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Resumen

La palabra “orquidea” pertenece al latin orchis, con el tiempo derivé en orchidaceae,
termino con el que se designd a la familia mas numerosa del reino vegetal con
aproximadamente 25,000 a 35,000 especies, se le encuentra en todos los habitats
y en ambientes muy diversos. La propagacion in vitro es una técnica de importancia
para la produccion de orquideas cuya multiplicacion en forma natural es limitada por
las caracteristicas inherentes a las semillas; por ello, la micropropagacion ha sido
de gran utilidad en la industria de la produccion de sus especies, hibridos vy
cultivares. La comercializacion legal de las especies silvestres incluidas en la NOM-
059-SEMARNAT-2010 se debe llevar a cabo a partir de individuos procedentes de
una unidad de manejo ambiental (UMA), cuyo establecimiento se requiere de la
autorizacion de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, a través de
su Direccion General de Vida Silvestre que certificara, en el caso de las orquideas,
su reproduccion y con ello evitar la sobreexplotacion de los individuos silvestres y el
comercio licito de orquideas. La presente investigacion tiene como objetivo evaluar
el efecto de tres concentraciones de 6-benziladenina (BA) en crecimiento y
desarrollo de protocormos a plantulas de catleya (Brassolaeliocattleya) in vitro. El
material vegetal consistié en protocormos provenientes de la germinacion in vitro de
semillas Brassolaeliocattleya. Las semillas se germinaron en medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962) modificado fue suplementado con 100mg:I-1 mioinositol,
1mg-l-1 tiamina HCI, 1mg-l-1 piridoxina HCI, 1mg-l-1 niacina, 1mg-l-1 &cido
nicotinico, 1mg-1-1 glicina, 3% de sacarosa; el pH se ajustd a 5,7 y se agregé 0,6%

de agar (Merck) y 1,0g de carbon activado, ya que este ultimo absorben sustancias



inhibidoras indeseables como etileno o pigmentos toxicos ademas de que propicia
el desarrollo de raices una vez inducidas y visible el inicio de la formacion de
protocormos se subcultivaron a un nuevo medio con las mismas caracteristicas pero
adicionando las dosis de BA. El crecimiento y desarrollo in vitro de protocormos de
Brassolaeliocattleya presentd mejor resultado adicionando BA en dosis de 1.5 mg-I-
1, en donde se promovi6 la altura de la planta, longitud de la hoja, niUmero de hojay
largo de raiz, obteniendo plantulas grandes y vigorosas para el transplante y
aclimataciéon. Se requiere realizar estudios posteriores de la interaccion de BA 'y
alguna auxina con la finalidad de promover e inducir la raiz ya que en este estudio

se observo que no se promovid a tener mayor numero de raices.
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1.Introduccioén

La palabra “orquidea” (del latin orchis, que a su vez deriva del griego) aparecio por
vez primera mencionada en un manuscrito del filosofo griego Theophrastus (371-
285 a.C.). El nombre significa “testiculo” y hace alusion a los seudobulbos de
algunas especies y al uso medicinal que se le asignaba a esta flor como afrodisiaca
y potenciadora de la fertilidad. Con el tiempo, la palabra orchis derivé a la familia
mas numerosa del reino vegetal con aproximadamente 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 1200 especies de orquideas (Hagsater et al., 2006).

Las orquideas tienen un valor comercial importante, Cattleya considerada como la
reina de las orquideas es la mas conocida, sus hibridos con flores grandes de hasta

15 cm, perfumadas (Fisher, 2007).

Debido a la importancia ornamental y comercial de las orquideas se han
desarrollado diversos métodos de propagacion, tanto sexual (a través de semillas)
como asexual con el cultivo de segmentos vegetativos (explantes) (Avila Diaz y
Salgado Garciglia, 2006). Una técnica eficaz es el cultivo de tejidos vegetales,
considerada una herramienta biotecnolégica para la propagacién de especies
amenazadas, debido a que permite obtener altas tasas de multiplicacién a partir de
un explante inicial, ya que por semillas o por métodos asexuales, es poco eficiente

su reproduccién (Pence, 2011).



Diversos estudios se han realizado para cada una de las fases de la propagacion in
vitro pero existe una fase intermedia entre la germinacién y la aclimatacion, la cual
es crecimiento y desarrollo del protocormo el cual proviene de la semilla a obtencién
de plantulay este requiere de nutrimentos diferentes al de la germinacion es por ello
gue la presente investigacién tiene como objetivo evaluar el efecto de tres
concentraciones de 6-benziladenina (BA) en crecimiento y desarrollo de

protocormos a plantulas de catleya (Brassolaeliocattleya) in vitro.

La propagacion in vitro en orquidea es de importancia para establecer protocolos
de multiplicacion, con la finalidad de obtener y desarrollar los protocormos y
crecerlos a plantulas para iniciar la multiplicacion masiva y conservacion de las

especies (Gil et al., 2016)

El medio usado para la germinacién in vitro es mas complejo que las condiciones
en como germina en su habitad natural, ya que todos los nutrientes organicos e
inorganicos y los azlcares deben estar disponibles para la orquidea en una forma

apropiada (McKendrick, 2000).



