.html, 22 de febrero del 2019.
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Las citocininas intervienen en varios procesos fisioldgicos, como el desarrollo del
meristemo floral, la ruptura de la dormicion de la yema, la germinacion y crecimiento
de la semilla y durante la formacion de gametos y embriones. También parece
mediar muchos aspectos del desarrollo regulados por la luz, como la diferenciacion
de los cloroplastos, el desarrollo del metabolismo autotrofico y la expansion del
cotiledén y la hoja. Presenta un papel en la regulacion de la senescencia, asi como
en varios aspectos de los procesos celulares, destacando entre ellos el control de
la division celular en el crecimiento y desarrollo (Gan y Amasino, 1996; Taiz y Zeiger,
2006). Como reguladores de crecimiento vegetal, los mas empleados son
benciladenina (BA), Kinetina (K), Zeatina (ZEA).

Las auxinas como compuestos naturales o sintéticos presentan actividades
biolégicas similares a la del &cido indol acético (AlA), tienen la capacidad de
promover la elongacion celular en el coledptilo y las secciones del tallo, la division
celular en cultivos de callos en presencia de citoquininas, la formacion de raices
adventicias en hojas y tallos cortados y otros fenébmenos del desarrollo relacionados
con la accion del AIA. Las mas empleadas como reguladores de crecimiento son:
acido indolbutirico (AIB), acido indol acético (AlA), acido naftalenacético acético
(ANA), acido 2,4—diclorofenoxiacético (2,4-D) y picloram.

El rango de concentracibn empleado varia con el regulador del crecimiento, por
ejemplo, el 2,4-D se utiliza en concentraciones de 0.81- 7.11 mgL™! mientras que el
AIB, tiene en un rango de 0.02 a 0.40 mgL™* (Olmos et al., 2010).

El gradiente longitudinal de auxinas desde el tallo a la raiz afecta a varios procesos
del desarrollo, como son la elongacion del tallo, la dominancia apical, la reparacion
de heridas y la senescencia de las hojas (Taiz y Zeiger, 2006).

El cuarto factor importante es el explante, el cual es un tejido (células somaticas)
gue se aisla del resto de la planta, y pueden ser fragmentos de hojas, tallos, raices,
y pétalos, entre otros, con excepcion de oOvulos y el polen, los explantes estan
constituidos por tejidos y/o células somaticas (Ramos, 2012). Es importante

considerar varios aspectos de los explantes como son: la edad fisiologica, tamafio
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y tipo y en gran medida esto depende de la especie con la que se esté trabajando

y de los objetivos que se persigan (Aceves y Hernandez, 1997; Montoya, 1991).

Edad fisiologica del explante
Tiene gran influencia en la morfogénesis, debido a que mientras mas joven y menos

diferenciado esté el tejido que se va a sembrar, mejor serd la respuesta in vitro
(Villalobos y Velazquez, 1982) y esto ha sido reportado en diversos trabajos
(Mroginski et al., 2003; Collado et al., 2004; Roque y Ardisana, 2006; Loépez, 2010;
Ramos, 2012) sefialando que los mejores resultados fueron con explantes tomados
de plantas jovenes debido a que el desarrollo de la morfogénesis fue mas rapida.
En el caso de la micropropagacion de plantas lefiosas, la edad del explante es un
factor critico. Si los tejidos son jovenes, la micropropagacion tiene mayores
posibilidades de ser exitosa que con tejidos maduros. Este hecho genera la
necesidad de realizar tratamientos de rejuvenecimiento de las plantas donantes de
explantes (Radice, 2010)

Tamarfo del explante
Se ha sefialado que cuanto mas grande sea el explante mayores seran las

posibilidades de inducir callo o la regeneracién directa de 6rganos, pero también
son mayores las probabilidades de que los cultivos se contaminen con
microorganismos. Por lo que es necesario tomar en cuenta que existe un tamafio
minimo de explante, que depende de la especie y del material vegetal (Mroginski et
al., 2003; Sevillay Holle, 2004), y que por debajo de este tamafio minimo no es facil
lograr el establecimiento de los cultivos. Los explantes muy pequefios suelen
requerir del empleo de medios mas complejos o de los denominados medios
acondicionados (Aceves y Hernandez, 1997; Montoya, 1991).

El efecto del tamafio del explante puede apreciarse en cualquier sistema de cultivo
e independientemente de la fuente de donde proviene; su importancia ha sido
sefalada en cultivos de meristemos (Hu y Wang, 1983), anteras (Xu y Sunderland,
1982), suspensiones celulares (Street, 1977), embriones (Monnier, 1976), y

protoplastos (Kao y Michayluk, 1980).
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Tipo de explante
En este aspecto los meristemos apicales y axilares han sido ampliamente utilizados

en numerosas especies. Por otro lado, las yemas adventicias son genéticamente
inestables y producen un alto grado de variabilidad en los clones, este
procedimiento no es util para la produccion de plantulas con una determinada
caracteristica de cultivo, pero si lo es en el fitomejoramiento, ya que mediante esta
variacion semi-natural es posible obtener nuevas lineas de cultivo de explantes
(Aceves y Hernandez, 1997; Montoya, 1991).

3.- Problematica en la familia Orchidaceae

Debido a la elegancia y belleza de sus flores las orquideas representan un gran
potencial para la industria ornamental existiendo dos tipos de mercados: el mercado
amplio para todos aquellos que las quieren tener de manera legal y un mercado
ilegal; el trafico internacional de orquideas se ha presentado tanto para satisfacer a
aficionados como para integrarlas a colecciones cientificas. Suarez (2004),
menciona que en relacién con la depredaciéon de orquideas, algunos colectores del
siglo XX tomaban los mejores ejemplares de una especie, endémica de cierta
region, y destruyendo a los demas con el animo de poseer la exclusividad de dicha
especie, lo que significaba venderla en altos precios. Aunque no se tienen cifras
exactas, se sabe que en México se trafican mas ejemplares de orquideas que los
gue son vendidos legalmente, tanto en el comercio internacional como el local. Se
estima, por ejemplo, que en los afios noventa se traficaban ilegalmente en México
12 millones de plantas, de los cuales el 1% eran principalmente unos cuantos
géneros, existiendo dificultad para regular su comercio, y s6lo se vendian
legalmente 152,000 ejemplares aproximadamente (Flores-Palacios y Brewster,
2002).

