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RESUMEN

Se inocularon apices con 3 a 4 primordios foliares provenientes de brotes laterales
de plantas de Cattleya skinneri y Cattleya skinneri x Cattleya maxima. Previamente
fueron sometidos a 4 tratamientos de desinfeccion, siendo el mas efectivo el que
consistié de una doble desinfeccion con NaOCI (al 3% y 1%, por 10 y 20 minutos,
respectivamente) con una previa inmersion en alcohol 95% por 5 minutos. Las
soluciones de NaOCI se utilizaron con 0,5% de Physan 20®; antes de la inoculacion
en medio aséptico se sumergieron en Acido Citrico (100 mg/l) sin resultados
efectivos, produciéndose una gran mortalidad de explantes. El medio liquido resulto
ser el mas efectivo en las etapas de introduccion y multiplicacién, mientras que el
medio semisdlido en la etapa de enraizamiento. C. skinneri respondié mejor en
medio MS (1962) complementado con 0,1 mg/l ANA, 0,2 mg/l KIN y 15% v/v Agua de
Coco en la formacion de cuerpos protocérmicos, comportamiento contrario a C.
skinneri x C. maxima que mostré una mejor en medio Knudson C (1946) modificado.
La separacion de brotes adventicios fue la forma mas efectiva de propagacion en
medio de multiplicacion suplementado con 0,18 mg/l ANA, 0,22 mg/l KIN y 15% v/v
Agua de Coco). El mayor indice de brotacion lo presentd C. skinneri. Tanto esta
especie como el hibrido respondieron mejor en medio Knudson C (1946) modificado
de acuerdo al indice de brotacion. La etapa de enraizamiento sélo se realiz0 en
vitroplantas de C. skinneri, las cuales se cultivaron en medio Knudson C (1946) con
el 50% de la concentracion de sales y sin reguladores de crecimiento. Aunque el
enraizamiento se dio tanto en medio liquido como semisdlido, fue este Ultimo el que

indujo mayor crecimiento vegetal y numero de raices.

Palabras clave: Cattleya skinneri / Cattleya skinneri x Cattleya maxima /
micropropagacion / in vitro / apice
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ABSTRACT

Shoot apex explants with 3 to 4 leaf primordia from young vegetative shoots of
Cattleya skinneri and Cattleya skinneri x Cattleya maxima plants were inoculated in
aseptic culture. Previously, 4 disinfecting treatments were tested on the explants; the
most effective treatment consisted in a NaOCI double disinfection (3% and 1%, for 10
and 20 minutes, respectively) with a previous immersion in 95% ethanol for 5
minutes. The NaOCI solutions contained 0,5% Physan 20 [1. Before the inoculation in
aseptic culture the apexes were immersed in Citric Acid solution (100 mg/l) without
effective results, producing high mortality rates. Liquid culture media was the most
effective in starting and multiplication stages, solid culture media was optimum in
rooting stage. C. skinneri responded better on MS (1962) medium supplemented with
0,1 mg/l ANA, 0,2 mg/l KIN and 15% (v/v) Coconut water for the protocorm-like
bodies formation; C. skinneri x C. maxima has a better response in modified Knudson
C (1946) medium for the formation of these structures. Adventitious shoots separation
was the most effective propagation method in multiplication medium supplemented
with 0,18 mg/l ANA, 0,22 mg/lI KIN and 15% (v/v) Coconut water. C. skinneri had the
highest shooting rate compared with the hybrid, but both responded better in modified
Knudson C (1946) medium. The rooting stage was performed only with C. skinneri
plantlets cultured on 50% concentration salts and free-hormone Knudson (1946)
medium. Although the rooting process was successful on liquid and solid media, the

last one inducted the highest plant growth and root quantity.

Keywords: Cattleya skinneri / Cattleya skinneri x Cattleya maxima /
micropropagation / in vitro / apex
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1. INTRODUCCION

La familia de las orquideas es el grupo mas diverso y extenso de plantas con flor
gue existe sobre el planeta. La diversidad en tamafo, forma y colores, especialmente
de sus flores, las convierte en un atractivo como plantas ornamentales, aunque

también se han utilizado como comestibles, aromatizantes y medicinales.

Costa Rica es reconocida por poseer una gran diversidad de orquideas, sin
embargo, muchas de las especies que existen en su territorio (al igual que sucede en
otras partes del mundo) estan en peligro de extincion. La deforestacion ha provocado
serios dafios especialmente en las poblaciones de orquideas epifitas, las cuales, al
ser tan especializadas en su ecologia, se ven seriamente afectadas por los cambios
ambientales. Ademas de lo anterior, las orquideas, aunque producen millones de
semillas, poseen bajos porcentajes de germinacion en condiciones naturales, ya que
el endospermo que rodea el embribn es muy poco o no existe; para ello, las
orquideas han desarrollado relaciones simbidticas con hongos que digieren la

materia organica y transfieren los carbohidratos al embrion.

El gran valor comercial que poseen ciertas especies de orquideas ha provocado
el saqueo indiscriminado de individuos silvestres, y la falta de conocimientos en el
cultivo de estas plantas provoca grandes pérdidas de material valioso, con la

consecuente erosion genética.

La capacidad genética de muchas orquideas de formar hibridos interespecificos e
intergenéricos ha resultado en la creaciéon de un sinnumero de hibridos artificiales,
muchos de los cuales adquieren precios elevados en el mercado. El género Cattleya
es uno de los mas utilizados en hibridacion. La forma de mantener un hibrido, una

vez que ha sido producido, es por via vegetativa.




Cattleya skinneri, conocida comunmente como Guaria Morada, es la Flor
Nacional de Costa Rica, y es una de las especies en mayor peligro de extincion
actualmente. La urbanizacion, la extraccion de individuos silvestres de los bosques y
el mal manejo que se le ha dado por parte de aquellos que poseen ejemplares, ha

producido esta realidad.

El cultivo in vitro se perfila como una serie de técnicas alternativas para la
reproduccion de orquideas bajo condiciones asépticas controladas. La propagacion
masiva in vitro de orquideas, ya sea por medio de semillas o tejidos, produce altos
niveles de multiplicacion en periodos de tiempo cortos, ademas de que asegura la
sanidad del material en multiplicacién. Por lo tanto, el cultivo in vitro se perfila como
una respuesta alternativa para el problema de las especies en peligro de extincion y

en el mantenimiento de hibridos de valor.

El Jardin Botanico Lankester, de la Universidad de Costa Rica, en su labor de
conservar y rescatar especies epifitas en peligro de extincion, dentro de las que se
encuentra C. skinneri, ha utilizado técnicas de cultivo in vitro, especificamente la
germinacion asimbidtica in vitro. Ademas ha logrado, por esta misma via, altos
niveles de germinacion de hibridos de valor, como es el caso del hibrido C. skinneri x
C. maxima. Sin embargo, el cultivo de &pices no habia sido realizado sino hasta con
los dos tipos de orquidea utilizados en la presente investigacion. La utilizacion de
cultivo de apices en C. skinneri permite la multiplicacién clonal de una especie en
peligro de extincién de una forma rapida (mas que la reproduccion por semilla)
obteniendo una excelente sanidad vegetal. La micropropagacion de C. skinneri x C.
maxima permite mantener un hibrido producido por el mismo Jardin Botanico
Lankester, de una forma rapida con plantas libres de enfermedades. Uno de los
puntos de mas importancia en la propagacién de orquideas utilizando cultivo de
tejidos es el establecimiento de meétodos de multiplicacion que abastezcan el
mercado sin necesidad de extraer individuos silvestres, y de mantener hibridos de

valor de una forma simplificada.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de las orquideas
2.1.1 Perspectiva histérica de las orquideas

Los cientificos consideran que las orquideas se originaron hace
aproximadamente de 100 a120 millones de afios. Se cita el Archipiélago de Borneo
como el posible lugar de nacimiento de estas bellas e interesantes plantas (Sequeira,
1980).

La palabra orchis tomada del griego y de la cual se deriva el término orquidea,
sirve de base a toda la nomenclatura de la Familia de las Orquideas, se origin6 entre
los aflos 370 a.C. y 285 a.C., cuando fue usada por primera vez por el filésofo
Teofrasto, discipulo de Platén y de Aristoteles y que fue conocido como el Padre de
la Botanica (Sequeira, 1980).

El uso de las orquideas ha sido tradicionalmente ornamental y medicinal. La
cultura china fue la primera en cultivarlas (500 a.C.). Luego los griegos
incrementaron su uso medicinal. EI nombre orquidea deriva del vocablo Orchis,
aplicado por el aspecto testicular de los tubérculos (tallos modificados de orquideas
terrestres). Los aztecas las utilizaron en América como comestibles, aromatizantes y

ornamentos (Walter, 1979)

Por mas de 3000 afios las orquideas han sido apreciadas en el Lejano Oriente, y
su popularizacion como objeto de cultivo tiene ya mucho tiempo: en la fecha
temprana de 1233 d. C., Chao Shih-Keng publico si Ching-Chang Lan-Pu, libro
dedicado enteramente a esas plantas (Walter, 1979).




En Occidente, cuando las primeras plantas tropicales fueron importadas a
Europa, en el siglo XVIII, cientos de miles de plantas perecieron en el transito de los
tropicos americanos a Europa y muchos miles mas fenecieron en los invernaderos
ingleses y los del continente, por ignorancia de sus duefios. Los jardineros existosos
guardaron celosamente sus procedimientos de cOomo hacer prosperar aquellas
extrafias plantas y llevarlas hasta la floracion. Las dificultades de aquellos primeros
intentos de cultivo se debieron, principalmente, a la idea errébnea de que las
orquideas solo crecian en la oscuridad humeda y opresivamente céalida de las junglas
tropicales, con lo cual las orquideas obtuvieron la reputacion de ser “fragiles
parasitas”, poseedoras de casi magicas propiedades y ser en extremo delicadas
(Walter, 1979).

2.1.2 Diversidad y Distribucion

Las orquideas constituyen la familia mas grande de las Angiospermas y por lo
tanto la mas diversa (Abdelnour y Mufioz, 1997). El nUmero de especies fluctia entre
17 000 y 35 000 especies conocidas, las cuales se agrupan en 650 a 900 géneros
(Kuan y Gonzalez, 1993). Esta familia esta excelentemente representada en Costa
Rica, con mas de 1400 especies distribuidas en 179 géneros (Mora-Retana y
Garcia, 1992)

Son plantas herbaceas, perennes, cuyo tamafo oscila entre los 3 a 4 mm hasta
varios metros de longitud. Se encuentran en los cinco continentes y Unicamente las
regiones polares y los grandes desiertos no presentan condiciones para su
sobrevivencia. Crecen en las ciénagas, en los desiertos de poca extension, en las
selvas y en las sabanas. Sin embargo, el mayor nimero de orquideas se encuentra
en las zonas tropicales, mencionandose la existencia de unas 20 000 especies
distribuidas en 600 a 900 géneros (Gonzéalez, 1995). Unas especies viven formando
parte de la vegetacion emergente de los cuerpos de agua aunque ninguna orquidea
es estrictamente acuatica (Walter, 1979).
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Las orquideas estan distribuidas en un ambito que va desde 72° norte hasta 52°
sur, entre el 80% y el 90% se concentra cerca del Ecuador en la zona tropical o
subtropical. La mayoria de éstas plantas se localizan entre el sureste de Asia hasta
Indonesia y Australia. En segundo lugar esta la zona comprendida entre Africa y
Madagascar y una tercera zona que va desde México hasta Brasil (Kuan y Gonzalez,
1993).

La mas pequefia de las orquideas es, posiblemente, Bulbophyllum globuliforme,
una especie australiana cuyas plantas en tiempo de floracion, no sobrepasan los 6
mm de tamafo. Las orquideas trepadoras del género Galeola, de la region Indo-
Australiana, llegan a medir hasta 30 m. Las plantas de mayor tamafo, sin ser
trepadoras, son quiza las de Grammatophyllum speciosum Bl., de Malaya, cuyos
seudobulbos miden de 7-8 m de alto y estan coronados por penachos de flores de
3m de largo (Walter, 1979).

Las flores de orquideas son tan variables como las plantas que las producen. La
mas pequefia mide 1 mm de diametro (Platystele jungermannioides, de América
tropical); la mas grande alcanza un diametro de hasta 25,5 cm (Sobralia macrantha,
de Centroamérica) (Walter, 1979)

En lo que se refiere al color, también existe gran diversidad. Todos los colores
excepto el color negro, se encuentran representados entre las flores de orquidea.
Unas pocas orquideas tienen flores de un solo color. La forma de las flores va desde
la casi completa simetria radial (como el género Thelymitra) hasta la mas extensa
simetria bilateral, como en Oncidium kramerianum de América tropical, o bien, hasta
la asimetria de géneros como Mormodes de México al Brasil y Haemaria (Indonesia)
(Walter, 1979).




Otro aspecto variable de las orquideas es el de las fragancias de sus flores. Los
olores, que son complejas mezclas de sustancias quimicas, se pueden producir en
diferentes partes de la flor y, en algunos casos, una misma flor puede producir
diferentes aromas en distintas horas del dia o la noche. Aparentemente, esto sucede

para atraer un mayor nimero y espectro de polinizadores (Walter, 1979).

2.1.3 Ecologia

Las orquideas presentan varios habitos de crecimiento debido a su gran
variabilidad morfologica. Crecen sobre los arboles (epifitas), o sobre las rocas
(litofiticas) y en el suelo, pero una gran parte de la familia es epifita. Las orquideas
epifitas son mas diversas y abundantes en bosques humedos pero se encuentran

algunas especies en bosques secos y estacionales (Dressler, 1993)

El epifitismo es un fendmeno basicamente tropical. Por ejemplo, en los Estados
Unidos de Norteamérica hay muy pocas orquideas epifitas y las que existen estan
restringidas a la zona tropical de la Florida. Por el contrario, casi un 90% de las
especies tropicales de América son epifitas y solo el 10% restantes son terrestres
(Walter, 1979)

El habito epifito le ofrece muchos beneficios a las orquideas, especialmente a las
gue crecen en areas humedas. En bosques densos y hiumedos la cantidad de luz
que alcanza el suelo es poca, ademas, el suelo es generalmente pobre en nutrientes
lo que aumenta la competencia entre las plantas; el drenaje es deficiente lo que limita
aun mas el crecimiento de las plantas que crecen ahi. Todos estos problemas son
evitados cuando las plantas germinan y crecen sobre los arboles. Sin embargo, una
caracteristica importante que deben presentar las plantas epifitas es la capacidad de
resistir condiciones de desecacion. Las orquideas presentan adaptaciones que les
permiten su habito epifito. Las raices presentan un velamen esponjoso que las

protege de la desecacion y sirve también para absorber el agua y los minerales; los
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seudobulbos, o mismo que las hojas (gruesas, con cuticula y enceradas) son
otra clara adaptacion para almacenar agua Yy reducir desecacion (Abdelnour vy
Mufioz, 1997).

Por otra parte, las semillas de las orquideas son tan pequefias que contienen
poca 0 ninguna reserva para llevar a cabo la germinacion, es decir, no presentan
endospermo, por lo que en condiciones naturales se asocian con hongos que
digieren la materia organica y transfieren los carbohidratos al embrién de la orquidea,
permitiendo que se desarrolle la planta. Ademas, requieren los polinizadores
especificos para que se efectle la fecundacién. La sumatoria de estos factores hace
que el nimero de semillas que germinan en condiciones naturales sea muy bajo en

comparacion con el numero de semillas producido (Abdelnour y Mufioz, 1997).

La mayor parte de las plantas de orquideas son verdes por tener clorofila y
capaces por esa misma razéon de producir sus propios alimentos (autétrofas). Sin
embargo, algunas carecen de esos pigmentos y son incapaces del autotrofismo,
dependen de una relacién simbibtica con ciertos tipos de hongos (la mayoria del
género Rhizoctonia), para absorber nutrientes derivados de la descomposicion de la

materia organica. A estas plantas se les llama sapréfitas (Walter, 1979).

