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COMPENDIO

La orquidea Rhyncholaelia digbyana, flor nacional de
Honduras, enfrenta serios problemas de conservacidén debido a
la destruccidén de sus habitats, a su lenta reproduccidén y a la
fuerte presidén que ejercen los colectores comerciales por la
creciente demanda que tiene como ornamental. Debido a esta
situacidén, se realizd este estudio orientado a desarrollar un
método adecuado de propagacidn que garantice la disponibilidad
de una gran cantidad de plantas de R. digbyana para su
comercializacidén, asi como para tener una importante reserva
de material genético para su utilizacidén en la hibridizacién
o para su eventual repoblacién en los bosques. E s t a
investigacidn se realizd6 por medio de una serie de experimen-
tos en los cuales se usaron dos medios de cultivo, el de
Murashige y Skoog (MS) y el de Knudson C (KC); cada uno con
las diferentes combinaciones de auxinas y citoquininas. Se
probaron tres auxinas (ANA, 2,4-D y AIB) y una citoquinina
(BAP). Los experimentos se organizaron siguiendo un disefo
factorial, en el que uno de los factores fue una auxina y el
otro la citoquinina. Se usaron tres dosis de auxinas y tres
de la citoquinina, por lo que se tuvieron nueve combinaciones
o tratamientos, que permitieron estudiar el efecto de las
auxinas solas, las citoquininas solas y las combinaciones
posibles de ambas. La investigacidén se orientd hacia las

combinaciones de hormonas donde se observaron resultados
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favorables en estudios anteriores con especies filogenética-
mente cercanas.

El proceso de embriogénesis u organogénesis, en muchos
casos, estuvo precedido de un proceso de callogénesis, aungque
también hubo organogénesis directa. E1l estudio nos permitid
conocer cuéies son los mejores medios de cultivo, las mejores
combinaciones de hormonas y el mejor tipo de explante. El
mejor medio de cultivo fue el de KC. De las auxinas probadas
la mejor fue el AIB en la dosis de 1,0 mg/l. Se considera
necesario el balance de auxinas y citoquininas para la
callogénesis. Los mejores explantes para la regeneracidn de
plantas fueron las yemas apicales. No se obtuvo regeneracidn
con &apices de raices ni con é&pices y bases de hojas. La
investigacién nos permitié obtener una gran cantidad de
plantulas que era uno de los objetivos de este estudio. La
tasa de multiplicacidén permitid obtener hasta 2600 plantulas

a partir de un solo explante en afio y medio de cultivo.




I. INTRODUCCION

En muchas partes del mundo, los bosques desaparecen y los
terrenos se dedican a la agricultura. En ese proceso, se
talan los &arboles y su flora epifitica se pierde con ellos.
Bajo estas circunstancias, la eliminacién de las orquideas es,
también, inminente.

Honduras no es ajena a esta tendencia mundial. Por
tanto, la orquidea Rhyncholaelia digbyana, flor nacional de
Honduras, enfrenta serios problemas de conservacidén debido a
la destruccién de sus habitats, a su lenta reproduccidén y a la
fuerte presién que ejercen los colectores comerciales origina-

da por la creciente demanda que tiene como ornamental.

A. Importancia ecolégica

La importancia de la orquideas radica principalmente en
su alto valor estético, generado por la belleza de sus flores,
ademas de que ocupan un lugar importante en la cadena evqluti—
va de las plantas superiores, ya que estan entre las més
avanzadas y especializadas. Muchas caracteristicas demuestran
claramente su gran éxito en adaptarse para la supervivencia.
Por ejemplo, como resultado de su configuracidén floral, éstas

plantas se han adaptado a un gran nimero de polinizadores
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incluyendo escarabajos, moscas, polillas, abejas, pajaros y
murciélagos. La respuesta a estos diferentes polinizadores Ha
conducido a una extensa adaptacidén de varios métodos de
polinizacidén, permitiendo 1la existencia de una relacién
simpatrica entre plantas y animales. Esta relacidén se llama,
también, coevolucidén. En las flores de las orquideas la forma
y la funcidén han evolucionado hacia una fuerte especializacidn
en su relacidén con los agentes polinizadores. Una muestra de
lo anterior es que aunque en estas flores el polen (llamado
polinio) y el estigma estdn muy cerca en una misma estructura
(1llamada columna) han modificado su morfologia, evolucionando
de tal manera que la autopolinizacién, en forma natural, es
casi imposible exceptuando a las especies que han evolucionado
hacia la autopolinizacién (Roebuck y Steinhart, 1978). Ademas,
representan parte esencial de la biodiversidad de cualquier
pais tropical, que pueden ser usadas para fines de ecoturismo

por la vistosidad de sus flores. Ademéds tiene para Honduras

un gran valor simbdélico pues es su flor nacional.