El género Stanhopea
El nombre del género es en honor al Lord P. H. Stanhopea (1791- 1855). Su cultivo

tradicional se conoce desde la época prehispanica con los aztecas, ellos la conocian

con el nombre de coatzontecoxdchitl que proviene de coa (tl), culebra; tzontecom
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(atl), cabeza, y xochitl, refiriéndose a una flor cabeza de culebra (Hernandez, 2010).
Actualmente se le conoce con el nombre comun de “toritos” por la forma en que
termina el labelo, conformado de tres piezas y con terminaciones en dos estructuras
semejantes a cuernos parecidos a la cabeza de una serpiente (Anexo 2). Este
género comprende alrededor de 55 especies de las cuales en el territorio mexicano

se encuentran 14.

Se distribuye desde el centro de México (noreste del pais en toda la Sierra Madre
Occidental, en la Sierra Madre Oriental, en la Sierra Madre del Sur y en la Sierra
Madre de Chiapas) y, a través de América central, hasta Brasil (Sureste) y Peru
(Figura 2).

.

/) //]
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/ X
//

Figura 2. Distribucién del género Stanhopea. Tomado de Dodson y Frymire (1961).

En condiciones naturales se encuentran en localidades secas donde al menos hay
un poco de sombra. Pueden soportar largos periodos de moderada sequia, aunque

necesitan una considerable cantidad de agua en las estaciones de crecimiento
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(Dodson y Frymire, 1961). En condiciones de invernadero, la temperatura optima
para su crecimiento es de 18-25 °C de dia y 15-20° por la noche, la luz éptima es
de 15000- 30000 luxes (Lecoufle, 2005, citado en Sedano et al., 2015).

Habita en lugares entre los 1500-2900 msnm en selva mediana, selva alta
perennifolia, bosque mesofilo de montafia y bosque de pino-encino, principalmente
epifitas o rupicolas (Menchaca y Moreno, 2011).

Tiene flores llamativas de penetrante aroma, en inflorescencias pendulares con una
o dos flores de hasta 15 cm de diametro de color marfil con manchas vino y olor
caracteristico a chocolate; antes utilizadas como un ingrediente para el nixtamal. Es
epifita y litéfita, llega a medir 50 cm de alto con pseudobulbos globosos (Mora-

Retana y Gonzalez, 1996).

A pesar de ser un género muy conocido, existe una gran confusién en su taxonomia
ya que presentan una gran variabilidad en el tamafio, forma y la coloracion de las
flores de algunas de las especies (Mora-Retana y Gonzalez, 1996). Sin embargo,
en general las flores de este género tienden a ser de gran tamafio y una duracién

muy corta que oscila entre los 2 y 4 dias (Fisher, 2007).
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Stanhopea tigrina Bateman

En la mayor parte del pais la
especie es conocida como “torito”,
y en algunas localidades de
Querétaro como “calavera”; es una
especie que tiene una gran
importancia ornamental por sus
llamativas y peculiares flores
(Figura 3).

Su hébitat natural es el bosque
hamedo de pino-encino y bosque
de pino-encino-Liquidambar,
ocasionalmente en bosque de
lluvia de montafa, entre los 600 a
1700 msnm (CONABIO, 2010).

Figura 3. Inflorescencias de Stanhopea tigrina.Tomado
de http://www.akerne-
orchids.com/shop/index.php?route=product/product&product_i

d=2172 3 de enero de 2019.

Florece en julio y agosto y es polinizada por abejas de la especie Euglossa

viridissima (Van der Pijl y Dodson, 1966; Tinoco, 2006). Su distribucién abarca los

estados de Hidalgo, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Tamaulipas, Querétaro y
Veracruz (Dodson, 1963; Kennedy, 1975; Soto, 1988 y Soto, 2002 citados en Téllez

2011) (Figura 4).

Sarai Zamora Cortez
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Figura 4. Distribucién geogréfica de S. tigrina Bateman. Tomado de CONABIO (2010).

Se distribuye en la Sierra Gorda-Rio Moctezuma, en los Bosques mesofilos de la
Sierra Madre Oriental; en Cuetzalan, Puebla; en la Sierra Norte de Oaxaca-Mixe y
en la reserva estatal del Rancho de El Cielo en el estado de Tamaulipas, que esta
mucho mejor vigilada que las reservas federales y, probablemente en el Parque
Nacional Cafon del Rio Blanco en el estado de Veracruz (Soto-Arenas y Solano-
Gomez, 2007).

Ademas, presentan diversas dificultades para su reproduccion silvestre ya que su
germinacién simbidtica es poca, requiere de largos periodos para su
establecimiento, posee una baja tasa de repoblacion, se requiere de por lo menos
cinco afios para su desarrollo y floracion.

El saqueo ilegal de ejemplares silvestres sin control para su comercializacion, han
colocado a esta especie endémica de México como amenazada (A) en la Norma
Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010).

15
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4.- Estrategias de conservacion

S. tigrina es una especie con alta demanda comercial y apreciada en el sector
horticola, y para los coleccionistas aficionados, por lo que es importante plantear

estrategias que permitan su conservacion.

Entre ellas, generar y difundir informacién a los poseedores de este recurso con el
fin de que ellos mismos apoyen en su proteccion, el establecer areas naturales

protegidas, asi como bancos de germoplasma in situ.

Asi mismo estrategias de conservacion ex situ como jardines botanicos y bancos de
germoplasma in vitro. Con las técnicas de cultivo de tejidos es posible disminuir el
tiempo de regeneracion e incrementar las poblaciones, por lo que es elemental
realizar estudios relacionados con su capacidad de germinacion y regeneracion, en
donde la respuesta depende de la especie y condiciones de cultivo (Menchaca y
Moreno 2011).

Cultivo in vitro de orquideas
Las orquideas producen un vasto numero de semillas que varia entre unos pocos

miles y cuatro millones; su tamafo es muy pequefio, miden entre 0.3 y 4 mm de
largo y pesan por lo general entre 0.4 y 2 ug (Arditti y Ernst, 1992).