En sus ecosistemas naturales, las orquideas viven en un delicado balance con los
otros organismos del ambiente, por lo que pequefios cambios ambientales tiene
efectos adversos sobre ellas y pueden resultar en disminuciones en las poblaciones
0 en ultimo caso pueden llevar a su extincion. En la mayoria de los casos el habitat
de las orquideas son los bosques, y aquellas que son epifitas viven en estrecha
dependencia con los arboles. La deforestacion implica la muerte de las orquideas
qgue viven en los arboles: el sol directo las quema, con la muerte del arbol se
desprende la corteza en donde se hallan aferradas las orquideas y con la lluvia, el
crecimiento de las malezas y otros, se produce su destruccién (Abdelnour y Mufioz,
1997).
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2.2 Descripcion botanica 'y anatomica de la Familia Orchidaceae

2.2.1 Tipo de crecimiento

La familia Orchidaceae se divide en dos grupos, dependiendo del tipo de
crecimiento basico que presenten: simpodial y monopodial. Las orquideas
simpodiales (Cattleya, Cymbidium, Dendrobium, Miltonia, Oncidium, Lycaste, entre
otros) se caracterizan por tener retofios individuales de crecimiento finito. De los
tallos rastreros (rizomas), brotan retofios que se desarrollan en otros tallos y hojas, y
qgue al madurar producen flores. Los tallos de muchas orquideas simpodiales, se
convierten en seudobulbos. Las orquideas monopodiales (Phalaenopsis, Vanda,
Aerides), en cambio, tienen un tallo central cuyo extremo crece continuamente,
produciendo hojas alternadas e inflorescencias entre las hojas (Kuan y Gonzalez,
1993).

2.2.2 Estructuras vegetativas

El sistema radical de las orquideas, tiene notables modificaciones del tipo normal
de raiz. Sin embargo, al igual que en el resto de las plantas es un érgano vital para el
anclaje de la planta y la absorcion de nutrientes. En las orquideas terrestres, las
raices son estructuras alargadas y ramificadas, cubiertas de pelillos absorbentes.
Estan cubiertas por hifas que las penetran y forman dentro de las raices nédulos. La
combinacién raiz/hongo recibe el nombre de micorriza (Kuan y Gonzalez, 1993).
Poseen un corto o elongado rizoma, un cormo o tubérculo. Las raices pueden ser
subterraneas o aéreas, fibrosas, carnosas o tuberosas, fasciculadas o adventicias,

distribuidas sobre el rizoma o el tallo (Rodriguez et al, 1986).

Las raices de las epifitas son aun mas especializadas que las orquideas
terrestres. En ellas, muchos pelillos radicales se han sustituido por una funda de
células muertas, esponjosas, que se llama velamen. Este velamen facilita la

absorcién de agua y minerales (Walter, 1979).
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Las raices de las epifitas pueden originarse en cualquier punto del tallo; ademas
pueden crecer en todas direcciones y no solo hacia abajo. Su tendencia positiva a
hacer contacto les permite servir de soporte. Las raices de las epifitas pueden ser

fotosintéticas, lo cual explica la coloracion verdosa de sus plantas (Walter, 1979).

En muchas especies terrestres, los tallos subterraneos se comprimen y abultan a
manera de tubérculos. En los tallos aéreos (en las epifitas) también se almacenan
agua y nutrientes y por eso pueden aparecer abultados. Estos seudobulbos (se
llaman asi porque técnicamente no son bulbos verdaderos), pueden estar formados
por un solo entrenudo o por varios; pueden ser pequefios o enormes y de formas
muy variadas: esféricos, ovalados, globosos, comprimidos, lisos o acostillados.
(Walter, 1979)

Del extremo apical o de su parte media, en un seudobulbo se originan una o mas
hojas. Los pedunculos de las inflorescencias se originan en la base, parte media o

extremo apical del seudobulbo (Kuan y Gonzalez, 1993)

Las hojas de las orquideas siempre son simples, sus margenes son enteros (no
tienen espinas, ni son aserrados), y por lo general son angostas y alargadas (Kuany
Gonzalez, 1993). Las hojas pueden ser basales o caulinares, persistentes o
deciduas, varian de una vaina foliacea a una lamina ancha o angosta con o0 sin
peciolo. Lamina filiforme u orbicular, de membranacea a carnosa o cariacea,

plegada, convoluta, conduplicada o equitante (Rodriguez et al, 1986).

En las epifitas, la regla general es la de tener hojas gruesas, con una cuticula de
cierto espesor y encerada, que les permite resistir no sélo la depredacion por
insectos, sino también los fuertes vientos secos de los tropicos y subtrépicos (Kuan y
Gonzalez, 1993).




Muchas orquideas poseen hojas muy gruesas que sirven para almacenar agua y
por tanto funcionan como tallos. Numerosas especies que habitan lugares muy
calientes e insolados, tiene hojas casi cilindricas para reducir la relacion
superficie/volumen y evitar asi el sobrecalentamiento y la deshidratacion. Algunas
autotrofas carecen de hojas y las sapréfitas normalmente afilas a veces presentan

pequefias bracteas no funcionales para la fotosintesis (Walter, 1979).

2.2.3 Laflor de las orquideas

Como en la mayoria de las monocotiledéneas, la flor de las orquideas esta
construida en verticilos o series de tres partes cada uno: tres sépalos, tres pétalos
(de los que uno se modifica para formar el labelo), seis estambres (3, 4 6 5 de ellos
eliminados durante la evolucion) y 3 carpelos unidos (Walter, 1979). Cuando se trata
de inflorescencias, éstas pueden ser terminales o laterales, subtendidas por un
pedunculo largo o abreviado, de una o mas flores, cominmente una espiga, un

racimo simple o una panicula (Rodriguez et al, 1986).

Los sépalos son por lo general 6rganos desprovistos de clorofila que forman la
funda del capullo y que protegen asi la flor. Cuando ésta se abre, los sépalos sirven
como o6rganos de atraccion junto con los pétalos. El tamafio, forma, etc. de éstos es
variable segun las especie, aunque es normal que, en una misma flor los sépalos

sean casi idénticos entre si (Kuan y Gonzalez, 1993).

Los pétalos laterales usualmente son estructuras vistosas aunque de menor
tamafio que el tercer pétalo (central), modificado para formar el labelo, labio o
corneta de la flor (Walter, 1979). Como los sépalos, los pétalos sirven para atraer
polinizadores a la planta, especialmente el labelo, que funciona como plataforma
para el aterrizaje de los insectos, por lo cual difiere en forma, tamafio, color y
fragancia de los otros pétalos. El labelo da al estereotipo de la flor de orquidea su
forma y simetria bilateral (Kuan y Gonzélez, 1993). El labelo siempre se sitla
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opuesto a la columna, aunque en orquideas muy evolucionadas, la antera fértil

se recurva hacia abajo hasta quedar frontal al labelo (Walter, 1979).

Las flores de las orquideas son bisexuales o perfectas. Son notables las

excepciones en gque las flores son unisexuales (ejemplo Catasetum y Cynoches)
(Kuan y Gonzélez, 1993).
La columna es la estructura mas caracteristica de las orquideas y esta formada por
la fusion del pistilo y los estambres; en el apice o sobre la parte dorsal de ésta se
encuentra la antera, protegiendo los polinios, éstos son suaves, céreos 0 duros,
desnudos o con caudiculas, o adheridos a un estipite o viscidio para formar una
estructura compleja: el polinario. El estigma se ubica cerca del apice de la columna,
es entero a bilobulado. El ovario es infero, trilocular o unicular a la madurez
(Rodriguez et al, 1986).

La columna de las orquideas mas evolucionadas se caracteriza por tener una
Gnica antera terminal con 2 a 12 polinios. Hacia el ovario y de frente al labelo se
encuentran tres estigmas unidos formando una cavidad pegajosa inmediatamente
proxima a la antera; en esa depresion germina el polen para iniciar su viaje hasta los
ovulos. Separando el area estigmatica funcional de la antera se puede localizar el
rostelo, cuya funcién es la de coadyudar el intercambio cruzado de polen, lo que se
logra de dos formas: el rostelo pegajoso sobresale dentro de la apertura entre la
columna y el labelo y cuando un insecto recula para abandonar la flor, el polinizador
se ve obligado a tocar el rostelo con lo cual una capa de goma queda sobre el cuerpo
del mismo, la cual afianza los polinios y arrastra el polen hacia otra flor (esto es
propio de las orquideas menos evolucionadas); la otra manera es cuando el viscidio
(parte muy especializada del rostelo) se desprende y se adhiere al insecto que, al
dejar la flor, arrastra el polinio atado al otro extremo de este sistema (es

caracteristico de orquideas mas evolucionadas) (Walter, 1979).




En los procesos de polinizacion, aunque los visitantes acarrean polen, es
paraddjico el hecho de que en ningun caso el polen es una recompensa nutritiva. En

su lugar, ésta consiste en néctar, aceites o compuestos aromaticos (Walter, 1979)

2.2.4 Frutos y semillas

Luego de la polinizacion, los granos de polen germinan sobre la superficie
estigmatica y los tubos polinicos se extienden hasta el ovario. Si la fertilizacion no
ocurre la cépsula o el fruto detiene su desarrollo y muere, de lo contrario, se
desarrollan los embriones. ElI embrién esta rodeado por una cubierta o testa, por lo
gue necesitan fuentes de nutricion externas hasta desarrollarse lo suficiente como
para sobrevivir de una forma autétrofa. En condiciones naturales, estas fuentes de

alimento las obtienen de la asociacion con hongos (Kuan y Gonzéalez, 1993).

2.3 El género Cattleya
2.3.1 Generalidades y ubicacion del género

La Familia Orchidaceae se divide en seis Subfamilias, y una de las mas
importantes es la Epidendroideae ya que es la mas evolucionada (derivada) y
ademas comprende al 90% de las especies de las orquideas americanas. Dentro de
Epidendroideae existen varias tribus y subtribus, una de las cuales es la Subtribu
Laeliinae, que incluye el género Cattleya y a sus parientes (Brassavola, Encyclia,

Epidendrum, Laelia, Rhyncholaelia, Schomburgkia, Sophronitis, etc) (Garcia, 1995)

El nombre del género Cattleya se dio en honor al botanico y horticultor inglés
William Cattley, el cual en 1818 recibié unos musgos y liquenes provenientes de
Brasil que venian envueltos en unas hojas de lo que hoy se conoce como Cattleya
labiata. El sefior Cattley cultivd las hojas hasta obtener floracién, siendo la primera
cattleya en descubrirse (Horich, 1980).
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Las cattleyas son originarias de las alturas medias de América Central y Sur
América. En el mundo se encuentran cerca de 65 especies diferentes (Kuan y
Gonzalez, 1993)

Las especies de este género se han dividido en dos grupos: las cattleyas labiatas
o unifoliadas (generalmente de Sur América), que tienen una sola hoja que sale del
apice del seudobulbo, sus flores son grandes y de pétalos anchos y vistosos.
Normalmente producen dos o tres flores, que se mantienen por 1 a 4 semanas,
ocurriendo un méaximo de dos floraciones al afio. El requerimiento de luz de éstas
cattleyas es mayor que el de la bifoliadas (Kuan y Gonzéalez, 1993). Las especies
mAas representativas de este tipo son C.mossaie,. C. trianaei, C. dowiana, C.
gaskelliana, C. lawranceana, C. lueddmanniana, C. mendellii, C. percivaliana, C.

schroederae, C. warnerii, C. warscewiczii, C luteola, C. maxima (Horich, 1980).

El otro grupo es el de las bifoliadas, porque tienen dos y algunas veces tres hojas,
muy diferentes al tipo labiata (Horich, 1980). Las cattleyas bifoliadas
(Centroamérica), tiene flores pequefias (en racimos de veinte o mas flores) pero
frecuentemente de mas intenso y variado color que las unifoliadas, ademas de tener
mejor textura. Dentro de este grupo se puede encontrar entre otros a C. bicolor y C.
skinneri. Los hibridos entre estos dos grupos han producido flores donde se

combinan las mejores caracteristicas de ambas (Kuan y Gonzalez, 1993).

2.3.2 Ecologiay descripcién

La mayoria de este grupo crecen como epifitas en el lindero de los bosques o en
la copa de los arboles, donde reciben luz fuerte pero indirecta (Kuan y Gonzalez,
1993). Son plantas perennes con rizoma corto cubierto por bracteas apergaminadas
y caducas. Las raices son cilindricas, verdes al inicio formando un velamen de varias
capas, grisaceo o blanco verdoso en la madurez Los seudobulbos son redondeados,
cilindricos o fusiformes, cubiertos por bracteas papiraceas basales caducas, los
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cuales constituyen una defensa contra la sequia periédica. Las hojas pueden
ser lanceoladas o elipticas, obtusas, coriaceas o carnosas, lisas, sésiles y con

venacion conduplicada.(Rodriguez et al, 1986).

En el caso de cattleyas con inflorescencia, esta es terminal, racemosa,
subtendida por una bractea espatacea, generalmente con pocas flores, grandes y
llamativas, resupinadas. Las flores poseen un ovario pedicelado y cilindrico. Los
sépalos son iguales, libres, patentes o ligeramente reflexos. Los pétalos son
semejantes a los sépalos aunque generalmente mas anchos. El labelo es sésil,
simple o trilobulado, libre o ligeramente adnato a la base de la columna. Los Iébulos
laterales envuelven la columna. En algunas especies los l6bulos laterales y el medio
son totalmente diferentes, en otras son continuos. La columna es fuerte, cilindrica o
subclaviforme, ligeramente arqueada, terminada en tres dientes. La antera es
terminal, incumbente, operculada de dos celdas, cada una de ellas divididas por un
septo longitudinal. Los polinios son 4, céreos, eliptico-ovados, paralelos y
ligeramente comprimidos, con caudiculas prominentes. El estigma es entero
(Rodriguez et al, 1986).

Para florecer bien, las cattleyas necesitan luz abundante pero no directa entre
2000 y 3000 pies bujia. La luz acelera el proceso de crecimiento de la planta para

gue esta luego florezca bien (Horich, 1980).

Las cattleyas toleran climas calientes si se les mantiene la adecuada ventilacion y
humedad. La temperatura perfecta es entre 65° F y 75° F (Horich, 1980) y la
humedad relativa 50% y 80% es ideal (American Orchid Society, 1995).

2.3.3 Cattleya skinneri

Cattleya skinneri es una especie del grupo bifoliado, que se encuentra desde

Guatemala a Costa Rica y florece principalmente en febrero, marzo y abril. Tiene el
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labelo enrollado en forma de corneta, con el borde delantero de color lila muy
intenso, seguido de una garganta blanca con un tinte amarillento y de una mancha
morada en el fondo (Rodriguez, 1995).
Mediante el acuerdo ejecutivo #24 del 15 de junio de 1939, fue declarada la Guaria
Morada (C. skinneri) como Flor Nacional de Costa Rica (Gonzalez, 1995),
corresponde a la forma normal y mas abundante de la especie, con tallo con dos

hojas y racimos de flores lila (“morada”) (Rodriguez, 1995).

La C. skinneri es una de la orquidea mas cultivadas en Costa Rica. Habita en la
zona Pacifica de este pais, y en las zonas pre-montafiosas de 500 hasta 1000
metros. Existe gran variedad en la coloracion de las flores, desde las moradas, hasta
las albas, las albas oculatas (blancas con una mancha morada en la garganta del
labio) y las rosadas. Cada escapo floral puede tener hasta 14 flores. Las plantas
rapidamente forman macollas robustas. Hibridos hechos con la C. skinneri resultan

bifoliadas y con muchas flores moradas en sus escapos (Tritch, 1995).

