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RESUMEN GENERAL

EVALUACION DE RESPUESTAS MORFOGENICAS IN VITRO PARA LA
OBTENCION DE PLANTAS DE Cycnoches ventricosum BATEMAN

Cycnoches ventricosum pertenece a la familia Orchidaceae, estas especies son
muy importantes y muy codiciadas en el mercado de las plantas ornamentales, y
actualmente debido a su sobrexplotacién se les considera un grupo muy
vulnerable y amenazado. La SEMARNAT en el 2010, reporté 188 orquideas en
alguna categoria de riesgo, debido a innumerables factores de afectacién en sus
hébitats naturales. Otro factor muy importante de afectacion es que, C.
ventricosum, presenta problemas en su propagacion, debido a sus semillas
carentes de endospermo y por presentar largos periodos juveniles. Ademas,
existe una condicién denominada “sportive condition”, que implica la produccion
de flores masculinas y femeninas en periodos diferentes, lo que también afecta
su reproduccién sexual. Asi se planteé como objetivo, obtener un protocolo de
propagacion y posterior conservacion por cultivo in vitro. Evaluando las
condiciones y factores que limitan las respuestas morfogénicas, como la
desinfestacion, tipos de explantes, luz/oscuridad y el uso de reguladores de
crecimiento. El medio de cultivo empleado consintio en las sales inorganicas de
Murashige & Skoog (1962). Evaluando tejidos de: pseudobulbos, raices y hojas.
Los resultados fueron limitados, debido a la presencia de hongos y bacterias en
los tejidos cultivados y el necrosamiento, lo que impidi6 la regeneracion vy
desarrollo adecuado y la emision de nuevos brotes. El establecimiento de tejidos
de raiz resulté mas favorable, siendo los de la cofia los mejores, al no presentar
contaminacion, un bajo nivel de necrosamiento y las mejores respuestas
organogénicas (PLBs). Los disefios experimentales fueron completamente al

azar con arreglo factorial, analizados mediante el software estadistico R.



Palabras clave: orquidea, rescate, propagacion.

GENERAL ABSTRACT

EVALUATION OF MORPHOGENIC RESPONSES IN VITRO TO OBTAIN
PLANTS OF Cycnoches ventricosum BATEMAN

Cycnoches ventricosum belongs to the Orchidaceae family, these species are
very important and highly coveted in the ornamental plant market, and are
currently considered a very vulnerable and threatened group due to their
overexploitation. In 2010, SEMARNAT reported 188 orchids in some category of
risk, due to innumerable factors affecting their natural habitats. Another very
important factor of affectation is that C. ventricosum presents problems in its
propagation, due to its seeds lacking endosperm and because it has long juvenile
periods. In addition, there is a condition called "sportive condition", which implies
the production of male and female flowers in different periods, which also affects
their sexual reproduction. Thus, the objective was to obtain a protocol for
propagation and subsequent conservation by in vitro culture. Evaluating the
conditions and factors that limit morphogenic responses, such as disinfestation,
explant types, light/darkness, and the use of growth regulator. The culture
medium used consisted of the inorganic salts of Murashige & Skoog (1962).
Tissues evaluated were: pseudobulbs, roots, and leaves. The results were limited,
due to the presence of fungi and bacteria in the cultivated tissues and necrosis,
which prevented regeneration and adequate development and the emission of
new shoots. The establishment of root tissues was more favorable, being those

of the coppice the best as they did not present contamination, a low level of
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Author: Eliud Rodriguez Olivera:
Advisor: José Luis Rodriguez de la O
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necrosis and the best organogenic responses (PLBs). The experimental designs
were completely randomized with a factorial arrangement and analyzed using R

statistical software.

Keywords: orchid, rescue, propagation.
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1 INTRODUCCION GENERAL

La orquidea Cycnoches ventricosum BATEMAN pertenece a la familia
Orchidaceae, la cual es considerada una de las familias mas grandes de plantas
con flores, con mas de 25 000 especies (Chase, Cameron, Freudenstein,
Pridgeon, Salazar, Van den Berg y Schuiteman, 2015), principalmente en
regiones tropicales (CONABIO, 2013). Estas especies son ampliamente
conocidas por su uso ornamental que ha motivado a un extenso publico que
estudia, cultiva, comercia o colecciona sus especies, a hacerse con ellas, a tal
grado que se considera que las orquideas son un grupo amenazado en México,
pues a pesar de que en el pais la recolecta y venta de orquideas silvestres esta
prohibida, su extraccion para venta local e internacional es uno de los mayores
problemas (CONABIO, 2013), esto debido a su gran atractivo visual, pues se
consideran como flores exoticas. Actualmente, SEMARNAT (2010) reporté unas
188 especies de orquideas que se encuentran en un grado de amenaza, entre

ellas, C. ventricosum en la categoria de Amenazada.

Estas especies poseen métodos de propagacion sexual y asexual, siendo la
propagacion sexual (por semilla), la menos eficiente, pues las semillas de
orquideas son muy pequefias y contienen pocas reservas nutritivas. Usualmente
la germinacion de las semillas esta condicionada a la asociacion con un hongo,
el cual abastece a las plantas jévenes con nutrientes que necesitan hasta que

poseen la capacidad para fabricar su propio alimento.

Las orquideas también presentan un largo y fragil periodo reproductivo, pues el
periodo juvenil puede durar en promedio 3 afios y se logra, en la naturaleza, que,
de un millén de semillas, solamente germinen 10 a 15 y solo un par de estas

alcanzan a ser adultas (Téllez-Velasco, 2011).

La propagacion asexual es aquella que se obtiene por secciones de la planta
madre; esto genera plantas genéticamente idénticas a la planta madre y se
generan a partir de la separacion de pseudobulbos o rizomas, keikis, cortes de

tallo y cultivo de tejidos (Téllez-Velasco, 2011). Otro método de propagacion es
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efectuado mediante la técnica de cultivo de tejidos vegetales in vitro. Esta Gltima
es una técnica que permite la regeneracion y propagacion vegetativa a partir de
una parte de la planta, denominada explante, que se coloca en medios de cultivo
especiales, dando como resultado la formacion de plantas con caracteristicas
similares a la planta de la que se obtuvo el explante. Esto es una gran ventaja
para la industria de las flores cortadas para la produccion de flores uniformes

para satisfacer las demandas del mercado.

El cultivo in vitro de células y tejidos vegetales, también nos ha permitido la
conservacion y propagacion de muchas especies, de forma muy eficiente por lo
gue se ha empleado para rescatar varias especies en peligro, como en el caso
de Bletiaurbana, Cosmos atrosanguineus, Laelia anceps, Vanilla planifolia,
Brassia verrucosa, Laelia autumnalis, entre otras. Contreras & Rosas (1999)
reportan una técnica de propagacion in vitro con la que es posible obtener una
produccion tedrica minima de 38 mil plantas a partir de un solo explante de yema
floral en tan s6lo nueve meses de cultivo, para la especie Phalaenopsis amabilis.
Para el caso de C. ventricosum, no se han reportado protocolos de propagacion
in vitro y ya que las respuestas in vitro varian, no solo entre especies, sino que
incluso entre genotipos (Salazar-Mercado, 2012), por lo que, es necesario

generar protocolos especificos para el cultivo in vitro de esta especie.

En el presente trabajo se planteé como objetivo, evaluar diferentes condiciones
in vitro tanto de medios de cultivo, tipos y concentraciones de reguladores y
diferentes explantes, para obtener plantas y definir un protocolo efectivo de

propagacion para C. ventricosum en tres experimentos.
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2 REVISION DE LITERATURA

La familia Orchidaceae es considerada una de las familias més grandes de las
plantas con flores, contiene aproximadamente 700 géneros y mas de 25 000
especies en el mundo (Chase et al., 2015). No obstante, la mayor diversidad de
orquideas se concentra en las regiones tropicales del planeta, en paises como
Colombia, Ecuador y Pert (CONABIO, 2013). La orquideoflora mexicana esta
constituida por al menos 168 géneros, 1254 especies y 21 taxa subespecificos

(Soto-Arenas, Gémez & Hagsater, 2007).

Las orquideas son ampliamente conocidas por su uso ornamental que ha
motivado a un extenso publico que estudia, cultiva y colecciona sus especies.
Basicamente, el comercio de las orquideas nativas en Chiapas es de manera
informal, en parques y mercados, principalmente en municipios como
Berriozabal, San Cristébal de las Casas o Comitan, por lo que la cantidad de
plantas y las ganancias que generan su venta son imposibles de cuantificar. En
el &mbito productivo, las especies de mayor importancia son del género Vanilla;
como Vanilla planifolia Jacks, de la que es extraida la vainilla, un conjunto de

sustancias aromaticas que son usadas para dar sabor y olor (CONABIO, 2013).

El género Cycnoches es uno de los més destacados entre la familia Orchidaceae
por su notable rasgo de producciéon de flores dimérficas funcionalmente
unisexuales. Incluye aproximadamente 34 especies y se distribuye desde el sur
de México hasta Bolivia y el norte de Brasil con una diversidad maxima en
Panama y Colombia (Gerlach & Pérez-Escobar, 2014). Las Cycnoches se
conocen comunmente como "orquideas cisne", debido a la similitud de la esbelta

columna curva de flores masculinas con el cuello de un cisne (Figura 1).
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Figura 1: Orquidea Cycnoches ventricosum

Las plantas de Cycnoches generalmente crecen de manera epifita en los
bosques humedos tropicales de las tierras bajas, desde el nivel del mar hasta los
1,600 m (Gerlach & Pérez-Escobar, 2014). En México, el género Cycnoches esta
representado por C. egertonianum y C. ventricosum Bateman (Noguera-Savelli &
Cetzal-Ix, 2013).

C. ventricosum Bateman es descrita por Noguera-Savelli & Cetzal-Ix (2013) de la
siguiente manera: una hierba de mas de 60 cm de alto, cespitosa; con raices de
2 a4 mm de grosor, teretes, blancas; rizoma corto; pseudobulbos de 23 a 25 cm
de largo con 2 a 3.5 cm de grosor, cilindricos-conicos, atenuados hacia el apice,
cuando jévenes son provistos hasta con 10 hojas, caedizas, articuladas a una
vaina de 8 a 9 entrenudos; las hojas son de 16 a 40 cm de largo por 5.5 a 6 cm

de ancho, de 7 a 9 nervaduras, disticas, convolutas, plicadas, articuladas, de un
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color verde oscuro en el haz y verde claro en el envés; la inflorescencia es de 30
cm largo, una por pseudobulbo, una lateral, originandose de la base de los nodos
apicales, arqueadapéndula, racemosa, las flores pueden ser masculinas o
femeninas (dioica), son de 8 a 10 cm de didmetro, no resupinadas, fragantes,
tépalos amarillo verdosos, labelo blanco con un callo verde oscuro y una mancha
verde oscura en la base; sépalo dorsal de 6.5 a 7 cm por 1.5 a 1.6 cm, extendido
o reflexo, oblongo-eliptico; los sépalos laterales sonde 4.3a4.7cmporl.5a 1.6
cm, reflexos, oblongo-elipticos a ovados; los pétalos son de 5 a 5.3 cm por 2 a
2.2 cm, extendidos o reflexos, ovado-elipticos, subagudos; el labelo de 4.2 a 4.5
cm por 1.6 a 1.7 cm, unguiculado, entero, disco ovalado, acuminado, carnoso;
columna de 4.5 a 5 cm de largo, arqueada, subterete, apice dilatado; clinandrio
tridentado, los dientes laterales 3 a 3.2 por 1 a 1.5 mm, subtriangulares, agudos,
incurvados, diente medio linear, agudo, de 2 a 2.3 mm de largo; la cavidad
estigmatica es de 4 por 5 mm, obpentagonal; antera de 4 por 4 mm, bidentada
ventralmente; polinario con 2 polinios obovoides, estipite laminar, viscidio

transversamente oblongo (Figura 2).

