Chysis bractescens Lindl. perspectivas para
su micropropagacion: Revision de literatura

Renata Alejandra Intriago Duenas

Escuela Agricola Panamericana, Zamorano

Honduras
Noviembre, 2020



ZAMORANO
CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA

Chysis bractescens Lindl. perspectivas para
su micropropagacion: Revision de literatura

Proyecto especial de graduacion presentado como requisito parcial para optar
al titulo de Ingeniero Agronomo en el
Grado Académico de Licenciatura

Presentado por

Renata Alejandra Intriago Duefias

Zamorano, Honduras
Noviembre, 2020



Chysis bractescens Lindl. perspectivas para su
micropropagacion: Revision de literatura

Presentado por:

Renata Alejandra Intriago Duefias

Aprobado:

Wi

Maria Alexandra Bravo, M.Sc.
Asesora Principal

S

Rogel Castillo, M.Sc.
Director

Departamento de Ciencia y
Produccion Agropecuaria

PY i, TN

Cinthya Martinez (Nov 11,2020 20:06 CST) /

Cynthia Martinez, Mtr. Luis Fernando Osorio, Ph.D.
Asesora

Vicepresidente y Decano Académico


https://na1.documents.adobe.com/verifier?tx=CBJCHBCAABAAYLRl4xR8fon9KKECuDs8noumlDKEuugb
https://na1.documents.adobe.com/verifier?tx=CBJCHBCAABAAYLRl4xR8fon9KKECuDs8noumlDKEuugb
https://na1.documents.adobe.com/verifier?tx=CBJCHBCAABAAYLRl4xR8fon9KKECuDs8noumlDKEuugb

Chysis bractescens Lindl. perspectivas para su micropropagacion: Revision de
literatura

Renata Alejandra Intriago Duefas

Resumen. El objetivo de este estudio fue realizar una revision de literatura sobre C.
bractescens y las técnicas de propagacion in vitro aplicadas a otras especies de orquideas
para su posible aplicacion a C. bractescens. La familia Orchidaceae estad conformada por
maés de 20 mil especies, las cuales tienen una alta capacidad de adaptacion a diferentes
condiciones ambientales. Son plantas de alto interés comercial debido a su diversidad de
formas y colores, por lo que son especies que se han enfrentado la explotacion comercial
y al peligro de extincion, disminuyendo su capacidad reproductiva. Por esta razon, la
micropropagacion es una alternativa para lograr conservarlas. La orquidea Chysis
bractescens Lindl. descubierta por John Lindley en 1837, conocida como Flor de Cera,
es originaria del Sur de México, expandiéndose hasta Nicaragua. Actualmente es poco
cultivada y se encuentra bajo amenaza. Es principalmente afectada por la reduccion de su
habitat para la explotacion agropecuaria. Hasta ahora, el inico método de propagacion in
vitro probado ha sido el establecimiento de embriones cigoticos en capsulas. Sin embargo,
en esta revision de literatura se muestran distintos métodos aplicados a otras especies
comerciales, que en su momento podrian aplicarse a C. bractescens para su conservacion.
Al no existir suficiente informacion sobre la micropropagacion de C. bractescens es
dificil definir su comportamiento bajo una perspectiva de cultivo in vitro. Por ello, se abre
una oportunidad para establecer investigacion para su micropropagacion.

Palabras Clave: Orquideas, peligro de extincion, protocormos.

Abstract. The main goal of this study is to do a literary review and research about C.
bractescens and micro-propagation techniques applied to other orchid species to possibly
apply to C. bractescens. The Orchidaceae family is formed by more than 20 thousand
species, which have a high adaptation capacity to diverse environmental conditions.
These are high commercial interest plants due to their shapes and colors diversity, thus
are species who had confronted commercial exploitation and endanger, lowing their
reproductive capacity. Therefore, micropropagation is an alternative to achieve their
conservation. Chysis bractescens Lindl. Orchid, discovered by John Lindley in 1837,
known as Wax Flower, is from South Mexico, expanding to Nicaragua. Nowadays is not
grown and it’s categorized as endangered. It’s mainly affected by habitat reduction due
to agricultural exploitation. To this day, the only in vitro propagation method used in C.
bractescens was zygotic embryos in vitro establishment. However, this review shows
different methods applied on other commercial species, that could be appealed to C.
bractescens for its conservation. Since there’s no sufficient information about C.
bractescens micropropagation, it’s hard to define it’s behavior under a tissue culture
perspective. Thus, there’s an open opportunity to stablish experiments for tissue culture
in this species.