Durante el “verano”, la mayoria de los arboles de los habitats de C. skinneri
pierden el follaje, dando a la luz solar més acceso a las ramas. Y aqui, las “guarias”
comienzan a florecer, comenzando primero aquellas de la zona mas baja y calida de
su distribucion natural. Aun asi, se deberia considerar C. Skinneri como una orquidea
de la tierra templada mas bien que torrida, no le gustan las tierras bajas a nivel del

mar (Mora y Warner, 1995).

El Jardin Botanico Lankester revisO cuales de las especies de orquideas
presentes en Costa Rica ameritaban su inclusibn en un proyecto de
micropropagacion, y una de ellas fue C. skinneri. En el apéndice Il de CITES se

menciona C. skinneri como especie en peligro de extension (Mora y Warner, 1995).




Figura 2.1 Inflorescencia de Cattleya skinneri. 0 1996 Greg Allikas

2.3.4 Cattleya maxima

Existen dos variedades de C. maxima, una es de Ecuador y la otra de Pera. Las
plantas de Ecuador son mucho mas robustas y producen muchas mas flores que
aquellas que se desarrollan en Perd. Aunque la forma peruana (que se extiende en
Ecuador, Colombia y Venezuela) tiene menos flores, es superior en forma y color.
Ambas formas poseen un atractivo labelo encrespado con una vena color rojo
cereza, lo cual es distintivo de C. maxima. y adaptable en la mayoria de las
condiciones de crecimiento siempre que posea un buen drenaje y no se salga del
rango de temperatura de 50° F a 85° F. Necesita bastante luz en la época cercana a

la floracion (American Orchid Society, 1996).




Figura 2.2 Flor de Cattleya maxima. [0 1996 Greg Allikas

2.3.5 Cattleya skinneri x Cattleya maxima

Esta planta es un hibrido entre Cattleya skinneri y Catlleya maxima, por lo tanto
se define como un hibrido interespecifico (Warner, 2000). La planta de C maxima X
C. skinneri es epifita, perenne, con un rizoma cubierto por bracteas. Los seudobulbos
alcanzan tamafos de hasta 30 cm de largo, los cuales estan cubiertos por bracteas
papiraceas basales. El hibrido es bifoliado y las hojas se sitian en el apice del

seudobulbo, son lanceoladas, coriaceas y sésiles (Warner, 2000)

La inflorescencia es terminal, racemosa, subtendida por una bractea espatacea,
generalmente con pocas flores, grandes, llamativas, de color rosa. Los sépalos son
iguales entre si, libres, con una longitud de 5 a 7 cm cada uno. Los pétalos son

semejantes a los sépalos, pero mas anchos. El labelo es libre y simple;
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los l6bulos laterales envuelven la columna (ligeramente arqueada) y el borde
del labelo presenta méargenes ondulados; el callo presenta remacion amarilla. La
antera es terminal, incumbente, operculada con dos celdas, cada una dividida por un
septo. Los polinios son 4, céreos, eliptico-ovados, con caudiculas.. El estigma es
entero (Warner, 2000).

El habito de crecimiento de C. skinneri y C. maxima es muy similar, sin embargo
el hibrido alcanza un tamafio mayor que su pariente C. skinneri. El color y la forma
de las flores de ambas especies es muy similar, pero el hibrido se distingue por la
forma y color del labelo (Warner, 2000).

Figura 2.3 Planta de Cattleya skinneri x Cattleya maxima mantenida en condiciones de invernadero
en el Jardin Botanico Lankester




Figura 2.4 Inflorescencia del hibrido Cattleya skinneri x Cattleya maxima

2.4 Micropropagacion

Originalmente, la micropropagacion se defini6 como cualquier procedimiento
aséptico que comprenda la manipulacién de plantas, 6rganos, tejidos o células que
produzcan poblaciones de plantulas y que permitan el desvio tanto del proceso
sexual normal como de la propagacién vegetativa no aséptica que se practica
convencionalmente. La micropropagacion clonal implica que cada una de las
plantulas que se produce pueda crecer y ser fenotipica y genotipicamente idéntica a
la planta original de la que se deriva. (Krikorian, 1991b).

La micropropagacion presenta importantes ventajas sobre los métodos

tradicionales de propagacion, entre ellas se puede citar:




Incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo

b. Reduccién del tiempo de multiplicacion

c. Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie
reducida, a bajos costos y en un tiempo econémicamente costeable.

d. Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga

e. Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro, con menos
restricciones aduaneras

f. Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual solo existan pocos
individuos (Villalobos y Thorpe, 1991).

Debido a que la micropropagacion se refiere a un fendmeno de reproduccion
asexual, el riesgo de tener “variantes” fenotipicas o genéticas es bajo. Sin embargo
eso puede suceder cuando no se domina el proceso in vitro. Las plantas que vienen

de un mismo meristemo, 4pice, o estaca son llamadas “clones” (Krikorian, 1991b).

La obtencion de una planta entera puede ocurrir a través de 3 vias diferentes:

a. a partir de brotes, primordio, meristemo y embriones pre-existentes en el
“explante” utilizado

b. a partir de un brote o meristemo iniciado dentro de un callo o directamente sobre
el explante inicial. En este caso los brotes o meristemos se forman in vitro (brotes
adventicios o de novo)

c. a partir de un embribn somatico formado a partir de tejido somatico
(embriogénesis somatica) (Abdelnour y Vincent, 1994).

Murashige (1974; 1977) encontré que era util destacar la secuencia de eventos
asociados con la multiplicacién de plantas mediante las técnicas de cultivo aséptico,
de la siguiente manera:

Etapa I. Iniciacion o establecimiento (se establece el cultivo inicial o primario)

Etapa Il. multiplicacion de brotes o multiplicacién de plantas.
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Etapa Ill. Corresponde al enraizamiento o etapa de pretransplante; tiene como
objetivo producir una planta autotréfica que pueda sobrevivir en las condiciones del

transplante al suelo (Krikorian, 1991b).

Ademas de las anteriores, pueden considerarse otras dos etapas como parte
integral del procedimiento:
Etapa IV: Transferencia final a la etapa de medio ambiente
Etapa 0. Etapa inicial, que comprende la seleccion de la planta madre y la seleccion
de una modalidad de pretratamiento para volver funcional la estrategia que se adopte
(Krikorian, 1991Db).

Los factores que afectan la micropropagacion son:

a. Planta donadora de explante: el estado fisiol6gico y la edad de la planta fuente de
explantes influyen en la morfogénesis. Mientras mas joven y menos diferenciado
esté el tejido que se va a sembrar, mejor sera la respuesta in vitro (los
meristemos apicales y axilares han sido muy exitosos). La posicion de la yemas
es un factor importante.

b. El explante: si las plantas que se van a micropropagar tienen reproduccion por
semilla, las partes embrionales o de la plantula son las fuentes mas comunes de
explantes. En el caso de especies propagadas vegetativamente, los brotes
jovenes y los &pices meristematicos han sido generalmente la fuente de
explantes. Sélo en el caso de que se pretenda obtener plantas libres de virus, los
meristemos (sin primordios foliares) tienen una alta probabilidad de diferenciar
plantas libres de estos patdgenos; sin embargo, es mas dificil regenerar de ellos
plantas completas.

c. Factores fisicos: La temperatura de incubacién para la propagacion de la mayoria
de las familias fluctia entre 24 y 28° C. La luz es un factor fundamental en la
morfogénesis, involucra varios componentes como son la intensidad, el

fotoperiodo y la calidad.
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d. Medio de cultivo: el éxito en el cultivo de tejidos depende de la seleccién del
medio de cultivo, incluyendo su composicién quimica y forma fisica (Villalobos y
Thorpe, 1991). Una vez definido el objetivo perseguido con el cultivo in vitro de un
determinado explante, es necesario elegir un medio apropiado de cultivo, en el
cual hay que considerar no s6lo sus componentes sino su preparacion; existen
innumerables formulaciones cada una de las cuales contiene entre 15 y 35
compuestos quimicos que suministran: carbono, nutrimentos minerales,
vitaminas, agente gelificante (en caso de medios semisélidos), sustancias

reguladoras del crecimiento, y otros compuestos (Mroginski y Roca, 1991).

2.4.1 Micropropagacion de orquideas

Las orquideas se pueden multiplicar tanto de forma vegetativa como sexual. Si se
utiliza la propagacion vegetativa, la descendencia es idéntica a la planta madre. Sin
embargo, si se emplea la propagacion generativa, sélo raras veces se obtiene una
descendencia semejante a los padres, y esto solo en caso de especies silvestres. Si
se utilizan semillas procedentes de una orquidea cultivada (generalmente obtenida
por un cruce, y fuertemente heterocigota), la descendencia sera muy heterogénea y
rara vez idéntica al material inicial. La propagacion tradicional de orquideas es un
proceso muy lento, y se pueden requerir a veces 10 afos antes de conseguir un clon

de un tamano aceptable (Pierik, 1987).

La micropropagacion de las orquideas se puede dividir en dos grupos
importantes, basados principalmente en el objetivo de trabajo y la fuente del
explante: micropropagacion sexual y micropropagacion asexual (Kuan y Gonzalez,
1993).

La micropropagacion sexual consiste basicamente en la propagacion por medio

de semilla, con lo cual se asegura la variabilidad del material genético. Su aplicacion
se justifica cuando se producen hibridos de gran valor cuya semilla de otra
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forma no germinaria, ademas de que en condiciones naturales la germinacion
de orquideas es muy baja (alrededor del 5% del total producido en una capsula). La
germinacion de semillas in vitro fortifica los esfuerzos de conservacién de orquideas
al ofrecer una mayor cantidad de plantas a un menor precio, evitandose asi el

saqueo de individuos silvestres (kuan y Gonzalez, 1993)

Las semillas pueden extraerse de caspulas verdes (antes de su apertura), las
cuales deben tener un 60% de maduracion. La capsula debe esterilizarse y las
semillas se inoculan en la camara de flujo laminar. En caso de semillas expuestas
(fuera de la capsula), éstas deben ser removidas y ser tratadas con un desinfectante
antes de inocularlas in vitro (Kuan y Gonzéalez, 1993).

A partir de 1960 se produjo una revolucién en la propagacion vegetativa de las
orquideas. Morel (1960) intentd obtener Cymbidium libres de virus, por cultivo de

meristemos; y para este propdsito aisloé apices del vastago in vitro (Pierik, 1987).

La micropropagacion asexual de las orquideas, se realiza partiendo de diferentes
tipos de explantes segun sea el crecimiento de la orquidea (meristemo apical,
meristemo lateral o yema, yema en dormancia, nudo de tallo, yema floral, tallo floral
joven, seccion de hoja nueva, seccion de raiz, pétalo de flor). Ademas debe
considerarse otros factores como la facilidad para ser cultivable desde el punto de
vista de comportamiento celular como aséptico. Los objetivos principales de la
micropropagacion asexual en orquideas son la limpieza del material vegetal de
cualquier tipo de virus (por cultivo de meristemos) y otros patdégenos, y la

propagacion masiva de las plantas (Kuan y Gonzalez, 1993).
2.4.2 Cultivo de apices y meristemos en orquideas

En los afios 60, el desarrollo de procedimientos para multiplicar y mantener
plantas en cultivos asépticos recibié un impulso dramético; ello se debio al
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descubrimiento de la capacidad que tienen las puntas de los brotes y los
meristemos de Cymbidium sp., cortados apropiadamente y sembrados en cultivo
aséptico, para producir protuberancias que asemejan protocormos normales capaces

de crecer y desarrollarse en plantulas (Krikorian, 1991b).

Desde entonces se han usado los cultivos de puntas de brotes y de meristemos
de muchas otras plantas para obtener, mantener y multiplicar los materiales
genéticos; de una punta de brote cultivado o de un explante, en algunos casos, se
regenera una planta y en otros casos se puede estimular la formacion de brotes
multiples (Krikorian, 1991b).

A partir de los apices de vastago de Cymbidium que extrajo Morel (1960) se
obtuvieron unos “cuerpos protocérmicos” que eran extremadamente parecidos a los
gue se forman después de la germinacion de la semilla. A veces este protocormo se
divide en forma espontanea, pero generalmente esto se consigue cortando el
protocormo en porciones. En el caso de Cymbidium se pueden producir 6-8 nuevos
protocormos, a partir de uno inicial en alrededor 6 semanas; en principio este
esquejado de los protocormos se puede repetir de forma indefinida. Si no se obtienen
nuevos esquejes, el apice del vastago de cada protocormo puede en principio

desarrollar un vastago con hojas y raices (Pierik, 1987).

Se determind que si los cuerpos protocérmicos se cultivan en medio liquido y se
colocan en agitacion continua, el numero de protocormos se incrementa
considerablemente. Morel (1965) estimé que se pueden obtener 4 millones de
plantulas al afo, a partir de un meristemo de Cymbidium. De esta forma la clonacion
de orquideas por cultivo de meristemos, se convirti6 en la primera aplicacion
comercial de la propagacion vegetativa in vitro. Este método se modificO mas tarde

en Cattleya y otros géneros (Pierik, 1987).




Los protocormos que se desarrollan después de la germinacién de una semilla de
orquidea, tienen un estado morfologico entre un embrién indiferenciado y un vastago.
La formacion de cuerpos protocérmicos formados con el cultivo de meristemos,
significa que el apice del vastago de una planta adulta se rejuvenece. Debido a que
los protocormos obtenidos por germinacion de semillas tienen muchas semejanzas
(formacién de rizoides, formacion espontanea o inducida de protocormos a partir de
fragmentos de protocormo, polaridad débil) con los producidos a partir de apices de
vastagos, se introdujo el término cuerpo protocérmico, cuando se clonan orquideas

por cultivo de meristemos (Pierik, 1987)

La propagacion de orquideas por cultivo de meristemos se puede dividir en tres
fases: a) transformacion del meristemo en un cuerpo protocormico o tipo protocormo,
b) la propagacion de los protocormos dividiéndolos en fragmentos y, ¢) la conversion
de los protocormos en vastagos con raices (Pierik, 1987).

Una de las aplicaciones del cultivo de meristemos en la limpieza de virus en
plantas enfermas, para lo cual se requiere el aislamiento del meristemo con uno o
dos primordios foliares; porciones apicales de vastago mas grandes tienen pocas
probabilidades de producir plantas libres de virus, pero tienen mas probabilidades de
sobrevivir (Pierik, 1987).

2.4.3 Micropropagacion de Cattleya por cultivo de apices y meristemos

En el caso de Cattleya deben seleccionarse brotes de crecimiento rapido que
tengan de 3 a 5 cm de longitud, los cuales deben ser cortados y separados de la
planta madre con un bisturi previamente desinfectado. El brote debe cortarse tan

cerca de la base como sea posible (Kuan y Gonzéalez, 1993).




Kuan y Gonzalez (1993) mencionan una desinfeccion cuadruple de brotes de
Cattleya en hipoclorito de sodio (NaOCI) comercial: una inicial con una solucién al
10% (v/v) por 15-10 minutos, luego se elimind 2 o 3 hojas del brote y se sumergio en
NaOCI al 5% (v/v) por 8-10 minutos; posteriormente, y luego de eliminar los
primordios de hoja, se colocé en una solucion al 3% (v/v) por 3-5 minutos;
seguidamente se eliminaron los primordios de hoja y se sumergié un cubo apical de
2 mm? en NaOCI al 1% (v/v) colocandolo finalmente en un medio Murashige y Skoog
(1962).