C. ventricosum, coloquialmente conocida como “Cisne Verde” o “Bastén de San
José”, se encuentra en la categoria de Amenazada por la NOM-059-SEMARNAT-
2010 (SEMARNAT, 2010), debido a su sobre recoleccibn para usos
ornamentales por lo exuberante de sus flores, junto a otras 187 especies de
orquideas que complementariamente a otras especies, se reportan en total 987
especies que estan en alguna categoria de riesgo (Extintas, En Peligro de
Extincion, Amenazadas o Sujetas a Proteccion Especial), dando a entender que
estas especies podrian llegar a encontrarse en peligro de desaparecer a corto o

mediano plazo.

Si bien, las orquideas poseen estrategias para de forma sexual y/o asexual,

algunas de ellas no son muy eficientes.
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Figura 2: Cycnoches ventricosum. A. Habito con inflorescencia. B. Flor masculina completa, vista lateral.
C, D. Pétalos y sépalos, vista anterior y posterior. E. Labelo y columna, vista lateral. F. Labelo, vista frontal.
G. Columna, vista lateral. H. Columna, vista lateral y frontal. I. Polinario

18



2.1Métodos de propagacion
2.1.1 Propagacion sexual

La propagacion sexual de las orquideas consiste en la produccion de nuevas
plantas a partir de sus semillas. Este tipo de multiplicacién implica un
entrecruzamiento genético, ya que es necesaria la participacion de los gametos
femeninos y masculinos (6vulos y granos de polen). Las semillas de orquideas
son conocidas usualmente como semillas polvo debido a que son muy pequefias
con dimensiones de 1.0 a 2.0 mm de largo y 0.5 a 1.0 mm de ancho (Billard,
Dalzotto & Lallana 2014), carecen de endospermo, presentan sélo una testa y un
embridén inmaduro. Es por esto que la germinacion natural de estas semillas
requiere de una relacion obligada con hongos micorriticos, pues al carecer de un
tejido de reserva (endospermo) que sustente al embrién y permita su desarrollo,
el hongo abastece a las semillas con azlcares y nutrientes necesarios para el
desarrollo de las plantulas (Arditti, 1984). Cuando la semilla germina, produce
una masa indiferenciada de células de forma esférica llamada protocormo.
Manteniendo las condiciones normales las plantas continuardn su crecimiento
por varias semanas, meses o incluso afos, dependiendo de la especie, hasta
gue alcance la edad apropiada para producir raices y las primeras hojas (Téllez-
Velasco, 2011).

Las orquideas presentan un largo y fragil periodo reproductivo, de modo que en
la naturaleza, de un millén de semillas solamente germinen 10 a 15y alcancen a
ser adultas una o dos de ellas; todo este ciclo juvenil puede durar de tres a cinco
afos (Rodriguez, Gonzélez Alvarado & Telles 2007), lo que nos indica que una
poblacion de orquideas afectada dentro de un bosque, puede tardar mucho
tiempo en restablecerse, por lo que con un mal manejo este recurso se veria
afectado rapida e irreversiblemente, sobre todo si incluimos efectos adversos
como destruccion natural, enfermedades por hongos o bacterias, sequias,
incendios, tala indiscriminada, depredacion y contrabando de especies (Damon,
Aguilar, Rivera & Nikolaeva, 2004).
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2.1.2 Propagacion asexual

En este tipo de propagacion no hay intercambio de gametos, las plantas nuevas
generadas son genéticamente idénticas a la planta madre (clones) y se generan
a partir de sus partes (Téllez-Velasco, 2011), algunos son:

Pseudobulbos: Las orquideas de crecimiento simpodial forman por lo general
un pseudobulbo nuevo por cada afio. Cuando la planta ha crecido lo suficiente y
se constituye por un grupo de ellos, pueden dividirse para conformar otra planta
dejando tres o cuatro pseudobulbos en cada una de ellas para su correcto

desarrollo.

Corte de tallos. En orquideas simpodiales del tallo tnico a menudo se forman
raices aéreas, un ejemplo de esta forma de propagacion es la vainilla que es una

orquidea comercial que se propaga por corte de tallos llamados esquejes.

Rizomas. El rizoma son tallos horizontales de donde se originan los
pseudobulbos; en algunas especies son muy cortos y en otros son muy

evidentes.

Raices. Algunas orquideas monopodiales como Epidendrum raniferum o
Sobralia, forman brotes nuevos junto a sus raices; para separar una planta nueva
son necesarias raices propias desarrolladas con alrededor de 15 cm de longitud

para su absorcion y sobrevivencia.

Keikis. La palabra keiki es un vocablo hawaiano que significa “bebé”. Esta
estructura corresponde a una plantula que se desarrolla en las varas florales, en
los pseudobulbos o en las raices de la planta madre y que suele presentarse bajo
algunas condiciones ambientales después de la floracion. Los keikis son mas
propensos a desarrollarse en algunos géneros como Phalaenopsis y Dendrobium

asi como en orquideas silvestres como Leuchilus carinatus y Sobralia decora.

2.1Cultivo in vitro de células y de tejidos vegetales.
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El cultivo in vitro de tejidos, es una herramienta de tipo biotecnoldégico que permite
tanto la obtencion y propagacion de plantas a partir del uso de ambientes
controlados y utilizando pequefias fracciones de tejidos de plantas, llamados
explantes, éstos se colocan en medios de cultivo especificos bajo la influencia de
diferentes tipos de reguladores del crecimiento; buscando promover en los tejidos
cultivados la caracteristica llamada “totipotencia celular” lo que permite obtenery
multiplicar plantas completas a una elevada escala, manteniendo la identidad
genética de la planta madre. Generalmente, como explantes, se utilizan
porciones de hoja, de raiz, o yemas axilares de los tallos o de tejidos con zonas
de crecimiento acelerado llamadas meristemos. En cultivo in vitro es posible
realizar la propagacion, tanto sexual como asexual de las orquideas. En la
propagacion sexual, el cultivo in vitro puede dar una mayor seguridad en la
germinacion de las semillas, lo cual puede realizar de dos maneras: germinacion

simbidtica y asimbidtica:

La germinacion simbidtica consiste en la siembran de semillas en presencia del
hongo especifico que realiza la asociacién micorricica apropiada con la orquidea.
El hongo crece en el medio, coloniza a las semillas en proceso de germinacion y
se origina una relacion simbi6tica que alimenta al protocormo hasta que éste
produce hojas y se vuelva autotréfico. Esta técnica es ampliamente usada para
la propagacion de orquideas terrestres en zonas templadas. La germinacion
simbidtica tiene la ventaja de utilizar un medio simple (entre los mas comunmente
usados esta la avena en polvo con un poco de extracto de levadura), y como
resultado las plantas micorrizadas suelen ser mas fuertes y resistentes a
infecciones que sus contrapartes cultivadas asimbiéticamente. Sin embargo, la
desventaja es que se necesita aislar y seleccionar el tipo de hongo adecuado
para que se origine la simbiosis y prevenir el parasitismo y la consecuente muerte
de las semillas. Una limitante de esta practica, es la poca investigacion sobre la
relacion de los hongos micorrizicos con las orquideas tropicales, por lo que no se
dispone de dichos hongos para la germinacion de muchas especies (Téllez-
Velasco, 2011).
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La germinacién asimbidtica surge por el afan de geminar orquideas sin necesidad
de micorrizas. Las investigaciones de Bernard y Burgeff sugirieron a Lewis
Knudson que la germinacion de las semillas se podia efectuar sin la necesidad
de una micorriza, siempre que el embridn recibiera los nutrientes indispensables
para su desarrollo, lo que llevé a que Knudson desarrollara los primeros métodos
de germinacién asimbiotica de orquideas, mediante los medios de cultivo
Knudson B en 1922 y Knudson C en 1946 (Téllez-Velasco, 2011).

Por varias razones este descubrimiento fue uno de los mas importantes eventos
para la propagacion de orquideas hasta nuestros dias. Las tasas de germinacion
se incrementaron exponencialmente y se volvieron mas predecibles; en
consecuencia, la cantidad de hibridos y plantas de orquideas en circulacion
aumento subitamente, disminuyendo los precios y reduciéndose la importacion
de plantas de los trépicos. El medio usado para la germinacién asimbidtica es
mas complejo que para la germinacion simbidtica, ya que todos los nutrientes,
organicos e inorganicos, y los azlcares deben estar disponibles para la orquidea
en una forma apropiada puesto que ya no existe la intermediacién del hongo.
Finalmente, esta metodologia es el mas practico procedimiento para la
preservacion de cultivares deseables y de especies de orquideas en proceso de
extincion (Pridgeon, Philips, Cribb, Chese & Rasmussen 1999). Actualmente la
germinacién asimbibtica es un método ampliamente empleado en distintas

especies.

Si bien Knudson desarrollé los primeros métodos de propagacion in vitro de
orquideas, atreves de germinacion asimbi6tica en 1922 y 1949. La propagacion
in vitro para generacion de plantulas de orquideas para usos horticolas era
despreciada en su momento debido al largo periodo juvenil antes de la floracion.
Por otro lado, las orquideas son exdgamas y su propagacion mediante semillas
conduce a la produccién de plantas heterocigotas, por lo que el surge un interés
por los protocolos de propagacion asexual a fin de obtener plantas uniformes o
clones (Chugh, Guha & Rao, 2009).
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Se considera que Rotor de la Universidad de Cornell fue el primer en demostrar
gue se podian inducir plantulas mediante el cultivo aséptico de las yemas latentes
en los nodos basales de la inflorescencia de Phalaenopsis en 1949;
Posteriormente Thomale en 1957 obtuvo ‘plantulas usando como explantes
secciones de tubérculos de Orchids maculata que contenian yemas y describio
el potencial del cultivo de tejidos como un medio de propagacion clonal rapido de
orquideas. Tres afios mas tarde, Morel cultivdé puntas de brotes para obtener
clones de Cymbidium libres de virus in vitro. Unos afios después, Wimber, en
1963, publicé el primer protocolo detallado para la produccion in vitro de

Cymbidium comenzando con el cultivo de meristemos (Téllez-Velasco, 2011).

El término estructuras similares a protocormos (PLB: protocorm-like bodies) se
utiliza como referencia a la reproduccién asexual productora de protocormos,
caracteristica de las orquideas. La principal diferencia entre el proceso de
germinacion y el de reproduccion sexual, que incluye el proceso de fecundacion,
embriogénesis cigotica, seguido de la germinacion y formacion de protocormos,
es que las PLB provienen de tejidos sométicos, por lo que se considera un tipo
de propagacion vegetativa. La producciéon de PLB, por lo tanto, se puede
comparar con un tipo especifico de embriogénesis soméatica que ocurre en las
orquideas, y la anatomia, el desarrollo y las caracteristicas de las células y
algunos marcadores de la pared celular al comienzo de la formacion de PLB son
similares a los del desarrollo de protocormos en orquideas (Cardoso, Zanello &
Chen 2020).

En las orquideas, se sugiere que los PLB sean embriones somaticos debido a la
similitud morfolégica y el patron de desarrollo observado entre ellos y los
embriones cigoticos (Cardoso et al., 2020).

La principal ventaja de la propagacion clonal es que las plantulas producidas
mantienen las caracteristicas idénticas a las plantas originales. Esto es una gran
ventaja para la industria de las flores cortadas en la produccion de flores
uniformes durante periodos predecibles para satisfacer las demandas del

mercado. Ademas, las orquideas son de crecimiento lento por naturaleza; su
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crecimiento y desarrollo estan marcadamente influenciados por condiciones
microclimaticas. En los tropicos, las plantulas de orquideas pueden tardar mas

de dos afios en alcanzar la etapa de floracion (Chugh et al., 2009).