1.1 Justificacién

Actualmente, se presentan cuatro opciones para el cultivo y comercializacion de
orquideas epifitas: 1. El saqueo ilegal de plantas de la naturaleza y su venta a bajo
precio, 2. La propagacion vegetativa, que es muy lenta y poco redituable, 3. La

propagacion in vitro usando semillas y 4. El cultivo de tejidos (Damon et al., 2004).

La comercializacion legal de las especies silvestres incluidas en la NOM-059-
SEMARNAT-2010 se debe llevar a cabo a partir de individuos procedentes de una
unidad de manejo ambiental (UMA), cuyo establecimiento se requiere de la
autorizacion de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, a través de
su Direccion General de Vida Silvestre que certificara, en el caso de las orquideas,
su reproduccion y con ello evitar la sobreexplotacion de los individuos silvestres y el
comercio licito de orquideas (Galarza, 2017; Menchaca et al., 2012; Tejeda-

Sartorius & Téllez-Velasco, 2017).

La principal problematica de la propagacion de las orquideas es que su
sobrevivencia depende de la relacidn simbidtica que realizan con los hongos
micorrizicos mientras que en cultivo asimbiético pueden llegar a germinar hasta 90%

de sus semillas (Sedano et al., 2015).

Existe poca informacién sobre investigaciones que mencionen resultados
sobresalientes en relacion a la propagacién de las diferentes especies de orquideas

en medio de cultivo; existe informaciobn sobre pocas especies nada mas,



basicamente de valor comercial. La Unica opcion ha sido aplicar métodos reportados
en la literatura para la propagacion de especies de orquideas del mismo género,
aun cuando se sabe que las diferencias entre especies puedan ser marcada

(Damon et al., 2004).

Por lo anterior es necesario realizar investigaciones enfocadas a determinar las
técnicas de propagacion que permitan la conservacion y una explotacién
sustentable, que a la vez proporcione beneficios a las comunidades de las regiones

de origen (Sedano et al., 2015).



1.2 Objetivo

Diversos estudios se han realizado para cada una de las fases de la propagacion in
vitro pero existe una fase intermedia entre la germinacion y la aclimatacioén, la cual
es crecimiento y desarrollo del protocormo el cual proviene de la semilla a obtencion
de plantula y este requiere de nutrimentos diferentes al de la germinacién por
consiguiente, la presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de tres
concentraciones de 6-benziladenina (BA) en crecimiento y desarrollo de

protocormos a plantulas de catleya (Brassolaeliocattleya) in vitro.



2. Marco teérico

2.1 Importancia de la orquidea

Una de las caracteristicas mas interesantes de esta familia es su alta proporcion de
especies endémicas. Se han registrado 444 especies 0 subespecies que
corresponden aproximadamente al 40% del total de taxa en el pais (Espejo et al.,
2002). En México, la familia Orchidaceae ocupa el tercer lugar a nivel familia con
alrededor de 1,260 especies y 170 géneros, de los cuales el 60 % son epifitas (Soto

et al. 2007).

En México, se dedican 16,268 hectareas al cultivo de ornamentales con un valor de
la produccion de 50 millones de dolares, y el 90% de ésta, se concentra en cinco
estados de la Republica Mexicana (Cardenas, 2009). Las orquideas son sin duda
las flores elite de las ornamentales por su belleza y precio, ademas, continuamente
se producen nuevas variedades con caracteristicas mejoradas para el comercio
como flor de corte o0 maceta, lo cual representa oportunidades para la exportacion

(Griesbach, 2002; Winkelmann et al., 2006).

Son consideradas cosmopolitas ya que pueden existir en ambientes calidos y frios
dependiendo de los microambientes en donde se desarrollen o cultiven. Las
regiones tropicales y los bosques de niebla son los ecosistemas favorables para su
desarrollo, pero es en las regiones de América tropical en donde existe un mayor

namero de especies, con excepcion de las zonas muy aridas (Hagsater et al. 2005).



Su diversidad se ve ampliada dado que, por ser un grupo muy joven en la evolucién
de las plantas, presenta gran facilidad para dar hibridos exitosos no solamente entre
especies del mismo género, sino también intergenéricos (se estima que hay
aproximadamente 30,000 hibridos registrados). En el caso de los hibridos, donde
se cruzan individuos de un mismo género o de géneros afines (como se da en las
orquideas), las descendencias tendran caracteristicas particulares intermedias

entre los individuos cruzados (Freuler, 2008).

2.2 Descripcién morfoldgica

Las orquideas forman parte de las monocotiledoneas (uno de los grandes grupos
de las plantas con flor) y constituyen una de las familias mas numerosas: fueron
descubiertas aproximadamente 25,000 especies, pero aun hay regiones sin relevar
fitogeograficamente, varias de ellas en el continente americano (Freuler, 2008). La
familia Orchidaceae tiene una amplia diversidad en el reino Plantae con un estimado
de 750 géneros y entre 25.000 y 30.000 especies en todo el mundo (Thorpe y

Yeung, 2011).