B. Utilidad

Las orquideas, en su gran mayoria, han sido usadas como
flor de corte. La excepcidén es el género Vanilla, de cuyas
plantas se extrae todavia, en algunos sitios, el extracto
llamado vainilla, que es ampliamente utilizado en la industria

de la fabricacidn de alimentos.
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R. digbyana, por sus caracteristicas, ha alcanzando
altos precios en los mercados internacionales. Las plantés
mismas tienen una gran demanda por parte de los aficionados a
su cultivo. Ademds, esta especie ha sido ampliamente usada en
la produccidén de hibridos comerciales, de alto valor en el
mercado, debido a que tiene flores grandes, al tamafio y forma
del labelo y a la alta heredabilidad que tienen éstas caracte-
risticas. Otra ventaja comercial radica en la gran importan-
cia que se le ha dado, por parte de algunos gobiernos vy
organizaciones privadas, al turismo ecolbégico, un fendmeno que
en afios recientes, representa significativos beneficios para
los llamados paises en vias de desarrollo. Las giras organiza-
das por los amigos de las orquideas y otros amantes de 1la
naturaleza, procedentes de los Estados Unidos y Europa a
muchas partes de los paises tropicales y subtropicales, son
beneficiosas para todos los involucrados, cuando son realiza-
das con una supervisién adecuada (Dressler, 1990).

En el &rea centroamericana, paises como Costa Rica y
Guatemala tienen ya al turismo como una fuente generadora de
divisas. En Costa Rica, por ejemplo, el turismo es ahora uno
de los principales rubros de la economia, y uno de sus

componentes méds importantes, es el turismo de tipo ecoldgico.

C. Reproducciodn

En la naturaleza, las orquideas se propagan en forma
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sexual, es decir, por medio de semillas. Sin embargo, con
este método de propagacién la tasa de reproduccidén es mﬁy
baja, ya que de aproximadamente un millén de semillas que
puede tener una cédpsula (fruto) sbélo muy pocas logran germi-
nar. Generalmente, menos de dos docenas llegan a la etapa
adulta, ya qﬁe las semillas necesitan de una serie de condi-
ciones favorables como la presencia de un hongo que destruya
la testa (cascara seminal), alta humedad al momento de la
germinacién y, en algunos casos, la existencia de un arbol que
sea un hospedero adecuado. En el caso de R. digbyana, se ha
observado que, por lo menos en Honduras, sb6lo crece en algunas
especies de robles (Quercus spp.). Todo lo anterior hace
totalmente inviable este método de propagacidén para fines
comerciales. Dentro de 1la propagacidén asexual, la manera
tradicional para propagar clones de estas plantas, usada
todavia por 1los aficionados y pequefios cultivadores, es a
través del llamado método de propagacidédn por bulbo trasero.
rLa técnica consiste en separar el pseudobulbo mds viejo para
forzar el desarrollo de yemas en estado de reposo o 1la
separacién de los crecimientos laterales, cuando éstos se
forman. Sin embargo, este método es muy lento y, en el mejor
de los casos, s6lo nos permite duplicar el nimero de plantas
por afio. Por otra parte, Gnicamente puede ser aplicado a las
orquideas de crecimiento simpodial, ya que las de crecimiento
monopodial no presentan pseudobulbos laterales (Bhojwanii y

Razdan, 1983).




5
Debido a estas limitaciones, se hace necesario el
desarrollo de un método que pueda ser utilizado para la
propagacidén industrial de orquideas. E1l cultivo de tejidos,
la embriogénesis somatica y la micropropagacién, son 1los
métodos mds adecuados, para propagar clones y la técnica de

rescate de embriones, para la obtencidén de hibridos.

"1OTRCA

D. Objetivos h”h'mwfﬂjf'
En el presente estudio se espera desarrollar un método
adecuado de propagacidén que garantice la disponibilidad de
gran cantidad de plantas de R. digbyana para su comercializa-
cidén, asi como para tener una importante reserva de material

genético para su utilizacidn en hibridizacidén o en su eventual

repoblacién en los bosques.

1. Objetivos especificos

a. Determinar el mejor medio de cultivo para la produccidn
de protocormos de R. digbyana.

b. Encontrar la mejor combinacién de reguladores de creci-
miento para la produccidén y desarrollo de plantulas de R.
digbyana.

(1 Identificar el mejor medio de cultivo para el crecimiento
de plantulas de R. digbyana.

s Reproducir plantas para la comercializacdén y repoblacidn

de éstas en los bosques.




II. REVISION DE LITERATURA

A. Clasificacidn botanica

Rhyncholaelia digbyana (Lindl.) Schltr., como todas las
orquideas, pertenece a la divisidén Espermaphita, subdivisién
Angiospermae, clase Monocotiledoneae, orden Orchidales,
familia Orchidaceae (Dressler, 1990).

Para clasificar las orquideas, al igual que la mayoria de
los ant6fitos, es decir, las plantas con flores, se hace uso
de las partes florales. Esta familia tiene algunas de éstas
partes bastante diferenciadas, como ocurre con la estructura
sexual llamada ginandrio o columna, los pétalos, sépalos y la
semillas que son numerosas, sin endosperma, y muy pequefias;
por esta razdén al orden Orchidales también se le llama Micros-

permales (Dressler, 1990).

1. Distribucién
El pequefio género Rhyncholaelia, cuenta con sbélo dos
especies, R. glauca y R. digbyana. Es originario de las zonas
bajas y secas del sur de México y del norte de Centroamérica,
principalmente de Belice y Honduras (Senghas y Bockemuhl,
1983) . Ambas especies estdn representadas en Honduras y de

ellas, Rhyncholaelia digbyana, es la mas conocida y de mayor
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importancia econémica por ser muy usada en la hibridizacidén o
para su comercializacidén como especie. Por otra parte, lés
plantas gque se encuentran en Honduras pertenecen, segln
Senghas y Bockemuhl (1983), a la variedad fimbripetala que al
parecer es endémica de este pais. Por lo que el nombre
cientifico de esta planta es Rhyncholaelia digbyana (Lindl.)
Schltr. var. fimbripetala Ames., en este trabajo nos referire-

mos a esta especie como R. digbyana.