Contreras & Rosas (1999) reportaron una técnica de propagacion in vitro con la
gue es posible obtener una produccion tedrica minima de 38 mil plantas a partir
de un solo explante de yema floral en tan s6lo nueve meses de cultivo, para la

especie Phalaenopsis amabilis.

Las diferentes técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro nos han permitido
la conservacion y propagacion de muchas especies, de forma muy eficiente por
lo que se ha empleado para rescatar varias especies en peligro. En orquideas se
han reportado mdltiples protocolos de propagacion exitosos, en México, el Dr.
Victor Chavez de la UNAM, asi como el Dr. Martin Mata del INECOL, han
desarrollado mas de 30 protocolos de cultivo de tejidos para desarrollo y
regeneracion de orquideas amenazadas o en peligro de extincion (Téllez-
Velasco, 2011).

Para el caso de C. ventricosum no se han reportado protocolos de propagacion
in vitro y ya que la respuesta al cultivo in vitro varia no solo entre especies, sino
qgue incluso entre genotipos (Salazar-Mercado, 2012), es necesario generar

protocolos especificos para el cultivo in vitro de esta especie.

El proceso de micropropagacion de plantas consta de cinco etapas (Sharry,
Adema & Abedini, 2015):

1) Precultivo, tratamiento de desinfestacion de la planta madre previo al
establecimiento,

2) Establecimiento, proceso de desinfestacion y establecimiento del cultivo,

3) Multiplicacion: implica el incremento o multiplicacion masiva de plantas,

4) Enraizamiento: se induce el desarrollo de raices y

5) Aclimataciéon: Etapa en la que se busca adaptar las plantas producidas in

vitro a vivir fuera de esa condicion y su sobrevivencia en invernadero.
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2.1.1 Desinfestacion

Uno de los principales problemas en el cultivo in vitro, es la presencia de
contaminantes como hongos o bacterias que portan los explantes en forma
superficial o en forma sistémica. Es por ello por lo que las plantas madre, de las
gue tomaremos los explantes, deberan llevar un periodo de desinfestacion previo
al cultivo in vitro, de modo que estas deben ser identificadas y preferentemente
reubicadas en un invernadero, ya que al menos por tres o cuatro semanas antes
de trasladar al laboratorio, los explantes y planta en general deben ser rociados
con soluciones fungicidas y bactericidas. Una vez en laboratorio, reciben un
tratamiento de desinfestacion mas riguroso y especifico de acuerdo con el
explante. En un principio se realiza una limpieza externa con jabén comercial,
Tween o alcohol y luego una desinfestacién con hipoclorito de sodio (NaClO),

hipoclorito de calcio (CaClO), u otro agente desinfectante.

Una vez llevado a cabo la desinfestacion, el material puede pasar a las etapas
de establecimiento y multiplicacion, en donde el medio de cultivo juega un papel

fundamental.
2.1.2 Caracteristicas de los medios de cultivo

El éxito del cultivo in vitro reside en la correcta formulacion del medio de cultivo
para ciertos explantes, ya que no todos los explantes responderan de igual
manera. Un medio de cultivo debe llevar los nutrientes necesarios para el
desarrollo de los nuevos Organos, asi como hormonas que induzcan la
generacion de estos érganos, aunque no todas las orquideas requieren de
reguladores de crecimiento para la germinacion, ya que generalmente los
embriones contienen concentraciones endogenas de hormonas para iniciar su
desarrollo (Sharry et al, 2015). Si bien la proporcion de sus componentes
depende de cada especie, los medios de cultivo base que sobresalen en el cultivo
in vitro de orquideas son, el medio MS de Murashige & Skoog, el medio KC de

Knudson y el medio VW de Vacin & Went.
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2.1.3 Reguladores de crecimiento

Auxinas: acido indol-acético (AlA), acido naftalen-acético (ANA), acido
indol-butirico (AIB), acido 2,4-Dicloro-fenoxiacético (2,4-D). Este grupo de
fitoreguladores, cuyo nombre proviene del término griego “auxein” y que significa
“crecer” (Lluna, 2006), promueven el alargamiento de las células de coleoptilos y
vastagos; también se le atribuye relacion al fototropismo, gravitropismo en
vastagos y raices; crecimiento y ramificacion de raices; dominancia apical;
desarrollo de tejidos vasculares; desarrollo de frutos; retraso de senectud en las

hojas y frutos; produccion de etileno en frutos.

Pedroza (2009), demostré que la adicién de AIA (0.5 mg-L?) al medio de cultivo
MS promovia las fases del desarrollo en Epidendrum elongatum. Cazarez-
Favela, de Jesus, Solis, Diaz-, Ndjera & Montoya (2016) reportan que el medio
MS suplementado con 3.0 mg-L* de ANA promueven el alargamiento de raices

en Prosthechea citrina.

Citocininas: benciladenina (BA) o 6- bencilaminopurina (BAP), kinetina
(KIN). Estos compuestos se han encontrado de manera natural, en todas las
plantas, particularmente en los tejidos que se dividen de forma activa como
meristemos, semillas en germinacion, frutos en maduracién y raices en
desarrollo. Se han detectado tanto en el floema como en el xilema y su via
acropétala, desde el 4pice de la raiz hasta los tallos (Lluna, 2006). Estas
hormonas promueven el brote de yemas laterales; retraso de la senectud de las
hojas; promocion de la division celular, estimulacion del desarrollo de frutos,

endospermo y embrion.

El equilibrio de concentracion de BA y ANA es importante en la formacién de PLB,
ya que, la combinacién de BAP (1.5 mgeL?) y ANA (0.15 mge-L?) favorece el
desarrollo de hojas y raices nuevas, obteniendo un promedio de 6.75 plantulas
por explante (protocormos obtenidos de semillas de Prosthechea citrina) (Santos-

Hernandez, Martinez, Campo & Aguirre, 2005).
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Giberelinas: é&cido giberélico (GAs). Actualmente se han identificado
quimicamente mas de 90 giberelinas aisladas de tejidos vegetales. Las
giberelinas son sintetizadas en los primordios apicales de las hojas, en puntas de
las raices y semillas en desarrollo. Esta hormona muestra un movimiento por el
floema junto con los productos de la fotosintesis y también por el xilema de forma
bidireccional y se podria calificar como pasivo. Se le atribuye que influyen en la
germinacion de semillas y brote de yemas; alargamiento de tallos; estimulacion

de la floracion y desarrollo del fruto (Lluna, 2006).

Acido abscisico (ABA): fue identificada en los 1960s tras estudios realizados
sobre la abscision de frutos y la dormancia de yemas por un grupo liderado por
F. Addicott, que aisl6 compuestos que provocaban la abscision de frutos de
algoddn y en 1963 identificaron una de ellas, abscisina Il, mejor conocida como
ABA (Jordan & Casaretto, 2006). Desde entonces, ABA ha sido implicada en
multiples procesos fisiologicos como regulacion de crecimiento, dormancia de
semillas, germinacién, senescencia, division celular, control de la apertura de
estomas y respuestas a estreses ambientales como sequia, salinidad, baja

temperatura, ataque por patégenos y radiacion ultravioleta.
2.1.4 Otros ingredientes del medio de cultivo

Carb6n activado. Tisserat y Jones (1999) reportaron que la exudacion de
fenoles fitotoxicos durante el cultivo de tejidos de orquideas constituye un serio
problema para su cultivo in vitro, y que la via mas efectiva para solucionar este
problema es realizar cambios frecuentes al medio de cultivo y/o afiadir carbén

activado.

Arditti (2010) plantearon que entre las posibles explicaciones al efecto positivo
que ejerce el carbon activado en el cultivo de tejidos de orquideas se encuentra
el aumento de la aireacién del medio de cultivo. Una segunda razén es que
absorbe el etileno el cual puede inhibir el crecimiento y la diferenciacién, y basado
en el estudio de las caracteristicas de absorcion y cambios que se producen en

el medio de cultivo durante la esterilizacion el carbdn activado absorbe el 5-
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hidroximetilfurfural que se forma por la deshidratacién de la sacarosa durante
este proceso el cual es inhibidor del crecimiento, asi como productos fendlicos y

carboxilicos producidos por los tejidos (Rodriguez et al., 2007).

Agua de coco. Las sustancias identificadas en el agua de coco, hasta ahora,
incluyen aminoéacidos, acidos organicos, acidos nucleicos, purinas, azucares,
alcoholes de azulcar, vitaminas, sustancias de crecimiento y minerales. Se ha
encontrado que el liquido tiene alguna actividad auxina que aumenta con la
autoclave, probablemente porque cualquiera de estas sustancias de crecimiento
existe en forma unida y se libera por hidrdlisis. En los medios modernos, donde
los compuestos organicos a menudo se agregan en cantidades definidas, el
principal beneficio del uso de la leche de coco se debe casi con certeza a que
proporciona sustancias de crecimiento de citoquininas naturales altamente
activas. La estimulacion efectiva solo ocurre cuando se agregan cantidades
relativamente grandes a un medio; la incorporacién de un 10-15 por ciento en
volumen es bastante habitual. Debido a que la leche de coco contiene
citoquininas naturales, agregarla a los medios a menudo tiene el mismo efecto

gue agregar una citoquinina reconocida (George et al., 2008).
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3 ARTICULOS CIENTIFICOS

CULTIVO IN VITRO DE PSEUDOBULBOS DE LA ORQUIDEA Cycnoches
ventricosum BATEMAN

IN VITRO CULTURE OF PSEUDOBULBS OF THE ORCHID Cycnoches
ventricosum BATEMAN?

RESUMEN

La orquidea Cycnoches ventricosum, es ubicada en la categoria de Amenazada,
de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT (2010) debido a diversos problemas,
debidos a su biologia de semillas y a los de su propagacion, aunado a la
destruccion de su habitat natural. Por lo que, se plante6 como objetivo obtener
un protocolo de cultivo de tejidos in vitro para su propagacion y posterior
conservacion. Las estrategias experimentales incluyeron, evaluar las condiciones
y factores que limitan las respuestas in vitro. Las estrategias empleadas, se
dirigieron inicialmente con tres métodos de desinfestacion, y hacia la promocion
y emision de nuevos brotes adventicios, evaluando tres tipos de explantes del
pseudobulbo y cultivados en medios de cultivo con las sales inorganicas de
Murashige & Skoog MS (1962), sin reguladores. Las respuestas morfogénicas,
fueron muy limitadas, debido a la presencia de organismos contaminantes como
hongos y bacterias en los tejidos explorados. Otro factor asociado que limito las
respuestas fue el necrosamiento de los tejidos, lo que impidi6 la regeneracion y
desarrollo adecuado de la emision de nuevos brotes nuevos. El disefio
experimental fue completamente al azar con arreglo factorial, analizado mediante

el software estadistico R.

Palabras Clave: micropropagacion, rescate, explantes.
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ABSTRACT

The orchid Cycnoches ventricosum, is located in the category of Threatened,
according to NOM-059-SEMARNAT (2010) due to various problems, due to its
seed biology and its propagation, coupled with the destruction of its natural
habitat. . Therefore, the objective was to obtain an in vitro tissue culture protocol
for its propagation and subsequent conservation. The experimental strategies
included evaluating the conditions and factors that limit responses in vitro. The
strategies used were initially directed with three methods of disinfestation, and
towards the promotion and emission of new adventitious shoots, evaluating three
types of explants of the pseudobulb and cultivated in culture media with the
inorganic salts of Murashige & Skoog MS (1962), without regulators. The
morphogenic responses were very limited, due to the presence of contaminating
organisms such as fungi and bacteria in the explored tissues. Another associated
factor that limited the responses was the necrosis of the tissues, which prevented
the regeneration and adequate development of the emission of new new shoots.
The experimental design was completely randomized with a factorial

arrangement, analyzed using the statistical software R.