Para que se dé el proceso de la germinacion de las semillas, éstas deben absorber
agua a través de la testa (imbibicidn), se da la division de las células en la regién
anterior, provocando un aumento en el volumen del embriéon y rompiendo asi la
testa. El desarrollo del embrion da como resultado una estructura esférica llamada
protocormo, y tienen estadios secuenciales en el proceso de desarrollo (Arditti,
1967, Barba et al., 2002; Arditti, 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Estadios ontogenéticos de Laelia sp. Tomado de Seaton y Ramsay (2015).

El protocormo se refiere a una masa de células pequefias y esféricas el cual funge
como un depdsito organico de reservas. Cuenta con una region apical llamada
primordio foliar, donde se estableceran las hojas fotosintéticas con células grandes
parenquimatosas, y con polo radical que presenta rizoides que daran origen a las
raices (Barba et al., 2002).

17
Sarai Zamora Cortez



Efecto del tamafio del explante en la propagacion in vitro de Stanhopea tigrina (Orchidaceae)

Si la semilla se establecié en condiciones in vitro el protocormo puede dar lugar a
estructuras denominadas cuerpos parecidos a protocormos (PLBs) por sus siglas
en inglés (Batygina et al., 2003). Los PLBs son multiples brotes esféricos generados
a partir de tejido de un explante o callo in vitro, ya sea por inducciéon con reguladores
de crecimiento (auxinas o citocininas), o por efecto de fitohormonas enddgenas, con
un alto grado de estabilidad genética (Arditti, 2008).

En algunas orquideas silvestres la adicion de suplementos organicos al medio
muestra un efecto significativo en el crecimiento y desarrollo de PLBs y
regeneraciones subsecuentes de plantulas.

Mediante el cultivo in vitro se propicia la germinacién de semillas en medios
nutritivos con los azlcares y minerales necesarios para que las semillas germinen
y crezcan, dando como resultado un mayor porcentaje de germinacion, en
comparacion con la germinacion en condiciones naturales, la cual es dependiente
de la asociacion con hongos micorrizicos, simbiontes muchas veces especie-

especificos (Cavalcante et al., 2001).

La germinacion in vitro de orquideas puede ser efectuada por dos vias:

1) Co-cultivo, con la implementacién de diversos hongos micorrizicos para
establecer una relacién simbidtica. Para ello es necesario el aislamiento y cultivo
del hongo en un medio especifico.

2) Inoculacion de las semillas en un medio de cultivo, que, en ausencia de hongos

simbidticos, proporciona los nutrientes requeridos para el desarrollo de la semilla.

Las diferentes respuestas de la germinacién en la propagacion in vitro son
dependientes del uso de medio nutritivo adecuado, el empleo de tejidos viables,
incubacion (luz y temperatura) calidad de reactivo y asepsia, entre otros (Alvarez et
al.1982; Merino, 1987).

Medios para el cultivo in vitro de orquideas
Lewis Knudson formulé un medio para promover la germinacion in vitro de semillas

de orquideas, y a su vez fue el primer procedimiento practico para la propagacion
in vitro de cualquier planta en condiciones asépticas, probando que era posible la
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germinacion sobre un medio simple que contuviera minerales y azlcares (Knudson,
1921). Knudson en 1946 demostro que las semillas de orquideas pueden germinar
en ausencia de hongos micorrizicos, cultivados in vitro en un medio de cultivo
adicionado con minerales, sales y azucares, logrando germinar semillas de Cattleya,
Epidendrum, Laelia y otras (Duarte, 2014). Los medios més utilizados para la
propagacion de orquideas son el Knudson B (1921), al cual posteriormente se le
adicionaron nuevos componentes, manteniendo la sacarosa, a este medio se le
llamé Knudson C (1946), y el medio Murashige y Skoog (MS) (1962) entre otros
(Arditti, 1972). El medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) ha sido probado
en la germinacion y crecimiento de muchas especies de orquideas con resultados
optimos gracias a su contenido de sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas y
aminoacidos, lo que brinda una alta disponibilidad de nitrégeno y potasio,
necesarios para la nutricién (Arditti, 2008).

Cultivo in vitro del género Stanhopea
En los trabajos reportados para la propagacion in vitro de Stanhopea se han

utilizado semillas, protocormos y plantulas como fuente de explante y empleado el
medio MS adicionado con reguladores del crecimiento o algun extracto organico
como pulpa de platano y agua de coco para determinar su efecto en la sobrevivencia
(Tabla 1).

El mayor niumero de trabajos reportados ha sido con Stanhopea tigrina; Moreno y
Menchaca (2007) reportaron que el tratamiento de MS adicionado con 100 gL de
pulpa de platano mas 120 miLt de agua de coco fue el mas exitoso.

Asi mismo, Chavez et al. (2007) establecieron semillas in vitro de S. tigrina
empleando tres medios: MS 100%, MS 50% y KC; reportando que no hubo
diferencias, pero el crecimiento de las plantulas y raiz fue mas favorable en MS
50%, seguido de MS 100% y en medio KC sélo se observo el crecimiento en las
raices y germinacion de esta especie, a las 26 semanas sin diferencia significativa
en los tres tratamientos probados.

La micropropagacion in vitro de S. tigrina ya se ha reportado utilizando

bencilaminopurina o bencilaminoadenina (6-BAP o BA) y acido 24-
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diclorofenoxiacético (2,4-D), siendo el tratamiento mas exitoso la concentracion de
BA 1y 5 mgL? obteniendo un total de 208 explantes a partir de semilla (Cafiedo y
Lopez, 2016).

Ademas de los reportes de S. tigrina, solo hay un reporte mas con S. oculata, al cual
al medio MS se le adicionaron complejos organicos y el jugo de pifia, que resultd

ser el mas eficaz en el crecimiento in vitro de las plantulas (Organista, 2015).
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Tabla 1. Reportes de propagacion in vitro en algunas especies del género Stanhopea.