Keywords: Endangered species, orchids, protocorms.
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1. INTRODUCCION

La familia Orchidaceae se conforma de mas de 20 mil especies monocotileddneas, las
cuales tienen la capacidad de adaptarse a diferentes temperaturas, humedad, condicién
climatica, sustrato, es decir, pueden crecer facilmente en otros medios que no
necesariamente son suelos. Usualmente, las plantas pertenecientes a esta familia pueden
vivir mucho tiempo, debido a su capacidad de almacenaje de agua y nutrientes en
estructuras que se forman en la base del tallo, llamadas pseudobulbos. La familia
Orchidaceae es la familia mas diversa, y a su vez, una de las mas vulnerables del reino
Plantae (Avila y Salgado 2006), por lo que es necesario adquirir profundo conocimiento
sobre su manejo y conservacion.

Las orquideas son plantas de alto interés comercial debido a su diversidad de formas y
colores. Por esta razon, son especies que se han llevado a la explotacién comercial, y se
enfrenta a una disminucién exponencial en numero de individuos y capacidad
reproductiva, debido a la extraccion intensiva y fuera de control, que en ocasiones
también es ilegal, junto a la destruccion y degradacion de sus habitats (Hagsater y Pollard
2005). Toda esta alteracion que se ha registrado en estas especies ha sido de influencia
para que evolucionen a la simbiosis con micorrizas para su correcto desarrollo; a pesar de
esto, su crecimiento es desacelerado, lo cual dificulta su reproduccion vegetativa (Murdad
et al. 2010).

La orquidea Chysis bractescens Lindl., conocida como Flor de Cera u Hoya Carnosa, es
originaria del Sur de Meéxico, expandiéndose por Centroamérica desde Guatemala,
Belice, El Salvador, Honduras hasta llegar a Nicaragua (Figura 1). Fue descubierta por
John Lindley en 1837 (Goaverts et al. 2008). Durante el siglo XIX fue bastante cotizada
en Europa, por lo que fue altamente recolectada para lograr satisfacer la demanda;
actualmente se la cultiva y colecta muy poco, y se encuentra bajo amenaza segun Norma
Oficial 059 en México (Soto et al. 2007). Sin embargo, no se encuentra en los listados de
especies en peligro de extincion de la Convencién sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) para Honduras.

B zonace ién de Chysis

Figura 1. Distribucion geografica de C. bractescens.
Fuente: Grupo Orquidedfilo del Norte Santafesino 2014.



En Latinoamérica se registran especies en peligro de extincion por su extraccion
indiscriminada y trafico ilegal para su venta, y destruccion de los ecosistemas donde estas
se desarrollan (Salgado 2006). Ahi es donde ingresa el interés de conservacion de especies
con el uso de técnicas de cultivo de tejidos como la micropropagacion, ya sea tomando
partes vegetativas o puntos de crecimiento, para inducir el desarrollo de explantes in vitro,
o capsulas embrionarias, sin utilizar el método de propagacién convencional como lo es
sembrar semillas (Flores et al. 2017). También, en los Gltimos afios se han realizado
diversos estudios relacionados con preservar estas especies, con la ayuda de la
conservacion in vitro.

Las técnicas de cultivo de tejidos ayudan a micropropagadores a obtener plantas a partir
de un ejemplar, siendo este la planta madre, logrando multiplicarla masivamente
acortando su ciclo reproductivo y manteniendo viabilidad genética. Las orquideas
presentan factores intrinsecos que limitan su propagacion sexual y la variacion genética
que en ellas se puede presentar (Pérez y Castafieda 2016).

El objetivo de este estudio fue realizar una revision de literatura sobre C. bractescens y
las técnicas de propagacion in vitro de orquideas para su potencial aplicacion en C.
bractescens, para en el futuro garantizar la multiplicacion y conservacion de esta especie
en peligro de extincion.



2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion fue realizada entre los meses de julio a septiembre del afio 2020. La
informacion fue obtenida de articulos de revistas cientificas, reportes universitarios,
comisiones nacionales, y libros sobre generalidades de las orquideas y la
micropropagacion.