2.2.1 Flor.

Las plantas poseen flores grandes y vistosas que le proporcionan un gran valor

ornamental y econdmico (Calderén, 2007).

Las flores pueden nacer solitarias es decir unifloras o en grupos (inflorescencias),
gue pueden ser de diferentes tipos como racimos, fasciculos o paniculas. Los
racimos son inflorescencias que no se dividen (simples) y que tienen un eje central

visible al que se insertan las flores, a través de tallos delgados o pedicelos. Los



fasciculos son inflorescencias que no se dividen y que carecen de un eje central y
las flores salen de la axila de la hoja. Por ultimo, las paniculas son inflorescencias

compuestas de racimos (Giraldo et al., 2011).

2.2.2 Fruto.

El fruto de las orquideas se caracteriza porque se abre en tres 0 seis ranuras, tiene
forma de una capsula loculicida, también puede darse el caso raro en el que el fruto

tiene forma de baya (Michael, 2005).
2.2.3 Semillas.

Las semillas de orquideas son muy pequefias, extremadamente ligeras y se
producen en grandes cantidades, su propagacion se realiza en forma agamica y por
semillas, pero solo unas pocas semillas germinan y perpettan la especie (Arditti &
Abdul, 2000; Lallana et al., 2016). Ademas de los factores externos mencionados,
las orquideas presentan factores intrinsecos que limitan su propagacion sexual y la
variacion genética que en ellas se puede presentar (Pérez-Martinez & Castarieda-

Garzoén, 2016).

2.2.4 Hojas.

Las hojas nacen de los tallos y estas pueden ser simples y de margen entero;
muchas pueden presentar peciolo o ser sésiles, de tener esa caracteristica no
poseen estipulas; es importante indicar que cuando existen especies adaptadas a
la sequia, éstas tienen hojas carnosas que cumplen la funcién de reserva de agua

en épocas de escasez (Michael, 2005).
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2.2.5 Raiz.

Las raices se presentan de acuerdo a la clase de orquideas; en el tipo de orquideas
terrestres suelen presentarse raices tuberosas; mientras que en orquideas epifitas,
Sus raices son aéreas y estan muy desarrolladas caracterizadas porque cuelgan de
los arboles, su color es verde y gruesas debido a sus caracteristicas tienen doble
funcion, la primera es que sirve como fijacion y la otra es para captar nutrientes; asi
mismo poseen una epidermis esponjosa la misma que se construye por numerosas

capas de células muertas (Michael, 2005).

2.3 Propagacion

Por otro lado, las orquideas presentan problemas serios para su propagacion en
forma natural debido a que la mayor parte de las semillas estdn escasamente
diferenciadas por lo que no se les distinguen los cotiledones ni las radiculas y
carecen de endospermo (Pierik, 1990). Tradicionalmente, las orquideas se han
propagado asexualmente mediante divisibn de plantas. Sin embargo, se ha
demostrado que es posible obtener un gran nimero de plantas a partir de la
germinacion de semillas utilizando métodos de cultivoin vitro (Arditti,
1993). Algunos trabajos cientificos indican que, en condiciones naturales, menos de
5 por ciento del total de las semillas de una capsula de orquidea pueden germinar

(Hagsater et al., 2015).

La propagaciéon in vitro es una técnica de importancia para la produccion de
orquideas cuya multiplicacién en forma natural es limitada por las caracteristicas

inherentes a las semillas; por lo que, la micropropagacion ha sido de gran utilidad
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en la industria de la produccién de sus especies, hibridos y cultivares. La siembra
asimbidtica de orquidea constituye una técnica relevante desde el punto de vista

comercial y ecoldgico (Martini et al., 2001).

Las técnicas de micropropagacién permiten producir un gran namero de plantas,
seleccionando los medios de cultivos y los nutrimentos adicionados los cuales
sustituyen la funcion del micobionte en su habitad natural (Menchaca et al., 2012).
Con estos métodos se obtiene un porcentaje de germinacion del 80 al 100%; y se
aumenta el porcentaje de sobrevivencia ya que aproximadamente 0.4 plantulas por
cada planta madre alcanzan la etapa reproductiva, aumentando el porcentaje de
plantulas se pueden multiplicar y comercializar ejemplares con caracteristicas
sobresalientes que tienen mas aceptacion comercial, en comparacion con los
ejemplares silvestres, con lo que se protege a las poblaciones naturales y el
aprovechamiento de orquideas se realiza de manera sustentable (Batty et al., 2001;

Menchaca et al., 2012).

Una técnica eficaz es el cultivo de tejidos vegetales, considerada una herramienta
biotecnoldgica para la propagacion de especies amenazadas, debido a que permite
obtener altas tasas de multiplicaciébn a partir de un explante inicial, ya que por

semillas o por métodos asexuales, es poco eficiente su reproduccion (Pence, 2011).