Regulador de

Especie Tipo de explante  Medio de cultivo crecimiento o Respuestain NUmero de Referencia
compuesto vitro brotes por
organico (mgL™) explante
S. tigrina Protocormos MS BA (5) Brotes y PLBs 8.75+2 Tinoco (2006)
2,4-D (0.5)
S. tigrina Plantulas de 1 cm MS Crecimiento de NE Moreno y Menchaca
Pulpa de platano las plantulas (2007)
(100 gL*) + Agua (7cm), con
de coco (120 mL)  suficientes raices
S. tigrina Semillas MS 50% PLBs Plantulas NE Chéavez (2008)
NE
Protocormos
S. oculata Plantulas MS Jugo de pifia (200 Formacion de NE Organista (2015)
mL) hojas, raices y
pseudobulbos
S. tigrina Semillas MS BA(1)y (5) Formacion de 208 brotes Cafedo y Lépez
PLBs (2016)
en total

BA = 6-bencilaminopuina,2,4-D = acido 2,4 diclorofenoxiacético, NE = No especificado; PLBs = Cuerpos parecidos a protocormos; MS = Murashige
y Skoog al 50% de su concentracion.
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I1l. Justificacion

Stanhopea tigrina especie endémica de México se encuentra catalogada como
amenazada por la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010) debido a la
alteracion y destruccion de su habitat, asi como a la colecta ilegal con fines
comerciales. Determinar el tamafio 6ptimo del explante permitird obtener brotes mejor
desarrollados y en mayor nimero para optimizar su propagacion por cultivo de tejidos
vegetales y en un futuro satisfacer la demanda comercial sin afectar a las poblaciones

silvestres.

IV. Hipotesis
Se espera que el tamafio de los explantes utilizados en la micropropagacion de S.
tigrina tenga una influencia significativa en la formacién de brotes, y una mayor
probabilidad de supervivencia, resultando mas favorable en uso de explantes con un

tamafio mayor o igual a 1 cm al ser cultivados con reguladores de crecimiento.

V. Objetivos

Objetivo general
Determinar el tamafio minimo adecuado de los explantes (protocormos vy tallos) de

Stanhopea tigrina que permitan promover la formacion de brotes en dos

concentraciones de 6-bencilaminopurina.

Objetivos particulares
. Evaluar el porcentaje de sobrevivencia de los explantes en funcion de su tamaiio.

. Cuantificar el namero de regenerantes obtenidos en cada tipo de explante
cultivados con reguladores de crecimiento.

o Realizar el establecimiento ex vitro de las plantas micropropagadas.
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VI. Materiales y métodos

Material bioldgico

Se emplearon dos fuentes de material biologico:

Semillas procedentes de Tenango de Doria, Hidalgo, y extraidas de una capsula
madura (15 mayo del 2016).

Cultivos aseépticos con protocormos Yy plantulas de Stanhopea tigrina de
aproximadamente nueve meses de edad previamente establecidos en medio Murashige
y Skoog (1962) MS.

Semillas y cultivos in vitro fueron donados por la Bidl. Valentina Cafiedo Molina,
Laboratorio de Morfofisiologia Vegetal, Centro de Investigaciones Biologicas de la

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

Desinfeccion y siembra de semillas
Para la desinfeccidn se hicieron pequefios paquetes de papel filtro (tipo Whatman # 1)

de 1-2 cm con semillas y se aseguraron con grapas. Cada paquete se desinfectd durante
15 min con una solucién al 15% (v/v) de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex), el cual
contiene 6% de cloro activo de acuerdo con la etiqueta. Posteriormente, en condiciones
asépticas dentro de la campana de flujo laminar, se realizaron tres enjuagues con agua
destilada esterilizada durante un minuto cada uno. Al paquete se le retiraron las grapas
con ayuda de pinzas y se sembraron las semillas en la superficie del medio con ayuda
de pequefios trozos de papel filtro previamente esterilizados y ligeramente himedos; se
pusieron en contacto con el paguete de semillas previamente abierto y una vez adheridas
al papel filtro estéril, se colocaron sobre la superficie del medio de cultivo presionando
ligeramente con las pinzas. El medio utilizado fue Murashige y Skoog (1962) MS con
sacarosa 30 gL, agar bacteriol6gico Bioxon® 9 gL, pH 5.7-5.8. Los frascos se
mantuvieron en una camara de ambiente controlado a 25+ 2 °C, fotoperiodo de 16/8 h
luz/oscuridad y 30-40 umol m2s, de intensidad luminosa. De las semillas germinadas
se seleccionaron protocormos de entre 1-3 mm y 3.1- 5 mm. Se realiz6 el registro
fotografico con un microscopio estereoscépico en diferentes aumentos, utilizando el
programa “LAS EZ”. Se seleccionaron diferentes etapas del desarrollo in vitro de S.
tigrina.
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Desarrollo de protocormos y plantulas
Para promover el desarrollo y crecimiento de los protocormos y plantulas previamente

establecidos, se subcultivaron a medio fresco MS basal sélido (MS mas sacarosa 30

gL%, agar bacteriol6gico Bioxon® 9 gLy pH 5.7-5.8).
° Seleccién del tamafio del explante

Se definieron cuatro tamafos de explante a evaluar de 1-3 mm, 3.1-5 mm, 5.1-10 mm
y 10.1-15 mm; los primeros (1-3 mm) provinieron de las semillas germinadas y el resto

de los cultivos pre-establecidos.

Fase de induccion

Bajo condiciones asépticas dentro de una campana de flujo laminar, se colocé por
debajo de la caja Petri una hoja de papel milimétrico para asi seleccionar las plantulas
mayores de 3 mm a las cuales se les disecaron las hojas y las raices para obtener los
diferentes tamanos de los explantes (3.1-5 mm, 5.1-10 mm y 10.1-15 mm) (Figura 6) y
se seleccionaron los protocormos procedentes de la germinacion de semillas (1- 3 mm,)

los cuales no se disecaron
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Raices

Figura 6. Plantula de S. tigrina disecada para obtener los explantes de mas de 3 mm.

Los explantes de diferente tamafio se sembraron en medio MS (sacarosa 30 gL, 9 gL
agar Bacteriol6gico Bioxon®, y pH 5.7-5.8) adicionado con 6-bencilaminopurina (BA) (1
y 5 mgL1) ademas del grupo control (MS basal). Se colocaron 40 explantes de cada
tamafo, conformando un total de 160 explantes por tratamiento y 80 explantes en el
grupo control, en total se emplearon 400 explantes que permanecieron 42 dias en

incubacion.