Key Words: micropropagation, rescue, explants.
INTRODUCCION

Cycnoches ventricosum, es una orquidea con serios problemas de propagacion,
siendo que, ademas de compartir un periodo largo juvenil y ausencia de
endospermo en las semillas, presenta una condicién denominada “sportive
condition”, que significa que produce flores masculinas y femeninas en periodos
diferentes (Gerlach, 2013) por lo que su reproduccion sexual se ve aun mas
complicada, por esto y debido tanto al saqueo, como a la destruccién de areas
naturales, esta especie como muchas otras, ha sido catalogada como una
especie en peligro por la SEMARNAT (2010), entrando en la categoria de
amenazada. De modo que es importante generar opciones de conservacion y

propagacion de estas especies, para lo cual se ha empleado muy frecuentemente
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la técnica de cultivo in vitro de tejidos vegetales, ya que nos permite multiplicar

plantas a partir de células y de casi cualquier tipo de tejido vegetal.

Inicialmente se han hecho esfuerzos para usar nodos de tallos florales para la
propagacion clonal de orquideas, sin embargo, estos métodos no tuvieron mucho
éxito y fueron abandonados, en parte se parecian a los procedimientos de cultivo
de tejidos actuales porque las secciones de tallo se cultivaban en un sustrato de
musgo (no estéril). Los esfuerzos para lograr la propagacion clonal se renovaron
poco después que Rotor obtuviera plantulas a partir de nodos florales en medio
Knudson C en 1949 (Arditti, 1984).

La base de los métodos actuales generalizados de propagacion clonal rapida
masiva a través de cultivos de meristemo (0 &pices) se establecié en 1946,
cuando Ball informé sobre el cultivo de puntas de brote de Tropueolum y Lupinus.
Estos métodos fueron posteriormente utilizados por Morel en Francia para
cultivar puntas de brotes de orquideas en 1952 y esto revolucioné la industria de
las orquideas (Arditti, 1984).

En este estudio se evaluaron diferentes factores como fueron métodos de
desinfestacion, medios de cultivo, tipo de explantes, formas de siembra y
condiciones de luz en la respuesta morfogénica de diferentes explantes como

son el brotes, hojas y raices de Cycnoches ventricosum.
METODOLOGIA
Material Bioldgico

Plantas madre se colectaron de la reserva ecolégica de “El Triunfo”, Santa Rita
de las Flores, Mapastepec, Chiapas. Estas fueron llevadas al Laboratorio de
Biotecnologia del Campo Experimental Rosario lzapa (CERI), del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricola y Pecuarias (INIFAP) en Tuxtla
Chico, Chiapas, en donde se obtuvieron las primeras respuestas morfogénicas.
Las actividades se realizaron en el periodo de 15 de febrero al 16 de agosto del
2021.
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Los explantes, luego, fueron trasladados al Laboratorio de Cultivo de Tejidos

Vegetales del departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo

(UACh), con direccion en Km. 38.5 Carretera México-Texcoco, Chapingo,

México. C.P. 56230, en donde se le dio seguimiento.

Para este experimento se emplearon ocho brotes de Cycnoches de

aproximadamente 3 a 7 cm, los cuales se sometieron a tres métodos de

desinfestacion y se establecieron en medio de cultivo MS (Anexo 1).

Método de desinfestacion

Método 1 (3x NaClO): Los brotes se sumergieron en alcohol al 70 % (30
S), seguido de tres enjuagues con agua destilada esterilizada, después se
aplicaron tres lavados consecutivos con NaClO (Cloralex®) a diferentes
concentraciones (v/v) y tiempos, en una adaptacion a Lee-Espinosa et al.
(2008):

1: primero los brotes se someten a NaCIlO al 10 % por 20 min,
2: en segunda instancia se pasa a NaClO al 5 % por 10 min 'y

3: finalmente los brotes se sumergen en NaCIO al 2% por 2 min.

Método 2 (NaClO+Fungicda): Los brotes se sometieron a una solucién
fungicida de Promyl-Agygent (1 geL™ c/u) en agitador orbital a 110 rpm
por 1 h, luego de esto, los brotes se sumergieron en una solucion de
alcohol al 70 % por 30 s y se le aplican 3 enjuagues con agua destilada
esterilizada, enseguida de desinfestacion con NaClO al 0.6 % por 10 min
de acuerdo con Coutifio-Cortés (2016).

Método 3 (NaClO+Fungicda+Bactrim): se empleé el método de
desinfestacion 2 y los explantes se establecieron en un medio de cultivo
MS con BACTRIM® (80 mgeL™), en el cual permanecieron durante dos

semanas, después de lo cual, se subcultivaron en medio MS.

Una vez desinfectados, los pseudobulbos de los brotes se cortaron para obtener

tres tipos de explante:
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Tipo de explante:

- Tipo I: 4pice de 5 mm de longitud, se sembraron con el corte

sobre el medio de cultivo

Tino |

- Tipo II: de la parte media del brote se obtuvieron discos de g
3mm de longitud con 1 o 2 yemas, colocando la parte del
corte sobre el medio de cultivo, conservado la polaridad

- Tipo lll: de la parte basal del brote, se obtuvieron explantes .\

tipo 2 y se cortaron a la mitad, de modo que el corte |_Tipolll

longitudinal quedé sobre el medio de cultivo.

Los explantes viables se subcultivaron cada 24 dias, distribuidos en tres medios

de cultivo sin reguladores: “MS-Coco” (MS + 20 mleL! de agua de coco comercial
“A de coco®), “MS-caseina” (MS + 80 mgeL de caseina hidrolizada “MERCK”)
y “MS-malta” (MS + 80 mgeL!de extracto de malta “Difco™").

Se establecio un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial

desbalanceado, con nueve tratamientos (Cuadro 1), producto de la combinacion

de tres métodos de desinfestacion, y tres tipos de explantes, con dos repeticiones

para los explantes tipo | y con cuatro repeticiones los explantes Il y llI.

Cuadro 1: Lista de tratamientos

Tratamientos Método de desinfestacion

Tipo de Explante

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9

1 (3xNaClO)

1

1

2 (NaClO+Fungicda)

2

2

3 (NaClO+Fungicda+Bactrim)
3

3

| (&pice)

Il (disco)

[Il (medio disco)
I

I

11l

I
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Variables respuesta evaluadas

Se realiz6 una primera evaluacion a los 3 dias después de la siembra (dds) y la
segunda a los 7 dds, luego se realizaron evaluaciones cada 7 dias (14 dds, 21
dds, etc.), las variables a evaluar fueron:

1) Desinfestacion del explante, contando los explantes limpios (1) vy

contaminados (0) por hongos o bacterias

2) Limpieza de explante, tomando como limpia, el area no necrosada del
explante (necrosamiento: cambio de coloracion del explante a un tono café
oscuro a necrético), con relacion al porcentaje del area visible superior del
explante en porcentajes de 5 % (5 %, 10 %, 15 %, ..., 100 %).

3) Respuesta morfogénica, tomando como explantes respuesta morfogénica
(si: 1, no: 0) a los que presentaron aumento de volumen, deformacion o inicio de

formacion de callo, presencia de PLBs (protocorm-like bodies).

Para el caso de las variables respuesta 1) y 3), los valores obtenidos son binarios.
Para este tipo de valores, la literatura sugiere una regresion logistica. Sin
embargo, solo se analiz6 estadisticamente la variable 1), ya que las variables 2
y 3 se vieron afectadas por la contaminacion de los explantes, lo que impidié un

correcto analisis de los datos.

Los datos de la variable 1) fueron transformados usando la ecuacion “vVx + 17,
para obtener una aproximacion a una distribucion normal, para ello se empleé la
formula siendo x el valor observado (Ribeiro, Santana, Pereira & Santos, 2018;
Reyes-Castafieda, 2017). Los andlisis de varianza y comparacion de medias

(Tukey, a=0.05) se llevaron a cabo mediante el software estadistico Rv.4.0.3.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Desinfestacion de explantes

La desinfestacion de los tejidos, fue muy limitada, ya que en los resultados
encontrados ningun método fue satisfactorio. La presencia de organismos
contaminantes se observo, a partir del tercer dia, inicialmente con bacterias (26.7
% de los explantes), y a los 7 dias se increment6 la contaminacion hasta un 60
%, presentandose ahora también, hongos en un 13.3 %, esto fue en aumento
hasta alcanzar un 90 % de explantes contaminados a los 35 dias, principalmente
por bacterias (56.7 %) y en menor medida, hongos (33.3 %), lo cual se mantuvo
hasta los 150 dds.

Ante esta situacion, se procedié a aplicar tratamientos de rescate al material,

desde la primera evaluacion (3 dds):

- Primero se paso6 el material por peroxido de hidréogeno (H202) al 30 %
diluido al 6 % con agua destilada esterilizada (10 min).

- Enseguida se pas6 a Microdyn® en una dosis de 1 gota por mililitro de
agua destilada esterilizada (30 min).

- Después paso por gentamicina a 100 mg L (1 hora)

- Finalmente se pas6 por antibiético Bactrim® 80 mg L (30 min) antes de

establecerlo en un medio de cultivo nuevo.

Con los procedimientos anteriores, se logré controlar la presencia de organismos
contaminantes, sin embargo, este factor fue recurrente, y adicionalmente con el

necrosamiento de tejidos, las respuestas fueron muy limitadas.

El analisis de varianza no encontrd diferencias significativas en los factores
evaluados (Cuadro 2), de modo que no se identificé un método de desinfestacion
mas eficiente para la desinfestacion de los explantes, llevando a observar

contaminacion hasta los 150 dds.
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Cuadro 2: Andlisis de varianza de desinfestacion de los explantes a los 150 dds con fuente de variacion (FV),
grados de libertad (GL), suma de cuadrados (SC), cuadrados medios (CM), F calculada (Fc) y P-valor.

FV GL SC CM Fc P-valor
Desinfestacion (Des) 2 0.467 0.233 2.178 0.138 s
Explante (Exp) 2 0.383 0.192 1.789 0.192 s
Des*Exp 4 0.367 0.092 0.856 0.506 s
Error 21 2.250 0.107

CcVv 15.6 %

CV de datos transformados (vX + 1). ns: diferencia no significativa.

Autores como Helaly et al. (2014) han declarado que hay patdégenos enddfitos
que pueden interferir con el desarrollo del cultivo de tejidos y competir por los
nutrientes, asi mismo lo hay algunos que producen fitotoxinas que provocan la
mortalidad del cultivo, necrosis tisular y reducen la proliferacién de brotes y el
enraizamiento.

Los explantes sufrieron en gran medida dafos, tanto por la desinfestacion
empleados, asi como por los procesos de rescate, lo que provoco elevadas tasas
de necrosamiento (Figura 3), lo cual pudo ocasionar que a los 150 dds solo unos
tejidos presentaran respuesta morfogénica. Debido a que se logré una mayor
limpieza de los tejidos (T1y T6).

100 -~
— 90 A1 - T
£ 8o o
S 70 4 ¢
o i
g 60 T3
= 50 A+
S 40 | —.—T4
‘_C" 30 1 =T 5
< 20 -
w10 A T6
0 T T T T T T T T T T T T T T o—T7
F YWY W W W W w W
SIS T RPN T FC IR doa» @Qb o—T5
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Figura 3: Porcentaje de explantes limpios por tratamientos. Datos promedio a los 150 dias.
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Respuestas morfogénicas

Los tejidos localizados en el tratamiento 6 (tejidos de disco tipo lll, desinfectados
por el método NaClO+Fungicida) formaron callo a los 10 dias, y aunque se
observé un crecimiento de este hasta los 42 dias (Figura 4), finalmente no se
observo un mayor crecimiento ni diferenciacion, sino que finalmente los explantes

terminaron necrosandose.

