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RESUMEN

La propagacion in vitro es una técnica de suma importancia para la produccién de orquideas,
pues de esta manera se pueden multiplicar y comercializar ejemplares con caracteristicas so-
bresalientes que tienen mas aceptacion comercial. Con lo anterior, se protege a las poblaciones
naturales y el aprovechamiento de orquideas se lleva a cabo de manera sustentable. El objetivo
de esta investigacién fue evaluar el efecto de tres concentraciones de 6-benziladenina (BA) en
crecimiento y desarrollo de protocormos a plantulas de catleya (Brassolaeliocattleya) in vitro. Los
protocormos provenientes de semillas se subcultivaron a un nuevo medio con las mismas carac-
teristicas, pero adicionando BA en tres diferentes tratamientos 1.0 mg-L?, 1.5 mg-L' y 2.0 mg-L".
El crecimiento y desarrollo in vitro de protocormos presentd mejor resultado adicionando BA en
dosis de 1.5 mg-L, pues esto promovio la altura de la planta, la longitud de la hoja, el aumento
en el numero de hojas, asi como en el largo de la raiz, gracias a lo cual se lograron plantulas gran-

des y vigorosas para el transplante y aclimatacion.

PALABRAS CLAVE

Orquidea, protocormos, induccién.

ABSTRACT

In vitro propagation is an important technique to produce orchids since it allows the multipli-
cation and marketing of specimens with outstanding characteristics that have more commercial
acceptance. By following this practice, natural populations are protected and the use of orchids
is carried out in a sustainable manner. The objective was to evaluate the effect of three concen-
trations of 6-benziladenine (BA) on the growth and development of protocorms in cattleya
(Brassolaeliocattleya) seedlings in vitro. The protocorms from the seeds were subcultured to a new
medium with the same characteristics but adding BA in three different treatments: 1.0 mg-L",
1.5 mg-L! and 2.0 mg-L™. The in vitro growth and development of protocorms presented a better
result by adding BA in 1.5 mg L* doses, where plant height, leaf length, leaf number and root
length were promoted, obtaining large and vigorous seedlings for transplanting and acclima-

tization.
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INTRODUCCION

La palabra orquidea pertenece al latin orchis, que con
el tiempo derivo en orchidaceae, término con el que se
designd a la familia mads numerosa del reino vegetal,
pues, con aproximadamente de 25,000 a 35,000
especies, se le encuentra en todos los habitats y en
ambientes muy diversos (Freuler 2008). En México, se
conocen mas de 1,200 especies de orquideas (Hagsater
et al. 2006) y solo 10 por ciento de éstas se comercializa
de forma regulada (Tapia-Tapia y Reyes-Chilpa 2008).
Las orquideas tienen un valor comercial importante, el
precio oscila entre $206.00 MX por ejemplar (Molina-
Luna et al. 2015) y llega a ser superior a $1,000.00 MX.
Dentro de éstas, Cattleya es considerada como una de
las mas comerciales y conocidas, debido a sus coloridas
y hermosas flores de gran tamaro y forma (Calderon
2007), asi como gracias a su delicada fragancia (Lecoufle
2006). Sus hibridos poseen flores grandes de hasta 15
cm (Fisher 2007).

Las semillas de orquideas son muy pequenas,
extremadamente ligeras y se producen en grandes can-
tidades. Su propagacion se realiza en forma agamica
y por semillas, pero, de estas tltimas, s6lo unas pocas
germinan y perpettian la especie (Arditti y Ghani 2000;
Lallana et al. 2016), debido a que las orquideas pre-
sentan factores intrinsecos como la dependencia de la
relacion simbiotica que realizan con los hongos mico-
rrizicos (Sedano et al. 2015).

El cultivo asimbidtico o la siembra in vitro de
orquideas es una técnica muy relevante desde el
punto de vista comercial y también ecoldgico. Las
plantas producidas de esta manera son de gran
interés para programas de reintroduccion de especies
nativas en dreas de preservacion ambiental (Martini et
al. 2001). Las técnicas de micropropagacion permiten
producir un gran numero de plantas, seleccionando
los medios de cultivos y los nutrimentos adecuados,
los cuales sustituyen la funcién del micobionte en su
habitat natural (Menchaca et al. 2012). Con estas téc-
nicas se obtiene una germinacidon que va de 80 a 100
por ciento.