2.4 Medio de cultivo in vitro y fitorreguladores

El medio de cultivo MS (1962), se ha probado para la germinacién y crecimiento de

muchas especies, obteniéndose resultados optimos debido a su contenido en sales
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inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos, el cual le brinda el alto grado

de nitrégeno y potasio necesario para su nutricion (Salazar & Cancino, 2012).

Otros autores como Dalzotto (2013) y Rodriguez-Rojas et al. (2012) comprobaron
gue el medio de cultivo idéneo y adecuado para la germinacion de semillas de
orquideas es el medio de Murashine y Skoog, suplementando con 3% de sacarosa,
con pH ajustado a 5,7 y 0.6 % de agar en ambos casos, y con 100 mg-I-1 mioinositol,
1mg-l-1 tiamina HCI, 1mg-l-1 piridoxina HCI, 1mg-l-1 niacina, 1mg-l-1 &cido

nicotinico, 1mg-I-1 glicina y 1,0g de carbon activado respectivamente.

(Chyuam-Yih & Norihan, 2011) estudiaron el efecto de cantidades de citoquininas
(BA y kinetina: 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mg-l-1 cada uno) en la induccién de cuerpos
protocolares en un medio MS para la propagacién in vitro de la orquidea
Paphiopedilum, observando que la adicion de las dosis BA no fueron
significativamente diferentes entre los tratamientos, sin embargo, la adicion de

kinetina fue significativo para el tratamiento de 1.0, mg-|-1.

También Avila-Diaz et al. (2009) evaluaron el efecto de BA en germinacion de
semillas in vitro de la orquidea Laelia speciosa especie en peligro de extincion,
reportando que la adicién de BA incremento la germinacion, pero pasados 90 dias
se subcultivaron sin BA y adicionaron GA3 obteniendo plantulas débiles y sin

desarrollo de raices.
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3.Materiales y métodos
La investigacion se efectud en el laboratorio de biotecnologia de la Escuela de

Estudios Superiores de Xalostoc (UAEM), estado de Morelos, ubicado a los 18° 44°
397 N y 98° 54" 3470, altura de 1 294 msnm, clima calido semihumedo,

temperatura promedio de 21-240C, HR baja y precipitaciones promedio entre 720 y

820 mm (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacién geografica del donde se establecio el experimento



3.1 Material vegetal

El material vegetal consistio en protocormos provenientes de la germinacion in vitro
de semillas Brassolaeliocattleya (Figura 2). Las semillas se germinaron en medio de
cultivo Murashige y Skoog (1962) modificado por Andrade-Rodriguez et al. (2015)
fue suplementado con 100mg-lI-1 mioinositol, 1mg-lI-1 tiamina HCI, 1mg-l-1
piridoxina HCI, 1mg-l-1 niacina, 1mg-I-1 acido nicotinico, 1mg-I-1 glicina, 3% de
sacarosa; el pH se ajust6 a 5,7 y se agreg6 0,6% de agar (Merck) y 1,0g de carbén
activado, ya que este ultimo absorben sustancias inhibidoras indeseables como
etileno o pigmentos toxicos ademas de que propicia el desarrollo de raices (Flores-
Escobar et al.,, 2011) una vez inducidas y visible el inicio de la formacion de
protocormos se subcultivaron a un nuevo medio con las mismas caracteristicas pero

adicionando las dosis de BA (Figura 3).

» w

Figura 2. Orquidea Brassolaeliocattleya
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Figura 3. Diagrama de establecimiento de experimento
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3.2 Medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo Murashige y Skoog modificado por Andrade-Rodriguez
et al. (2015) adicionando tres tratamientos de BA (1 mg-I-1, 1.5 mg-l-* y 2 mg-I-1).
El medio se sirvio en frascos de 100ml, colocando 20ml de medio de cultivo y se

esterilizé durante 18min a 120°C y 1.5kg-cm-2.
3.3 Establecimiento de protocormos

En una campana de flujo laminar se extrajeron los protocormos de orquideas, y se
colocaron 5 protocormos por frascos con medio de cultivo por cada tratamiento. Los
frascos sembrados se colocaron en una camara climatica en incubacion a una
temperatura de 25 °C, fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad, e intensidad luminosa

de 29 pE-m-2-s-1 (Figura 4).

Figura 4. Establecimiento de protocormos en la campana de flujo laminar
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Se utilizo un disefio experimental completamente al azar con 3 tratamientos y 20
repeticiones, donde la unidad experimental fue cada uno de los frascos con 5

protocormos de Orquidea.

3.3 Variables evaluadas

Una vez establecidos los protocormos se etiquetaron y se colocaron camara
climatica en incubacion se les dio seguimiento hasta observar el crecimiento del
protocormo, el cual fue aproximadamente a los 90 dias después del subcultivo de
los protocormos, se observo la formacion de plantulas y se evaluaron los

tratamientos (Figura 5).

Donde las variables a evaluar fueron:

Porcentaje de sobrevivencia: se contaron cuantas plantulas sobrevivieron por frasco

y por tratamiento para posteriormente sacar el porcentaje de sobrevivencia.

Altura de la planta: se extrajo de cada frasco las plantulas y se midieron con un

vernier (mm) de la base a la punta de la hoja.