Gutiérrez y Chen- Han (1994) utilizaron tres tipos de hibridos de Cattleya: Lc.
Dismore Perfection, Lc. Puppy love y Lc. Shellie Compton. Los brotes (de 5-8 cm)
fueron sometidos a una desinfeccion doble con NaOCIl. Antes de la primera
desinfeccion se eliminaron de 1-2 hojas del brote dejando expuestas las yemas
laterales. La desinfeccion superficial se realiz6 con NaOCI al 1% mas tres gotas de
Tween 20 por 5 minutos en un lavador ultrasonico y 10 minutos fuera de éste.
Después de realizar tres lavados en la camara de flujo laminar y de extraer 2-3 hojas
mas del brote se introdujo en NaOCI al 0,5% mas tres gotas de Tween 20 durante 15
minutos. Finalmente se efectuaron tres lavados con agua y un lavado en Acido
Citrico (100 mg/l) antes de extraer las yemas laterales y el meristemo e introducirlos
en medio de iniciacion liquido (120 rpm), que consistio en un MS (1962) con 1/3 de la
concentracion de sales, 10 mg/l de Adenina, 1,75 mg/l de Bencil Adenina (BA), 1,75
mg/l de Acido Naftalenacético (ANA), 2 mg/l de Glicina, 15% (v/v) de Agua de coco y
20 g/l de sacarosa; en este medio los explantes estuvieron por 16 semanas. Para la
fase de multiplicacién cada protocormo se dividié en 3-4 segmentos y se inocularon
en dos tipos de medio de cultivo: uno idéntico al primero pero en estado semisolido y
otros que sustituye las sales MS (1962) por Hyponex #1 (7-6-19) también en estado
semisdlido. La etapa final de enraizamiento se realiz6 en un medio semisélido con
2,5 g/l de Hyponex #1 (7-6-19), Vitaminas B5, 1cc de Acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), 509/l de banano, 30 g/l de sacarosa y 1,2 g/l de
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Carbén Activado. El ciclo de propagacion clonal in vitro fue calculado en 12

meses (para estos hibridos).

Morel (1965) cultivé puntas de brotes en medio semisélido Knudson C (1946)
enriguecido con 1 mg/l de Acido Indolacético (AIA) 6 1 mg/l de ANA obteniendo
formacién de cuerpos protocérmicos. Estas estructuras proliferaron en un medio
Morel (1965) enriquecido con los mismos reguladores de crecimiento y en las

mismas concentraciones.

Reinert y Mohr (1967) cultivaron yemas laterales de brotes de Cattleya sp en un
medio Reinert & Mohr (1967) enriquecido con 1,75 mg/l de ANA y 1,75 de Acido
Indolbutirico (AIB); luego de tres semanas de introducidas las yemas se utilizd un
medio igual al primero pero con adicion de 1 mg/l de Cinetina (KIN) y semisoélido para
obtener los cuerpos protocérmicos. Un medio igual a este ultimo pero en estado
liqguido se utilizé para mantener en crecimiento los cuerpos protocérmicos y el callo

producido (ocasional); asi como la regeneracion a plantulas (Arditti y Ernst, 1993).

Brotes vegetativos de Cattleya sp de longitudes entre 1-8 cm fueron utilizados por
Scully (1967). Se utilizé6 una desinfeccion doble con Clorox (NaOCI): ambas al 20%
(v/v) pero con duracion variable (la primera de 5 minutos y la segunda de 10
minutos). Se utilizaron dos tipos de medios en las etapas de introduccidon y
enraizamiento: Vacin & Went (1949) y Morel (1965). La etapa inicial se realizd en
medio liquido (160 rpm) por 2-5 semanas Yy la de enraizamiento en medio semisdlido
por 6-8 semanas. Todos los medios se utilizaron con 1 mg/l de ANA y 10% (v/v) de

Agua de coco.

Lindemann et al.(1970) utilizd6 brotes axilares los cuales fueron desinfectados
superficialmente con alcohol etilico de 95°, y luego se sumergieron en Hipoclorito de
Calcio (Ca(OCl),) al 0,4%-0,5% por 20-30 minutos; después de cada desinfeccion se

realizé un lavado con agua estéril. Los explantes se cultivaron en un medio de
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iniciacion Lindemann et al. (1970) liquido enriquecido con 0,1 mg/l de ANA, 0,2
de KIN y 15% de Agua de coco. Luego de 2 meses, se formaron los cuerpos
protocormicos, los cuales fueron multiplicados en un medio liquido Lindemann et al.
(1970) conteniendo 0,2 mg/l de ANA, 0,22 mg/l de KIN, 0,35 mg/l de Acido Giberélico
(GA3z), 15% de Agua de coco y 100 mg/l de Caseina Hidrolizada. Las subdivisiones
de los cuerpos protocormicos se realizaron en intervalos de un mes. El enraizamiento
se realizé en un medio Knudson C (1946) donde las plantas tardaron 10 dias en

emitir raices.

Morel (1970) utilizé tejido meristemético de yemas situadas en la base de brotes
jovenes. Como medio de iniciacion se sugieren varios medios de cultivo, todos ellos
liquidos:

a. Medio MS (1962) modificado conteniendo 0,1 mg/l de ANA, 0,2 mg/l de KIN y

15% (v/v) de Agua de coco.

b. Otra modificacion de medio MS (1962) enriquecido con 0,1 mg/l de ANA, 0,2 mg/l
de KIN y 100 mg/l de Caseina Hidrolizada

c. Medio de iniciacion Lidemann et al. (1970) conteniendo 0,1 mg/l de ANA, 0,2 mg/I
de KIN y 15% (v/v) de Agua de coco, seguido de medio de mantenimiento

Lidemann et al. (1970) conteniendo 0,2 mg/l de ANA, 0,22 mg/l de KIN, 0,35 mg/l

de Acido Giberélico (AG3) y 15% de Agua de coco y 100 mg/l de Caseina

Hidrolizada
d. Medio Kundson C (1946) modificado, ya sea con ausencia de reguladores de

crecimiento o utilizando 0,1 mg/l de ANA y 0,2 mg/l de KIN, ademas de 15% (v/v)

de Agua de coco.

Después de obtener cuerpos protocormicos en cualquiera de los anteriores medios
(en un periodo de 2 meses después de la introduccion), Morel (1970) utiliz6 como
medio de multiplicacion y regeneracion un medio semisolido Knudson C (1946)

modificado.




Apices de brotes de 2-5 cm de longitud sin las hojas desplegadas fueron
utilizados por Huang (1984). Después de remover las hojas superficiales, los brotes
fueron lavados y sumergidos en una solucion antioxidante de 100 mg/l de Acido
Ascorbico y 150 mg/l de Acido Citrico; posteriormente se introdujeron en una dilucion
1:10 de Purex (NaOCI al 5% -5,25%) por 20 minutos al vacio. Luego se realizd un
lavado con agua estéril y los brotes se introdujeron nuevamente en Purex pero en
una dilucién 1:10 por 1 minuto para finalmente hacer un bafio con una dilucion
1:1000. Los explantes fueron noculados en un medio liquido de iniciacion MS (1962)
modificado conteniendo 0,1 mg/l de ANA, 1 mg/l de Bencil Adenina (BA), 10 mg/l de
Sulfato de Adenina y 15% de Agua de coco. Para la multiplicacion de los cuerpos
protocormicos se utilizé un medio semisoélido MS (1962) modificado con 0,1 mg/l de
ANA, 1 mg/l de BA, 10 mg/l de Sulfato de Adenina y 15% de Agua de coco.
Finalmente, el enraizamiento se llevd a cabo en un medio semisélido MS (1962)
modificado con 0,3 mg/l de ANA y 30 mg/l de Sulfato de Adenina.

En el caso del cultivo de meristemos de Cattleya, se produce muy rapidamente
una coloracion marron en los tejidos lesionados debido a la oxidacion; por esta razon
se recomienda cortar el meristemo en liquido, y cultivarlo después en un medio de
cultivo liquido, en el cual la coloracion marrén difunde con mas facilidad (Pierik,
1987).

La formacion de cuerpos protocérmicos en Cattleya necesita bastante tiempo y
generalmente empieza en las bases de las hojas mas viejas; aqui el meristemo
apical no juega de hecho ningun papel y al final se pierde. los primordios foliares de
Cattleya aislados responden también de forma positiva forman cuerpos

protocérmicos (Pierik, 1987).

El aislamiento de meristemos generalmente tiene lugar en medios sélidos con la

excepcion de Cattleya; la propagacion de cuerpos protocormicos generalmente tiene
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lugar en medios liquidos, y el crecimiento de estas estructuras hasta plantulas,
nuevamente en medio soélido (Leffring, 1968).

La propagacion y el crecimiento son, en general, mejores en un medio en
movimiento que en un medio sélido. En los medios liquidos existe un mejor

suministro de oxigeno y el transporte de nutrientes es mas eficaz (Pierik, 1987).

2.5 Jardin Botanico Lankester

El Jardin Botanico Lankester se localiza cerca de la ciudad de Paraiso en Cartago
a 9° 50 37" latitud norte y 83° 37°43" longitud este, a una altitud de 1400 m.s.n.m.
Fue fundado en la década de los 50 por el naturalista inglés Carlos H. Lankester. En
1973 fue adquirido por la Sociedad Norteamericana de Orquideologia y la fundacion
Stanley Smith de Inglaterra para donarlo a la Universidad de Costa Rica (Quesada,
1997).

La precipitacién pluvial en este lugar es de 1000-13000 mm por afio y la
temperatura promedio es de 18-24 °C durante el dia y 15-18 °C durante la noche.
Segun la clasificacion de zonas de vida Holdridge (1978), el area pertenece a la
formacion de bosque humedo tropical transicion a premontano (bh-p). Esta es la
zona de vida mas alterada en Costa Rica, pues aqui ya no guedan areas
representativas con bosque primario. Esta zona se considera un bosque semideciduo

estacional de altura media y de dos estratos (Quesada, 1997)

El Jardin Botanico Lankester es internacionalmente conocido por su coleccion de
epifitas, entre las que sobresalen las orquideas. En sus 10,5 hectareas de extension
crecen plantas de otras familias como bromelias, araceas, heliconias, zingiberaceas,
musaceas, cactos, helechos y numerosas especies arborescentes, todas creciendo
en armonia con aves (mas de 100 especies), insectos y otros animales (Quesada,
1997). Su misién es promover la conservacion de la flora epifita de Costa Rica, en
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particular orquideas, mediante tres areas especificas: horticultura, investigacion y
educacion ambiental (Warner, 2000)




3. OBJETIVOS

Desarrollar un protocolo de micropropagacion en Cattleya skinneri y Cattleya

skinneri x Cattleya maxima por medio del cultivo de apices de brotes

. Determinar un protocolo de desinfeccion efectivo para explantes de C. skinneri y
C. skinneri x C. maxima utilizando compuestos quimicos facilmente disponibles y

econémicamente accesibles.

Desarrollar las etapas de introduccion, multiplicacion y enraizamiento utilizando
como variables el estado fisico del medio de cultivo (medio liquido y medio
semisolido) y dos clases de medio de cultivo (Murashige & Skoog (1962)
modificado y Knudson C (1946) modificado).

. Determinar la capacidad de formacion de cuerpos protocormicos de C. skinneri y

C. skinneri x C. maxima en medio de cultivo de introduccion

. Obtener el indice de brotacion de cuerpos protocérmicos C. skinneri y C. skinneri

x C. maxima en medio de cultivo de multiplicacion.

Determinar el promedio de formacion de raices de vitroplantas de C. skinneriy C.

skinneri x C. maxima en medio de enraizamiento.




4. METODOLOGIA

Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Jardin

Botanico Lankester, ubicado en la provincia de Cartago.

4.1 Seleccion de explantes y desinfeccion

Se utilizaron plantas de la especie Cattleya skinneri y del hibrido Cattleya skinneri
x Cattleya maxima (producido por polinizacién controlada en el Jardin Botanico

Lankester) mantenidas en condiciones de invernadero (con acceso libre al publico).

Figura 4.1 Invernadero del Jardin Botanico Lankester de donde se extrajeron las plantas de Cattleya
skinneri y Cattleya skinneri x Cattleya maxima donadoras de explantes.

Los explantes que se utilizaron para ambos tipos de orquidea fueron apices de
brotes laterales de 4-7 cm de longitud. Los brotes de estas plantas se cortaron desde
su base con un bisturi previamente desinfectado con alcohol (etanol) de 95°. Las

plantas seleccionadas para la investigacion debian poseer dos puntos de
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crecimiento, de los cuales se extrajo el brote de uno de ellos. Los individuos

utilizados no recibieron ningun tratamiento especial antes de extraer los brotes.

Figura 4.2 Brote lateral de Cattleya skinneri x Cattleya maxima utilizado como explante inicial para el
cultivo in vitro de apices

Se probaron 4 tratamientos de desinfeccion tanto para C. skinneri como para C.
skinneri x C. maxima (Cuadro 1 y 2). De estos, los tratamientos I, 1l y IV fueron
idénticos para ambos tipos de orquidea. EIl tratamiento Il difiri6 en el tiempo de
exposicion de los brotes en alcohol de 95° , que para C. skinneri fue de 5 minutos y
para C. skinneri x C. maxima fue de 30 segundos.

Una vez cortados los brotes, estos se llevaron al laboratorio, y en todos los casos

fueron sumergidos en agua con detergente en polvo (1,5-2 g de detergente por cada
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100 ml de agua) mas 3 gotas detergente liquido, durante 10 minutos, en constante

agitacion.

Los 4 tratamientos de desinfeccion que se probaron en ambas orquideas

consistieron en una inmersion de alcohol de 95° y una doble desinfeccion con NaOCI;

las variables fueron las concentraciones de NaOCI utilizadas y la duracion de las

inmersiones en los diferentes compuestos quimicos. En todos los casos, las
soluciones de NaOCI se utlizaron con 0,5% de Physan 20® (desinfectante,

bactericida y fungicida) y 3 gotas de detergente liquido. Luego de la primera
desinfeccion con NaOCI y de los lavados posteriores a ésta, los brotes fueron

sometidos a una diseccion donde se eliminaron las hojas superficiales (4-5 hojas).

Tabla 4.1 Tratamientos de desinfeccion realizados en brotes laterales de C. skinneri

Etapas de la desinfeccion

Tratamiento de desinfeccién

I\

Alcohol de 95°
(fuera de camara)

30 seg

5 min

30 seg

5 min

NaOCI
(fuera de camara)

1% por 10 min

1% por 10 min

3% por 10 min

3% por 10 min*

Lavados con agua
destilada estéril
(en camara)

3 lavados de 2
min cada uno

3 lavados de 2
min cada uno

3 lavados de 2
min cada uno

2 lavados de 2
min cada uno

NaOCl
(en camara)

0,5% por 15 min

0,5% por 20 min

1% por 20 min

1% por 20 min

Lavados con agua
destilada estéril
(en camara)

3 lavados de 2
min cada uno

3 lavados de 2
min cada uno

3 lavados de 2
min cada uno

2 lavados de 2
min cada uno

* Se realizé dentro de la camara de flujo laminar




Tabla 4.2 Tratamientos de desinfeccion realizados en brotes laterales de C. skinneri x C. maxima

Etapas de la desinfeccidon

Tratamiento de desinfeccién

I\

Alcohol de 95°
(fuera de camara)

30 seg

30 seg

30 seg

5 min

NaOCI
(fuera de camara)

1% por 10 min

1% por 10 min

3% por 10 min

3% por 10 min*

Lavados con agua
destilada estéril (en
camara)

3 lavados de 2
min cada uno

3 lavados de 2
min cada uno

3 lavados de 2
min cada uno

2 lavados de 2
min cada uno

NaOCI
(en camara)

0,5% por 15 min

0,5% por 20 min

1% por 20 min

1% por 20 min

Lavados con agua

3 lavados de 2

3 lavados de 2
min cada uno

3 lavados de 2
min cada uno

2 lavados de 2
min cada uno

destilada estéril min cada uno

(en camara)

* Se realiz6 dentro de la cAmara de flujo laminar

Después del ultimo lavado con agua destilada estéril, los brotes (en todas las
desinfecciones) fueron disectados hasta obtener el apice con 3-4 primordios foliares.
Antes de introducir los explantes en medio de cultivo, los apices se sumergieron en
una solucion de Acido Citrico (100 mg/l) durante 1 minuto, excepto en la desinfeccion
IV (tanto de C. skinneri como de C. skinneri x C. maxima) en que esta inmersion tuvo

una duracion de dos minutos.