Proliferacion

Al concluir la fase de induccion los explantes se subcultivaron a medio MS sin
reguladores de crecimiento. Los cultivos se evaluaron mensualmente durante cinco
meses (147 dias). Para cada tamafio de explante y tratamiento, se registré el nimero de
brotes formados, nimero de PLBs y el porcentaje de supervivencia de los explantes. Los
cultivos se mantuvieron en una cdmara de ambiente controlado a 25+2 °C, 16/8h

luz/oscuridad y 30-40 pumol m2s,
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Fase de aclimatizacion

Posterior a la etapa de proliferacion o expresion, se realiz6 el conteo de brotes
obtenidos de cada tamafio de explante y tratamiento empleado. Las plantas de cada
frasco se sacaron, se les lavaron con agua destilada y estéril, se retiro el medio de
cultivo adherido a las raices, tratando de no dafarlas, y se sembraron en envases de
plastico (capacidad 1L) con una mezcla de sustrato de corteza, tezontle y pequefios
trozos de carbdén (1:1:1) previamente esterilizado en autoclave. La siembra de las
plantas se realiz6 dentro de una campana de flujo laminar. Después de un mes se
transfirieron a un sustrato compuesto de corteza y tepojal (1:2) y se perforo la tapa del
envase. A los dos meses se les cambi6 el envase de plastico por una maceta calada,
para evitar la retencion de agua y proliferacion de hongos, ademas se les coloco un
envase de plastico en la parte superior para mantener la humedad. Después de un mes
en el invernadero templado el envase de plastico se les retir6 y se transfirieron al
Orquideario MAS-FC-UNAM.

Analisis estadistico
Los datos obtenidos, numero de brotes por explante de cada intervalo de tamafio por

tratamiento, fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA), y para
conocer cuales tratamientos difirieron entre si se realiz6 una prueba de comparacion

de medias de Tukey, con ayuda del paquete estadistico SPSS.

El desarrollo metodoldgico global muestra en el diagrama de flujo de la Figura 7.
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Desinfeccion y siembra de semillas

ﬂ

Cultivos asépticos de 9 meses de edad

Medio Murashige y Skoog Subcultivo medio Murashige y Skoog
(MS)
Seleccion del explante
1-3mm

3.1-5mm

5.1-10 mm

10.1-15mm
A\

Induccion
42 dias
A%
MS basal (Control) MS + BA 1 mgL™* MS + BA5 mgL?

U 3 {

Proliferacion
subcultivo a medio MS

4

Aclimatizacion 147 dias

Figura 7. Diagrama de flujo del método para la propagacion in vitro de Stanhopea tigrina utilizando
explantes de diferentes tamafios.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacion in vitro
La técnica de desinfeccion de semillas fue exitosa. La germinacion se inicio alrededor

de los 48 dias de incubacion, similar a lo reportado por Bhadra y Hossain (2003) que
mencionan un periodo de 45-60 dias para Geodorum densiflorum (Lam.) Schltr. Lee y
Lee (1991) citados por Avila y Salgado-Garciglia (2006) sefialan que dependiendo de
la especie las semillas pueden germinar en un periodo de entre 30-60 dias.

Se observo que la semilla (Figura 9a) se embebid y la testa se torné transparente. Fue
posible observar, a través de la cubierta seminal, al embrion de forma esférica que de
color blanco adquiri6 una coloracion verde claro (Figura 9b). Posteriormente, se
observo el desarrollo del protocormo (Figura 9c¢) y el rompimiento de las testas, después
de 60 a 80 dias alcanzaron un tamafio de 1 a 3 mm, se pudo apreciar la diferenciacion
de los primordios foliares en la zona apical (Figuras 9d y 9e). Los protocormos se
desarrollaron hasta la formacion de plantulas a lo largo de cinco meses de cultivo,
durante este tiempo se seleccionaron los explantes de los tamafos correspondientes,
siendo los de 1-3 mm las etapas iniciales del desarrollo de la plantula (Figura 10a y
10b), de 3.1-5 mm (Figura 10c) y de 5.1-10 mm (Figura 10d).
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d 10/11/2016)
cot
0.5 mm)|
e 10/11/2016

cot

Figura 9. Germinacion in vitro de Stanhopea tigrina. a) semillas deshidratadas, se observa al centro el
embrion (em), b) semilla embebida con el evidente desarrollo del embrién, c¢) ruptura de la cubierta
seminal y desarrollo del protocormo (pc), d y e) protocormo vista lateral y apical, emergencia del
cotiledon (cot) e inicio de primordio foliar (pf) en la zona apical.
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110/11/2016] B 7 5 110/11/2016]

0.5 mm}

10/11/2016 ; 0/11/2016

Figura 10. Desarrollo de los protocormos a plantulas de Stanhopea tigrina in vitro, que se
utilizaron como fuente de explante para seleccionar los diferentes tamafios. a) protocormo
(pc) y primeras hojas (h), b) y ¢) crecimiento de las hojas y formacién de raiz (r), d) plantula
de 6 mm.

La formacién de brotes se obtuvo por organogénesis directa a partir de la activacion de
yemas preexistentes. Esto ocurrié tanto en el tratamiento control (MS basal) como en
los dos tratamientos con la citocinina. EI nUmero de regenerantes obtenidos muestra
gue el tamafio del explante influyd notablemente de manera favorable en el porcentaje

de sobrevivencia en la fase de induccion, proliferacion y aclimatizacion.
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Fase de induccion

Durante el tiempo de induccion (42 dias) se presentaron bacterias sistémicas, asi como
oxidacion en los explantes. La sobrevivencia en los explantes de 1-3 y 3.1 - 5 mm en
presencia de BA 1 mgL* fue del 5y 12.5% respectivamente, con BA 5 mgL™* del 10 y
35%. EIl grupo control tuvo el 12.5% de sobrevivencia. Los explantes de mayor tamafio
presentaron porcentajes mayores de sobrevivencia, para los de 5.1-10 y 10.1-15 mm en
presencia de BA 1 mgL™ fueron del 45 y 85% respectivamente, con BA 5 mgL* del 87.5
y 80 %, mientras que el grupo control registré el 47.5y 25% (Tabla 2).

Tabla 2.- Porcentaje de sobrevivencia de los diferentes tamafios de explantes de Stanhopea tigrina con
presencia de Bencilaminopurina y el grupo control. Tiempo de induccion 42 dias.