Figura 4: Desarrollo de un explante del tratamiento 6. Formacion de callo toral a los 10 dds e incremento de este
alos 35y 42 dds.

Por otro lado, dos explantes apices del tratamiento 1 (explante tipo | vy
desinfestacion por 3xNaClO) se lograron rescatar de contaminaciéon mediante
rescates y presentaron crecimiento, e incluso la induccién de primordios foliares,
hasta que finalmente terminaron por expresar contaminacion y necrosis del tejido

(quizés debido, en parte, a los tratamientos de rescate) (Figura 5).

Figura 5: Explantes del tratamiento 1. TIR1 (Tratamiento 1, Repeticion 1) en la parte superior izquierda con
contaminacion de hongo (flecha roja) fue rescatada (parte superior central) y desarrollo hojas (parte superior
derecha) y T1R2 (Tratamiento 1, Repeticion 2) en la parte inferior izquierda con bacteria (flecha blanca) fue
resecado (centro inferior) y emitié primordios foliares (inferior derecha).
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Hay estudios reportan la generacion de PLBs en medio MS adicionado con
reguladores, como es el caso de Martin (2007), quién logré propagar Arundina
graminifolia a través de PLBs utilizando nodos como explantes, los cuales
cultivaron en medio MS al 50 % con Kinetina 6.97 pM o bien 13.3 pM de BAP.
Asi mismo, Das, Choudhury & Mazumder (2013) emplearon segmentos nodales
para la propagacion in vitro a través de la proliferacion directa de yemas axilares

y la multiplicacién de brotes, esto sin obtener PLBs.

Debido al elevado indice de contaminacion intrinseco del material, y sumado a
los altos porcentajes de necrosamiento, no se logré generar nuevos brotes libres

de contaminacion.
CONCLUSIONES

Cycnoches ventricosum presentd niveles muy altos de contaminacion con la
presencia de organismos como hongos y bacterias, que dificultaron su
establecimiento aséptico, en el presente estudio no se logré identificar un
tratamiento para solucionar este problema, sin embargo, el tratamiento de
rescate podria ser implementado en métodos de desinfestacion previo al

establecimiento pues ayudo a controlar la contaminacién en algunos explantes.

Resulta necesario continuar los estudios para establecer un protocolo de
desinfestacion eficaz para eliminar la contaminacion en pseudobulbos para su
establecimiento in vitro. Asi también es importante evaluar el uso de reguladores

en el medio de cultivo para una mejor respuesta.
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RESPUESTAS MORFOGENICAS EN TEJIDOS DE RAIZ CULTIVADOS IN VITRO
DE CYCNOCHES VENTRICOSUM BATEMAN

MORPHOGENIC RESPONSES IN THE IN VITRO CULTURE OF ROOT
TISSUES OF CYCNOCHES VENTRICOSUM BATEMAN

RESUMEN

Cycnoches ventricosum pertenece a la familia Orchidaceae, las cuales son
plantas muy codiciadas en el mercado ornamental, actualmente debido a su
sobrexplotacion este grupo de plantas estan amenazadas, elevando su nivel de
vulnerabilidad, la SEMARNAT en el 2010, reporté mas de 180 orquideas en
alguna categoria de elevado riesgo, debido a innumerables factores de
afectacion de estas especies en sus habitats naturales, y a su destruccion.
Ademas, muchas de estas orquideas, presentan problemas asociados a su
propagacion, debido a las caracteristicas de sus semillas y por largos periodos
de juvenilidad. Asi se planted, establecer un protocolo in vitro que permita tanto
la obtencion, propagacion de plantas y asi como su posterior conservacion.
Actualmente el empleo de cultivo in vitro dentro de la familia Orchidaceae, se han
realizado de manera exitosa diversas especies, pero para Cycnoches
ventricosum, no se ha reportado algun protocolo de propagacién in vitro. Se
utilizaron como medio basico las sales inorganicas de Murashige & Skoog (1962)
sin reguladores, se exploraron dos métodos de desinfestacion, y posteriormente,
se cultivaron tejidos de la cofia y velamen con el objetivo de inducir la
organogénesis in vitro en C. ventricosum, encubados en condiciones de luz y
oscuridad en medio MS. De los resultados se observé que la ausencia de
reguladores del crecimiento y el tipo de explante fueron los factores
determinantes, tanto para el control de contaminantes, asi como para la induccion
de las respuestas morfogénicas, en los tejidos de cofia. Se logré generar PLBs

(“protocorm-like bodies”) en un explante de cofia a los 35 y en otro a los 49 dias
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en oscuridad. El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo

factorial, analizado mediante el software estadistico R.
Palabras clave: micropropagacion, clonal, rescate, explante.
ABSTRACT

Cycnoches ventricosum belongs to the Orchidaceae family, which are highly
coveted plants in the ornamental market, currently due to their overexploitation
this group of plants are threatened, raising their level of vulnerability, SEMARNAT
in 2010, reported more than 180 orchids in some category of high risk, due to
innumerable factors affecting these species in their natural habitats, and their
destruction. In addition, many of these orchids present problems associated with
their propagation, due to the characteristics of their seeds and long periods of
youth. Thus, it was proposed to establish an in vitro protocol that allows both the
obtaining, propagation of plants and their subsequent conservation. Currently the
use of in vitro culture within the Orchidaceae family, various species have been
successfully carried out, but for Cycnoches ventricosum, no in vitro propagation
protocol has been reported. The inorganic salts of Murashige & Skoog (1962)
without regulators were used as basic medium, two disinfestation methods were
explored, and subsequently, tissues of the cap and canopy were cultured with the
aim of inducing organogenesis in vitro in C. ventricosum, incubated under light
and dark conditions in MS medium. From the results it was observed that the
absence of growth regulators and the type of explant were the determining factors,
both for the control of contaminants, as well as for the induction of morphogenic
responses, in the cap tissues. PLBs (“protocorm-like bodies”) were generated in
one cap explant at 35 days and in another at 49 days in the dark. The experimental
design was completely randomized with a factorial arrangement, analyzed using

the statistical software R.

Keywords: micropropagation, clonal, rescue, explant.
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INTRODUCCION

La familia Orchidaceae es una de las mas diversas en el mundo con mas de 25
000 especies (Chase et al., 2015). Estas especies presentan graves problemas
de propagacion, siendo que las semillas de orquideas carecen de endospermo,
por lo que contienen escasos nutrimentos o reservas para realizar la germinacion
in vivo (Flores-Escobar, Legaria-Solano, Gil-Vasquez, & Colinas-Ledn, 2008).).
Por lo tanto, en condiciones naturales se asocian con hongos micorrizicos que
permiten que la planta se desarrolle. Esto sumado a un largo periodo juvenil y al
hecho de gue son conocidas por su uso ornamental; estas se consideran un
grupo amenazado, pues a pesar de que en el pais la colecta y venta de orquideas
silvestres esta prohibida, su extraccién para venta es uno de los mayores
problemas. En la NOM-059-SEMARNAT (2010). Se reportan 188 orquideas que
se encuentran en un grado de peligro entre ellas C. ventricosum, entrando en la

categoria de amenazada.

El cultivo in vitro es una herramienta de biotecnologia vegetal que engloba un
conjunto de técnicas mediante las cuales se pueden obtener células, tejidos o
plantas completas libres de patdbgenos en un menor tiempo comparado con la
propagacion tradicional (Cardoza, 2008). Por lo tanto, mediante el uso de estas
técnicas se puede micropropagar clonal facilmente individuos élite de especies
de interés, conservar especies en peligro de extincion, y obtener metabolitos

secundarios; entre otras aplicaciones (Hussain, Qarshi, Nazir & Ullah, 2012).

Actualmente se han reportado casos de regeneracion de yemas en los apices de
las raices de algunas especies de orquideas tanto en condiciones naturales como
in vitro, aunque la capacidad de las raices de las orquideas para formar brotes
es baja (Kerbauy, 1984). Tal es el caso de Churchill et al. (1973) que intentaron
inducir la formacién de brotes in vitro utilizando raices en Epidendrum
o’brienianum y aunque las raices permanecieron vivas in vitro durante largos
periodos, no se formaron brotes ni PLBs (protocorm-like bodies), sin embargo,
Stewart & Button (1978) trabajaron con la misma planta tuvieron éxito en la
obtencion de callos, pero solo una planta se regener6 de callos de raices.
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Kerbauy (1984) estudio el potencial de un hibrido de Catasetum de las puntas de
las raices y encontré que el uso de acido naftalenoacético (ANA) en el medio
condujo a la induccién de callos, por otro lado, la incorporacion de una
combinacion de agua de coco, peptona y tiamina resulté en la regeneracion
directa de PLB en el 54 % de los cultivos, contrariamente, la presencia de auxina
exdgena en los medios redujo drasticamente el numero de PLBs formados, pero
aumento la formacion de callo. Los segmentos cultivados de la capacidad de la
punta de la raiz de orquideas para formar directamente PLB representa un
ejemplo auténtico de conversion directa de un apice de raiz en una yema, por
tanto, en las raices aéreas puede existir un cierto grado de plasticidad en la

determinacion de 6rganos (Chugh et al., 2009).

En este trabajo se establecieron explantes de cofia y velamen con el objetivo de
lograr una propagacion clonal in vitro en C. ventricosum mediante dos métodos

de desinfestacion, encubados en condiciones de luz y oscuridad en medio MS.
METODOLOGIA
Material Bioldgico

Plantas madre se colectaron de la reserva ecolégica de “El Triunfo”, Santa Rita
de las Flores, Mapastepec, Chiapas. Estas fueron llevadas al Laboratorio de
Biotecnologia del Campo Experimental Rosario Izapa (CERI), del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricola y Pecuarias (INIFAP) en Tuxtla
Chico, Chiapas, en donde se obtuvieron las primeras respuestas morfogénicas.
Las actividades se realizaron en el periodo de 15 de febrero al 16 de agosto del
2021.

Los explantes, luego, fueron trasladados al Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma Chapingo
(UACh), con direccibn en Km. 38.5 Carretera México-Texcoco, Chapingo,

México. C.P. 56230, en donde se le dio seguimiento.
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Raices jovenes con crecimiento activo fueron cortadas y se obtuvieron las cofias,

las cuales, se sometieron a dos métodos de desinfestacion.

- Método 1: Las raices se sumergieron en alcohol al 70 % por 30 s,
seguido de tres enjuagues con agua destilada esterilizada, después de
esto se aplicaron tres desinfestaciones consecutivas con NaClO
(Cloralex®) a diferentes concentraciones y tiempos (min), en una

adaptacion a lo que hicieron Lee-Espinosa et al. (2008):

1: Las raices se sometieron a NaClO al 10 % (v/v) por 20 min
2: Se pasa a NaClO al 5 % por 10 min
3: Inmersion final en NaClO al 2 % por 2 min.

- Método 2: las raice se sometieron a una soluciéon fungicida de Promyl®-
Agrygent plus® (1geL* c/u) en un agitador orbital a 110 rpm por 1 h, luego
de esto, las raices se sumergieron en una solucién de alcohol al 70 % por
30 s y se le aplicaron tres enjuagues con agua destilada esterilizada,
enseguida se sumergieron en NaCIlO al 0.6 % por 10 min de acuerdo con
Coutifio-Cortés (2016).

Las raices desinfectadas se cortaron para obtener dos tipos de explante.

- Cofia: tejido terminal de la raiz (explantes de 1-2 mm de longitud)

- Velamen: discos del tejido de raiz sin cofia (explantes de 3-5 mm)

Los explantes de cofia se establecieron de forma individual, mientras que los
discos de velamen se establecieron en grupos de cinco explantes en una caja
Petri. EI medio consisti6 en sales MS, sin reguladores en ambos explantes.