Largo de hoja: se extrajo de cada frasco las plantulas y se midieron con un vernier

(mm) de la base de la hoja a la parte apical de la hoja.

Ancho de hoja: se extrajo de cada frasco las plantulas y se midieron con un vernier

(mm) el ancho de la hoja.

Numero de hojas: se extrajo de cada frasco las plantulas y se cont6 el nUmero de

hojas de cada plantula.
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Numero de raices: se extrajo de cada frasco las plantulas y se conté el nimero de

raices de cada plantula.

Longitud de raices: se extrajo de cada frasco las plantulas y se midieron con un

vernier (mm).

Numero de brotes generados a partir de los protocormos: se extrajo de cada frasco

las plantulas y se conto el numero de brotes generados de cada plantula.

Figura 5. Evaluacion de variables de Brassolaeliocattleya
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3.4 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos por las variables de respuesta de porcentaje se normalizaron
transformandolos mediante la raiz cuadrada 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 programa SAS versién 9.0 (SAS Institute,

2002).
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4. Resultados y discusion

El tiempo de incubacion del establecimiento del protocormo de Brassolaeliocattleya
hasta el desarrollo, crecimiento y enraizamiento de protocormos fue de 90 dias en
tres diferentes concentraciones de BA (1 mg-l-1, 1.5 mg-I-' y 2 mg-I-1). Andrade-
Rodriguez et al. (2015) observaron que del establecimiento de semilla a el inicio de
diferenciacion y formacién de protocormo fue de 15 dias, caracterizado por la
formacion de pequefios protocormos a partir de los cuales se observo la primera
hoja pequefia (meristemo del vastago), la continuacién del crecimiento se manifesto
con la emision de nuevas hojas, incremento en altura y grosor de tallo, y en algunos
casos la iniciacion y crecimiento de rizoides. En cuanto a tiempo de desarrollo y
crecimiento del protocormo Avila-Diaz et al. (2009) también reportan 90 dias de
incubacion.

Al respecto también Arditti & Abdul (2000) comenta que el proceso de induccién es
lento ya que es baja su capacidad de diferenciacién y es lenta su tasa de
crecimiento.

El analisis de varianza de los datos obtenidos muestra diferencias altamente
significativas (P< 0.05) entre los tratamientos esto con respecto a las variables de
altura de la planta, numero de hojas y longitud de raiz, y siendo significativo para
largo de la hoja, y no se observaron diferencias significativas para el ancho de la
hoja y nimero de raices (Cuadro 1). El medio de cultivo MS adicionado con 1.5
mg-l-* de BA es el que mostro mayor resultado significativamente (Figura 6). Esto
contrasta con lo reportado por Chyuam-Yih & Norihan (2011) quienes estudiaron el
efecto de cantidades de citoquininas (BA y kinetina: 1.0, 2.0, 3.0y 4.0 mg-I-1 cada
uno) en la induccién de cuerpos protocolares en un medio MS para la propagacion
in vitro de la orquidea Paphiopedilum, observando que la adicion de las dosis BA no

fueron significativamente diferentes entre los tratamientos.
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Cuadro 1. Cuadrados medios (CM) y coeficiente de variacion (CV) del analisis de
varianza de 6 variables evaluadas en 3 tratamientos de benziladenina (BA) en

Brassolaeliocattleya.

Variable CM 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
Numero de hojas 2.65** 30.3
Numero de raices 0-029ns 35.2
Longitud de raiz 4.14** 29.14

ns: no significativo P= 0.05, **: altamente significativo P< 0.05

Figura 6. Plantulas de tratamiento 2 adicionado con 1.5 mg-I-! de BA.

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento 2 del medio de cultivo

adicionado con 1.5 mg:-! de BA genero mayor desarrollo, crecimiento y
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enraizamiento de los protocormos., los cuales dieron lugar a una plantula. Aunado
a ello la adicién de 1.5 mg-I-* de BA estimulo la regeneracién secundaria de nuevos
protocormos, adheridos al mismo sistema radical, el cual se observé con un
aumento en el diametro y longitud. En contraste el menor crecimiento y desarrollo
se observé en el tratamiento 3 adicionado con 2.0 mg-I-* de BA en donde no se

desarrollaron completamente las raices (Figura 7).

Figura 7. Plantulas de Brassolaeliocattleya desarrolladas a partir de protocormos
en tres diferentes concentraciones de ABA, a) 1.0 mg:-I-* de BA, b) 1.5 mg-I-1 de

BAy c) 2.0 mg:-I-! de BA.

La regeneracion secundaria de protocormos también se presentd en los

tratamientos con 1y 3 pero en porcentajes mas bajos, ya que el sistema radical en

ambos tratamientos fue muy bajo raices muy débiles y pequefias, en algunos casos
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ausentes y oxidadas. La adicion del BA al medio esta relacionada con mayor

cantidad de brotes (Pefia-Ramirez et al., 2010).