En el caso de C. skinneri se utilizaron 30 explantes. Para el hibrido C. skinneri x

C. maxima se utilizé total de 28 explantes.

4.2 Etapa de introduccion

Una vez desinfectados, los explantes fueron introducidos en medio de cultivo de
iniciacién (inductor de formacién de cuerpos protocérmicos). Se utilizaron dos tipos

de medio de cultivo:
a. Medio con sales de Murashige & Skoog (1962) (Anexo 1) complementado con

0,031 mg/l de Cloruro de Niquel (NiCl « 6H,0), 2 mg/l de Glicina, 0,5 mg/l de
Piridoxina, 0,1 mg/l de Tiamina, 0,1 mg/l de ANA, 0,2 mg/l de Kin, 15% de Agua
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de Coco y 15 g/l de sacarosa. Este medio se utilizé en forma semisdlida (2 g/l de

Phyta-Gel[) y liquida.

b. Medio con sales Knudson C (1946) modificado (Anexo 2) complementado con
0,031 mg/l de NiCl « 6H,0, 0,1 mg/l de ANA, 0,2 mg/l de Kin, 15% de Agua de
Coco y 15 g/l de sacarosa. EI medio de cultivo fue utilizado en forma semisoélida
(2 g/l de Phyta-Gel[) y liquida.

El agua de coco utilizada no recibié ningun tipo de tratamiento de filtracion, ni se

pudo obtener datos del estado de maduracion ni la zona de procedencia.

Tabla 4.3 Numero de explantes de C. skinneri colocados en medio de introduccion segun el
tipo de medio de cultivo y el tratamiento de desinfeccién

Medio de cultivo

Tratamiento de
Desinfeccion

Estado del medio
de cultivo

MS (1962)
modificado

Knudson C (1946)
modificado

Semisoélido

2

2

Liquido

Semisoélido

Liquido

Semisoélido

Liquido

v

Semisoélido

Liquido

WWIN|P[FP|IW|O

WWIN|IN(O|FP |-

Tabla 4.4 Numero de explantes de C. skinneri x C. maxima colocados en medio de
introduccion segun el tipo de medio de cultivo y el tratamiento de desinfeccion

M edio de cultivo

Tratamiento de
Desinfeccion

Estado del medio
de cultivo

M S (1962) modificado

Knudson C (1946)
modificado

Semisodlido

Liquido

Semisodlido

Liquido

Semisodlido

Liquido

v

Semisodlido

Liquido

I =1 S T

AW INOWO|~




Todos los medios de cultivo se ajustaron a un pH de 5,5, y se colocaron en el
cuarto de crecimiento en condiciones de luz directa (1500-3000 lux) utilizando dos
tipos de fluorescentes (Growth Lux y Day Light). La temperatura se mantuvo en (22
2) °C, y el fotoperiodo en 12 horas luz. Los medios de cultivo liquidos, con un
volumen de 50 ml y contenidos en erlenmeyers de 250 ml, se colocaron en agitacion

constante a 95-100 rpm.

Durante la primera semana de cultivo se determinaron los porcentajes de

contaminacion y oxidacion de los explantes.

Los explantes desinfectados y que no murieron por oxidacién, fueron
subcultivados con una frecuencia de tres semanas, eliminando las partes necroticas
y oxidadas en aquellos explantes que lo presentaron. Una vez que se formaron los

cuerpos protocoérmicos, se realizoé la transferencia a medio de multiplicacion.

4.3 Etapa de multiplicacion

Solamente los apices con formacién de cuerpos protocérmicos se cultivaron en
medio de multiplicacion. Todos los explantes que llegaron a esta etapa provenian de
medio de cultivo liquido. Al igual que en la etapa de iniciacion se utilizaron dos tipos

de medio:

a. Medio con sales MS (1962) (Anexo 1) complementado con 0,031 mg/l de NiCl «
6H,0, 2 mg/l de Glicina, 0,5 mg/l de Piridoxina, 0,1 mg/l de Tiamina, 0,18 mg/l de
ANA, 0,22 mg/l de Kin, 0,35 mg/l de AG3, 15% de Agua de Coco y 20 g/l de

sacarosa.
b. Medio con sales Knudson C (1946) modificado (Anexo 2) complementado con

0,031 mg/l de NiCl « 6H,0, 0,18 mg/l de ANA, 0,22 mg/l de Kin, 0,35 mg/l de AGsg,
15% de Agua de Coco y 20 g/l de sacarosa.
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Las condiciones fisicas, la velocidad de agitacién (95-100 rpm) y el pH del medio
de cultivo se mantuvieron iguales que en la etapa de introduccién. Después del
segundo subcultivo se redujo el volumen de 50 ml a 20 ml. La frecuencia de

transferencia continu6 siendo de tres semanas.

El agua de coco utilizada no recibié ningun tipo de tratamiento de filtracién, ni

tampoco se tuvo datos de su procedencia y estado de maduracion.

En la transferencia a medio de multiplicacion, dos de los seis apices de C.
skinneri y uno de los cinco de C. skinneri x C. maxima que formaron estas
estructuras (en etapa inicial, sin desarrollo de brote) fueron seccionados con bisturi
en dos partes y cultivados en el medio de cultivo correspondiente segun la etapa de
introduccién. El resto de los explantes con formacién de cuerpos protocormicos,
simplemente se transfirieron a medio de multiplicacion y se dejaron intactos hasta el
desarrollo de brotes. Se realizaron subcultivos en intervalos de tres semanas
aproximadamente en los explantes sobrevivientes. La multiplicacion de los cuerpos
protocormicos con desarrollo de brotes se hizo por separacion de los mismos con
pinzas, y no por seccionamiento con bisturi. Dicha separacion se hizo inicialmente
cuando los brotes tenian tamafios de 0,5 cm 0 menos, pero por presentarse
mortalidad en los mismos, la practica se realizé cuando los brotes poseian 1,5 cm o

mas de longitud.

El indice de brotacién de los explantes se obtuvo como un promedio del nimero
de brotes nuevos por semana, en un periodo de 6 semanas, para cada tipo de

orquidea y cada tipo de medio de cultivo.
Las explantes (con desarrollo de brote) se dejaron en medio de multiplicacién

hasta evidenciar la presencia de raices. Inmediatamente después de ocurrir este

hecho, las plantas se transfirieron a medio de enraizamiento.
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4.4 Etapa de enraizamiento

Esta etapa sélo contdé con material procedente de un mismo meristemo de C.
skinneri cultivado en medio de cultivo Knudson C (1946) modificado. Se realizaron
pruebas con vitroplantas en medio de cultivo liquido y otras en medio semisélido con
las sales de Knudson C (1946) (Anexo 2) al 50% y 30 g/l de sacarosa. Se elimino el
uso de reguladores del crecimiento y el agua de coco; el medio semisélido se utilizd
con 2 g/l de Phyta-Gel® y 2 g/l de Carbon Activado.

Las condiciones fisicas en el cuarto de crecimiento, el pH del medio de cultivo y la
agitacion (en el caso del medio liquido) se mantuvieron iguales que en las etapas
anteriores. El volumen del medio liqguido se mantuvo en 20 ml, y los subcultivos en
éste se realizaron cada semana. Los subcultivos en medio semisélido se realizaron
cada 3 semanas. Tanto en medio semisolido como en medio liquido de

enraizamiento se sigui6 realizando multiplicacion de brotes por separacion.




5. RESULTADOS

5.1 Seleccion de explantes y desinfeccion

La sobrevivencia de los explantes de C. skinneri y C. skinneri x C. maxima
dependio de la contaminacion en la etapa de introduccion en cultivo aséptico y de la
oxidacion presentada en la misma. La contaminacién fue causada tanto por bacterias
como por hongos. En el caso de la contaminacion bacteriana presentada en ambos
tipos de orquidea, ésta se evidencié en medio semisolido como colonias color
blanco, y en medio liquido por el aspecto lechoso de éste. La contaminacion por

hongo fue més diversa, evidenciandose por la visualizacion del micelio.

La oxidacion se determind como una coloracion marron tanto en el explante como
en el medio de cultivo. Los explantes colocados en medio semisdlido presentaron
oxidacion momentos después de finalizar los lavados con el Acido Citrico (etapa
anterior a la introduccion in vitro). La produccion de compuestos producto de
oxidacion aumento con el tiempo hasta que los explantes se tornaron totalmente
oscuros; fue muy evidente también en el medio de cultivo semisdlido la coloracion
café cerca de la base del explante. Los explantes colocados en medio liquido que se
descartaron por oxidacion tardaron mas en presentar esta caracteristica, muchos de
ellos la presentaron recién realizada la desinfeccion, pero una vez colocados en el

medio de cultivo liquido esta disminuyo o desaparecio.

Los porcentajes de contaminacion en C. skinneri disminuyeron conforme
avanzaron los diferentes tratamientos de desinfeccion (Tabla 5.1); esto mismo
ocurri6 con los porcentajes de oxidacion, los cuales superaron siempre los
porcentajes de contaminacion en el respectivo tratamiento de desinfeccion (Tabla
5.2).

C. skinneri x C. maxima también presento una disminucion en los porcentajes de

contaminacion conforme se realizaron los tratamientos de desinfeccion (Tabla 5.1).
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Los porcentajes de oxidacion fueron variables, pero siempre iguales o mayores al

50% (Tabla 5.2).

Tabla 5.1 Porcentaje de contaminacion de explantes de C.
maxima introducidos en cultivo aséptico

skinneri y C. skinneri x C.

Tratamiento de desinfecciéon

Porcentaje de contaminacién

C. skinneri C. skinneri x C. maxima
I 40 100
1] 40 80
1 28,57 60
v 16,66 16,66

Tabla 5.2 Porcentaje de oxidacion de explantes de C. skinneri y C. skinneri x C. maxima
luego de ser introducidos en cultivo aséptico

Tratamiento de desinfeccién

Porcentaje de sobrevivencia

C. skinneri C. skinneri x C. maxima
I 80 50
1] 60 60
1 42,86 80
v 41,66 50

Los porcentajes de contaminacion presentados en C. skinneri x C. maxima

resultaron ser mayores que los reportados en C. skinneri, con excepcion del

tratamiento IV, en el cual el comportamiento fue exactamente el mismo. Aunque el

tratamiento de desinfeccion Il no es comparable por ser distinto en ambas clases de

orquidea, el porcentaje de contaminacién fue mayor en C. skinneri x C. maxima

(Figura 5.1)




| B C. skinneri
EC. skinneri x C. maxima

80

Porcentaje de 60
contaminacion
(%) 404

Tratamiento de desinfeccion

MICROSOFT EXCEL 97

Figura 5.1 Porcentaje de contaminacion de apices de C. skinneri y C. skinneri x C. maxima sometidos
a diferentes tratamientos de desinfeccion

Los porcentajes de oxidacion de los explantes presentaron grandes variaciones
de acuerdo con el estado fisico del medio de cultivo en que se colocaron. Los
meristemos en medio semisélido fueron los que presentaron mayores problemas de
oxidacién respecto de aquellos cultivados en medio liquido. Las variaciones, aunque
minimas, también se dieron segun el tipo de orquidea: en medio semisélido C.
skinneri x C. maxima fue la que presentd mayor porcentaje de oxidacion, de forma

contraria ocurrié en medio de cultivo liquido ( Figura 5.2)




B C. skinneri
O C. skinneri x C. maxima

Porcentaje de
oxidacion (%9 i
30+
20
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Estado fisico del medio de cultivo

MICROSOFT EXCEL 97

Figura 5.2 Porcentaje de oxidacion presentado en apices de C. skinneri y C. skinneri x C. maxima, de
acuerdo con el estado fisico del medio de cultivo.

La contaminacion y oxidacion presentadas luego de que los explantes de ambas
orquideas fueron inoculados en condiciones in vitro, dieron como resultado bajos
porcentajes de sobrevivencia, lo cual se traduce en una limitada cantidad de
explantes (Tabla 5.3)

Tabla 5.3 Porcentaje de sobrevivencia de explantes de C. skinneri y C. skinneri x C. maxima
luego de ser sometidos a los diferentes tratamientos de desinfeccion

Tratamiento de desinfeccion Porcentaje de sobrevivencia
C. skinneri C. skinneri x C. maxima
I 20 0
Il 20 20
1 42,86 20
v 41,66 33,33




5.2 Etapa de introduccién

De los explantes sobrevivientes al proceso de desinfeccién y a los efectos de la

oxidacion, 60% formo cuerpos protocormicos en C. skinneri y 50% en C. skinneri x C.

maxima. Los explantes que no formaron estas estructuras presentaron al final de

este proceso secciones de tejido dafiado y otras partes con coloracion verdosa.

De los explantes que formaron cuerpos protocormicos en C. skinneri, el 66,67%

fue inoculado en medio MS (1962) modificado y el 33,33% en el medio Knudson C

(1946) modificado. Un comportamiento opuesto ocurrio en el cultivo in vitro del
hibrido, pues el 66,67% se dio en medio MS (1962) modificado y el 33,33% en medio
de cultivo Knudson C (1946) modificado, tal y como se muestra en la siguiente figura.

Explantes con
formacion de
cuerpos
protocormicos (%)

70+

60

50

40

30

20

10

EC. skinneri
Bl C. skinneri x C. maxima

M&S (1962) modificado

Medio de Cultivo

Kunson C (1946) modificado

MICROSOFT EXCEL 97

Figura 5.3 Porcentaje de explantes de C. skinneri y C. skinneri . maxima con formacién de cuerpos
protocérmicos de acuerdo con el tipo de medio de cultivo
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Respecto a la formacion de cuerpos protocérmicos de acuerdo al estado fisico del
medio de cultivo, un 83,33% formaron cuerpos protocérmicos en medio liquido en
comparaciéon con 33,33% en C. skinneri. En el caso de C. skinneri x C. maxima, la
formacion de estas estructuras solamente se dio en medio de cultivo liquido (100%)
(Figura 5.4).

100+
904 E Medio semisolido
80 B Medio liquido

Porcentaje de
explantes (%)

C. skinneri C. skinneri x C.maxima

Especie

MICROSOFT EXCEL 97

Figura 5.4 Porcentaje de explantes de C. skinneri y C. skinneri x C. maxima con formacion de
cuerpos protocormicos de acuerdo con el estado fisico del medio de cultivo

El inicio de la formacién de cuerpos protocormicos se evidencié cuando el
explante se torno totalmente verde, y las zonas donde se realizaron cortes en el
momento de la inoculacion experimentaron una especie de cicatrizacion. El tiempo
transcurrido desde la inoculacion hasta esta etapa (formacion inicial de cuerpos
protocormicos) varié de acuerdo con el tipo de medio de cultivo, asi, en C. skinneri
esta etapa inici6 mas rapidamente en medio MS (1962) liquido que en medio Knuson

C (1946) liquido; sin embargo, el unico explante de esta especie que formo cuerpos
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protécormicos en medio semisdlido MS (1962), fue el que mas tard6 en hacerlo (6

semanas después de la introduccion) (Tabla 5.4).

En el caso de C. skinneri x C. maxima el momento de inicio de formacion

cuerpos protocdrmicos en medio liquido MS (1962) y medio Knudson C (1946) fue

muy parecido (Tabla 5.4)

Tabla 5.4 Tiempo promedio de formacion de cuerpos protocérmicos en apices de C. skinneri
y C. skinneri x C. maxima

Tipo de medio de
cultivo

Estado fisico del
medio de cultivo

Periodo de inicio de formacion
de cuerpos protocdérmicos ( semanas)

C. skinneri C. skinneri x C. maxima
MS (1962) modificado Semisélido 6 -
Liquido 3,5 4,67
Knudson C (1946) Semisélido - -
modificado Liquido 5 4,5

Desde el momento de inicio de la formacion de cuerpos protocérmicos en ambos

tipos de orquidea, el desarrollo de estos continué hasta la visualizacion de

protuberancias de color verde, muy bien definidas, unidas en una sola estructura.