Finalmente, los explantes se incubaron de dos condiciones de incubacion.

- Luz: una parte se guardara en condiciones de luz
- Oscuridad: la parte restante se guardara en una caja para simular

condiciones de oscuridad.
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Los explantes viables se subcultivaron cada 24 dias, distribuidos en tres medios
de cultivo sin reguladores: “MS-Coco” (MS + 20 mleL-! de agua de coco comercial
“A de coco®), “MS-caseina” (MS + 80 mgeL! de caseina hidrolizada “MERCK”)
y “MS-malta” (MS + 80. mgeL! de extracto de malta “Difco™”) y “MS-malta” (MS

+ 80. mgeL de extracto de malta).

Se establecio un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial
con ocho tratamientos (Cuadro 3), producto de la combinacion de dos tipos de
explante, dos métodos de desinfestacion, y dos condiciones de incubacion, con

cuatro repeticiones de cofia y 20 de velamen.

Cuadro 3: Lista de tratamientos

Tratamientos Método de Tipo de Explante Incubacién

desinfestacién

1 1 (3xNaClO) 1 (cofia) 1 (luz)

2 1 1 2 (oscuridad)
3 1 2 (velamen) 1

4 1 2 2

5 2 (NaClO+Fungicda) 1 1

6 2 1 2

7 2 2 1

8 2 2 2

Variables respuesta evaluadas

1) Desinfestacion del explante, contando los explantes limpios (1) vy

contaminados (0) por hongos o bacterias

2) Limpieza de explante, tomando como limpia, el area no necrosada del
explante (necrosamiento: cambio de coloracion del explante a un tono café
oscuro a necrético), con relacién al porcentaje del area visible superior del
explante en porcentajes de 5 % (5 %, 10 %, 15 %, ..., 100 %).
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3) Respuesta morfogénica, tomando como explantes respuesta morfogénica

(si: 1, no: 0) a los que presentaron aumento de volumen o formacioén de callo

Para el caso de las variables respuesta 1) y 3), los valores obtenidos son binarios.
Para este tipo de valores, la literatura sugiere una regresion logistica. La variable

respuesta 2) fue analizada mediante un ANOVA clasico, con alfa=0.05.

Los datos fueron transformados usando la ecuacion “vVx + 17, para obtener una
aproximacion a una distribucion normal, siendo x el valor observado (Ribeiro,
Santana, Pereira & Santos, 2018; Reyes-Castafieda, 2017). Los analisis de
varianza y comparacion de medias (Tukey, a=0.05) se llevaron a cabo mediante

el software estadistico Rv.4.0.3.
RESULTADOS Y DISCUSION
Desinfestacion del explante

La contaminacion en los explantes se presentd a partir del tercer dia (Figura 6),
principalmente hongos (71 %) y en menor medida, bacterias (29 %), lo cual, solo
ocurrio en los explantes de velamen, afectando al 15 % de los explantes totales.
Esto continu6 en acenso hasta los 28 dias (4 dias después del primer subcultivo),
donde se observd la mayor contaminacion, llegando a afectar al 53% de los

explantes debido a hongos (73 %) y bacterias (23 %).
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Figura 6: Porcentaje de contaminacion en los tratamientos. Datos promedio a los 35 dias después de la siembra.
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El analisis de varianza mostré un efecto importante por parte del explante
(Cuadro 4).

Cuadro 4: Anélisis de varianza de desinfestacion de los explantes a los 28 dds con fuente de variacion (FV),
grados de libertad (GL), suma de cuadrados (SC), cuadrados medios (CM), F calculada (Fc) y P-valor.

FV GL SC CM Fc P-valor
Desinfestacion (Des) 1 0.260 0.260 1.291 0.259 "
Explante (Exp) 1 5.419 5.419 26.865 1.3E-6"
Condicién (Cond) 1 0.094 0.094 0.465 0.497 ™
Des*Exp 1 0.052 0.052 0.258 0.613 ™

1

1

1

Des*Cond 0.260 0.260 1.291 0.259"s
Exp*Cond 0.019 0.019 0.093 0.761 "
Des*Exp*Cond 0.052 0.052 0.258 0.613"™
Error 88 17.750 0.202

CVv 15.6 %

**Diferencia altamente significativa, con 0=0.01, ns= diferencia no significativa. CV de

datos transformados (VX + 1).

El total (100 %) de los explantes de cofia respondieron positivamente a los
métodos de desinfestacion, mientras que los explantes de velamen solo un 36 %
de los explantes fueron correctamente desinfestados (Cuadro 5).

Cuadro 5: Comparacion de medias para desinfestacion de explantes entre niveles del factor explante a los 28 dds.

Explante Media
Cofia 1.000 af
Velamen 0.363 b

T Letras distintas son significativamente diferentes (Tukey <0.05).
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Limpieza de explante

Los resultados demostrados en el analisis de varianza (Cuadro 6) mostraron que
tanto el tipo de desinfestacion y el tipo de explante tuvieron efecto la limpieza de
los explantes.

Cuadro 6. Analisis de varianza de limpieza de explante a 28 dds con fuente de variacién (FV), grados de libertad
(GL), suma de cuadrados (SC), cuadrados medios (CM), F calculada (Fc) y P-valor.

FV GL SC CM Fc P-valor
1 0.658 0.658 4.766 0.032 °
Explante (Exp) 1 0.888 0.888 6.432 0.013 °
Condicién (Cond) 1 0.433 0.433 3.137 0.080 s
Des*Exp 1 0.174 0.174 1.263 0.264 s

1

1

1

Desinfestacion (Des)

Des*Cond 0.068 0.068 0.490 0.486 s
Exp*Cond 0.236 0.236 1.711 0.194 ns
Des*Exp*Cond 0.021 0.021 0.150 0.700 ms
Error 88 12.155 12.155
Cv 11.6 %

CV de datos transformados (VX + 1). *Diferencia significativa, con a=0.05, ns:

diferencia no significativa.

Los explantes sometidos al método de desinfestacion NaClO+Fungicida
mostraron mayor limpieza (81 %), en comparacion del 3X NaClO (63 %), los

cuales presentaron un mayor necrosamiento (Cuadro 7).

Cuadro 7. Comparacion de medias de limpieza de explante entre los métodos de desinfestacion a los 35 dds.

Desinfestacion Media
NaClO+Fungicida 0.81 af
3XNaClO 063 b

T Letras distintas son significativamente diferentes (Tukey <0.05).

Las cofias permanecieron limpias casi totalmente (94 %), mientras que los
explantes de velamen presentaron un necrosamiento superior al 50 % (Cuadro
8).
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Cuadro 8. Comparacion de medias de limpieza de explante entre los niveles del factor explante a los 35 dds.

Explante Media
Cofia 0.94 at
Velamen 068 b

T Letras distintas son significativamente diferentes (Tukey <0.05).

El necrosamiento de tejidos, es debido probablemente a los métodos de
desinfestacibn o a los agentes y concentraciones empleados, ya que en
ocasiones estos acentiuan el problema del necrosamiento (Azofeifa, 2009).
Seneviratne & Wijesekara (1996), evaluaron diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio (NaClO) y cloruro de mercurio (HgCl2) para la desinfestacion
de brotes de Hevea brasiliensis y encontraron que la desinfestacion de los
explantes con NaClO promovié mas el necrosamiento de tejidos y la exudacion
de fenoles. Por lo que el necrosamiento puede disminuir con la sustitucion del
agente desinfectante o la reduccién de la concentracion y al tiempo expuesto a
este.

Respuesta morfogénica

El analisis de varianza (Cuadro 9) mostro el tipo de explante influyd en la

respuesta morfogénica.

Cuadro 9. ANOVA para respuesta morfogénica a los 35 dds con fuente de variacion (FV), grados de libertad
(GL), suma de cuadrados (SC), cuadrados medios (CM), F calculada (Fc) y P-valor.

FV GL SC CM Fc P-valor
Desinfestacion (Des) 1 0.010 0.010 0.965 0.329 ™
Explante (Exp) 1 13.00 13.002 1204.404 2E-16"
Condicién (Cond) 1 0.010 0.010 0.965 0.329 s
Des*Exp 1 0.002 0.002 0.193 0.662 "
Des*Cond 1 0.010 0.010 0.965 0.329 "
Exp*Cond 1 0.002 0.002 0.193 0.662 "
Des*Exp*Cond 1 0.002 0.002 0.193 0.662 "
Error 88 0.950 0.011
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CVv 4.01 %

CV de datos transformados (VX + 1). **Diferencia altamente significativa, con 0=0.01,

ns: diferencia no significativa.

Si bien desde los 7 dds todas las cofias presentaron crecimiento como respuesta
morfogénica (Cuadro 10), fue hasta los 35 dds (después del primer subcultivo a
los 24 dds, en medio MS-Coco) que se observo crecimiento en un explante de

velamen (el cuél termino por necrosarse totalmente).

Cuadro 10. Comparacién de medias de la respuesta morfogénica entre los niveles del factor explante a los 35 dds.

Explante Media
Cofia 1.000 at
Velamen 0.013 b

T Letras distintas son significativamente diferentes (Tukey <0.05).

Es importante sefialar que, aparte del tipo de regulador del crecimiento, la edad
fisiologica de los tejidos afecta la formacion de brotes y PLB en los segmentos
de las raices. En un estudio, Vij, Aggarwal & Pathak (2004), reportan que las
raices jovenes de cultivos axénicos de hibridos de la orquidea Cymbidium se
regeneraron en ciertas composiciones de medios, pero los segmentos de raices
mas viejas no respondieron. A pesar de la capacidad morfogenética limitada del
meristemo de la raiz de las plantas superiores, incluidas las orquideas, la utilidad
de los explantes de raices para fines de micropropagacion se esta reconociendo
cada vez mas debido a su disponibilidad durante todo el afio, su baja tasa de
oxidacion y la facilidad con la que se pueden explantar (Chugh et al., 2009). Por
otro lado, el resto del tejido de la raiz que carece de meristemos (explantes de
velamen) no posee este gran potencial, aunque algunos explantes puedan
presentar respuestas morfogénicas que podria deberse a la presencia de las

pocas células meristematicas que aun conserva.

En el presente trabajo no se observo la presencia de callo, sino que directamente
el explante aumenté su tamafio, después de lo cual emergieron los PLBs en el

tratamiento 2 (T2: desinfestacion por 3xNaClO, explantes de cofia y oscuridad) a
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los 35 dds (Figura 7) en la repeticion 2 (R2) y a los 49 dds la repeticion 4 (R4),

este Ultimo empezd a emitir raices a los 91dds (Figura 8).

Figura 7: Respuesta morfogénica de repeticion 2 del tratamiento 2 (T2R2). Condicion inicial a los 3 dds y desarrollo a lo
largo de las evaluaciones, hasta la obtencién de un brote con primordios foliares extendidos (230 dds).

Figura 8: Respuesta morfogénica de repeticion 4 del tratamiento 2 (T2R4). Condicion inicial a los 7 dds y desarrollo
a lo largo de las evaluaciones, hasta la obtencion de un brote con primordios foliares (230 dds).

Kraus & Monteiro (1989) explicaron que la formacion de brotes a partir de las
células de las raices meristematicas se caracteriza por un aumento de la
actividad mitética que no implica necesariamente una etapa de callo como en la
mayoria de las otras especies de orquideas estudiadas.
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Mehraj, Alam, Habiba & Mehbub (2019) explicaron que la ausencia de luz juega
un papel importante en la induccién de PLB, asi como la luz influye en la
diferenciacion de PLB en plantulas, e incluso el tipo de luz utilizada puede
influenciar para optimizar la regeneracion de las PLB, con el uso de LED rojo y
blanco combinado con sacarosa como fuente de carbohidratos, o LED azul y
blanco con trehalosa como fuente de carbohidratos, que tuvo la mejor respuesta
para la regeneracién de PLBs, por otro lado, ellos reportan que solo un bajo
porcentaje de trabajos emplean un periodo de oscuridad para inducir PLBs. En
el presente estudio el Gnico tratamiento que presentd PLBs paso un periodo inicial

en condiciones de oscuridad.
CONCLUSIONES

Después de 230 dias de la siembra, el Unico tratamiento que generé PLBs y
subsecuentemente brotes, fue el T2, el cual consiste en tejidos de cofias

incubadas en oscuridad.