Por otra parte, Chyuam-Yih & Norihan (2011) reporta que la adicion de BA inhibe la
induccion de la formacion secundaria de protocormos, coincidiendo con Avila-Diaz
et al. (2009) en donde los medias con BA daban un bajo desarrollo de plantulas

secundarias.

Las variables que presentaron una respuesta diferencial en la adicién de BA fueron
altura de la planta, longitud de la hoja, nimero de hojay largo de raiz. Con respecto
a la respuesta de la altura de la planta, nimero de hojas y longitud de raiz, se
observé que el medio MS adicionado con 1.5 mg-I- de BA es el que indujo a mayor
respuesta a diferencia del tratamiento 1 y 3 (1.0 mg--' y 2.0 mg-l-! de BA

respectivamente) que mostraron menor respuesta a la variable (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de 3 diferentes dosis de BA adicionadas a un medio de cultivo
MS, en Brassolaeliocattleya. ALP: altura de la planta, LH: Largo de la hoja, AH:
ancho de la hoja, NH: Numero de hojas, NR: Nimero de raices y LR: longitud de

raiz. Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey 0,05).

En cuanto a largo de hoja fue estadisticamente significativo (P< 0.05), siendo el
tratamiento 3 con el que mostro mejor resultado, es decir, al aumentar la dosis de
BA al 2.0 mg-l-! de BA se obtuvieron plantas con mayor longitud de hoja. Las
variables que no mostraron diferencias estadisticas significativas (P< 0.05) en
cuanto a las diferentes dosis de BA fueron ancho de la hoja y numero de raices fue
indistinto el uso de BA adicionado al medio MS. Basker & Narmatha (2010)

observaron que al usar BA al 2.0 mg-I-! no se producen raices.
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Los resultados de este estudio indican que la adicion de BA al medio MS de 1.5
mg-l-* estimula la formacibn de nuevos protocormos y que afectan
significativamente la altura de la planta, longitud de la hoja, nimero de hoja y largo
de raiz y siendo no significativo para ancho de la hoja y nimero de raices. Esto
puede atribuirse principalmente a que la planta al absorber las hormonas envia
mensajes para acelerar procesos como la elongacion del sistema radical, la
expansion foliar y la liberacion de enzimas hidrolitica, pero una misma hormona
puede expresarse de forma pleiotropica, es decir, una misma hormona participa en
diferentes procesos y dependiendo de su concentracion puede generar una
respuesta estimulatoria o inhibitoria, ademéas pueden intervenir en un mismo efecto

y Su respuesta ocurre en un tiempo determinado (Cruz et al., 2010).

Lo anterior coincide con los mencionado por Rademacher (2015) quien dice que las
interacciones sinérgicas o antagonicas entre diferentes grupos de hormonas se
suman a la complejidad del sistema hormonal en plantas ya que puede afectar el
desempeiio de la planta. Al igual Wegier et al. (2013)hace referencia de que
reguladores de crecimiento son sustancias que a bajas o altas concentraciones
estimulan, inhiben o modifican de alguna manera los procesos fisiolégicos. Con lo
anterior mencionado se relaciona de el por qué se tiene un efecto negativo en la

adicion de BA en dosis de 1.0 mg-I-! y de 2.0 mg-I-! en las Brassolaeliocattleya.
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5. Conclusiones

El crecimiento y desarrollo in vitro de protocormos de Brassolaeliocattleya present6
mejor resultado adicionando BA en dosis de 1.5 mg-I-, en donde se promovié la
altura de la planta, longitud de la hoja, numero de hoja y largo de raiz, obteniendo

plantulas grandes y vigorosas para el trasplante y aclimatacion.

Se requiere realizar estudios posteriores de la interaccion de BA y alguna auxina

con la finalidad de promover e inducir la raiz ya que en este estudio se observo que

no se promovié a tener mayor niumero de raices.

27



6. Literatura citada

Andrade-Rodriguez, M., Vargas-Araujo, J., Villegas-Torres, O. G., Lopez-Martinez, V.,
Guillen-Sanchez, D., & Alia-Tejacal, |. (2015). Germinacion de semillas y
crecimiento de plantulas de cattleya (brassolaeliocattleya) in vitro. Interciencia,
40(8), 549-553.

Arditti, J. (1993) Micropropagation of orchids. Ed. John Wiley and Sons. New York. 949 p.

Arditti, J., & Abdul, K. A. (2000). Tansley Review No. 110: Numerical and physical
properties of orchid seeds and their biological implications. New Phytologist, 145(3),

367—-421. https://doi.org/10.1046/j.1469-8137.2000.00587 .x

Avila-Diaz, I., Oyama, K., Gémez-Alonso, C., & Salgado-Garciglia, R. (2009). In vitro
propagation of the endangered orchid Laelia speciosa. Plant Cell, Tissue and Organ

Culture, 99(3), 335—343. https://doi.org/10.1007/s11240-009-9609-8

Basker, S., & Narmatha, B. V. (2010). In vitro propagation of an epiphytic and rare orchid
Eria.  bambusifolia  Lindl. Research in  Biotechnology, 1, 15-20.

http://researchinbiotechnoloqgy.com/index.php/rib/article/view/4

Batty, A. L., Dixon, K. W., & Brundrett, M. Sivasithamparam, K. (2001). Constraints to
symbiotic germination of terrestrial orchid seed in a Mediterranean bushland. New

Phytologist, 152, 511-520

Batty, A. L., Dixon, K. W., Brundrett, M. and Sivasithamparam, K. (2001) Constraints to
symbiotic germination of terrestrial orchid seed in a Mediterranean bushland. New

Phytologist, 152:511-520.