Las bases de datos utilizadas para la revision literaria fueron SpringerLink, Biologia
Plantarum, CONABIO, SciElo, ResearchGate, reportes y tesis universitarias. Estas fueron
escogidas debido a la disponibilidad de acceso.

Las palabras clave utilizadas para la busqueda fueron: capsulas, Chysis bractescens,
embriones ciglticos, micropropagacion, orquideas, propagacion, reguladores de
crecimiento. Los conectores usados en los buscadores fueron: de, y, en. El criterio de
exclusion de la busqueda fue el afio de publicacion, tomando en cuenta las publicaciones
del 1987 a la fecha.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Chysis bractescens, conocida como flor de cera, al ser una planta epifita, puede crecer
sobre otro individuo, tanto bidtico como abidtico, sin necesidad de parasitarlo,
Unicamente usandolo como soporte. Pueden encontrarse en zonas con elevaciones entre
800 y 1200 msnm. Crecen en troncos o ramas de arboles e incluso, ocasionalmente, sobre
rocas. Pueden frecuentar zonas inundables y bosques lluviosos (Soto 2008).

La C. bractescens es una planta que requiere sitios sombrios o con luz moderada no
directa. En la etapa de crecimiento es necesario suministrarle agua diariamente. Mantener
una humedad alta puede prevenir la presencia de &caros rojos. Crecen bajo temperaturas
intermedias de 10 a 15 °C. La aplicacion de fertilizantes se realiza Unicamente en etapa
de crecimiento. Al cultivarlas, debe hacerse con sustratos con buen drenaje; la opcion méas
comun es fibra de coco (Pridgeon 1992).

C. bractescens es una especie de crecimiento rapido, iteropara, cuya flor dura una semana
aproximadamente, de alta fragancia, lo que atrae agentes polinizadores que incrementan
su eficiencia de reproduccion. Se declara que es una especie alogama, lo que permite que
exista polinizacion cruzada. Tiene ciertos factores de amenaza en su habitat, el cual se ve
reducido para formar zonas agropecuarias e incluso urbanas (Soto et al. 2007).

La clasificacion taxondmica de Chysis bractescens Lindl. es la siguiente:

Division: Magnoiophyta
Clase: Liliopsida

Sub-Clase: Monocots

Orden: Asparagales

Familia: Orchidaceae
Sub-Familia: Epidendroideae
Tribe: Arethuseae
Sub-Tribe: Bletiinae

Geénero: Chysis

Especie: bractescens sp.

Fuente: Pridgeon 1992

La orquidea C. bractescens se ve principalmente afectada por la reduccion de su habitat
para la explotacién agropecuaria. En menor proporcion es afectada por colecta de
especimenes. Sin embargo, es una especie ampliamente colectada, siendo la extraccion
uno de los mayores problemas para su conservacion (Soto et al. 2007).

Descripcion de Chysis bractescens Lindl. Flor de Cera

Chysis bractescens puede llegar a medir hasta 50 cm de altura. Sus raices son gruesas de
un didmetro hasta de 4 mm. Su rizoma es alargado, formando un simpodio colgante. Los
pseudobulbos limitrofes estan separados por seis entrenudos de 1.5 a 6 cm de largo y un
grosor entre 5 a 7 mm. Los pseudobulbos estipitados son gruesos y fusiformes; estan
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formados por 12 entrenudos y pueden llegar hasta los 30 cm de largo con un grosor entre
2.5y 4 cm (Figura 2). Cuando la planta es joven, éstos pseudobulbos estipitados estan
cubiertos por vainas escariosas de un tono blanquecino, que posteriormente se articulan
a vainas foliares. Las hojas son disticas y generalmente se encuentran caedizas en la mitad
superior de los pseudobulbos (Soto et al. 2007).

. e
Figura 2. llustracion de Chysis bractescens Lindl. y sus partes. a) rizoma b) pseudobulbo
c) hoja d) pétalo e) estigma f) raquis g) sépalo dorsal h) antera i) sépalos laterales j) labelo.
Fuente: Kaplicka 1970.