Una técnica eficaz es el cultivo de tejidos vegetales,
considerada una herramienta biotecnoldgica para la
propagacion de especies con potencial comercial y en
peligro de extincién, debido a que permite obtener
tasas altas de germinacion y posterior multiplicacion
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(Pence 2011). En la propagacion in vitro de orquidea
es importante establecer protocolos de multiplicacion,
con la finalidad de obtener y desarrollar los proto-
cormos y promover su crecimiento hasta plantulas,
con el objetivo de iniciar la multiplicacién masiva para
produccion comercial o para la conservacion de las
especies (Gil et al. 2016). El medio de cultivo usado
para la germinacion in vitro es mas complejo que las
condiciones donde germina en su habitat natural, ya
que todos los nutrientes organicos e inorganicos y los
azucares deben estar disponibles para la orquidea en
una forma apropiada (McKendrick 2000).

El medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) ha
sido evaluado en la germinacién y crecimiento de
muchas especies con resultados 6ptimos, debido a su
contenido en sales inorganicas, carbohidratos, vita-
minas y aminoacidos, que proporcionan altos niveles
de nitrégeno y el potasio necesario para su nutricion
(Salazar y Cancino 2021). Otros autores como Dalzotto
(2013) y Andrade-Rodriguez et al. (2015) compro-
baron que el medio de cultivo idéneo y adecuado para
la germinacién de semillas de Gomesa bifolia (Sims)
M.W.Chase & N.H.Williams es el medio MS suplemen-
tado con 3 por ciento de sacarosa, pH ajustado a 5.7 y
0.6 por ciento de agar, y con 100 mg-L" de mioinositol,
1 mg-L" de tiamina HCI, 1 mg-L" de piridoxina HCl,
1mg-L"' deniacina, 1 mg L" de acido nicotinico, 1 mg-L"*
de glicina y 1.0 g de carbén activado. Adicionalmente,
Chyuam-Yih y Norihan (2011) estudiaron el efecto de
cantidades de citoquininas (BA y kinetina: 1.0, 2.0,
3.0 y 4.0 mg-L", cada uno) en la induccién de cuerpos
protocolares en un medio MS para la propagacion in
vitro de Paphiopedilum, gracias a lo cual observaron
que la adicién de BA no tuvo efecto significativo, algo
que si ocurrid con la adiciéon de 1.0 mg L de kinetina,
la cual si tuvo efecto significativo en la induccion de
protocormos.

Se han efectuado diversos estudios para cada una
de las fases de la propagacion in vitro de orquideas,
pero existe una fase intermedia entre la germinacién
y la aclimataciéon —el crecimiento y el desarrollo del
protocormo—, la cual inicia desde la semilla hasta la
obtencion de la plantula. La fase requiere nutrimentos
diferentes a los que se proporcionan durante la germi-
nacion. Por ello, la presente investigacion tiene como
objetivo evaluar el efecto de tres concentraciones de
6-benziladenina (BA) en el crecimiento y desarrollo
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de protocormos para obtener plantulas de Cattleya
(Brassolaeliocattleya) in vitro.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se efectud en el laboratorio de biotecno-
logia de la Escuela de Estudios Superiores de Xalostoc
(UAEM), Morelos, México (18° 44’ 39” N y 98° 54’ 34”
O, 1 294 msnm). El clima en la region es calido semi-
hiimedo, con una temperatura promedio de 21-24 °C,
humedad relativa baja y precipitaciones promedio que
varian entre 720 y 820 mm (Garcia-Rubio et al. 2015).

Material vegetal. El material vegetal fueron
protocormos provenientes de un estudio previo de ger-
minacién in vitro de semillas de Brassolaeliocattleya, de
donde se selecciond el material vegetal con una o dos
pequefias hojas.