2. Caracteristicas generales de la especie

R. digbyana, es una planta epifita, con pseudobulbos
alargados, delgados, con una sola hoja de hasta 20 cm de
largo, carnosa, gruesa, de color verde o algo purpurea cuando
estd expuesta al sol. Cada planta produce una sola flor, de
hasta 20 cm de didmetro, muy vistosa, de color blanco o blanco
verdoso; el pétalo superior o labelo es blanco crema, con los
bordes superiores profundamente fimbriados (Ames y Correll,
1952). La variedad fimbripetala, ademdas de contar con las
caracteristicas anteriores, tiene los otros pétalos un poco
mds anchos, ligeramente fimbriados y, en general, flores méas

grandes que la forma tipica (Fig. 1).



Fig. 1. Planta de Rhyncholaelia digbyana
(Lindl.) Schltr. var. fimbripetala Ames.,
mostrando la flor caracteristica de esta
variedad.
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3. Habito de crecimiento

Las orquideas son hierbas perennes y por el lugar en qﬁe
crecen pueden ser terrestres, epifiticas, 1litofiticas,
semiacuaticas o, muy raramente, subterraneas. La mayoria de
las especies encontradas en las regiones templadas son terres-
tres, mientras que las de los trdpicos y subtrépicos son, en
general, epifiticas o litofiticas.

El crecimiento vegetativo de las orquideas puede ser sim-
podial o monopodial. Todas las especies terrestres y muchas
epifiticas son simpodiales, es decir, poseen un sistema de
crecimiento en el cual el tallo vegetativo original deja de
crecer al final de la floracidén, y se reanuda al siguiente afo
o época de floracidén en un eje diferente, lo que da como
resultado una serie de tallos sucesivos anuales. En este tipo
de crecimiento la inflorescencia puede ser lateral o terminal,
como es el caso de R. digbyana. La forma de crecimiento
monopodial es aquella en la que el crecimiento se presenta afio
tras ano sobre el mismo eje; de esta manera, los nuevos brotes
se producen sobre el &apice del brote anterior y las inflo-
rescencias siempre estan localizadas en las axilas de las

hojas (Ames y Correll, 1952).

4. Floracioén
En las orquideas, la floracidén es generalmente anual,
aunque hay algunas especies tropicales y subtropicales que

florecen dos o mads veces por afio y otras que lo hacen durante
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casi todo el afno .

En su habitat natural, en Honduras, R. digbyana florece
una vez al afio, dos semanas a un mes después del inicio de la
época de lluvias. La flor permanece abierta de dos a tres
semanas, tras lo cual, si no ha sido polinizada, muere y
después de uﬁos cuantos dias cae.

Se ha comprobado la emisidén de un olor fuerte en horas
de la noche. Esta caracteristica, unida al gran tamafio de la
flor y a su coloracidén favorecen su polinizacidén nocturna. El
olor es un medio de atraccidén muy eficaz, actda a grandes
distancias y en las flores de este género, de noche. En muchas
especies los polinizadores son inducidod por las fragancias
florales y la composicidén quimica de éstas determina cudles
especies de polinizadores seran atraidos. Esta estrategia de
atraccién posteriormente limita a las potenciales especies
polinizadoras. Pero aln asi, la produccidén de esencias ayuda
a prevenir la hibridizacidén entre poblaciones compatibles de
especies diferentes, pero cercanamente relacionadas (Roebuck
y Steinhart, 1978). Hasta ahora, las sustancias encontradas en
R. digbyana, son citronelol y 1linalol. Se informa que las
flores de Brassavola, género en el cual se incluia anterior-
mente a R. digbyana son polinizadas por polillas, principal-
mente de 1la familia Noctuidae, por lo que son llamadas
Phalenéfilas (Roebuck y Steinhart, 1978). Por lo tanto R.

digbyana se puede incluir en este grupo.
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B. Propagaciodn

La reproduccidén comercial de orquideas por medios
convencionales es dificil, ya que sus semillas no pueden
germinar cuando se usan métodos tradicionales de siembra.
Esto se debe a que las semillas son muy pequefias, s6lo miden
entre 0,3 y 5 mm de largo y contienen poco o ningin endosper-
ma o reserva alimenticia (Dressler, 1990). Su pequefio tamafo
es casi determinante para que las semillas se pierdan si se
siembran 1in vivo y sus limitadas reservas alimenticias hacen
improbable su supervivencia. La germinacién in vitro tiene
muchas mas posibilidades de éxito. En el caso de algunos
géneros se puede obtener hasta un 100% de germinacidén, usando
el medio adecuado (Pierik, 1990).

La germinacidén y el desarrollo tienen lugar mucho méas
rapido in vitro, ya que se realiza en un ambiente acondiciona-
do y sin competencias con hongos o bacterias (Pierik, 1990)

Dadas las dificultades existentes en el cultivo de
orquideas, los descubrimientos hechos por Knudson en 1922
produjeron una verdadera revolucidén en el cultivo comercial de
orquideas. Knudson trabajd con semillas de varios hibridos de
Cattleya y encontrd que las semillas germinaban facilmente en
frascos de cristal conteniendo medios nutritivos compuestos de
agar, macronutrimentos y micronutrimentos. Esta germinacidén
tenia lugar en ausencia del hongo micorriza, por lo que se

llamé germinacidén asimbidética o germinacidén no-simbiética. A
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partir de este descubrimiento se pudo cultivar miles de
plantas de una sbéla céapsula o fruto, en lugar de las 10 & 15
que se podian obtener de la siembra in vivo de semillas (Knud-
seon, 1922).