El tipo de explante fue el factor mas importante, siendo las cofias los explantes
mas ideales para el cultivo in vitro, pues la presencia de organismos
contaminantes fue nula en cualquier método de desinfestacion, hasta el primer
subcultivo (24 dias) y presentaron respuestas morfogénicas, sin embargo, fue
escasa en los tejidos para emitir PLBs que formaron brotes, aunque con un

crecimiento muy lento.

El necrosamiento de los explantes también inhibio las respuestas morfogénicas
de los tejidos de velamen, ya que estos fueron los que mas presentaron
problemas de necrosamiento y ningun otro explante presenté PLBs. El método
de desinfestacion con utilizando, tres dosis de NaClO (3XNaClO) causé mayor

dafio en lo explantes, provocando su necrosamiento.

La respuesta morfogénica por parte de las cofias fue principalmente de
crecimiento de brotes y solo dos explantes generaron PLBs y brotes, mientras

que el resto de explantes detuvo su crecimiento por necrosarse, por lo que es
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importante experimentar el uso de otros reguladores de crecimiento y con otras
concentraciones, ya que la presencia de reguladores en forma endofita en
algunos explantes, quizéds, no fue suficiente para promover la diferenciacion

celular para promover la formacién de PLBs.
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RESPUESTAS MORFOGENICAS A PARTIR DEL CULTIVO IN VITRO DE
SEGMENTOS FOLIARES DE Cycnoches ventricosum BATEMAN

MORPHOGENIC RESPONSES FROM IN VITRO CULTURE OF FOLIAR
SEGMENTS OF Cycnoches ventricosum BATEMAN

RESUMEN

La familia Orchidaceae, es considerada dentro del reino vegetal como una de las
mas grandes, y son especies muy llamativas, por lo que son muy apreciadas en
el mercado ornamenta, actualmente es un grupo muy vulnerable por una sobre
explotacion y alteracion de sus nichos ecoldgicos en todo el mundo, lo que las
sita como un grupo de especies muy amenazado. Cycnoches ventricosum, al
igual que otras especies de esta familia, se ubica dentro de la categoria de
especies amenazadas, de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT (2010). Esta
especie, debido a la destruccion y alteracién de su habitat natural y por presentar
problemas bioldgicos asociados a su de propagacion presenta enormes riesgos
de sobrevivencia. Por lo que se planteé utilizar la técnica del cultivo in vitro de
tejidos vegetales como estrategia para recuperar plantas a través de un protocolo
de propagacién, que asegure su posterior conservacion. Empleando como medio
basico, las sales inorganicas MS de Murashige & Skoog (1962), suplementado
con sacarosa (30 geL ) para evaluar los factores que permitan su propagacion a
partir del cultivo in vitro de segmentos de hojas, inicialmente se emplearon
diferentes métodos de desinfestacion de tejidos, sembrados posteriormente en
tres medios de cultivo, uno sin reguladores, otro suplementado con 2,4-D (1.0
mgeL 1) y BAP (0.5 mgeLt) y finalmente otro con TDZ (3.0 mgeL1), los explantes
se sembraron en dos posiciones de siembra (acostado y enterrado). Encontrando
gue la contaminacion intrinseca del material fue muy alta en las hojas, esto

sumado al necrosamiento de los explantes, impidio6 la formacién de callo y PLBs

Tesis de Maestria en Ciencias, Biotecnologia Agricola, Universidad Autbnoma Chapingo
Autor: Eliud Rodriguez Olivera
Director de Tesis: José Luis Rodriguez de la O
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(protocorm-like bodies). El disefio experimental fue completamente al azar con

arreglo factorial, analizado mediante el software estadistico R.
Palabras clave: micropropagacion, orquidea, rescate, explante.
ABSTRACT

The Orchidaceae family is considered within the plant kingdom as one of the
largest, and they are very striking species, which is why they are highly
appreciated in the ornamental market, currently it is a very vulnerable group due
to over-exploitation and alteration of its ecological niches. throughout the world,
which places them as a highly threatened group of species. Cycnoches
ventricosum, like other species of this family, is located within the category of
threatened species, according to NOM-059-SEMARNAT (2010). This species,
due to the destruction and alteration of its natural habitat and for presenting
biological problems associated with its propagation, presents enormous risks of
survival. Therefore, it was proposed to use the in vitro culture technique of plant
tissues as a strategy to recover plants through a propagation protocol, which
ensures their subsequent conservation. Using the MS inorganic salts of
Murashige & Skoog (1962) as a basic medium, supplemented with sucrose (30
gel-1) to evaluate the factors that allow its propagation from the in vitro culture of
leaf segments, initially different methods of tissue disinfestation, subsequently
planted in three culture media, one without regulators, another supplemented with
2,4-D (1.0 mgelL-1) and BAP (0.5 mgelL-1) and finally another with TDZ (3.0
mgel-1), the explants were planted in two planting positions (lying down and
buried). Finding that the intrinsic contamination of the material was very high in
the leaves, this added to the necrosis of the explants, prevented the formation of
callus and PLBs (protocorm-like bodies). Completely randomized experimental
designs with factorial arrangement were used and data were analyzed with the

statistical software R.

Keywords: micropropagation, orchid, rescue, explant.

62



INTRODUCCION

La orquidea Cycnoches ventricosum padece serios problemas de propagacion
siendo que ademas de presentar un periodo juvenil largo y ausencia de
endospermo en las semillas, presenta una condicion denominada “sportive
condition”, que significa que produce flores masculinas y femeninas en periodos
diferentes (Gerlach, 2013) por lo que su reproduccion sexual se ve aun mas
complicada por esto y debido tanto al saqueo, como a la destruccion de areas
naturales, esta especie como muchas otras, ha sido catalogada como una
especie en peligro por la SEMARNAT (2010), cayendo en la categoria de
amenazada. De modo que es importante generar opciones de conservacion y
propagacion de estas especies, para lo cual se ha empleado muy frecuentemente
la técnica de cultivo in vitro de tejidos vegetales, ya que nos permite multiplicar

plantas a partir de casi cualquier segmento de la misma.

A diferencia de otros tejidos, los explantes foliares son faciles de obtener y no
requieren el sacrificio de la planta madre, ademas su disponibilidad es mayor a
las semillas. Wimber en 1965, fue pionero en el cultivo de tejidos foliares y
presentd el primer informe bien documentado sobre la produccion de PLB a partir
de hojas de Cymbidium (Téllez-Velasco, 2011). Churchill et al. (1973) intentaron
cultivar secciones de la mayoria de las partes de la hoja (puntas, peciolos, varias
secciones del limbo y la base) de Laeliocattleyaportia 'Mayflower' y Epidendrum
o’brienianum, encontrando que solo las puntas de las hojas formaron callos y
PLBs. Por otro lado, Mathews & Rao (1985) reportaron que la base de las hojas
de vanda fue la regibn mas susceptible para el crecimiento con mas del 80 % de
los cultivos. Mitra, Prasad & Roychowdhury (1976) indicaron que las hojas mas
jovenes tienen mas probabilidades de formar mas PLB y brotes. Chen, Chang &
Chang (1999) informaron sobre la embriogénesis somatica directa a partir de
hojas jovenes de Oncidium ‘Gower Ramsey’ tan pronto como 20 dias después
del cultivo utilizando medio MS de concentracion media suplementado con 0.3 a
3 mgeL? de TDZ. La apariencia inicial de los embriones foliares parece estar

afectada por la etapa de madurez de las hojas, sin embargo, las hojas mas viejas
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dieron un mejor resultado. Entre los reguladores, le ha encontrado que TDZ
promueve la embriogénesis somatica directa de las células epidérmicas y la
embriogénesis somética secundaria de explantes de hojas de Phalaenopsis
amabilis (Chen & Chang, 2006).

En el presente estudio se evaluo el establecimiento aséptico de explantes foliares
mediante tres métodos de desinfestacion, en tres medios de cultivo MS sin y con

reguladores y dos posiciones de siembra del explante.

METODOLOGIA

Plantas madre se colectaron de la reserva ecolégica de “El Triunfo”, Santa Rita
de las Flores, Mapastepec, Chiapas. Estas fueron llevadas al Laboratorio de
Biotecnologia del Campo Experimental Rosario Izapa (CERI), del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricola y Pecuarias (INIFAP) en Tuxtla
Chico, Chiapas, en donde se obtuvieron las primeras respuestas morfogénicas.
Las actividades se realizaron en el periodo de 15 de febrero al 16 de agosto del
2021.

Los explantes, luego, fueron trasladados al Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo
(UACh), con direccion en Km. 38.5 Carretera México-Texcoco, Chapingo,
México. C.P. 56230, en donde se le dio seguimiento.

Hojas jovenes sin dafios, se sometieron a diferentes métodos de desinfestacion.

- Método 1: las hojas se sumergieron en una solucion de alcohol al 70 %
por 30 s y se le aplicaron tres enjuagues con agua destilada esterilizada,
luego pasaron a una desinfestacion con NaClO al 0.6 % por 10 min de
acuerdo con Coutifio-Cortés (2016)

- Método 2: Las hojas se sumergieron en alcohol al 70 % por 30 s,
seguido de tres enjuagues con agua destilada esterilizada, después de

esto se aplicaron tres desinfestaciones consecutivas con NaClO a
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diferentes concentraciones (%) v/v y tiempos (min) en una adaptacion a

lo que hicieron Lee-Espinosa et al. (2008):

1: primero las hojas se sometieron a NaCIlO al 10 % v/v por 20 min
2: Se pasa a NaClO al 5 % por 10 min

3: Inmersion final en NaCIlO al 2 % por 2 min.

- Método 3: las hojas se sometieron a una solucién fungicida de Promyl®-
Agrygent plus® (1geL™* c/u) en agitador orbital a 110 rpm por 1 h, luego
de esto, las hojas se sumergieron en una solucion de alcohol al 70 % por
30 sy se les aplicé tres enjuagues con agua destilada esterilizada,

seguida de una desinfestacién con NaClO al 0.6 % por 10 min

Una vez desinfectadas las hojas, se obtuvieron segmentos de 5 mm x 5 mm (25

mm?), los cuales se establecieron en dos posiciones de siembra.

Acostado: Horizontal al medio, explante acostado en posicion invertida (con el

]

- Enterrado: Vertical, enterrando a la mitad del explante en el @

medio de cultivo

haz hacia abajo)

Los explantes se sembraron en tres medios de cultivo:

- MS: sales MS (Anexo 1) sin reguladores
- MS+1.0mgL?*de24-D+05mgL*deBAP.
- MS+3.0 mg L-1 de TDZ.

Los explantes viables se subcultivaron cada 24 dias, distribuidos en tres medios
de cultivo sin reguladores: “MS-Coco” (MS + 20 mleL-! de agua de coco comercial
“A de coco®”), “MS-caseina” (MS + 80 mgeL! de caseina hidrolizada “MERCK”)
y “MS-malta” (MS + 80. mgeL! de extracto de malta “Difco™”) y “MS-malta” (MS
+ 80. mgeL ! de extracto de malta).
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Se establecio un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial
con 18 tratamientos (Cuadro 11), producto de la combinacion de dos posiciones
de explante, tres métodos de desinfestacién, y tres medios de cultivo, con 10

repeticiones cada uno.