-4:

Figura 5.5 Apice de C. skinneri con formacion de cuerpos protocormicos




El dnico explante que formo6 cuerpos protocormicos (un total de 2) en medio
semisolido (perteneciente a la especie C. skinneri) se dafié completamente en uno
de los subcultivos de esta etapa de introduccion, sin embargo, su estado de

desarrollo era avanzado (aunque no habia producido brotes).

5.3 Etapa de multiplicacion

Los explantes con estructuras protocormicas que fueron seccionados en dos
partes con bisturi murieron en el lapso de una semana, pues el tejido verde del
protocormo se tornd en ese periodo en un tejido café oscuro. El medio de cultivo en
el que fueron inoculados (liquido en todos los casos) no presentd variaciones de

color en ese periodo.

El resto de los explantes con formacion de cuerpos protocdrmicos, que no fueron
seccionados, desarrollaron brotes multiples (Figura 5.6), los cuales (tanto en C.
skinneri como en el hibrido) iniciaron su formacion en el punto donde se ubicaba el
meristemo apical en la estructura inicial. De cada cuerpo protocormico se
desarrollaron varios brotes, no necesariamente un cuerpo protocormico significo un

brote.

Figura 5.6 Brotes adventicios desarrollados a partir de cuerpos protocérmicos de C. skinneri x C
maxima cultivados in vitro




Se noté que cuando la division de los brotes se hacia en una etapa temprana de
crecimiento (menos de 0,5 cm), el 100% de los brotes separados moria en un lapso
de 4 a 5 dias, pues se tornaban de un color café oscuro, semejante al visualizado en
los cuerpos protocormicos divididos por seccionamiento. Por el contrario los brotes
con una longitud de 1,5 cm o mas (Figura 5.7) sobrevivia perfectamente e incluso
generaba mas brotes en su base.

Figura 5.7 Brotes adventicios de C. skinneri con desarrollo foliar en etapa de multiplicacion

El indice de brotacion para C. skinneri en medio de multiplicacion Knudson C
(1946) modificado fue mayor que el presentado en medio de multiplicacion MS
(1962) modificado. Un comportamiento similar ocurrié con el hibrido C. skinneri x C.
maxima. Si se compara entre los dos tipos de orquidea, existen indices de brotacion
menores en el hibrido (Figura 5.8).
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Figura 5.8 Indice de brotacion de C. skinneri y C. skinneri x C. maxima, en dos diferentes medios de
cultivo liquidos de multiplicacion

5.4 Etapa de enraizamiento

Al finalizar el periodo de la investigacion, sélo plantas de un mismo apice de C.
skinneri, cultivadas en medio liquido Knudson C (1946) modificado, lograron
desarrollar raices (Figura 5.9).

Figura 5.9 Vitroplantas de C. skinneri en fase de enraizamiento cultivadas en medio liquido
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Las vitroplantas colocadas en medio liquido Knudson C (1946) modificado
desarrollaron en promedio 2,4 raices, mientras que las plantas cultivadas en medio
semisolido presentaron 3 raices en promedio. Se observd dafio (tejido color café) en
el tallo y las hojas de las vitroplantas mantenidas en medio liquido, incluso se dio el
desprendimiento de raices en algunas de ellas. La estructura de las vitroplantas en
medio semisélido fue muy diferente: tallos y hojas verdes e intactas, raices mas

gruesas y con presencia de vellosidades.

El medio de cultivo liquido en esta etapa de enraizamiento presenté una
coloraciéon café claro translicida después de una semana de introducir las

vitroplantas en cada subcultivo.

Aunque la etapa final es de enraizamiento, las vitroplantas, tanto en medio
semisodlido como liquido, siguieron desarrollando brotes laterales, que fueron
separados de forma semejante a la etapa de multiplicacion y subcultivados en el

mismo medio de enraizamiento.




6. DISCUSION

6.1 Seleccion de explantes y desinfeccion

En la seleccion de los brotes laterales tanto de C. skinneri como de C. skinneri x
C. maxima, se procurd la escogencia de brotes sin apertura foliar para reducir la
posibilidad de entrada de agentes contaminantes al interior de la estructura, que
dificultaran aun mas el proceso de desinfeccion; ademas, las plantas escogidas
debian poseer dos o mas puntos de crecimiento para que al eliminar uno de los
brotes, la planta no frenara su crecimiento. Estos requerimientos dieron como
resultado una limitante en el nUmero de explantes, tomando también en cuenta que
por brote solo se obtuvo un apice (con 3 a 4 primordios foliares). De un brote lateral
como el utilizado en la investigacion también se pueden extraer yemas laterales que
poseen tejido meristematico, sin embargo, para ello se utilizan otros medios de

cultivo y representa un procedimiento diferente de cultivo.

El estado de contaminacién de las plantas madres constituyé un factor incierto,
pues todas provenian de un mismo invernadero sin ningun tipo de restriccion
sanitaria de acceso; ademas, el invernadero poseia una estructura abierta a los
lados, lo que permitia el ingreso de agentes contaminantes, incluso de insectos. Las
plantas que crecen en ambientes externos estan invariablemente contaminados con
microorganismos y enfermedades; debido a que se parte de explantes pequefios que
deben ser inoculados en un medio nutritivo, que es favorable para el crecimiento y la
multiplicacion de estos microorganismos, el cultivo de tejidos debe ser establecido y
mantenido en condiciones asépticas, lo que significa realizar un tratamiento de

desinfeccion de las superficies expuestas (George, 1993).
Como el objetivo de la introduccion del material vegetal era la micropropagacion y

no la limpieza de virus estrictamente, no se realizé ningun tipo de prueba seroldgica

para comprobar la presencia de estos microorganismos.
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Todos los tratamientos de desinfeccién a que fueron sometidos los brotes fueron
similares: un lavado inicial con detergente para eliminar las particulas e impurezas
mas grandes, seguido de una inmersion en alcohol de 95°, posteriormente una
desinfeccion inicial con NaOCl mas fuerte que la segunda (también en NaOCI), y 3
lavados con agua destilada estéril después de cada desinfeccion con NaOCI para
eliminar los restos de los compuestos quimicos. El alcohol de 95°, ademas de servir
como agente bactericida, se utilizO como surfactante para que los tejidos fueran
facilmente penetrados por los siguientes germicidas (el NaOCl en este caso). La
primera desinfeccion con NaOCI se utilizé siempre en mayor concentracion que la
segunda, pues el tejido inicial (hojas superficiales del brote lateral entero) requeria
una desinfeccion sin importar el dafio de ese tejido, ya que no era el explante de
interés; ademas, por tratarse de un brote cerrado, el contacto del alcohol y del NaOCI
de la primera desinfeccion dificilmente alcanzé el meristemo apical. La segunda
desinfeccion con NaOCI se utilizé siempre en menor concentracion respecto de la
primera, pues ya para el momento de su realizacion, se habian eliminado algunas
hojas superficiales, lo que incrementaba la posibilidad de contacto del compuesto

guimico con el meristemo apical, el cual es un tejido muy sensible (Flores, 1998).

La accion bactericida de las soluciones de hipoclorito se debe tanto al Acido
Hipocloroso (HOCI) como al ion OCI. La primera forma es probablemente mas
efectiva que la del id6n, ya que la eficiencia desinfectante del cloro es mejor es
soluciones de hipoclorito ligeramente acidas y decrece con el incremento del pH,
correspondiente a la conversion del Acido Hipocloroso en OCI™ (Dychdala, 1977). La
escogencia de este compuesto para desinfectar el material vegetal se hizo por su
facil disponibilidad en el mercado y por ser econémicamente accesible, mismas

razones del uso del alcohol de 95°.
En todos los casos, las soluciones de NaOCI se utilizaron con un compuesto

comercial llamado Physan 20®, el cual es un desinfectante, bactericida y funguicida;

esto como un refuerzo del proceso de desinfeccidn; sin embargo, la concentracion
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nunca fue variada, es decir, no constituyé una variable, por lo que no puede
afirmarse que esa fuera la ideal para la especie y el hibrido utilizados. El detergente
liqguido en las soluciones de NaOCI se utiliz6 como agente tensoactivo para reducir la
tension superficial del agua y permitir asi un mejor acceso de los desinfectantes al

tejido vegetal.

Al apice desnudo no se le realizé ningun tipo de desinfeccién directa, ya que
explantes delicados como éste, recubiertos con una capa protectora, generalmente

estan libres de contaminacion microbiana (George, 1993).

Aunque C. skinneri y el hibrido respondieron igual al tratamiento de desinfeccién
IV (el méas fuerte y efectivo de todos los tratamientos), C. skinneri x C. maxima
demostrd ser la orquidea que provenia del invernadero con mas contaminacion, de
acuerdo a los tratamientos de desinfeccion | y Il (los cuales son comparables entre
los dos tipos de orquidea). De igual forma, el hibrido resulté con un porcentaje mayor
de contaminacién respecto de C. skinneri con el tratamiento de desinfeccion I,

aunqgue no fue el mismo para ambas.

De acuerdo a los altos porcentajes de contaminacién presentados con los
tratamientos de desinfeccion iniciales, la concentracion de NaOCI y los periodos de
exposicion en éste y en alcohol de 95° se intensificaron en los tratamientos
posteriores, produciendo resultados mas efectivos. El tratamiento IV fue el mas
efectivo tanto para C. skinneri y C. skinneri x C. maxima, éste consistié en sumergir
inicialmente el brote completo durante 5 minutos en alcohol de 95°, y aunque los
tejidos superficiales se pudieron dafiar severamente con el compuesto durante ese
lapso de tiempo, el meristemo apical dificilmente tuvo contacto directo con el alcohol,
ya gue el brote estaba cerrado. Lo mismo sucedié con la primera desinfeccion con
NaOCl, la cual fue lo suficientemente fuerte (solucion al 3%) y duradera (20 minutos)
para dafar los tejidos con los que hizo contacto, pero no con el meristemo apical. La

segunda desinfeccion con NaOCI en el tratamiento IV se hizo con una concentraciéon

ﬂesz




del 1% (del compuesto activo), la cual fue lo suficientemente fuerte para
desinfectar el explante sin dafarlo; la concentracion fue menor por la diseccion

realizada luego de la primera desinfeccion.

Una de las variables que pudo afectar positivamente el proceso de desinfeccién
del tratamiento 1V respecto de los otros, fue que las dos desinfecciones con NaOCI
se realizaron dentro de la camara de flujo laminar, situacion que no ocurrié con las
anteriores donde solamente se trabajé en camara a partir de los lavados con agua
estéril posteriores a la primera desinfeccion con NaOCI. La camara de flujo laminar
provee un area estéril por la expulsion de aire previamente filtrado libre de
microorganismos, esto sin duda contribuyé a reducir las posibilidades de

contaminacion por manipulacion.

La préactica de extraccion de meristemos en orquideas es un procedimiento que
requiere cierta destreza, y es probable que un porcentaje de los explantes se
contaminara por manipulacion incorrecta al realizar esta practica, especialmente en
los primeros tratamientos de desinfeccidn; sin embargo, en medio semisdlido, la
proliferacion de bacterias y hongos siempre se observé en la base o sobre el
explante, lo que indica que el contaminante ingres6 sobre o dentro de los tejidos.
Esta determinacion no puede hacerse en medio liquido pues al estar en agitacion, es

dificil conocer el punto inicial de crecimiento de los microorganismos.

Los explantes inoculados en medio semisoélido y que resultaron contaminados con
bacteria, presentaron la misma formacion de colonias en la base de los explantes lo
que indica que la bacteria muy probablemente era de tipo enddgeno. Las plantas que
crecen en ambientes externos estan contaminadas con microorganismos, los que
estdn generalmente confinados en la superficie exterior de la planta, ademas,
algunos microorganismos Yy virus pueden ser sistémicos con los tejidos (George,
1993). Los tratamientos de desinfeccion realizados tenian como objetivo eliminar la

contaminacioén superficial, no la enddgena; por lo tanto, si ese fue el caso, en muchas
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situaciones donde sélo se presentd contaminacion por bacteria, el proceso de
desinfeccion superficial pudo tener éxito, pero la presencia de bacteria endégena
elimind el explante. A pesar de esta posibilidad, la contaminacion por bacteria
enddgena se contempléo dentro de los porcentajes de contaminacién por

desinfeccion.

El explante extraido de los brotes laterales consistio del apice con 3-4 primordios
foliares, pues esto incrementaba la posibilidad de una respuesta morfogenética si se
compara con un explante que consista s6lo del meristemo apical o que posea 1 0 2
primordios foliares inclusive. Los explantes grandes son mas dificiles de esterilizar
que los pequefios, pero generalmente los primeros poseen un potencial regenerador
considerablemente mayor; la viabilidad y la capacidad regenerativa de explantes muy
pequefios tiende a ser baja; los explantes pequefios tienden, ademas, a ser dafiados
mas facilmente (Litz y Jarret, 1991). Ademas, como el objetivo de la investigacion
era la micropropagacion y no la limpieza de virus, un explante de mayor tamafo
aumentaba la posibilidad de éxito. Las investigaciones llevadas a cabo por Morel
(1960) con Cymbidium, demostraron que se obtenian plantas libres de virus, solo en
el caso de que se utilizaran meristemos (de aproximadamente 1mm) con dos
primordios foliares; el clonado que se hace con porciones apicales de vastago mucho
mas grandes que las utilizadas por Morel, tiene pocas probabilidades de producir

plantas libres de virus (Pierik, 1987).

El hecho de haber cultivado explantes conteniendo el apice con 3-4 primordios
foliares hace que la técnica no sea estrictamente "cultivo de meristemos”, la cual se
refiere a cultivo de apices de brotes muy pequefios que contiene el domo
meristematico apical con uno o dos primordios filiares (George, 1993). De esta forma,
la técnica aplicada podria llamarse "cultivo de 4pices" o "cultivo de puntas de brotes";
que consiste en cultivar puntas de brotes mas grandes que los empleados para
establecer cultivo de meristemos, conteniendo varios primordios foliares (George,
1993).
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6.2 Oxidacion de los explantes

Debido a que en la literatura se citan grandes problemas de oxidacion en Cattleya
(Kuan y Gonzalez, 1993; Gutiérrez y Chen-Han, 1994; Fast, 1980); se decidio
realizar un lavado de los explantes en Acido Citrico (100 mg/l) justo antes de la
inoculacién in vitro. Algunas clases de plantas, particularmente las especies
tropicales, contienen una alta concentracion de sustancias fendlicas, las cuales son
oxidadas cuando las células son heridas o estan senescentes; el tejido aislado se
torna entonces de color café o negro y falla el crecimiento (George, 1993).

Las medidas preventivas para evitar la oxidacion incluyen el uso de compuestos
adsorbentes de las sustancias polifendlicas tales como el Polivinil Pirrolidona (PVP) y
el Carb6n Activado; también se cita el uso de compuestos antioxidantes como el
Acido Citrico, Acido Ascérbico, Tiourea y L-Cisteina. Practicas como el uso de los
tres aminoacidos Glutamina, Arginina y Asparagina, subcultivos frecuentes a medio
de cultivo fresco, uso de medio de cultivo liquido, mantenimiento de los explantes en
la oscuridad en el caso de que la coloracién marrén sea causada por fotooxidacion
en la base de los brotes, reduccion de los cortes de tejido, disminucion de la
concentracion de sales, omisidn del uso de reguladores de crecimiento y la
realizacion de lavados con agua antes de la inoculacion en cultivo aséptico han dado
resultados exitosos (Pierik, 1987). En casos de oxidacion también es util usar las
soluciones antioxidantes durante la preparacion del explante (Mroginski y Roca,
1991).