Medio de cultivo. Se utilizé el medio de cultivo
MS modificado por Andrade-Rodriguez et al. (2015),
suplementado con 100 mg-L" de mioinositol, 1 mg-L"
de tiamina HCI, piridoxina HCl, niacina, acido nicoti-
nico y glicina, 3 por ciento de sacarosa; el pH se ajusto
a 5.7 y se agrego 0.6 por ciento de agar nutritivo (Cat.
No. 7141, MCD LAB, Ciudad de México, México) y 1.0
g de carbdn activado, pues este tltimo absorbe sustan-
cias inhibidoras indeseables como etileno o pigmentos
toxicos, ademas de que propicia el desarrollo de raices
(Flores-Escobar et al. 2011). Se adicionaron tres trata-
mientos de 6-Bencilaminopurina (BA, Cat. No. B3274-50
ml, Sigma Aldrich, Naucalpan de Juarez, México) (1, 1.5
y 2 mg-L"). El medio se sirvid en frascos de 100 mL,
en los cuales se colocaron 20 mL de medio de cultivo y
se esterilizd en una autoclave Stik® MJ-54 A (Proveedor
de Laboratorios, S.A. de C.V., Tlajomulco de Zufiga,
México), durante 18 minutos a 120 °C y 1.5 kg-cm-~

Establecimiento de tratamientos. En una campana
de flujo laminar se extrajeron los protocormos de orqui-
deas, y se colocaron 5 por frasco con medio de cultivo
por cada tratamiento. Los frascos con los explantes se
colocaron en incubacién en una cdmara climatica con
temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 16/8 h luz/oscu-
ridad, e intensidad luminosa de 29 yE-m™s.

Se utilizé un disefio experimental completamente
al azar para estudiar tres tratamientos de BA y 20 repe-
ticiones, donde la unidad experimental fue cada uno de
los frascos con 5 protocormos de orquidea.
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Variables evaluadas. Las variables evaluadas
fueron porcentaje de sobrevivencia, altura de la planta,
longitud de hoja, ancho de hoja, nimero de hojas,
numero de raices, longitud de raices, y numero de
brotes por protocormo.

Analisis estadistico. Los datos de porcentaje de
supervivencia se normalizaron mediante la raiz cua-
drada mas uno y se procesaron mediante analisis de
varianza y prueba de comparacion de medias (Tukey
p< 0.05). El analisis estadistico se realiz6 con el software
SAS version 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de varianza indic6é que no hubo diferencias
significativas en el porcentaje de supervivencia, debido
a que los protocormos provenian de una germinacion
in vitro previa, lo que permitié el porcentaje de sobrevi-
vencia de 100 por ciento.

El analisis de varianza mostré diferencias alta-
mente significativas (p< 0.05) entre concentraciones de
BA, para altura de la planta, nimero de hojas y lon-
gitud de raiz, y significativo para longitud de hoja,
sin diferencias significativas para el ancho de la hoja y
namero de raices (Cuadro 1).

El medio de cultivo MS adicionado con 1.5 mg-L™
de BA fue el que generd mejor resultado. La adicion del
BA al medio esta relacionada con mayor cantidad de
brotes (Pefia-Ramirez et al. 2010). Y contrasta con lo
reportado por Chyuam-Yih y Norihan (2011), quienes
estudiaron el efecto de cantidades de citoquininas
(BA y kinetina: 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mg-L" cada uno) en
la induccién de protocormos en un medio MS para la
propagacion in vitro de Paphiopedilum, donde la adi-
ciéon de BA no mejord los resultados.

Los resultados obtenidos mostraron que la adicién
de 1.5 mg-L' de BA gener6 un mejor desarrollo de pro-
tocormos y un mayor crecimiento de su raiz, lo cual
dio lugar a una plantula. También estimuld la regene-
racion secundaria de nuevos protocormos, adheridos
al mismo sistema radical, observado en un aumento en
el diametro y la longitud (Figura 1).