Cuadro 11: Lista de tratamientos

Tratamientos Desinfestacion Siembra Medio de cultivo
1 1 (NaClO) 1 (acostado) 1 (MS)

2 1 1 2 (MS+2,4-D+ BAP)
3 1 1 3 (MS+TDZ2)

4 1 2 (enterrado) 1

5 1 2 2

6 1 2 3

7 2 (3xNaClO) 1 1

8 2 1 2

9 2 1 3

10 2 2 1

11 2 2 2

12 2 2 3

13 3 (NaClO+Fungicda) 1 1

14 3 1 2

15 3 1 3

16 3 2 1

17 3 2 2

18 3 2 3

Variables respuesta evaluadas

1) Desinfestacion del explante, contando los explantes limpios (1) vy
contaminados (0) por hongos o bacterias
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2) Limpieza de explante, tomando como limpia, el area no necrosada del
explante (necrosamiento: cambio de coloracion del explante a un tono café
oscuro a necrgtico), con relacién al porcentaje del area visible superior del
explante en porcentajes de 5 % (5 %, 10 %, 15 %, ..., 100 %).

3) Respuesta morfogénica, tomando como explantes respuesta morfogénica
(si: 1, no: 0) a los que presentaron aumento de volumen, deformacién o inicio de

formacién de callo

Para el caso de las variables respuesta 1) y 3), los valores obtenidos son binarios.
Para este tipo de valores, la literatura sugiere una regresion logistica. La variable

respuesta 2) fue analizada mediante un ANOVA clasico, con alfa=0.05.

Los datos para las variables 1 y 3 fueron transformados usando la ecuacion
“Vx + 17, para obtener una aproximacion a una distribucion normal, siendo x el
valor observado (Ribeiro, Santana, Pereira y Santos, 2018; Reyes, 2017). Los
analisis de varianza y comparacion de medias (Tukey, a=0.05) se llevaron a cabo
mediante el software estadistico Rv.4.0.3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfestacion del explante

El andlisis de varianza (Cuadro 12) mostré que el método de desinfestacion por
si mismo, asi como la interacciéon de los métodos de desinfestacion con el tipo
de siembray el medio de cultivo por separado tuvieron efecto en la desinfestacion

de los explantes.

Cuadro 12. ANOVA para la desinfestacion de explante a los 35 dds con fuente de variaciéon (FV), grados de
libertad (GL), suma de cuadrados (SC), cuadrados medios (CM), F calculada (Fc) y P-valor.

FV GL SC CM Fc P-valor
Desinfestacién (Des) 2 1.411 0.706 3.760 0.025 °
Siembra (Siem) 1 0.200 0.200 1.066 0.303 s
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Medio (Med) 2 0544 0.272 1.449 0.237 "
Des*Siem 2 8.033 4.017 21.404 5.6E-9”
Des*Med 4 2789 0.697 3.716 0.006 *
Siem*Med 2 0.700 0.350 1.865 0.158 ns
Des*Siem*Med 4 0367 0.092 0.489 0.744 "
Error 162 30.400 0.188

CVv 15.15 %

CV de datos transformados (VX + 1). *Diferencia altamente significativa, con 0=0.05,

**Diferencia altamente significativa, ns: diferencia no significativa.

El método de desinfestacion que permiti6 una mejor desinfestacion de los

explantes fue el método NaClO+Fungicida, seguido de 3X NaCIlO (Cuadro 13).

Cuadro 13. Comparacion de medias de contaminacion entre los métodos de desinfestacion a los 35 dds.

Desinfestacion Media
NaClO+Fungicida 0.55 af
3X NaClO2 0.45 ab
NaClO 033 b

T Letras distintas son significativamente diferentes (Tukey <0.05).

Limpieza de explante

El andlisis de varianza (Cuadro 14) mostré que no hubo un factor que haya

influido en mayor medida la limpieza de los explantes.

Cuadro 14. ANOVA para limpieza de explante a los 35 dds con fuente de variacion (FV), grados de libertad (GL),
suma de cuadrados (SC), cuadrados medios (CM), F calculada (Fc), P-valor.

FV GL SC CM Fc P-valor

Desinfestacion (Des) 2 0.243 0122 2.464 0.088 ns
Siembra (Siem) 1 0.004 0.004 0.081 0.776 "
Medio (Med) 2 0.019 0.009 0.189 0.828 s
Des*Siem 2 0.075 0.038 0.764 0.468 "
Des*Med 4 0193 0.048 0.978 0.421 s
Siem*Med 2 0.020 0.098 0.198 0.821 "
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Des*Siem*Med 4  0.328 0.082 1.660 0.162 "
Error 162  8.000 0.049
CVv 23.9 %

ns: diferencia no significativa.

De acuerdo con Azofeifa (2009), el establecimiento in vitro de tejidos vegetales
de algunas especies vegetales, esta, en gran medida, limitado por la ocurrencia
del necrosamiento de tejidos, lo cual puede llegar a ser letal en los explantes
sembrados in vitro, esto constituye uno de los problemas mas serios y frecuentes,

desde el inicio y durante el mantenimiento de un tejido cultivado in vitro.
Respuestas morfogénicas

El analisis de varianza (Cuadro 15) mostré que el método de desinfestacion y tipo
de siembra fueron los factores simples que influyeron en la respuesta
morfogénica, asi también la interaccion de los métodos de desinfestacion con el
tipo de siembra y el medio de cultivo, asi como la triple interaccion de los métodos

de siembra con el tipo de siembra y el medio de cultivo.

Cuadro 15. ANOVA de la respuesta morfoldgica a los 35 dds con fuente de variacién (FV), grados de libertad
(GL), suma de cuadrados (SC), cuadrados medios (CM), F calculada (Fc) y P-valor.

FV GL SC CM Fc P-valor
Desinfestacién (Des) 2 1911 0.956 5.283 0.006 ™
Siembra (Siem) 1 2006 2.006 11.089 0.001 *
Medio (Med) 2 0144 0.072 0.399 0.671"s
Des*Siem 2 5644 2822 15.604 6.30E-07"
Des*Med 4 2489 0.622 3.440 0.009 *
Siem*Med 2 0878 0.439 2.427 0.092 s
Des*Siem*Med 4 2.622 0.656 3.625 0.007 ™
Error 162 29.300 0.181

CVv 14.62 %

CV de datos transformados (VX + 1). **Diferencia altamente significativa, ns: diferencia

no significativa.
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Las comparaciones de medias indicaron que los métodos de desinfestacion
3xNaClO y NaClO+Fungicida permitieron una mayor respuesta morfogénica que
NaClO (Cuadro 16).

Cuadro 16. Comparacion de medias de la respuesta morfoldgica entre los métodos de desinfestacion a los 35 dds.

Desinfestacion Media
3X NaClO 0.58 af
NaClO+Fungicida 0.55 a
NaClO 035 b

1 Letras distintas son significativamente diferentes (Tukey <0.05).

Asi mismo, el tipo de siembra enterrado fue el que presentd mayor respuesta

morfogénica sobre los explantes acostados (Cuadro 17)

Cuadro 17. Comparacion de medias de la respuesta morfoldgica entre los tipos de siembra a los 35 dds.

Siembra Media
Enterrado 0.60 af
Sumergido 039 b

T Letras distintas son significativamente diferentes (Tukey <0.05).

De acuerdo con Churchill et al. (1973), la formacion de callos y plantas a partir
de las hojas refleja un rasgo inherente de las orquideas que es activado por el
medio de cultivo y la presencia de reguladores del crecimiento. Algunos autores
como Chen et al. (1999) reportaron embriogénesis somatica directa a partir de
tejidos tomados de hojas jovenes de Oncidium ‘Gower Ramsey’ a partir de los 20
dias después del cultivo utilizando medio MS al 50 % suplementado con 0.3 a 3.0
mg L-1 de TDZ. En el presente estudio, en los tiempos establecidos medios de
cultivo y presencia de reguladores y otras condiciones, no se presentaron
respuestas para diferenciar nuevos protocormos, ni de embriones somaticos a
los 98 dias evaluacion. en los explantes cultivados que no se contaminaron.
Unicamente el tratamiento 6 (T6: presentaron en un inicio la formacién de callos
derivados principalmente de los haces vasculares (Figura 9) sin que este

alcanzara niveles de diferenciacion celular.
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Figura 5: Respuesta morfogénica en hojas. Explantes con crecimiento alrededor de tejido vascular
(A) y formacion de callo alrededor de tejido vascular (B 'y C) en T6 a los 35 dds.

Uno de los factores influyentes en la induccion de PLB que ha sido ampliamente
evaluado son las concentraciones y posibles combinaciones de reguladores del
crecimiento vegetal (PGR). Con base en la literatura actual, la induccién exitosa
de PLB parece estar influenciada principalmente por la citoquinina BA (6-
benciladenina) y el compuesto similar a la citoquinina TDZ (tidiazuron) y, en
algunos casos, la combinacién de estas citoquininas con una auxina también
resulté beneficioso (Silva, Ferreira, Sampaio, Arruda & Morais, 2016). Los
protocolos que citan el uso de citoquinina BA recomiendan concentraciones entre
0.5 mg Lt (Gow, Chen & Chang, 2010) y 20 mg L (Park, Murthy & Paek, 2002).

Thidiazuron (TDZ) también parece tener un efecto pronunciado en la induccién
directa de PLB en segmentos de hoja de orquideas, Chen et al. (1999) reportaron
la regeneracion directa de PLB principalmente de la epidermis y regiones
cortadas de segmentos de hojas jévenes de Oncidium '‘Gower Ramsey' usando
TDZ solo (0.3-3.0 mg LY, en lugar de BA en el medio de cultivo. Para la induccion
de PLB con el uso de TDZ, las concentraciones recomendadas oscilan entre 0.25
mg L (Zanello, 2019) y 3.0 mg L* (Chen & Chang, 2006).

CONCLUSIONES

La contaminacion sistémica del material puede ser uno de los problemas
principales, que limitaron las respuestas en este estudio, se identificé que el
método NaClO+Fungicida controlé un 55 % la contaminacion del material, sin

embargo, este es un porcentaje todavia muy alto, por lo que es importante
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evaluar diferentes dosis de NaClO, tiempos de exposicion y uso de otros

funguicidas para hacer mas eficiente el establecimiento.

El necrosamiento del material se presentd de la misma manera, sin verse
afectado por el método de desinfestacion, tipo de siembra o medio de cultivo, por
lo que, a pesar que el medio llevaba L-Cisteina, se recomienda probar otros
antioxidantes en el medio de cultivo o incluso durante el establecimiento, ya que
el oscurecimiento del material podria ser la causa que al final no se lograran
obtener PLBs.

Los métodos de desinfestacion 3X NaClO y NaClO+Fungicida propiciaron la
respuesta morfogénica mas alta, lo que consistié en crecimiento del explante,
solo el tratamiento T6 present6 formacion de callo, sin embargo, no se logré la
formacion de PLBs, ni brotes.
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Anexo 1: Medio de cultivo basal MS

Constituyentes de stock

Concentraciéon (mg L)

Macroelementos
KNO3
NH4NO3
CaClz H20
MgSO4 7H20
KH2POg4
Microelementos
MnSO4 4H20
ZnS04 7H20
H3BO3
CuSO04 5H20
Kl
Na:MoO4 2H20
CoCl2 6H20
FeSO4 7H20
Na2EDTA
Vitaminas
Inositol
Tiamina
Piridoxina
Acido nicotinico
Aminoacidos

L-Cisteina
Glicina
Carbohidrato
Sacarosa
Otros
Adenina

1 900
1 650
440
370
170

15.6
8.6
6.2
0.025
0.83
0.25
0.025

27.8

37.3

100
0.1
0.5
0.5

60

30 000

10
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