El nivel de oxidacion presentado en C. skinneri y en el hibrido C. skinneri x C.
maxima fue tan alto que la inmersion de los explantes en Acido Citrico (100 mg/l)
antes de la inoculacion en cultivo aséptico fue insuficiente para detener y evitar el
proceso de liberacion de fenoles, provocando un alto porcentaje de mortalidad de
explantes. Los cortes realizados con bisturi en los tejidos de los explantes produjeron
lisis celular, y con ello la liberacién de polifenoles que resultaron téxicos a las células
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debido a su oxidaciéon (Pierik, 1987). Es por eso que la oxidacién se presentd
justo después de realizar los cortes, y los lavados no resultaron ser tan efectivos. El
uso de medio liquido para una mayor difusion de los fenoles y el uso de Carbon
Activado en medio semisélido de enraizamiento fueron las practicas alternativas para

contrarrestar la oxidacién, produciendo una respuesta positiva.

Aunque la oxidacion produjo altos porcentajes de mortalidad en los explantes,
esta respuesta no es dependiente del tratamiento de desinfeccion, sino del grado de
polifenoles que contengan las células de la especie o individuo en estudio, del dafio
qgue reciban las células en el momento del corte y del estado fisico del medio de
cultivo en que se inoculen, fue por ello que no se presentd un comportamiento
particular de los porcentajes de oxidacion segun el tratamiento de desinfeccion.
Tanto C. skinneri como C. skinneri x C. maxima pueden ser catalogadas como

plantas con altas concentraciones de fenoles.

Con respecto a la presencia de oxidacion en los explantes inoculados, se dio una
respuesta diferente de C. skinneri y C. skinneri x C. maxima segun el estado fisico
del medio de cultivo: C. skinneri presentd una menor oxidacion en medio sélido
respecto al hibrido, mientras que en medio liquido ocurri6 lo contrario; esto
demuestra que tales resultados fueron producto del estado fisico del medio de cultivo
y no tanto por efectos genotipicos o componentes del medio. Ademas, fue claro que

ambas clases de orquidea responden mejor en medio de cultivo liquido.

La sobrevivencia de los explantes luego de la introduccién en cultivo aséptico
dependio entonces de la contaminacion y de la oxidacion presentada, factores que
en algunos casos se dieron en un mismo explante simultaneamente. Esto produjo
una reduccién significativa en el numero de explantes aparte de la ya de por si

limitada cantidad inicial.




6.3 Etapa de introduccién

Los dos tipos de medio de cultivo de introduccién utilizados se complementaron
con los mismos reguladores de crecimiento y a las mismas concentraciones, pues
como no era una de las variables a probar, se utilizaron de acuerdo a lo citado por
Lindemann et al. (1970) y los cuatro medios de iniciacion propuestos por Morel
(1970) para el cultivo de Cattleya. Aunque el medio MS (1962) y el Knudson C (1946)
no contemplan dentro de sus microelementos el uso del Niquel, se utilizd el
compuesto NiCl « 6H,O como un factor de enriquecimiento del medio de cultivo. La
concentracion utilizada de este compuesto (0,031 mg/l ) se utilizé6 de acuerdo a lo

establecido por Lindemann et al (1970).

La adicion de auxina:citocinina (en una relacionl:2) se utilizé6 para promover la
division celular y para inducir y acelerar el proceso de formacion de cuerpos
protocormicos. Las auxinas tienen la capacidad de producir un agrandamiento y
alargamiento celular; sin embargo, se ha encontrado al mismo tiempo que
promueven la division celular en el cultivo de tejidos (Krikorian, 1991a). Las
citocininas son generalmente utilizadas para estimular el crecimiento y el desarrollo;
promueven division celular, especialmente si son adicionadas junto con una auxina
(Pierik, 1987). La Cinetina (KIN) es una sustancia estimuladora de la division celular
(Krikorian, 1991a).

El uso de los reguladores de crecimiento en la etapa de introduccion no fue una
variable en estudio, por lo que solo se utilizd en una sola combinacion. Por esta
misma razon, no puede asegurarse que esa sea la concentracion Optima para C.
skinneri y C. skinneri x C. maxima. Diferentes autores mencionan el uso de 0,1 mg/I
de ANA y 0,2 mg/l de KIN para la etapa de introducciéon en Cattleya (Lindemann et
al., 1970; Morel, 1970); incluso Morel (1970) propone 4 tipos de medios de cultivo de

introduccion, tres de los cuales poseen la combinacién de ANA y KIN mencionada.
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El uso del agua de coco es bastante comun en el cultivo de meristemos de
Cattleya, especialmente en la etapa de introduccion (Lindemann et al., 1970; Morel,
1970; Scully, 1967; Huang, 1984; Gutiérrez y Chen-Han, 1994) por su capacidad de
estimular la formacion de cuerpos protocdrmicos en las células epidérmicas (Homes
et al., 1972). La composicién del agua de coco utilizada no se determing, y varié en
algunos medios de cultivo pues se utilizaron varios cocos, cuya procedencia y estado
de maduracién era desconocida, produciendo probablemente diferencias en la

respuesta de los explantes.

El agua de coco es un medio muy complejo, con una amplia gama de
componentes organicos e inorganicos; tiene buena capacidad de amortiguacion
(buffer) y no es raro encontrar sales en ella. Aunque el agua de coco es muy rica en
magnesio y fosfato, no todos los elementos minerales que contiene son
indispensables, y se pueden reemplazar por un medio salino basal. El contenido de
azucar, de alrededor de 2,5%, no es algo fuera de lo comun y se puede reemplazar
(se han identificado sustitutos como glucosa, fructosa, sacarosa y otros azucares).
Adicionalmente, se encuentra en ella nitrégeno no proteinico soluble en forma de
aminoacidos. El lugar de origen de los cocos y, mas probablemente, la época del afio
en que se cosechan puede tener una influencia significativa en los amino&cidos
solubles presentes en el endosperma liquido; la etapa de desarrollo también

desempefia un papel importante (Krikorian, 1991a).

Algunas sustancias reguladoras del crecimiento también estdn presentes en el
agua de coco en concentraciones variables: Auxina (0,07 mg/l), Citocininas (6 mg/l);
se ha determinado la presencia de Giberelinas, 1,3-Difenilurea, Zeatina, Glucoésido
de zeatina y Ribo6sido de zeatina pero su concentracién ha sido dificil de medir
(George, 1993).




La respuesta en cuanto a formacion de cuerpos protocormicos fue mejor en C.
skinneri que en el hibrido, pues el 60% de los explantes de esta especie que
sobrevivieron al proceso de desinfeccion y a los efectos de la oxidacion produjeron
estas estructuras, mientras que solo el 50% de los explantes del hibrido lo lograron.
Sin embargo, se dio una respuesta diferencial de acuerdo al tipo de medio de cultivo,
pues los explantes pertenecientes a C. skinneri lo hicieron en mayor proporcién en
medio MS (1962) modificado que en medio Knudson C (1946) modificado (66,67%
contra un 33,33%); una respuesta contraria se dio con el hibrido C. skinneri x C.
maxima donde el 66,67% de los explantes formé los cuerpos protocormicos en medio
Knudson C (1946) modificado. El medio de cultivo MS (1962) modificado utilizado en
la fase de induccion fue un medio mas rico que el medio Knudson C (1946)
modificado, pues contenia mayor porcentaje de nitrégeno y vitaminas (ausentes en el
medio Knudson); sin embargo, en el caso de C. skinneri x C. maxima la respuesta
podria depender mas de la constitucién genética que del medio de cultivo, pues la
mayor formacion de cuerpos protocérmicos se dio en el medio menos rico. El hecho
de haber utilizado agua de coco sin la informacion del lugar de procedencia, estado
de maduracion y constitucion quimica también pudo tener repercusiones
diferenciales en la respuesta in vitro del material utilizado, especialmente por la

presencia de reguladores de crecimiento que pudo variar significativamente.

El cultivo de &pices realizado se puede catalogar como un cultivo de o6rganos
indeterminados, pues el crecimiento en ellos es potencialmente ilimitado (George,
1993). El punto de crecimiento de brotes puede ser cultivado de tal forma que
continle creciendo ininterrumpidamente y de forma organizada; como este brote
inicial da como resultado nuevos brotes organizados que pueden luego enraizar, su
cultivo tiene gran significado en términos de propagacion (George, 1993). Sin
embargo, en orquideas, este proceso tiene una fase intermedia entre el cultivo del

explante inicial y los brotes, la formacion de cuerpos protocormicos.




El fendbmeno de formacion de cuerpos protocérmicos es una caracteristica
genética propia de las orquideas y su estructura supone un uso distinto en términos
de micropropagacion, pues permite un manejo mas simplificado; incluso han sido
definidos como organos de perennidad (Krikorian, 1991b). Algunas especies
producen organos de perennidad in vitro y cuando esto ocurre, se cuenta con los
medios para una multiplicacion clonal a otro nivel; si esa caracteristica es controlable,
es posible realizar por este medio la siembra directa o el almacenamiento de
germoplasma de ciertas plantas. La papa puede formar microtubérculos, los gladiolos
pueden formar tallos bulbosos; en ciertos lirios, cebollas, narcisos, jacintos, en
Dioscorea, etc se han encontrado bulbillos; y, por supuesto, las orquideas han

producido protocormos (Krikorian, 1991b).

Todos los explantes que respondieron formando cuerpos protocérmicos lo
hicieron en todos los casos sin pasar por una etapa de callo, lo que significa que el

proceso fue por organogénesis directa.

Los tejidos mersitematicos inoculados y que respondieron efectivamente a las
condiciones in vitro para la formacion de cuerpos protocormicos sufrieron un proceso
de rejuvenecimiento celular y una multiplicacion de las células meristematicas (con
caracteristicas embrionarias), de ahi que se formaron estas estructuras tan parecidas

a los protocormos provenientes de semilla.

De acuerdo con el estado fisico del medio de cultivo, tanto C. skinneri como C.
skinneri x C. maxima respondieron mejor en medio liquido que en medio semisdlido
en lo que respecta a la produccion de cuerpos protocérmicos, debido a que el medio
liquido en agitacién promueve la division celular y mantiene disueltos lo polifenoles
gue liberan los tejidos, ademas de que la oxigenacion de las células y el alcance de
los nutrientes a éstas es mas efectivo, pues la totalidad del explante esta en contacto
con el medio, mientras que los explantes cultivados en medio semisoélido contactan

con los nutrientes sélo en las secciones gue estan insertadas en el medio. El
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aislamiento de meristemos de orquideas generalmente tiene lugar en medios
semisolidos con la excepcion de Cattleya; la propagacion de protocormos

generalmente tiene lugar en medios liquidos (Homes et al., 1972)

El uso de 95-100 rpm de agitacion en los medios de cultivo liquido se hizo para
gue los explantes tuvieran la oportunidad de salir a la superficie en determinado
momento de las rotaciones, esto para un mejor intercambio gaseoso celular. En
medio liquido, algin método de soporte es necesario para los érganos o explantes
pequefios, los cuales de otra forma se sumergirian completamente bajo la superficie
del medio estatico, los cuales moririan por la falta de aireacién; muchos tejidos y
organos, grandes y pequefios, también crecen bien en medio de cultivo liquido,

proveyendo agitacion o movimiento (George, 1993).

Con respecto al tiempo necesario para la formacién de los cuerpos protocormicos
en medio liquido, en C. skinneri la induccién se dio con mas velocidad en medio MS
(1962) modificado que en medio Knudson C (1946) modificado, debido
probablemente a la mayor cantidad de compuestos del primer medio; también debe
tomarse en cuenta variables como la composicion del agua de coco, lo cual pudo
afectar positivamente el desarrollo temprano de los cuerpos protocormicos en el
medio MS (1962). El dnico explante (de C. skinneri) que produjo cuerpos
protocormicos en medio de cultivo semisdlido lo hizo en el mayor tiempo si se
compara con el resto de los explantes en medio liquido (incluso comparado con los
de C. skinneri x C. maxima), pues el acceso de los nutrientes y el estimulo de
divisién ( por la ausencia de movimiento) fue menor. En C. skinneri x C. maxima, el
tiempo requerido para la formacion de cuerpos protocormicos fue muy similar en los
dos tipos de medios de cultivo, sin embargo, el medio menos rico (Knudson) fue el
que dio mejores resultados. El niumero limitado de explantes que llegaron a formar
cuerpos protocormicos afecta las determinaciones estadisticas realizadas, pues son
muestras muy pequefas; de ahi que las afirmaciones que se deducen podrian variar

considerablemente si se realizan pruebas con un mayor nimero de explantes.
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Lindemann et al. (1970) y Morel (1970) obtuvieron cuerpos protocérmicos de
Cattleya en un periodo de 2 meses; si esto se compara con el tiempo requerido en C.
skinneri y C. skinneri x C. maxima, es claro que estos dos tipos de orquidea forman
los cuerpos protocérmicos en menor tiempo, independientemente del tipo de medio
de cultivo y del estado fisico de éste. Esta respuesta es dependiente del factor
genético, del medio de cultivo utilizado y de las condiciones fisicas en las que fueron

mantenidos.

Pierik (1987) y Champagnat (1977) aseguran que en el proceso de formacién de
protocormos en Cattleya, el meristemo apical no juega ningun papel y al final se
pierde. Tanto en C. skinneri como en C. skinneri x C. maxima la parte apical del
explante formd cuerpos protocérmicos y posteriormente brotes adventicios, 1o que
implica que la parte apical respondi6é efectivamente al proceso de induccion de

cuerpos protocormicos.

El nUmero de cuerpos protocormicos por explante pudo variar de acuerdo al
tamafo inicial del apice; asi, los explantes de mayor tamafio (con mas yemas
axilares), al poseer mayor numero de puntos de crecimiento, tenian mas probabilidad
de producir un mayor nimero de cuerpos protocérmicos, pues las yemas contienen
tejido meristematico, que al igual que el meristemo apical, forma estas estructuras.
Ademas de ese factor, los componentes y el estado fisico del medio de cultivo, asi
como la respuesta genética, influyeron de una u otra forma en el nUmero de cuerpos
protocérmicos producidos por explante. Esto no significa que en ausencia del

meristemo apical la formacion de cuerpos protocormicos sea imposible.

6.4 Etapa de multiplicacion

Los cuerpos protocormicos se dividen espontaneamente, pero generalmente esto
se consigue cortando el protocormo en porciones (Morel, 1965; Pierik, 1987). En el

proceso de multiplicacién de cuerpos protocérmicos de C. skinneriy C. skinneri x C.
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maxima no se evidencio divisibn espontanea, y los protocormos que fueron
seccionados con bisturi murieron en los dias siguientes después de realizado el
fragmentamiento por dafo del tejido. Los cuerpos protocérmicos estdn compuestos
de células meristematicas, las cuales son muy sensibles, poseen paredes celulares
de tipo primario que se fracturan con facilidad liberando el contenido celular; el corte
del tejido produjo un dafio celular que se extendio a las células vecinas produciendo
la muerte de todo el tejido. Debido a estos resultados, se evitd la practica de
diseccionar el resto de explantes sobrevivientes y se dej0 que alcanzaran la
brotacion sin realizar ningun tipo de corte. La sensibilidad del tejido de los cuerpos
protocormicos ya se habia evidenciado con la muerte del explante que produjo
cuerpos protocormicos en medio semisoélido, y que se dafié en uno de los

subcultivos, sin haber realizado ningun tipo de corte.

La cantidad de volumen de medio liquido en que estaban inoculados los
explantes en medio de multiplicacion (50 ml de medio en erlenmeyers de 250 ml)
pudo ser, ademas del dafio causado al tejido por el corte, una de las razones de la
muerte de los explantes que fueron seccionados con bisturi, ya que al ser tan
pequenos, pasaban la mayor parte de la rotaciones totalmente sumergidos en el
medio de cultivo, evitando un efectivo intercambio gaseoso. Debido a esta
posibilidad, el volumen del medio fue variado a 20 ml. Esta reduccidon significo
mayores posibilidades de intercambio gaseoso y un ahorro en la produccion de
medio de cultivo; sin embargo, la practica de seccionamiento de cuerpos
protocormicos no fue realizada otra vez para no arriesgar el poco material con el que
se contaba; por lo que no puede afirmarse que el motivo de la muerte haya sido la

falta de oxigenacion.