Los descubrimientos de Knudson abrieron una amplia gama
de posibilidades a los orquiddéfilos y cultivadores. Esto hizo
que las plantas fueran mds accesibles a un mayor numero de
personas y que se pudiera explorar el prometedor campo de la
hibridizacién (Northern, 1961).

La micropropagacidén in vitro busca obtener, a partir de
material vegetativo, gran cantidad de plantas en el menor
tiempo posible y al menor costo. Esto se hace por medio del
cultivo de partes vegetativas de la planta como, por ejemplo,
dpices de raices u hojas, bases de hojas, yemas laterales o

terminales y nudos del escapo floral (Rao, 1977).

1. Propagacidén Sexual

La investigacidén en cultivo de tejidos, en orquideas,
data desde el principio de este siglo, casi desde el origen
mismo de esta técnica. Al respecto, son muy importantes 1los
aportes de Bernard quien, en 1909, logrd aislar exitdésamente
el hongo que ayudaba a la germinacién de semillas e hizo
estudios comparativos de germinacidén con semillas infectadas
y sin infeccién (Rao, 1977).

La propagacidén sexual in vivo es la que se realiza por

medio de semillas; este procedimiento no se utiliza en la
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actualidad para la produccidén masiva de plantas debido a que
es muy complicado y porque ademds, proporciona un nﬁmefo
reducido de individuos con variabilidad muy alta (Morel,
1972) . Sin embargo, la germinacidén asimbidética de embriones de
orquidea ha hecho posible 1la produccién masiva de gran
cantidad de hibridos y especies valiosas.

Las desventajas de los métodos tradicionales o antiguos
de propagacidén, como la siembra in vivo de semillas o la
propagacién por divisidén de plantas hicieron posiblela
blisqueda de otras alternativas de cultivo. Fue asi como se.
pudo demostrar que los embriones de orquideas podian cultivar-
se in vitro sin que mediara la accién de un hongo simbidético
(Knudson, 1922). Este descubrimiento Jjugd un papel muy
importante en el desarrollo de la orquideologia, e hizo
factible el surgimiento de toda una industria alrededor de la
propagacidén de orquideas (Sauleda, 1976).

El rescate in vitro de embriones es la técnica mas usada
para la obtencidén de hibridos interespecificos o intergenéri-
cos, porque permite una germinacién de casi el 100% de los
embriones; por otra parte, ha sido empleada para la propaga-
cidén de especies en peligro de extincién. No obstante, cuando
se esta tratando de propagar clones, éste es un método que no
puede ser usado debido a la gran variabilidad genética que

presenta la descendencia.




14
2. Propagacidén asexual

Practicamente el Gnico método para la propagacidn asexual
in vivo es el deniminado como propagacién por bulbo trasero.
El método involucra la separacién del dltimo bulbo trasero y
obliga a la planta a desarrollar las yemas que se encuentran
en estado de reposo. Este procéso es extremadamente lento y
sélo permite duplicar el nimero de plantas en un afio (Bhojwani
y Razdan, 1983).

En éstos momentos casi toda la investigacidén que se ha
hecho en cultivo de tejidos, en orquideas, ha estado vinculada
con la produccidn masiva de hibridos y muy poca con la
propagacidén de especies (Aldn y Linares, 1992). Se considera
gque la micropropagacidén permite obtener duplicados de 1la
planta madre original, usando explantes de yemas axilares o
apicales (Morel, 1960), A&pices y bases de hojas (Churchill et
al., 1971) y apices de raices (Churchill et al., 1973).

En 1960 se produjo un hecho trascendental en la propaga-
cidén vegetativa de orquideas. En ese afio, el cientifico
francés George Morel intentd obtener plantas de Cymbidium,
libres de virus a través del cultivo de meristemas. Aisld
yemas de pseudobulbos traseros y cultivé in vitro el meriste-
ma con dos primordios foliares de aproximadamente 1 mm de
largo. A partir de estos dpices obtuvo unos cuerpos esféricos
que en su parte superior tenian una pequefia depresidén de 1la
cual, més tarde, emergia una hoja y en la parte inferior

desarrollaban pequefios pelos absorbentes o rizoides. Eran
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parecidos a los que se forman después de la germinacidn de la
semilla. Estos cuerpos se conocen en la literatura recienée
como "cuerpos protocérmicos" (Pierik, 1990). De manera
ocasional estos cuerpos protocérmicos se dividen en forma
espontédnea, pero generalmente ello se consigue cortandolos en
porciones. En el caso de Cymbidium se pueden producir seis u
ocho nuevos protocormos en mds O menos seis semanas. En
principio, este proceso se puede repetir en forma indefinida.
Si no se hacen nuevos cortes, el &pice de cada protocormo
puede en principio desarrollar una plantula con hojas vy
raices. De esta manera, Morel produjo millares de plantas en
un afio, a partir de un Gnico 4pice. El "clonado" de orquideas
por cultivo de meristemas fue la primera aplicacidén comercial
de la propagacidén vegetativa in vitro. Este método, desarro-
llado originalmente para Cymbidium se modificdé y se utilizd
después para Cattleya y para otros géneros de orquideas
(Pierik, 1990).