Sus racimos florales se originan de los nudos inferiores, son laterales y pueden medir de
10 a 20 cm de largo. El pedunculo de dos entrenudos tiene un grosor de casi 6 mm y mide
de 9 a 12 cm. El raquis puede medir hasta 8 cm de largo, formando un zig-zag de cuatro
a ocho flores, las cuales estan casi todas abiertas y son algo aglomeradas. Sus bracteas
florales son grandes, de forma triangular-ovalada, de tonalidad verde con 1.5 a 3 cm de
ancho y hasta 1.5 cm de largo (Menchaca 2011).



El ovario de la flor es robusto y tiene aproximadamente 2.5 cm de largo con un grosor
que puede llegar a los 8 mm. La flor en si tiene hasta 7 cm de didmetro, con fuerte
fragancia y textura tipo cera; su coloracién es blanco marfil, y sus &pices tienen una
tonalidad amarillo palido. El sépalo dorsal se presenta de forma ascendente, algo
redondeado con extension de hasta 2.3 cm, mientras que los sépalos laterales son de poca
extension y ambos contienen nervaduras. Los pétalos se encuentran bien extendidos, son
redondeados con un contorno flabelado, formando l6bulos. Tallo de cuerpo robusto,
arqueado, con margenes ventrales prominentes, la superficie ventral es concava. Su antera
apical es operculada (Rendén 2018).

CHYSIS BRACTESCENS Lindl. PLATE 1206

Text on reverse side Icones Plantarum Tropicarum

Figura 3. lustracion de Chysis bractescens Lindl. y las dimensiones (cm) de sus partes.
Fuente: Hamer 1985.

Debido al gran tamafio de sus hojas, requieren un metabolismo C3. Puede soportar bajas
temperaturas entre 5y 8 °C, sin embargo, crecen con mayor eficiencia en zonas templadas
y/o célidas con temperaturas entre 15 hasta 26 °C y de alta humedad. C. bractescens es
la Gnica especie del género Chysis con flores casi completamente blancas (Rendén 2018).



Propagacion convencional

Sexual. Para lograr la reproduccion sexual de C. bractescens debe llevarse a cabo por
semillas, las cuales se dispersan generalmente entre marzo y mayo, siendo que en muy
pocas ocasiones forman ramificaciones. Existen afirmaciones sobre autopolinizacion en
el caso de que la flor se encuentre un poco mas cerrada de lo normal. La ayuda de agentes
polinizadores no se descarta, debido a la fuerte fragancia que emite esta planta, las abejas
son atraidas facilmente (CONABIO 2007). Una caracteristica fundamental que distingue
a las orquideas es que sus semillas son demasiado pequefias, y no poseen reservas
nutritivas para el desarrollo del embrién, por lo que su germinacién en condiciones
naturales es sumamente dificil, ya que requieren de relacién simbidtica con micorrizas,
lo cual es una limitante para su reproduccién (Pacheco 2001).

Vegetativa. Puede realizarse una reproduccion asexual utilizando esquejes en grupos de
dos o tres pseudobulbos. Requiere de un sustrato que retenga humedad, ya que las
divisiones son complicadas de establecer. Si bien C. bractescens no es una especie dificil
de cultivar, si no se mantienen las condiciones adecuadas en la reproduccion asexual,
probablemente no se logre enraizar (Soto 2007).

Micropropagacion

Conocida también como propagacion clonal, se trata de un conjunto de diferentes técnicas
de cultivo a partir de fragmentos vegetales o explantes establecidos in vitro para lograr
multiplicacion de manera rapida, eficiente y masiva (Castillo 2004).

En el caso de las orquideas, el cultivo de tejidos fue revolucionado gracias a las
investigaciones de Knudson en 1922, al crear un medio simple para la germinacion de
semillas de orquideas. A partir de estas investigaciones, se ha podido aplicar la
micropropagacion mediante segmentos de hojas, segmentos nodales de plantulas, nudos
florales, apices, rizomas y secciones apicales (Sedano et al. 2015). La propagacion in
vitro se perfila como una opcidn para solucionar problemas, ayudando en la conservacion
de especies nativas e impedir la pérdida masiva del material biologico (Rojas 2014).

En 1993 las investigaciones de Arditti y Ernst muestran un gran avance, ya que describen
distintos métodos de propagacion in vitro de mas de 83 especies de orquideas utilizando
medios de cultivo como Murashige y Skoog, Shenk, Hildebrandt, Hyponex, Vancin y
Went (Sedano et al. 2015).