El cambio en el volumen del medio de cultivo no demostré variaciones en el
crecimiento, por el contrario, los explantes se desarrollaron perfectamente, lo que
indica que la cantidad de nutrientes contenida en los 20 ml de medio fue suficiente

para el crecimiento y desarrollo de los mismos.
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La etapa de multiplicacion se efectudé en la division de brotes adventicios, fase
qgue corresponde al proceso natural posterior a la formacion de los cuerpos
protocormicos. Incluso en el proceso de brotacion se pudo verificar la sensibilidad de
los tejidos, pues la separacion de brotes muy pequefios (menores de 0,5 cm)
significé siempre la muerte de los mismos, hecho que descartdé de cierta forma la
posibilidad de que la muerte fuera por falta de oxigenacién, ya que para ese

entonces la reduccion del volumen en el medio de cultivo habia sido realizada.

La sobrevivencia de los brotes con longitud de 1,5 cm o mas al ser separados del
cuerpo principal de cuerpos protocérmicos significd que la diferenciacién celular en
estos era tal que permitia a la estructura mantenerse por si sola, y que el dafio de
tejido ocasionado en la separacion era minimo. Una mayor longitud del brote
adventicio, implica una mayor diferenciacién celular en los tejidos pues ya hay un
mayor crecimiento y desarrollo de las hojas y tallo, las células han alcanzado un
mayor grado de especializacion y por tanto son mas resistentes (Pierik, 19878;
Flores, 1998). Ademas, debe tomarse en cuenta que se trat0 de una simple
separaciéon de los brotes, y no de cortes con bisturi, lo que reduce el dafio celular. El
éxito de la separacion de brotes con 1,5 cm o mas de longitud se demostro en el
mantenimiento de la estructura vegetal y en la producciéon de mas brotes adventicios

en la base de los explantes separados.

La brotacion de los cuerpos protocérmicos se dio en todos los explantes
sobrevivientes que habian formado estas estructuras, indicando que el proceso de
brotacion es 100% exitoso en medio liquido, contrario a lo encontrado por Holmes et
al.(1972) quien afirm6 que los protocormos generalmente no se transforman en

plantulas en un medio de cultivo liquido.
Los medios de cultivo de multiplicacion MS (1962) modificado y Knudson C

(1946) modificado se mantuvieron con el mismo tipo de auxina (ANA) y citocinina

(KIN), con una leve modificacion de la concentracion, como promotores e inductores
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de la division celular. Ademas se afiadié Acido Giberélico (AGs), como un factor para
promover el crecimiento por elongacion. Varias giberelinas, que son productos
complejos del metabolismo de hongos y de plantas superiores, son capaces de
intervenir en el crecimiento celular (Krikorian, 1991a). En general, las giberelinas
inducen elongacion de internudos y el crecimiento de meristemos o0 yemas in vitro
(Pierik, 1987); esto significa que el papel del AGs en el medio de multiplicacion fue
inducir elongacion de los brotes; sin embargo, tanto esta giberelina como los otros
reguladores de crecimiento se utilizaron en una sola combinacién de acuerdo a lo
establecido por Lindemann et al.(1970) para el cultivo in vitro de Cattleya a partir de
meristemos, lo que no permite establecer comparaciones para determinar la
combinacion éptima para C. skinneri y C. skinneri x C. maxima. Ademas, es probable
que parte de la actividad biologica del AG3 se haya perdido en el autoclavado (forma

en que fue esterilizado) (Arditti y Ernst, 1993)

El AG3 es termosensible: después del autoclavado el 90% de la actividad
bioldgica se pierde (Pierik, 1987). Arditti y Ernst (1993) recomiendan su esterilizacion
en frio por medio de filtraciébn o disolviendo el compuesto en etanol. Esta Ultima
recomendaciéon fue considerada en el momento de preparar la solucibn madre de
AG3 y se procedi6é a afiadirla en esa forma en el medio de cultivo para su posterior

esterilizacion por autoclavado.

De acuerdo al indice de brotacion, C. skinneri es la especie que mas brotes
nuevos produce por semana independientemente del tipo de medio de cultivo, si se
compara con C. skinneri x C. maxima. Genéticamente, C. skinneri tiene la cualidad
de producir mas brotes adventicios comparada con el hibrido. A nivel de medio de
cultivo, en ambos tipos de orquidea analizados, el medio Knudson C (1946)
modificado, a pesar de ser un medio menos rico que el MS (1962) modificado, resultd
ser el mas propicio para la produccion de nuevos brotes adventicios. El agua de coco

utilizada pudo ser un factor diferencial en la respuesta a la brotacion.
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En el indice de brotacion no se contemplé el nimero de brotes iniciales en el
explante (que depende del tamafio inicial de éste), sino del nUmero de brotes nuevos
que se producen en determinado periodo de tiempo, lo que podria depender de la
interaccion del genotipo con el medio de cultivo y las condiciones fisicas de

crecimiento.

La formacion inicial de raices en el medio de multiplicacién podria indicar que
esta respuesta esta dada mas que todo por el componente genético y el proceso de
desarrollo de las plantas in vitro, y no tanto por el uso de un medio especial de
enraizamiento. En realidad el medio de enraizamiento se utiliza para una
proliferacion mayor de raices, pero el enraizamiento (en C. skinneri) pudo darse en el

medio de multiplicacion mientras la planta estuviera en esa etapa de desarrollo.

6.5 Etapa de enraizamiento

El enraizamiento de vitroplantas de C. skinneri se dio exitosamente en medio
Knudson C (1946) modificado, tanto en estado semisolido como liquido. Aunque la
proliferacion de raices se dio en los dos tipos de medio (semisdlido y liquido), fue
evidente que el medio ideal para el enraizamiento de vitroplantas de C. skinneri fue el
semisolido por el niumero mayor de raices producidas. Esta respuesta se dio debido
a que el medio semisolido representd una matriz mas estable para la penetracion de
las raices, que por su estructura y funcion tienden a realizar esa accion. Las
vitroplantas en medio liquido presentaron un menor crecimiento que aquellas en
medio semisdlido, y fue claro el dafio mecanico producido por el movimiento rotatorio
del agitador orbital, evidenciado por el dafio en los tejidos y el desprendimiento de

raices.

El medio de cultivo de enraizamiento se disefié con una concentracion menor de
sales minerales ( al 50%) y se elimind el uso de reguladores de crecimiento y agua
de coco para producir en las plantas un efecto de aclimatacion previo al retiro de las

mismas de condiciones in vitro; esto es, que entre menos condiciones favorables
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tengan las plantas en esta etapa, mas obligadas se veran a prepararse a las

condiciones ex vitro.

El proceso de enraizamiento en los brotes propagados in vitro requiere
generalmente del transplante a un medio de cultivo con menor concentracion de
sales. El medio MS (1962), por ejemplo, diluido al 50% ha dado resultados positivos
en diferentes especies. Asimismo, se requiere cambiar el balance hormonal, esto es,
disminuir las citocininas y aumentar las auxinas exégenas. En algunas especies, la
eliminacion de las citocininas exdgenas ha sido suficiente estimulo para la
diferenciacion del sistema radical (Thorpe, 1980). En el caso de C. skinneri se
decidi6 eliminar incluso las auxinas, pues en el momento de introducir las plantas en

medio de enraizamiento, todas las plantas tenian formacion de estas estructuras.

El uso de carbdn activado (2 mg/l) en medio semisélido se hizo con el objetivo de
evitar la oxidacion y adsorber las exudaciones de la raiz, lo cual fue muy evidente en
medio liquido (donde no se uso carbon activado). El carbdn activado se caracteriza
por contener una extremada gran area por unidad de peso y esto es aprovechado
para la adsorcion de sustancias (Arditti y Ernst, 1993).

En la etapa de introduccion y multiplicacion, los subcultivos se realizaron en
periodos de tres semanas, pero en la fase de enraizamiento en medio liquido los
subcultivos se redujeron a una semana, pues era tal la exudaciéon de las raices que
el medio se tornaba oscuro. Esta frecuencia de subcultivo en medio liquido provoca
mayores costos en el proceso de enraizamiento si se compara con el medio
semisolido, en el cual las plantas pueden pasar incluso mas de tres semanas sin la
presencia de oxidacién ni exudaciones. Ademas, debe contemplarse que el uso de
un agitador orbital implica un aumento en los costos si se compara con el uso de
recipientes estaticos con medio semisolido. Ni siquiera se justifica en el caso de
enraizamiento de plantas de C. skinneri, pues fue bastante claro el mejor desarrollo

en medio semisdlido.
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En general, la propagacién y el crecimiento son mejores en un medio en
movimiento que en un medio solido (Pierik, 1987), pero el enraizamiento es exitoso
en medio semisdlido, autores como Lindemann et al. (1970), Morel (1970), Reinert
and Mohr (1967), Scully (1967), Gutiérrez y Che-Huan (1994) han utilizado medio
semisolido para el enraizamiento de brotes de Cattleya.




7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales en
gue se llevo a cabo el proceso de micropropagacion de C. skinneriy C. skinneri x C.

maxima, se desprenden las siguientes conclusiones:

a. El tratamiento de desinfeccidon mas efectivo para brotes laterales de C. skinneri y
C. skinneri x C. maxima fue el tratamiento IV, que contemplé un lavado inicial de
los brotes con agua y detergente por 10 minutos, seguido de una inmersion en
alcohol de 95° por 5 minutos. Posteriormente se aplicé una doble desinfeccion
con NaOCI (al 3% y 1%, por 10 y 20 minutos, respectivamente) conteniendo cada
una 0,5% de Physan 20® y 3 gotas de detergente liquido. Después de cada
desinfeccion con NaOCI se aplicaron lavados con agua estéril (3 lavados después
de la primera desinfeccion y 2 después de la segunda, todos con una duracion de
2 minutos). Después de los lavados posteriores a la primera desinfeccion con
NaOCI se realiz6 la diseccion de 4-5 hojas superficiales, y luego de los lavados

que siguieron a la segunda desinfeccion con NaOCI se inoculo el apice.

b. De acuerdo a los tratamientos de desinfeccion realizados, se deduce que el
hibrido C. skinneri x C. maxima provenia del invernadero con mayor porcentaje

de contaminacion, comparado con los explantes de C. skinneri.

c. La alta mortalidad de explantes tanto de C. skinneri como de C. skinneri x C.
maxima dependié de la contaminacion y de la oxidacion producida por los

explantes luego de la diseccion del apice.

d. C. skinneri y C. skinneri x C. maxima podrian ser catalogadas como orquideas

con alto porcentaje de fenoles.




Por los resultados obtenidos en este ensayo, el lavado de los apices de C.
skinneri y C. skinneri x C. maxima en Acido Citrico (100 mg/l) antes de la
inoculacién en cultivo aséptico no evito ni redujo el efecto de la oxidacion en los

mismos

Se observo una respuesta positiva de los explantes de C. skinneri y C.skinneri x
C. maxima en el medio liquido en la etapa de introduccién y multiplicacion. La

etapa de enraizamiento se favorecié con el uso de medio semisdlido.

. El uso de medio liquido en la etapa de introduccion redujo los efectos nocivos de

los fenoles producidos en la oxidacion.

. Los explantes de C. skinneri produjeron cuerpos protocérmicos mas rapido que

los del hibrido C. skinneri x C. maxima.

El medio MS (1962) modificado de introduccion resulté ser el mas efectivo para la
induccion de cuerpos protocormicos en C. skinneri; en tanto que en los explantes
de C. skinneri x C. maxima el medio mas efectivo para la induccién de

protocormos fue el Knudson C (1946) modificado.

Se determind que los cuerpos protocérmicos de ambos tipos de orquidea se

produjeron de forma mas exitosa en medio liquido.

Un volumen de 20 ml de medio liquido result6 eficiente para el desarrollo de los

explantes en medio de multiplicacién y enraizamiento.
La formacion de cuerpos protocormicos en C. skinneri se inicié con mayor rapidez

en medio de cultivo MS (1962) modificado de introduccion que en medio Knudson

C (1946) modificado. En el hibrido los cuerpos protocérmicos se iniciaron en un
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lapso menor en medio Knudson C (1946) modificado.

m. El seccionamiento de tejido de cuerpos protocormicos como via de multiplicacion

no resultd efectivo en ninguna de las especies estudiadas.

n. Se determind que la separacién de brotes con longitudes mayores o iguales a 1,5
cm resultd ser la Unica forma de multiplicacion en C. skinneriy en C. skinneri x C.

maxima

o. C. skinneri mostr6 una mayor capacidad de formaciéon de brotes nuevos por

unidad de tiempo comparado con C. skinneri x C. maxima.

p. En el medio de multiplicacién Knudson (1946) modificado se indujo la brotacion

de los explantes de los dos genotipos de Cattleya utilizados.

g. El enraizamiento de vitroplantas de C. skinneri se dio efectivamente tanto en
medio liquido como semisdlido, sin embargo en el medio de cultivo semisdlido las
raices se produjeron en mayor numero y la estructura de las mimas fue mejor que

aguellas producidas en medio de cultivo liquido.




8 RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones en cultivo de apices de C . skinneri y C. skinneri x C.

maxima, se recomienda lo siguiente:

Pretratar las plantas en invernadero con fungicidas sistémicos semanas antes de
la extraccion de los explantes para aumentar las posibilidades de éxito del
tratamiento de desinfeccion

Realizar pruebas de extraccion de meristemos con 1, 2 y ningun primordio foliar
de plantas con virus, y realizar pruebas serolégicas después del proceso de
micropropagacion para determinar cudél es el tamafo del explante inicial requerido

para limpieza de virus.

Evitar el uso de medio semisdlido en la etapa de introduccion

Efectuar pruebas con medio semisdlido en la etapa de multiplicacion, para
comparar la respuesta respecto al medio liquido en lo que se refiere a indice de
brotacion y tamafio 6ptimo de los brotes adventicios para su multiplicacién por

separacion

Realizar pruebas para reducir la oxidacion colocando los explantes recién

disectados en oscuridad durante los primeros dias de cultivo.

Incorporar al medio de introduccién antioxidantes como el Acido Citrico, Acido
Ascorbico, Tiourea o L-Cisteina; o utilizar de forma conjunta los aminoacidos
Glutamina, Arginina y Asparagina para comprobar su efecto en la reduccion de la

oxidacion.




g. Realizar ensayos en diferentes volumenes de medio de cultivo (menores a 50 ml)
en la etapa de introduccion para comprobar la respuesta de los explantes en la

formacion de cuerpos protocérmicos.

h. Realizar tratamientos con diferentes combinaciones de auxinas, citocininas y

giberelinas en las etapas de introduccion y multiplicacion.

i. Evitar el uso de medio liquido en la etapa de enraizamiento
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ANEXO 1

Composicion del medio de cultivo Murashige & Skoog (1962)

Compuesto Quimico

Concentracion (mg/l)

Macroelementos
KNO3
NH4NO3
KH,PO,4
CaCl, 2H,0
MgSO, « 7H,0
Microelementos
HsBO3
MnSO, e« 4H,0
ZnS0O4 7H0
KI
Na;MoO,e 2 H,O
CuSO4+ 5 H,0O
CoCl,* 6H,0
Fe-EDTA

1900

1650
170
440

370

6,2
22,3
8,6
0,83
0,25
0,025
0,025

88



ANEXO 2

Composicion del medio de cultivo Knudson C (1946) modificado

Compuesto Quimico

Concentracion (mg/l)

Macroelementos
(NH4)2S04
Ca(NO3), * 4H,0
MgSO, * 7H,0
KH2PO4
Microelementos
HsBO3
MnSO4 e« 4H,0
ZnS0O4 e 7H0
Na;MoO4e 2 H,O
CuSOq4
Fe-EDTA

500
1000
250
250

0,056
7,5
0,331
0,25
0,040
43

89
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