28


http://researchinbiotechnology.com/index.php/rib/article/view/4

Calderon, E. (2007) Libro rojo de plantas de Colombia. Orquideas primera parte, Instituto
Alexander von Humboldt- Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial,

Bogota, Colombia.

Cérdenas, A. (2009) Guia verde2009.5. Preprensa Digital S.A. de C.V. México, D.F. 10:

49-50.

Chyuam-Yih, N., & Norihan, M. S. (2011). In vitro propagation of Paphiopedilum orchid
through formation of protocorm-like bodies. Plant Cell, Tissue and Organ Culture,

105(2), 193-202. https://doi.org/10.1007/s11240-010-9851-0

Cruz, M., Melgarejo, L., & Romero, M. (2010). Experimentos en fisiologia vegetal (C.

impresores Ltda (ed.); Primera ed).

Dalzotto, C. A. (2013). Efecto de medios de cultivo en el crecimiento in vitro de Oncidium

bifolium Sims. federal. Revista Cientifica Agropecuaria, 17(1-2), 7-15.

Damon, A., Aguilar-Guerrero, E., Rivera, L., Nikolaeva, V. (2004) Germinacion in vitro de
semillas inmaduras de tres especies de orquideas de la regién del soconusco,

Chiapas, México. Revista Chapingo Serie Horticultura, 10(2): 195-203.

Espejo, S. A., Garcia, J. C., Lopez, A. R. F., Jiménez, R. M., Sanchez, L. S. (2002)
Orquideas del Estado de Morelos. Herbario AMO. Universidad Auténoma

Metropolitana—Iztapalapa, México, D. F. México. 332 p.

Fisher, A. L. (2007) Cultivo de orquideas. Ed. Grupo imaginador. 1ra ed. Buenos Aires 96
p.
Fisher, A. L. (2007). Cultivo de orquideas (G. Imaginador (ed.)).

29



Flores-Escobar, G., Gil-Vasquez, |., Colinas-Le6n, M. T., & Mata-Rosas, M. (2011).
Propagacion in vitro de la orquidea Brassia verrucosa Bateman ex. Lindl. Revista

Chapingo Serie Horticultura, 17(1), 5-8.
Freuler, M. J. (2008) Orquideas. Ed. Albatros. Buenos Aires, Argentina 112 p.

Galarza, C. E. P. (2017). Orquideas del Peru y herramientas para su identificacion (M. del

Ambiente (ed.)).

Gil, C. A. 1, Contreras, P. D. F., & Gutiérrez, R. L. C. (2016). Establecimiento in vitro de
protocormos de Prosthechea sp. bajo diferentes concentraciones de acido

naftalenacético. Revista Mutis, 6(1), 6—15. https://doi.org/10.21789/22561498.1108

Giraldo, G., Betancur, J. (2011) Guia de campo de las orquideas de Santa Maria (Boyaca,
Colombia), Bogota: Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias,

Instituto de Ciencias Naturales, 188 p.

Griesbach, R. J. (2002) Development of Phalaenopsis orchids for the mass market. In:
Jainick, J., Whipkey A. (Eds.), Trends in New Crops and New Uses. ASHS Press,

Alexandria, VA.

Hagsater, E., Soto, A. M. A,, Salazar, C. G. A., Jiménez, M. R., Lopez, R. M. A., & Dressler,
R. L. (2006). Acta Botanica Mexicana 75: 101-103 (2006). Las Orquideas de México,

75, 101-103.

Hagsater, E., Soto-Arenas, M. A., Salazar, G.A., Jiménez, R., Lopez, M.A. y Dressler, R.

L. (2005) Las orquideas de México. Instituto Chinoin, A.C., México, D.F.

Lallana, V. H., Billard, C. E., Martinez, V. A., Garcia, L. F., Barsanti, M. V., Di Persia, J. F.,

30



Dalzotto, C., Scimpft, K. M., & De la Cruz, V. (2016). Conservacion de orquideas
nativas de Entre Rios utilizando técnicas de cultivo de tejidos “in vitro.” Ciencia,

Docencia y Tecnologia Suplemento, 6, 94-121.

Lecoufle, M. (2008). Atlas ilustrado de las orquideas. Bogota: Susaeta Ediciones
Martini, P. C., Willadino, L., Dias, A. G., & Tenorio, S. D. (2001). Propagacéo de orquidea

Gongora quinquenervis. Pesg. Agropec. Bras., 36(10), 1319-1324.

McKendrick, S. (2000). Manual Para La Germinacion in Vitro De Orquideas. In Ceiba

Foundation for Tropical Conservation (p. 17).