La embriogénesis somatica utiliza los siguientes tipos de
explantes: a) material juvenil: embridn cigbético y partes de
la plantula (nudo, entrenudo, hoja caulinar, raiz, rizoma), b)
material de cultivo de tejidos: embridén somdtico y partes de
plantulas regeneradas de embriones somdticos y c) Material
adulto: meristema apical, bases y apices de hojas (Rao y Rao,

1990) .
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C. Medios de cultive

En el cultivo de tejidos de orquideas se han usado muchos
medios, desde unos muy simples basados en jugos de frutas y
emulsiones de pescado, hasta otros mds complejos y sofistica-
dos (Arango, 1979). |

Anteriormente, la mayoria de tejidos u 6rganos eran
propagados, en medio sdélido y el medio 1liquido era casi
exclusivo para el cultivo de raices. En la actualidad,
después de muchos trabajos, el medio liquido y en agitacién
constante se ha vuelto mds comin para la callogénesis y la
organogénesis. Para los cultivos en movimiento se hace uso de
agitadores rotativos o laterales. En los primeros estudios se
usaban los medios sélidos para la diferenciacién, organogéne-
sis o el cultivo de embriones. Las investigaciones relizadas
en la década de los setenta, indican que el medio liquido es
més eficaz para la induccidén o proliferacidn, particularmente
en protocormos o callos. Muchos investigadores usaron ambos
tipos de medios para estudiar callogénesis u organogénesis.
En 1977, Rao informdé que el nimero de medios usados en esas
investigaciones llegaba a 25. Actualmente, los medios més
usados son el de Murashige y Skoog (1962), Knudson C (1946) y
el de Vaccin y Went (1949). En el cultivo de dpices de hojas
se han utilizado los medios de Knudson C, Murashige y Skoog y
el de Heller (1953), principalmente en especies de la subtribu

Laeliinae (Churchill et al., 1972).
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En algunas ocasiones, una receta particular es propuesta
para un género o especie determinada y luego es modificada o
mejorada mediante la adicidén de varios promotores del creci-
miento, tales como agua de coco, jugo de tomate, extracto de
banano, jugos de diferentes frutas, emulsién de pescado,
extracto de éarne y hasta de cerveza (Rao, 1977). En muchos
casos, tales modificaciones dan resultados beneficiosos
indudables, pero la fisiologia y la nutricién de las plantu-

las, los 6rganos y callos son ain poco conocidas.

D. Sustancias de crecimiento

Scully (1967) observd que se puede inducir la formacidn
de callo, en el cultivo in vitro, de meristemas de especies de
la alianza Cattleya, usando la auxina acido naftalenoacético
(ANA), a la concentracién de 1 mg/l. Por otra parte, Reinert
y Mohr (1967) informan haber logrado callogénesis en Cattleya,
usando las auxinas &acido indol butirico (AIB) y ANA, a una
concentracién de 1.75 mg/1l. No informan haber usado citoquini-
nas. Stewart y Button (1978) afirman haber usado las auxinas
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el acido para-dicloro-
fenoxiacético (pAPC) y la citoquinina quinetina (K), cuando
cultivaron apices de raices de algunos cultivares de Epiden-
drum obrienianum. Por otro lado, Flamée (1978) obtuvo buenos
resultados en el cultivo de plantulas de Paphiopedilum sp.,

con el uso de ANA a una concentracidén de 1 mg/l. Kukulczanka
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et al. (1989) obtuvieron la regeneracidn y organogénesis mas
altas cuando cultivaron 1in vitro brotes de Vuylstekeara
'Cambria' en el medio de MS con 0,2 mg/l de BAP y de ANA y

1g/L de peptona.

E. Ambiente fisico

Las condiciones fisicas mas importantes para el buen
desarrollo de un cultivo in vitro son: 1luz, temperatura,
fotoperiodo y humedad relativa (Mroginsky y Roca, 1991).

Reinhert y Mohr (1967), obtuvieron buenos resultados
cuando cultivaron m,eristemas de Cattleya, usando lamparas
fluorescentes de luz fria, con una intensidad aproximada de
2000 lux, durante un periodo de 16 horas, y a una temperatura
entre los 24° y los 28°C. Stewart y Button (1978), tuvieron
conclusiones satisfactorias, en la formacién de callo, cuando
cultivaron apices de raices de Epidendrum, bajo las siguientes
condiciones: intensidad luminosa de 1000 lux, fotoperiodo de
16 horas, temperatura de 23 a 25°C y una humedad relativa de
75 + 5%. Flamée (1978), obtuvo resultados positivos en el
cultivo de embriones y plantulas de Phalaenopsis, a una
intensidad de 3500 lux, con un fotoperiodo de nueve horas y
temperatura de 22°C.

Churchill et al. (1972), informan haber obtenido callogé-
nesis y posteriormente formacidén de plantulas, en el cultivo

de apices de hojas de Laeliocattleya, manteniendo una intensi-
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dad de 2500 1lux proporcionada, por una mezcla de bulbos
incandescentes y lamparas Gro Lux®, con un fotoperiodo de 1é
horas y una temperatura de 24 + 2°C. Morel (1960), produjo
plantas de Cymbidium a partir de yemas de bulbos traseros,
cultivadas a una temperatura de 22°C, y un fotoperiodo de 12
horas.