Tamafio de explante Control (MS basal) BA 1 mgL*? BA 5 mgL*!
(mm) % % %
1-3 12.5 5 10
3.1-5 12.5 12.5 35
5.1-10 47.5 45 87.5
10.1-15 25 85 80

Se ha reportado que existe una influencia del tipo, tamarfio del explante y la oxidacion de
este. Sugimura y Salvaia (1988) citados por Azofeifa (2009) sefialan que en Cocos
nucifera segmentos pequefios de la inflorescencia tuvieron mayor sobrevivencia porque
presentaron menor oxidacién. Otro factor importante es la edad del material bioldgico,
George (1996) ha sefialado que los tejidos jovenes tienden a oxidarse menos que los
tejidos adultos, aunque esto no es siempre asi, Azofeifa (2009) sefiala que explantes
jovenes de Saccharum spp. presentaron una oxidacion muy fuerte en comparacion a los
explantes mas desarrollados.

En este caso, los explantes mas pequefios de 1 a 5 mm de S. tigrina, mostraron mas
oxidacion que aquellos que median mas de 5.1 mm y por lo tanto su capacidad de
respuesta fue menor.

Mroginski y Roca (1993) sefialan que hay un tamafio minimo del explante y que la

respuesta puede ser nula si el tamafio esta por debajo del indicado.
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La presencia de citocininas en concentraciones altas es un factor que puede provocar la
acumulacion de compuestos fendlicos (Vifias y Jiménez, 2011).
Por lo tanto, es muy probable que, en este trabajo, los explantes de menos de 5 mmy
la presencia de la citocinina dieran como resultado los bajos porcentajes de

sobrevivencia.

Fase de proliferacion

Tratamiento BA 1 mgL™*
Durante el tiempo de induccion (42 dias), se observo la formacion de brotes en

todos los tamafios de explantes ensayados.

Al ser transferidos a medio MS y después de 147 dias de incubacién (cinco meses) se
registro la mayor formacion de brotes en los explantes de 10.1-15 mm (Figura 11a)
generando en promedio 8.33 brotes/explante, seguido de los explantes de 5.1— 10 mm
con 4.1 brotes/explante (Figura 11b). Al ser menor el tamafio del explante inicial el
namero promedio de nimero de brotes formados por explante fue menor el (Figura
11c): de 1.9 brotes en explantes de 3.1-5 mm y de 0.6 brotes/explante de 1-3 mm
(Figura 11d).

El nimero promedio de brotes por explante en los explantes mas pequefios (1-3y 3.1-
5 mm) fue escaso (0.6 y 1.98) debido a que el nUmero de explantes que sobrevivieron
durante la etapa de induccién fue bajo, del 5y 12.5%.
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Figura 11. Formacion de brotes de Stanhopea tigrina a partir de explantes de: a) 10-15 mm, se
observan las raices (r) y numerosos brotes (br), b) 5-9.9 mm, c) 3-4.9 mm, d) 1-2.9 mm, se observa
oxidacioén (ox). El nimero de brotes disminuy6 al ser menor el tamafio del explante inicial. Barra=1
cm.

Asi mismo el tamafio del protocormo permiti6 que se expresaran algunos brotes,
independientemente de la oxidacion que inicialmente manifestaron, gracias a la
presencia del regulador de crecimiento. Los explantes de mayor tamafio tuvieron mas
posibilidades de sobrevivencia que los mas pequefios, con la ventaja de poseer mayor
superficie y zonas potencialmente regenerativas que se estimularon con la presencia de
la citocinina, lo que permitid obtener el mayor numero promedio de brotes por explante
(8.33 y 8.63) en los explantes de 10.1 — 15 mm en el medio con BA 1 y 5 mgL*?
respectivamente (Grafica 1).
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Tratamiento con BA 5 mgL™?
El incremento en la concentracion de la citocinina permitié que se desarrollaran mas

brotes por explante. La mayor formacion de estos se registré en los explantes de 10.1-
15 mm (8.6 brotes/explantes) (Figura 12a), seguido del explante de 5.1-10 mm (8.45
brotes/explante) (Figura 12b), los explantes de menor tamafio 3.1-5 mm y 1-3 mm
generaron 3.85 y 1.85 brotes en promedio por explante, respectivamente (Figuras 12c
y 12d) (Gréfica 1).

Figura 12. Formacion de brotes de Stanhopea tigrina en BA (5 mgL™1) a partir de explantes de: a)
10.1-15 mm, b) 5.1-10 mm, c) 3.1-5 mm, d) 1-3 mm. El nimero de brotes disminuy6 al ser menor el
tamafio del explante inicial. br= brote. Barra=1 cm
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Grafica 1. Promedio de brotes por explante en los diferentes tratamientos, el color azul indica el tamafio
de 1-3 mm, el color naranja de 3.1- 5 mm, el amarillo de 5.1-10 mm y el verde de 10.1-15 mm.

El andlisis de varianza muestra que hay diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos con MS vy los diferentes tamafios de explante (F= 5.214, p= 0.002) y en
los tratamientos de MS adicionados con BA 1 mgL! (F= 20.15, p=0.000) y BA 5 mgL™*
(F=9.895, p= 0.000). Los mejores tratamientos fueron con BA 5 mgL™* en explantes de
10.1-15 mm, y 5.1-10 mm y BA 1mgL™ en explantes de 10.1-15 mm.
Es posible determinar que hay un efecto del tamafio del explante en la formacion de
brotes. Las tallas de 1-3 y 3.1-5 mm resultaron poco regenerativas aun estando en
contacto con el regulador de crecimiento, esto se debidé en gran medida a que fueron
pocos los explantes que sobrevivieron como se mostro en la Tabla 2, la mayoria de ellos
se oxidaron y necrosaron.

Se observo que la respuesta de los grupos control de los tamafios de 1-3 mm (5.98) de

5.1-10 mm (5.73) y de 10.1-15 mm (6.43) fueron regenerativos excepto el control de
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3.1-5 mm (0.9), esto probablemente pudo deberse a la seleccién y manipulacion del
material biolégico. La capacidad de generar brotes aun sin la adicion de la citocinina se
ve reflejada en estos resultados y muestran que el explante por si mismo tiene niveles
de hormonas vegetales que permiten su propagacion. Tinoco y Mata (2007) reportaron
a partir de protocormos de S. tigrinia la formacién de 1.6 brotes por explante en
ausencia de reguladores de crecimiento. En este trabajo, la combinacién del tamafio
del explante y la presencia de la citocinina mostraron un incremento en el nimero de
brotes. En explantes de 5.1-10 mmy BA 5 mgL™! se obtuvieron en promedio 8.45 brotes
por explante y en los de 5.1-10 mm con BA 1 mgL™, 8.33 brotes, mientras que con BA
5 mgL?, 8.63. Tinoco y Mata (2007) sefialan para esta misma especie 2.2 brotes en

promedio con BA1 mgL?'y 2.5en BA5mgL?! a partir de protocormos.