En contraste, el menor crecimiento y desarrollo se
observo en el medio de cultivo con 2.0 mg-L" de BA,
en donde no se desarrollaron completamente las raices
(Figura 2). La regeneracion secundaria de protocormos
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Cuadro 1. Cuadrados medios (CM) y coeficiente de variacion (CV) del analisis de varianza de seis variables evaluadas en tres

tratamientos de benziladenina (BA) en Brassolaeliocattleya.

Variable CV %
Altura de la planta (mm) 10.13** 23.1
Largo de la hoja (mm) 2.97* 26.7
Ancho de la hoja (mm) 0.17ns 25.8
Nuamero de hojas 2.65** 30.3
Numero de raices 0.029ns 35.2
Longitud de raiz (mm) 4.14* 29.14
ns: no significativo p> 0.05, **: altamente significativo p< 0.05
| | - HHH

o bl

| . |

Figura 1. Plantulas de Brassolaeliocattleya desarrolladas a partir de protocormos en tres diferentes concentraciones de BA: a) 1.0 mg-1", b) 1.5 mg-I" y ¢) 2.0 mg-1".

también se presento en el tratamiento con 1 mg-L™' de
BA, pero en porcentajes mas bajos, pues el sistema
radical fue escaso y las raices muy débiles y pequenias,
en algunos casos ausentes y oxidadas. Al respecto,
Chyuam-Yih y Norihan (2011) reportan que la adicién
de BA inhibe la inducciéon de la formacién secundaria
de protocormos, y raices débiles y pequeiias, por lo que
coincide con lo observado por Avila-Diaz et al. (2009)
en la orquidea Laelia speciosa (Kuth) Schltr.

Los resultados indican que la adicion de 1.5 mg-1*!
de BA al medio MS estimuld la formacion de nuevos
protocormos y que afecta significativamente la altura
de la planta (5.1 mm), el nimero de hojas (2.0 mm) y
el largo de raiz (2.7 mm), pero sin ser no significativo
para las variables largo de la hoja, ancho de la hoja y
numero de raices. Esto puede atribuirse principal-
mente a que la planta, al absorber las hormonas, envia

Acta Agricola y Pecuaria 9: €0091012

mensajes para acelerar procesos como la elongacion
del sistema radical, la expansion foliar y la liberacion
de enzimas hidroliticas. Pero una misma hormona
puede expresarse de forma pleiotrdpica, es decir, una
misma hormona participa en diferentes procesos;
dependiendo de su concentracién, puede generar una
respuesta estimulatoria o inhibitoria, ademads puede
intervenir en un mismo efecto y su respuesta ocurrir
en un tiempo determinado (Melgarejo 2010). De la
misma forma, Wegier et al. (2013) establecen que los
reguladores de crecimiento son sustancias que, a bajas
o altas concentraciones, estimulan, inhiben o modi-
fican de alguna manera los procesos fisiologicos. Con
lo anterior mencionado y los resultados obtenidos en
esta investigacion, es evidente que las plantas in vitro
requieren reguladores de crecimiento, pero, en dife-
rentes dosis, la respuesta de hormesis es distinta para
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Figura 2. Efecto de tres concentraciones de BA adicionadas a un medio de cultivo
MS, en Brassolacliocattleya. ALP: altura de la planta (cm), LH: Longitud de la hoja
(cm), AH: ancho de la hoja (cm), NH: Numero de hojas, NR: Ntimero de raices
y LR: longitud de raiz (cm). Medias con letras iguales no son estadisticamente
diferentes (Tukey 0.05).

algunas variables, pues controla el crecimiento y desa-
rrollo de manera especifica.

CONCLUSIONES

El crecimiento y desarrollo in vitro de protocormos
de Brassolaeliocattleya presenté mejor resultado al adi-
cionar BA en dosis de 1.5 mg-L", lo que promovio el
aumento en la altura de la planta, la longitud de la
hoja, el niimero de hojas y la longitud de raiz, lo que
dio lugar a la obtencién de plantulas grandes y vigo-
rosas para el trasplante y la aclimatacion.
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