Por otra parte, Tanaka et al. (1976) obtuvieron plantulas
de Phalaenopsis cultivando &apices de raices a 25°C, con un
fotoperiodo de 16 horas con lamparas fluorescentes de 1luz
blanca. Arditti et al. (1977), 1lograron obtener plantas
cultivando yemas ubicadas en el escapo floral de plantas de
Phalaenopsis, cultivandolas con una intensidad luminosa de

2500 lux, producidas por una mezcla de lamparas fluorescentes

y bulbos incandescentes durante un fotoperiodo de 16 horas.
F. Oxidaciédn

Oxidacidén es 1la produccidén y secrecidn de compuestos
fenb6licos por 1los explantes. Estos compuestos inhiben el
crecimiento normal y, eventualmente, matan al explante. Por
ello, siempre que se trabaja en cultivo de tejidos se trata de
reducir o eliminar la produccidén de estos compuestos (Ishii et
al. . 2979). Con esa finalidad se hace uso de sustancias
quimicas, asi como también de factores fisicos. Entre 1los
agentes antioxidantes de origen fisico, estéan el cultivo en la

oscuridad durante la etapa inicial y el uso de medios liqui-
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dos. Entre los agentes antioxidantes de origen quimico se
tienen: la cisteina, el acido ascérbico y el acido citricé,
ademas del carbdén activado (Moltalvan, 1992).

Alan y Linares (1992), utilizaron con éxito el cultivo en
la oscuridad, en 1la propagacidén de cCattleya aurantiaca,
durante la etapa inicial del cultivo.

Huang (1988), mantuvo los  explantes en una solucién
antioxidante, con 100 mg/l de &acido ascdérbico y 150 mg/1l de

acido citrico.

G.Material vegetal

Se considera que las orquideas son féaciles de propagar
por medio de cultivo de tejidos in vitro. La familia Orchida-
ceae incluye casi 25000 especies, agrupadas en mas de 900
géneros. Tales especies son extremadamente heterocigdticas,
razén por la cual la respuesta al cultivo in vitro es extrema-
damente variable y depende principalmente del género, especie
y ain del genotipo. La respuesta a este tipo de cultivo esta
pobremente documentada en la literatura (Lindsey, 1991).

Al culivar orquideas in vitro se pretende destruir 1la
menor cantidad de tejidos o plantas. Por esta razdén, se trata
de usar tejidos que no conduzcan a la destruccidén de la planta
como ocurre cuando se utilizan meristemas de yemas apicales.

Dentro de la gran variedad de tejido como fuente de

explantes, se informa sobre el uso de apices y bases de hojas
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(Vvij y Pathak, 1990; Yam y Weatherhead, 1991; Fu, 1979;
Churchill et al.,1979; Reinert y Mohr, 1967; Churchill et al;,
1978), el empleo de los brotes laterales y apicales (Li-Chung,
1988; Morel, 1960; Stewart y Button, 1975; Lindemann et al.,
1970 Teo, 1978; Scully, 1967; Kukulczanka et al., 1979; Gu y
Yan, 1989; Madhuri y Vasundhara, 1990), y otras partes de la
planta como rizomas (Yam y Weatherhead, 1990; Kim et al.
1988), &apices de raices (Kraus y Monteiro, 1989; Stewart y
Button, 1978; Churchill et al., 1972; Tanaka et al., 1976), y
yemas en reposo de pseudobulbos traseros (Vajrabhaya, 1978).

La propagacidén sexual in vitro o rescate de embriones a
diferencia de la asexual o vegetativa, no implica la destruc-
cidén de tejidos importantes para la planta, porque se utilizan
las semillas inmaduras (embriones). Generalmente una sola
capsula proporciona suficiente cantidad de embriones, entre
1300 y cuatro millones (Pierik, 1990), por lo que no es
necesario tener gran cantidad de cédpsulas cuyo mantenimiento

podria conducir al debilitamiento de la planta madre.

1. Apices y bases de hojas
Se han registrado varios métodos de regeneracidn, en
ciertas orquideas; pero si se considera el tamafio de la
familia, s6lo unas pocas especies o hibridos han sido estudia-
dos con miras a analizar su potencial regenerativo a partir de
hojas. Champagnat et al., citados por Rao (1977), usaron

hojas de plantulas de Cattleya para inducir crecimiento
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posterior. Por otra parte, el empleo del tejido meristematico,
en la base de las hojas, condujo a la formacidén de callo el
que se diferencidé en muchos cuerpos protocérmicos. En este
caso se usbé acido indol acético (AIA), quinetina (K), caseina
hidrolizada, extracto de higado y vitaminas, como variables
inductoras dél crecimiento. Se demostrd que se podia desarro-
llar el potencial de la base de 1las hojas para producir
grandes cantidades de plantas.

Los apices de hojas jo6évenes de Dendrobium, Epidendrum y
Laeliocattleya fueron usados por Churchill et al. (1971), para
inducir regeneracién. Después de seis a siete semanas en
cultivo, desarrollaban pequefios callos y cuerpos protocdrmi-
cos.

Churchill et al. (1972), obtuvieron plantas a partir de
apices de hojas de plantulas de Epidendrum obrienianum u hojas
jovenes de crecimientos nuevos de plantas maduras de Laelio-
cattleya cv. Portia "Mayflower". Las plantulas fueron
cultivadas en el medio de Heller modificado con 30 g/l de
azicar de cocina y suplementado con 1lmg/l de 2,4 - D y 0.5
mg/1l de bencilaminopurina (BAP) y en el medio de MS modificado
sin adenina, niacina o piridoxina. Una vez obtenidos 1los
callos o cuerpos protocérmicos, se cultivaron en medio de
Knudson C.