Fase de aclimatizacion

Se realiz6 el conteo de plantas que se obtuvieron de los diferentes tratamientos y para
cada tamafio de explante (Tabla 3). En total se registraron 2,346 plantas, de las cuales
806 provenian del medio MS basal, del tamafio de explante 1-3 mm (239), de 3.1-5 mm
(36), 5.1-10 mm (274) y de 10.1-15 mm (257).

Del tratamiento con BA 1 mgL-! se registraron en total 603 plantas, procedentes de 1-3
mm (26), de 3.1-5 mm (79), de 5.1-10 mm (165) y de 10.1-15 mm (333).
Del tratamiento con BA 5 mgL! se obtuvo un total de 937, provenientes de 1.3 mm (74),
de 3.1-5 mm (154), de 5.1-10 mm (338), de 10.1-15 mm (371) (Tabla 3).

Tabla 3-. Niumero de plantas obtenidas de S. tigrinia procedentes de los diferentes
tratamientos y tamafio de explantes empleados para su propagacion in vitro.

Tratamientos

Tamafio del explante MS BA1 mgL!* BA5mgL? Total
(mm)

1-3 239 26 74 339

3.1-5 36 79 154 269

5.1-10 274 165 338 777

10.1-15 257 333 371 961

Total 806 603 937 2346
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Después de 120 dias (4 meses) en condiciones ex vitro el mayor porcentaje de
sobrevivencia (100%) se registré en las plantas provenientes de BA 1 mgL™ en los
diferentes tamafios de explantes, seguido de BA 5 mgL con el 92% total y con el 100%
las plantas provenientes del tamafio de explantes de 1-3 mm. Finalmente se registro el
82% de sobrevivencia de las procedentes del medio MS basal (Tabla 4, Figura 13).

La fase de aclimatizacion fue exitosa y se obtuvieron altos porcentajes de sobrevivencia
ex vitro con el 100% de las plantulas que procedian de la concentracién de BA 1 mgL™?

seguido de BA 5 mgL™.

Tabla 4.- Namero de plantas y porcentaje de sobrevivencia después de 120 dias (4 meses) en
condiciones ex vitro.

Tratamientos

Tamario del explante MS BA1 mgL? BA5 mgL?
(mm) No. (%) No. (%) No. (%)
1-3 191 (79) 26 (100) 74 (100)
3.1-5 30 (83) 79 (100) 101 (65)
5.1-10 250 (91) 165 (100) 336 (99)
10.1-15 196 (76) 333 (100) 358 (96)
Total 667 (82) 603 (100) 869 (92)

Figura 13. A) Planta de S. tigrina en maceta calada con sustrato corteza y tepojal (1:2), como referencia
con una moneda de 50 centavos. B) Lote de plantas de S. tigrina en maceta calada, después de cuatro
meses en el Orquideario MAS-FC-UNAM.
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Hay escasos trabajos sobre la sobrevivencia ex vitro de orquideas. Gaya (1995),
reporta con Bletia striata el 95% de sobrevivencia de plantas enraizadas y rebrotadas

a los 30 dias.

Dorneles y Trevelin (2011) utilizaron dos sustratos para la aclimatizacion ex vitro de
Catleya intermedia reportando el 53% de sobrevivencia en plantas colocadas en
Sphagnum y el 27% en corteza de pino. Sil-va et al. (2006) citado por Dorneles y
Trevelin (2011) obtuvieron entre 4 y 40% de sobrevivencia en la aclimatizacion de C.
tigrina comparando un cultivo no hidropénico versus hidroponico. Estos resultados
concuerdan con lo sefalado por Keithly et al. (1991), que la pérdida de plantulas de
orquideas obtenidas in vitro puede exceder al 50% durante los primeros seis meses.
Lopez y Rangel-Villafranco (2018) obtuvieron una sobrevivencia similar de 58.6% a los
30 dias con solo MS en Galeandra greenwoodiana aplicando extracto de bananay agua
de coco obtuvieron una sobrevivencia del 78%, ademas de fitohormonas, por lo que
probablemente requieren de un estimulo externo como la adicion de la citocinina para
incrementar los porcentajes de sobrevivencia, sin embargo, fue mayor el nimero de

plantulas que el tratamiento BA 1mgL*.
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VIIl. Conclusiones

La formacion de brotes ocurrié por organogénesis directa a partir de la activacion de

yemas preexistentes, en el tratamiento control y con la citocinina.

El tamafio minimo del explante para la micropropagacion de Stanhopea tigrinia fue de
5.1 mm, los explantes de menor tamafio presentaron oxidacion y necrosis, aun en

presencia de la citocinina 6-bencilaminopurina (BA) en el medio de cultivo.

La combinacién del tamafio minimo del explante con la presencia de la citocinina
permitié6 obtener mayores porcentajes de sobrevivencia. Los explantes de al menos
5.1 mm mantuvieron su capacidad regenerativa en medio MS basal, asi como en

presencia de las dos concentraciones de la BA.

La mejor concentracion de citocinina para todos los tamafios de explantes fue BA 5
mgL, excepto para los mas pequefios (1-3 mm) los que respondieron mejor en el

medio basal.

El mayor nimero promedio de brotes (8.63) se obtuvo en los explantes de 10.1-15
mm, seguido, en forma decreciente, en los explantes de 5.1-10 mm (8.45) y 3.1-5 mm
(3.85), todos en MS+ BA 5 mgL.