Entre los beneficios que presenta el cultivo de tejidos se encuentran: la propagacion
masiva de clones, y obtener plantas libres de patdgenos mediante el uso de técnicas que
nos permitan sanear el material, es decir, hay un mayor control sobre la sanidad del
material propagado. Otros beneficios que presenta el cultivo de tejidos pueden ser que
existe una reduccién de tiempo para la multiplicacion, la posibilidad de multiplicar en
grandes cantidades en un espacio reducido con bajo costo (Rojas 2014).

Rescate de embriones cigoticos
Knudson en 1922, demostré que era posible la germinacion de embriones cigoticos
provenientes de capsulas, sobre un medio simple que contuviera minerales y azlcares, sin



la presencia de hongos. Supuso una conmocién en el mundo de las orquideas, al demostrar
que las semillas de Cattleya, Epidendrum y otras orquideas eran capaces de germinar
asimbiodticamente in vitro. A pesar del descubrimiento de Knudson, se comprob6 que no
siempre es posible hacer un medio en el que una determinada especie de orquidea pueda
germinar y desarrollar. Se han descrito muchos medios nutritivos, para muchos generos
y especies diferentes (Arditti et al. 2008).

El embrion en la semilla de las orquideas estd cubierto por la testa y es extremadamente
pequefio, y durante la germinacion se ensancha formando una protuberancia produciendo
pelos protocormaticos. Esta es la etapa en la cual el embrion se torna lustroso y casi
transparente portando una yema en su extremo, cubierta en dos tercios de pelos
protocormicos, los cuéles en ausencia de sistema radicular, ayudan a la absorcion de
nutrientes del medio de cultivo sin la necesidad de la simbiosis con hongos ya que tiene
las condiciones nutricionales éptimas para germinar (Fang et al. 2016).

Proceso de desinfeccion de las capsulas previo al rescate de embriones cigoticos. La
desinfeccion superficial se inicia con cuatro lavados por 10 minutos con agua corriente y
jabon. Posteriormente, sumergir la capsula en una solucion de hipoclorito de sodio al 20%
en un periodo de 15 minutos con Tween 80. Una vez transcurrido este tiempo, se realizan
cuatro enjuagues, de cinco minutos cada uno, con agua desionizada y estéril. Finalmente,
se colocan las cépsulas en agua desionizada y estéril hasta el momento de la siembra de
los embriones contenidos en ellas (Pacheco 2001).

El protocolo utilizado para desinfeccion de capsulas que contienen embriones cigoticos
de orquideas, utilizado en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de Zamorano,
consiste en realizar un lavado de las capsulas con agua y jabon liquido. Una vez realizado
el lavado, se sumergen en etanol al 70% en un periodo de 30 segundos. Luego deben
sumergirse en hipoclorito de sodio (NaOCI) al 30% Y™/ o1umen durante 10 minutos.

Establecimiento in vitro de embriones cigoticos. En una campana de flujo laminar, se
cortan las capsulas a la mitad con un bisturi estéril. Con la ayuda de una pinza de diseccion
estéril se toma una de la capsula partida, y dando suaves golpes a la capsula se esparce
las semillas sobre el medio de cultivo estéril, contenido en frascos de vidrio. Para cubrir
los frascos, una vez realizada la siembra, se utiliza aluminio y plastico adhesivo para
evitar una posible contaminacion. Finalmente, se incuban a 22-25 °C, con un fotoperiodo
de 16/8 dia noche con luz fluorescente. Al transcurrir alrededor de tres meses, se
observara una tonalidad verde obscura en los frascos, lo que significa que las semillas
estan germinando (Pacheco 2001).

En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad Zamorano, una vez
terminado el protocolo de desinfeccion, en la camara de flujo laminar se decanta la
solucion desinfectante y se realizan tres enjuagues con agua destilada estéril. Se abre la
capsula para realizar la extraccion de los embriones cigoticos. Los embriones cigoticos
se inoculan en el medio de cultivo estéril Knudson C (Cuadro 1). El periodo de
germinacion varia entre 2 - 6 meses, dependiendo la especie, a una temperatura de 22 a
24 ° C con 16 horas de luz.