Vij y Pathak (1990), obtuvieron regeneracién cuando
cultivaron bases y &pices de hojas de nueve especies de

orquideas, usando los medios de Mitra, MS y Knudson C modifi-




23
cado, con varias combinaciones de reguladores de crecimiento
como AIA, 2,4-D, AIB, ANA, BAP, quinetina y suplementos
organicos de crecimiento.

Yam y Weatherhead (1991) produjeron plantas cuando
cultivaron dpices de hojas, de plantulas cultivadas in vitro,
de cuatro especies nativas de Hong Kong, usando los medios de
Heller (1953), MS e Ichihashi y Yamashita (1977), dichos
medios se modificaron con la adicidén de agua de coco al 20%,
grafito, ANA y BAP. Los mejores resultados, en Pholidota
chinensis, se produjeron con el medio de Heller, con dosis

bajas de BAP (1 mg/l) y ANA (0,2 mg/l).

2. Apices de raices

A pesar de que de segln el principio de totipotencialidad
de la célula enunciado por Haberlandt (1902), se podrian
obtener plantulas a partir de wuna célula proveniente de
cualquier parte de la planta, muy pocas veces se ha obtenido
organogénesis o callogénesis cuando se usan adpices de raices
de orquideas. Sin embargo, Tanaka et al. (1976) lograron
obtener plantas cuando cultivaron dpices de raices de plantas
jévenes de hibridos de Phalaenopsis amabilis, en el medio de
cultivo de Kyoto modificado, sin auxinas, ni citoquininas. A
los tres meses del cultivo, se observd incremento en la
actividad celular y la formacidn de callo y, gradualmente, la
constitucidén de cuerpos protocdérmicos, similares a 1los

protocormos obtenidos de semillas de Phalaenopsis.
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Churchill et al. (1972), informaron no haber obtenido
callogénesis ni organogénesis, cuando cultivaron &pices ‘de
raices de Epidendrum obrienianum, en diferentes medios vy
subcultivadas cada seis meses. Después de dos afios en cultivo,
la mayoria de las raices todavia crecian; no obstante, se
observaba, un adelgazamiento en las raices y una tendencia a
perder la capacidad fotosintética. Sin embargo, Stewart y'
Button (1978) indican que obtuvieron callo y finalmente
plantulas, usando &pices de raices de Epidendrum obrienianum;
atribuyen el éxito al uso de hormonas, principalmente 2,4 - D
a una concentracién de 1 mg/l y &cido paratriclorofenoxiacé-
tico, a una concentracién de 2 mg/1l.

Kraus y Monteiro (1989), obtuvieron cuerpos protocérmi-
cos, que posteriormente originaron plantulas, cuando cultiva-
ron dpices de raices de plantulas de Catasetum pileatum. Las
plantulas se cultivaron in vitro, en medio de MS modificado,
con la adicidén de 1 g/L de peptona; no informan haber usado

auxinas ni citoquininas.

3. Yemas apicales y laterales
En 1960 Morel describid un método in vitro para multipli-
car orquideas, a una tasa muy alta. Observd gque cuando
cultivaba &dpices de Cymbidium, en vez de desarrollar un brote
folioso se observaba la formacidén de un cuerpo esferoidal, con
rizoides en la base. Estas estructuras eran morfoldgicamente

muy similares a los protocormos formados durante el proceso
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de germinacién de la semillaa de orquideas. Algunos de estos
protocormos proliferaron y formaron racimos de hasta i2
protocormos. Morel cortd estos cuerpos en tres o seis partes
y las cultivdé en medio de cultivo de Knudson C. Cada pieza
formd protocormos adicionales y de una sola pieza fue posible
obtener hasta doce protocormos en un mes. Este proceso podia
repetirse indefinidamente. Por este método se pueden obtener
varios millones de plantas en un afo, partiendo de un solo
meristema apical de menos de 1 mm de largo (Bhojwani y Razdan,
1988« ) , Esta técnica fue rapidamente adoptada por 1los
cultivadores comerciales de orquideas, quienes vieron en ella
una forma excepcional de obtener una gran cantidad de plantas,
con caracteristicas uniformes y de gran valor comercial.

Reinert y Mohr (1967), produjeron hasta 3000 plantulas a
partir de un sélo meristema lateral de plantas de Cattleya o
Cymbidium; los propagulos se cultivaron en un medio liquido,
desarrollado por ellos, con la adicidén de 100 ml/1 de agua de
coco y las auxinas AIB y ANA, ambas a la concentracidén de 1.75
mg/l. Encontraron que al usar 1mg/l de quinetina y 100 mg/1l de
inositol, los explantes se volvieran de color café y crecieron
lentamente.

Scully (1967), obtuvo buenos resultados cuando cultivéd
especies de la alianza Cattleya, en el medio de Vaccin y Went
(1946) con la adicibén de 25% de agua de coco, o en el medio de
Morel (1965) con 1 mg/l de ANA y 10% de agua de coco. Como

explantes, utilizé meristemas apicales y yemas laterales,
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ubicadas en el Gltimo crecimiento vegetativo. Obtuvo cuerpos
protocérmicos que finalmente desarrollaron pléantulas. ﬁl
proceso, hasta el desarrollo de protocormos, durd desde 45
hasta 85 dias, dependiendo de la especie.