Después de cuatro meses, el mayor porcentaje de sobrevivencia (100%) se registro
en las plantas obtenidas en MS+BA 1 mgL™, en todos los tamafios de explantes.
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Anexo 1. Composicion del medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) y preparacién a partir de
soluciones stock concentradas.

mg/L g/L g/10L g/20L
Macronutrientes
NH,NO; 1650 1.65 16.5 33
KNO; 1900 1.9 19 38
MgSO, - 7H,0 370 0.37 3.7 7.4
KH,PO, 170 0.17 1.7 3.4
CaCl, 2H20 440 0.44 4.4 8.8
Micronutrientes
Kl 0.83 0.00083 0.0083 0.0166
H:BO; 6.2 0.0062 0.062 0.124
MnSO, - 4H,0 22.3 0.0223 0.223 0.338
ZnSO, - 7TH,0 8.6 0.0086 0.086 0.172
Na,Mo O, -2H,0 0.25 0.00025 0.0025 0.005
Cu SO, - 5H,0 0.025 0.000025 0.00025 0.0005
Co Cl, - 6H,0 0.025 0.000025 0.00025 0.0005
Solucién Fe-EDTA
Na,EDTA 37.3 0.0373 0.373 0.746
FeSO, - 7H,0 27.8 0.0278 0.278 0.556
Vitaminas
Ac. Nicotinico 0.5 0.0005 0.005 0.01
Piridoxina-HCI 0.5 0.0005 0.005 0.01
Tiamina-HCI 0.1 0.0001 0.001 0.002
Inositol 100 0.1 1 2
Glicina 2 0.002 0.02 0.04
Sacarosa 30
Agar 9
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Anexo 2. Descripcion botanica de Stanhopea tigrina

Hierba epifita, cespitosa, masiva, de 40-70 cm de alto. Raices flexuosas, 2-3 mm de grosor.
Pseudobulbos unifoliados, agregados, ovoides a subglobosos, longitudinalmente sulcados, de 3-
7.5 cm de alto, 2-3.5 cm de ancho. Vainas fibrosas, fugaces, hasta de 12.5 cm de largo. Hoja
con un peciolo sulcado, de 5-14 cm de largo, 4.5-6.5 mm de grosor; lamina eliptica, acuminada,
margen ondulado, de 23-45 x 5-13 cm Inflorescencia péndula, de 20-35 cm de largo, pedunculo
subterete, de 5-12.5 cm de largo, con bracteas cafés, imbricadas, cimbiformes, ampliamente
ovadas, obtusas, apiculadas, papiraceo-cartaceas, de 1.5-7 cm de largo; usualmente biflora.
Bracteas florales elipticas u oblanceoladas, agudas u obtusas, aristadas, de 7-9 x 3-7.5 cm
Ovario subtrigono, 3-carinado, furfuraceo, de 7.5-10.5cm de largo, 7-8 mm de grosor. Flores
mirando hacia abajo, muy grandes, de 11-18 cm de didmetro; sépalos crema o amarillos, con
manchas variables, algo reticuladas de color parpura a purpura negruzco, mas grandes y densas
hacia la base y en el margen superior de los sépalos laterales; pétalos amarillos y una gran
mancha purpura en la base y otras pocas submarginales hacia el apice; hipoquilo amarillo, con
2 bandas purpura, grandes a los lados y 2 mas pequefias brillantes a los lados del orificio, plrpura
en la superficie interna; mesoquilo y epiquilo punteados de purpura, columna blanquecina,
axialmente verdosa, con manchas purpura claro; fragancia muy intensa, dulce, aromatica (fenil
etil acetato, acetato de cinamilo, indol, acetato de bencilo, fenil etil alcohol; fenil acetato, p-ioneno,
cumarina, p-hidroxifenilbutanona (Whitten y Williams, 1992; Soto-Arenas y Solano-Gomez,
2007). Sépalo dorsal extendido o reflexo, ovado u ovado-lanceolado, obtuso-redondeado,
céncavo en la base, los margenes revolutos, de 8-11 x 3-5 cm Sépalos laterales connados entre
si por 15-20 mm, extendidos o algo reflexos, concavos, incurvados, oblicuamente ovados,
obtuso-redondeados, margenes ligeramente revolutos, de 7-10 x 4.5-7.5 cm Pétalos reflexos,
torcidos, linearoblongos, obtusos, apiculados, repandos, plicados, de 7-9.8 x 1.8-2.8 cm Labelo
de 63-87 mm de largo, hipoquilo profundamente céncavo-saccato, ampliamente cimbiforme, de
30-40 mm de largo, 40-50 mm de ancho, 20-23 mm de alto, con una quilla ancha cerca de la
base y rodeado el orificio, orificio muy amplio, obtriangular, obcordado; fondo interno del saco 7-
8-carinado, la parte distal gibosa y carinada, rugosa; mesoquilo con 2 cuernos falcados, muy
carnosos, anchos, aplanados, arqueados, alzados en la base y recurvados en el apice,
aproximandose al apice de la columna, de 4.5-5.8 cm de largo, 1.3-1.8 mm de ancho; epiquilo
mas o0 menos transversalmente rombico-flabelado, longitudinalmente canaliculado
especialmente en el apice; de 33-43 x 42-50 mm, base cuneada, apice trilobado, I6bulos laterales
alzados, agudos, el medio pequefio, deltoide, obtuso, deflexo, canaliculado. Columna de 65-90
mm de largo, 30-35 mm de ancho; arqueada en el ¥ basal, subparalela al labelo arriba de la
base; trigonasubrémbica en corte transversal, dorsiventralmente comprimida, los % distales
alados, esta parte eliptica, las alas petaloides, membranaceas, apicalmente enrolladas; apice
con 2 dientes divergentes, redondeados, de 3.5 mm de largo; ventralmente con una carina
elevada, subestigmatica, de 15 mm de largo. Cavidad estigmatica, una ranura transversal, de 1
x 4.5 mm Rostelo un tabique transversal con 2 pequefios dientes laterales divergentes,
recurvados. Antera subovoide, el apice prominente, ovado, bilocular, con 2 dientes laterales, de
5 x 4 mm. Polinario de 11.5-12 mm de largo, con 2 polinios, de 4.5 x 0.8 mm, oblanceolados,
dorsiventralmente comprimidos; estipite oblanceolado, grueso, de 2 mm de largo; viscidio
obovado, basalmente bifido, apicalmente caudado, 6.5 mm de largo. Capsula elipsoide, 6-
carinada, de 8-8.5 cm de largo, 3.1-3.8 cm de grosor, con la columna persistente. Namero
cromosémico 2n = 40 (Tinoco, 2006).
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