Cuadro 1. Medio de Cultivo Knudson C para establecimiento in vitro de embriones
cig6ticos de orquideas.

Componente mg/L

Macroelementos de Knudson

Ca(NOs)2.4H,0 1000.000
(NH2)2SO4 500.000
MgS04.7H20 250.000
KH2PO, 250.000

Microelementos Murashige y Skoog

KI 0.830
H3BOs 6.200
MnSQO4.4H20 22.300
ZnS04.7H0 8.600
Naz2.M004.2H20 0.250
CuS04.5H20 0.025
CoCl..6H.0 0.025
Na; EDTA 37.300
FeS04.7H20 27.800
FeNaEDTA 50.000
Agua de Coco (mL) 100.000
Sacarosa 20,000.000
pH 5.5

Phytagel 1,800.000

Fuente: Kyte y Kleyn 1996

Micropropagacion a partir de explantes vegetativos

La micropropagaciéon usando explantes vegetativos tiene como objetivo regenerar un
nuevo individuo con el mismo material genético que la planta madre, es decir, clones
(Vera 2013). A diferencia de la propagacién por semilla, donde la descendencia no es
genéticamente idéntica a su progenitora, y la propagacion vegetativa, con la cual se
obtienen clones, pero en cantidades minimas, sin embargo, el tiempo hasta obtener una
planta adulta es tardio, la micropropagacion permite mantener uniformidad genética y
fenotipica deseada en ornamentales en un menor periodo y con un mayor namero de
plantulas obtenidas.



Reguladores de crecimiento en la micropropagacién de orquideas

También conocidos como fitohormonas, son muy utilizados en micropropagacion y
propagacion en general, ya que juegan un papel muy importante en aspectos generales de
crecimiento y desarrollo de plantas (Yeung 2017). Su uso ha ido en aumento en los
altimos afios, dado que se han convertido en las principales herramientas capaces de
controlar el crecimiento y actividad bioguimica de plantas. El efecto al utilizar
reguladores de crecimiento varia segun la especie. Estos compuestos son sintetizados por
la planta, en muy bajas concentraciones, con un efecto principalmente a nivel celular,
cambiando patrones de crecimiento en las plantas (Alcantara et al. 2019).

El género Phalaenopsis, es mas apreciado por la diversidad de colores y larga duracion
de sus flores. El crecimiento de este tipo de orquideas suele ser monopodial lento, lo cual
dificulta su reproduccion. Por esta razdn, distintas maneras de multiplicacion clonal han
sido desarrolladas, tales como nodales, varas florales, protocromos rizoidales, yemas
axilares, entre otros (Jiménez y Guevara 1996).

Al ser una especie de alto interés comercial, como lo es Phalaenopsis spp., uno de los
métodos mas estudiados y realizados ha sido el uso de varas florales para la extraccion de
meristemas. La induccion de brotes in vitro con este método se hace mediante una ruta
de organogénesis. Sin embargo, la induccion de los brotes depende mucho del regulador
de crecimiento que se utilice (Frausto et al. 2019).

En la micropropagacion de Phalaenopsis amabilis variedad White Grull, Vences y
Gonzélez (1995) utilizaron yemas florales en un medio basico Murashige y Skoog al
100% con N6-benciladenina BA con obtencidn de plantulas a los 55 dias, observando un
alto porcentaje de oxidacion con dosis altas de BA (5.5-6 mg/L). Estos mismos autores
utilizando las hojas de vitroplantas observaron la formacién de protocormos al combinar
BA con Sulfato de Adenina y acido naftalenacético (ANA).

El medio MS suplementado con agua de coco estimulé formacion de alrededor de 7.3
hojas en vitroplantulas de Laeliocattleya y en otras especies como Dendrobium nobile
Lindl., Cymbidium aloifolium y Phalaenopsis spp también se han presentado estos
resultados, sin embargo, el uso de agua de coco puede ser contraproducente en ciertas
ocasiones, dado que al contener citoquininas puede inhibir la formacion de raices. A
diferencia del medio KC con suplemento de agua de coco y pulpa de banana, las
combinaciones de acido naftanelacético (ANA) — N6-benciladenina (BAP) y acido 3-
indolbutirico (IBA) —kinetina (KIN) ha dado mejores resultados, generando 6.2 y 6 brotes
respectivamente (Menezes et al. 2016).