Menchaca, G. R. A., Lozano, R. M. A., & Sanchez, M. L. (2012). Strategies for the
Sustainable Harvesting of Mexican Orchids. Revista Mexicana de Ciencias

Forestales, 3(13), 9-16.

Michael, S. (2005). Ochidaceae plant sistematics. en s. michael, ochidaceae plant

systematics, 171 -177.

Morales-Hernandez, J. L., Gonzalez-Razo, F. J., Pérez-Chavez, M. A. (2016)
Caracterizacién de las orquideas epifitas y sus forofitos en el parque ecoldgico
universitario “José Mariano Mocifio” de la Universidad Autébnoma del Estado de

México. Polibotanica, 42:103-119.

Pence, V. C (2011) Evaluating costs for the in vitro propagation and preservation of

endangered plants. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant, 47(1): 176-187.

Pence, V. C. (2011) Evaluating costs for the in vitro propagation and preservation of

endangered plants. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant, 47(1): 176-187.

31



Pence, V. C. (2011). Evaluating costs for the in vitro propagation and preservation of

endangered plants. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant, 47, 176-187.

Pefia-Ramirez, Y. J., Juarez-Gémez, J., Gbmez-Lbpez, L., Jerobnimo-Pérez, J. L., Garcia-
Shesefa, |., Gonzélez-Rodriguez, J. A., & Manuel, L. R. (2010). Multiple adventitious
shoot formation in Spanish Red Cedar (Cedrela odorata L.) cultured in vitro using
juvenile and mature tissues: An improved micropropagation protocol for a highly
valuable tropical tree species. In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant,

46(2), 149-160. https://doi.org/10.1007/s11627-010-9280-0

Pérez-Martinez, B. A., & Castafieda-Garzon, S. L. (2016). Propagacion in vitro de
orquideas nativas como una contribucion para la conservacidn ex situ.

Biotecnologia Vegetal, 16(3), 143—-151.

Pierik, R. L. (1990) Cultivo in vitro de las Plantas Superiores. Ed. Mundi—Prensa. Madrid,

Espana. 326 p.

Rademacher, W. (2015). Plant Growth Regulators: Backgrounds and Uses in Plant
Production. Journal of Plant Growth Regulation, 34(4), 845-872.

https://doi.org/10.1007/s00344-015-9541-6

Rodriguez-Rojas, T. J., Andrade-Rodriguez, M., Alia-Tejacal, ., Lopez-Martinez, V.,
Espinosa-Zaragoza, S., & Esquinca-Avilés, H. (2012). Caracterizacion molecular de
zapote mamey ( Pouteria sapota ( Jacqg .) Moore & Stearn ) Molecular
characterization of zapote mamey ( Pouteria sapota ( Jacq .) Moore & Stearn ).

Revista Facultad de Agronomia (Luz), 29, 339-354.

32



Salazar, F. J., Benavides, O. L., Trespalacios-Gonzalez y Pinzén L. F. (2010) Informe sobre
el Estado de los Recursos Naturales Renovables y del Ambiente, Componente de
Biodiversidad Continental. Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos.

Alexander von Humboldt. Bogota, D.C., Colombia 167 p.

Salazar, M. S. A., & Cancino, O. C. (2012). Evaluacion del efecto de dos suplementos
organicos en la germinacion in vitro de orquideas nativas de la provincia de

Pamplona, Colombia. Revista Colombiana de Biotecnologia, XIV(1), 53-59.

Sedano, C. G., Manzo, G. A., Roldan, H. R., Castellanos S. J. A. (2015) Propagacion in
vitro de orquideas y otras ornamentales. Revista Mexicana de Ciencias Agricolas,

1:451-456.

SEMARNAT, (2010) Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001, Proteccion
ambiental-Especies nativas de México de flora y fauna silvestres-Categorias de
riesgo y especificaciones para su inclusion, exclusiéon o cambio-Lista de especies

en riesgo.
Solérzano, G. B. (2009) La conservacion de la vida salvaje. La ciencia y el Hombre 22: 4.

Soto-Arenas, M. A. (2006) La vainilla: restos y perspectivas de su cultivo. CONABIO.

Biodiversitas 66:1-9.

Tejeda-Sartorius, O., & Téllez-Velasco, M. A. A. (2017). Riqueza de la familia Orchidaceae
en un bosque mesofilo de montafia en Chocaman, Veracruz, México. Acta Botanica

Mexicana, 121, 139-149. https://doi.org/10.21829/abm121.2017.1177

Wegier, B. A, Barba, E. L., Garcia, C. F., Pérez, S. J., & Flores, G. A. (2013). Método para

33



el establecimiento in vitro de caoba (swietenia macrophylla king) a partir de
explantes vegetativos (Issue July).

http://biblioteca.inifap.gob.mx:8080/jspui/handle/123456789/3825

Winkelmann, T., Geier, T., Preil, W. (2006) Commercial in vitro plant production in Germany

in 1985—-2004. Plant Cell Tissue Organ Culture, 86:319-327.

34