Para el caso de Dendrobium nobile utilizando yemas axilares, se agregd a un medio MS
2 mg/L de N6-benciladenina BA se obtuvo un resultado de 4.33 brotes, agregando 1.5
mg/L de kinetina (KIN) se obtuvo una cantidad de 2.45 brotes y con 100 mL de agua de
coco se obtuvieron 3.42 brotes (Ashgar et al. 2011).

En un estudio realizado Cadavid y Salazar (2008) para evaluar el desarrollo in vitro de
semillas de Cattleya quadricolor para formacion de protocormos, en un medio MS
modificado con 0.033 g/L de mioinositol y suministro de agua de coco y otro medio MS
con los mismos componentes, pero adicionando 0.5 mg/L acido naftanelacético y jugo de
pifia, obtuvo un promedio de longitud de raiz de 1.18 cm a los 90 dias en el medio
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modificado con ANA vy jugo de pifia, mientras que el medio sin reguladores de
crecimiento y agua de coco se obtuvo un promedio de longitud radical de 5.14 cm a los
90 dias.

Cyrtochilum loxense es otra especie en la que se ha trabajado con ayuda de
fitorreguladores; realizando pruebas con distintos fotoperiodos, se logré obtener 0.57
brotes por explante, utilizando una dosis de 0.5 mg/L de BAP y 1.0 mg/L de ANA, en un
fotoperiodo de 24/0 (Gonzélez y Cueva 2014).

Para el desarrollo de protocormos de Epidendrum elongatum Jacq se utiliz6 un medio MS
complementado con tres factores, carbon activado al 0.5 y 1%, 0.5 mg/L &cido
indolacético (AlA) y BAP, obteniendo resultados favorables con carbén activado y AIA
(Pedroza 2009).

La propagacion in vitro de Prosthechea citrina, realizada en México 2016, fue llevada a
cabo con el uso de protocormos a partir de semillas establecidas in vitro. En un medio
MS modificado con 30 g/L de sacarosa y 2 g/L de Phytagel, fue suministrado con
combinaciones de BAP-ANA en 3.0 mg/L y 0.3 mg/L respectivamente, con un
fotoperiodo de 16/8, obteniendo un nimero de brotes por explante de 6.75 (Cazarez et al.
2015). En el Cuadro 2 se presenta resumida esta informacion. Para el caso de C.
bractescens, estos métodos no se han sido implementados, lo que abre una oportunidad a
micropropagadores a realizar experimentos para lograr la conservacion de esta especie.
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Cuadro 2. Efecto de reguladores de crecimiento en la fase de multiplicacion de en un
medio basico MS suplementado con reguladores de crecimiento.

Regulador de

N° de brotes

Explante o mg/L Referencia
crecimiento por explante
Phalaenopsis amabilis
Yemas N6-benciladenina
Florales (BAP) 4.0 137 Vencesy
: Gonzalez
Yema axilar  BAP 1.5 1.75 1995
Protocormos BAP 4.5 14.87
Laeliocattleya (hibrido)
Vitroplantula  acido naftanelacético
1.0+ 1.0 6.2
S (ANA) + BAP Menezes et
4cido 3-indolbutirico al. 2016
+ kinetina (KIN) 05+0.1 6
Dendrobium nobile
Ye.';"as BAP 2.0 4.33
axilares Ashgar et
KIN 1.5 2.45 al. 2011
Agua de Coco (mL) 100 3.42
Cattleya quadricolor
Cadavid y
Protocormos  Agua de Coco - 5.14 cm de raiz Salazar
2008
Jugo de pifia+ ANA 0.5 (ANA) 1.18 cm de raiz
Cyrtochilum loxense
Vitroplantula Gonzélez y
S BAP + ANA 05+10 0.57 Cueva 2014
Epidendrum elongatum Jacq
Capsulas Carbon activado (%) 05yl 3.7y3.2 Pedroza
Acido indolacético 0.5 3.6 2009
Prosthechea citrina
Protocormos BAP + ANA 3.0+0.3 6.75 Cazarez et
al. 2015
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Induccion a la formacién de cuerpos protocdrmicos para la propagacién masiva de
orquideas

Uno de los métodos més utilizados por micropropagadores de orquideas, es la induccion
al desarrollo de protocormos a partir de explantes vegetativos. Los cuerpos parecidos a
protocormos (“PLB” por sus siglas en inglés) son un excelente explante para propagacion
clonal, desarrollo de semillas artificiales y regeneracion de embriones somaticos y
cig6ticos que se propagan rapidamente (Gnasekaran et al. 2016).

La razon por la que el uso de estos explantes es tan aplicada para la micropropagacion de
orquideas es porque se considera que los protocormos son una estructura singular,
disefiada para establecer simbiosis con micorrizas y para formacién de meristemos
apicales, generalmente utilizando un medio liquido para su desarrollo. EI embrién se
primero desarrolla dentro de un protocormo generando una plantula (Yeung 2017).

A partir de hojas tomadas de vitroplantulas de Phalaenopsis amabilis colocadas en un
medio MS modificado con 12.5 mg/L de BAP y 9 mg/L de Sulfato de adenina se logré
obtener 15 protocormos por explante (Vences y Gonzalez 1995). Utilizando apices de
vastago de Cymbidium sp. en 50 mL un medio MS liquido, se obtuvo formacion de
cuerpos protocormicos, similares a los que se forman una vez germinada la semilla, se
pueden obtener entre seis y ocho a partir de un explante (Pierik 1987).

Usando tejido meristematico de Cattleya skinneri x Cattleya maxima en un medio MS
liquido modificado con 20 mL con 2 mg/L de carbon activado se obtuvieron cuerpos
protocérmicos bien desarrollados a las 4.67 semanas (Alvarado 2000). Al usar semillas
de Oncidium sp. en un medio MS modificado con 30 g/L de sacarosa, utilizando 10 mL
del medio en platos Petri de 50 x 15 mm, con un fotoperiodo de 16 horas luz, observando
la presencia de cuerpos protocérmicos a los 48 dias (Billard et al. 2014).

Al someter en un medio MS modificado con 5 mg/L de Thidiazuron (TDZ) a semillas de
Vanilla planifolia generando cuerpos protocormicos alrededor de los 20 dias. Una vez
generado el protocormo, se transfiere a un medio MS con 5 mg/L de ANA para desarrollo
de brotes (Palama et al. 2010). En el Cuadro 3 se presenta esta informacion resumida.
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Cuadro 3. Efecto de medios de cultivo y reguladores de crecimiento en el desarrollo de

cuerpos protocormicos en orquideas.

Explante Medio de cultivo + mg/L Protocormos Referencia
complementos por explante

Phalaenopsis amabilis
Hoias de MS modificado con Vences y
u trlo ntulas AP + Sulfato de 125+90 15 Gonzélez

P adenina 1995
(;ymbidium sp
ApICESde s liquido 500mL  6-8 Pierik 1987
vastago
Cattleya skinneri x Cattleya maxima
-rlr-grlio'ls?emétic Knudson C lig. + 20.0 mL + gelazb:%rvaron Alvarado

carbon activado 2.0 ' 2000
0 semanas
Oncidium sp.
Semillas MS modificado rlr1oLc/)Petri Se observaron  Billard et
dish a los 48 dias al. 2014
Vanilla planifolia
. Se observaron

. MS modificado con Palama et

Semillas Thidiazuron 5.0 (TD2) alrededor de al. 2010

los 20 dias.
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4., CONCLUSION

No existe informacion sobre micropropagacion de C. bractescens. Sin embargo, existen
estudios en otras especies con el uso de un medio MS suplementado con reguladores de
crecimiento. EI método de micropropagacion comercial en orquideas mas utilizado es la
induccion a la formacion de cuerpos protocormicos, y el explante mas usado son los
meristemos. Existe una oportunidad para realizar estudios aplicando otras técnicas a la
propagacion clonal de C. bractescens diferentes al rescate de embriones cigoticos para su
conservacion.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar investigacion sobre micropropagacion con distintas técnicas y explantes
de C. bractesens.

Debido a que en otras especies la adicion de N6-benciladenina (BAP) al medio MS
ha sido efectiva en el desarrollo de protocormos y brotes, es recomendable la
aplicacion de esta hormona para obtener resultados favorables en la propagacion in
vitro de C. bractescens.
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