Huang (1988), produjo mas de 200 plantas, a partir de un
solo explante, cuando cultivd yemas apicales de hibridos de
Paphiopedilum. Inicialmente cultivd los explantes en medio de
MS (1962), con 3% de sacarosa, 100 mg/l de i-inositol, 0,1
mg/l de ANA y 3 mg/l de N6—isopenteniladenina (21P) .

Teo (1988), cultivd brotes apicales de Haemaria discolor,
una especie usada por su follaje ornamental, en condiciones in
vitro en medio Knudson C; los brotes no produjeron protocor-
mos, ni callos sino numerosas estructuras caulinares o tallos,
sin que se observara ninguna influencia de las concentraciones
de auxinas o citoquininas.

Kukulczanka et al. (1989) obtuvieron in vitro brotes de
Vuylstekeara 'Cambria', en medio de MS con dosis de entre 0.2
y 1.0 mg/1l de ANA y BAP. Los brotes laterales se desarrolla-
ron después de cinco semanas; cuerpos protocdédrmicos, brotes
adventicios y raices lo hicieron después de 10 semanas. La
inclusidén de 1 g/L de peptona estimuld la actividad meristema-
tica, la proliferacién de protocormos, la formacidén y el
desrrollo de brotes adventicios. E1 ANA promovid la rizogéne-
sis y el BAP sbélo la inhibid, pero este efecto fue superado
con la adicidén de ANA o peptona o de ambas. La regeneracidn y

organogénesis mas altas se obtuvieron con medio de MS con 0.2
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mg/l de BAP y de ANA y 1 g/L de peptona.

Yoneda et al. (1979), registraron el mayor peso promedio
de plantulas cuando cultivaron meristemas de Cattleya fabin-
giana, en el medio basal Hyponex con 20 mg/l de benziladenina
y 100 mg/l de &acido giberélico. El1 mayor tamafio (altura) se
obtuvo al cultivar los meristemas en el medio basal Hyponex,
con 10 mg/l de benziladenina y 100 mg/l de acido giberélico.

Gu y Yan (1979), lograron los mejores resultados en la
formacién de cuerpos protocérmicos, al cultivar 4&pices de
Cymbidium grandiflorum, en medio liquido de Vacin y Went con
1.0 mg/1l de BAP. Pero el mejor desarrollo y diferenciacidn de
los cuerpos protocérmicos se obtuvo al cultivarlos en medio
s6lido de Knudson con 0.4 mg/l de BAP.

Madhuri vy Vasundhara (1990), cultivaron meristemas
apicales en medio liquido o sélido de Vacin y Went, suplemen-
tados con 10, 15 y 20% de agua de coco, con varias combinacio-
nes de AIA, AIB y ANA (0, 0.5, 1.0 mg/l de cada una) Yy
sacarosa al 1 6 3%. La mejor formacidén de brotes se obtuvo en
medio liquido, con 3% de sacarosa y 1 mg/l de AIB, ANA o BAP.
Las auxinas no fueron necesarias para el enraizamiento, el que

fue mejor cuando Gnicamente se usd un 1% de sacarosa.

4. Embriones
La ténica de rescate de embriones ha sido ampliamente
usada en el cultivo de orquideas para propagar hibridos y su

uso esta bien documentado en la literatura. Sin embargo, hay
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pocos informes acerca del uso de esta técnica para la propaga-
cién de especies en peligro de extincién. En este sentido sén
notables los trabajos de Rubluo et al. (1989), Dodson (1981),
Rubluo et al. (1993), Pain (1990) y Christenson (1989).

Rubluo et al. (1989) consiguieron la reintroduccidén de
Bletia urbana, en México, en su habitat natural, cultivando
plantulas provenientes de 1la germinacién de embriones in
vitro, en los medios de KC y MS con suplementos organicos. La
mejor germinacidén ocurrid en el medio de KC con 3% de sacarosa
y 10% de agua de coco. Los cultivos se colocaron en un
ambiente con 25 + 2°C y un fotoperiodo de 16 horas. Uno de los
casos mas famosos de reintroducciédn a su ambiente natural de
especies en peligro de extincidén es el de Epidendrum ilense,
especie ecuatoriana extremadamente rara y con un habitat casi
totalmente destruido. Después de varios intentos de autopoli-
nizacidén se pudo obtener una capsula con semillas viables, que
fueron cultivadas in vitro, produciendo pladntulas que mostra-
ron algo de diversidad genética que fue reintroducida en el
ambiente silvestre en Ecuador (Christenson, 1989).

Rubluo et al. (1993) informan de la recuperacidn exitosa
de cinco especies de orquideas en peligro de extincidén y su
posterior reintroduccidén. Cultivaron embriones in vitro en el
medio de KC con las vitaminas del medio B5 (Gamborg et al.,
1968) . Usaron semillas obtenidas de cédpsulas provenientes del
campo y obtuvieron una tasa de germinacién de mas del 90%.

Tuvieron éxito con Laelia anceps, Bletia urbana, Lycaste




III. MATERIALES Y METODOS
A. Ubicacién

La presente investigacidén se realizd en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos, del Departamento de Agronomia, de 1la

Escuela Agricola Panamericana.

B. Material vegetal

Se utilizaron tanto plantas compradas a colectores
particulares, del &rea de Talanga, como aquellas obtenidas por
el autor en colectas efectuadas en los bosques del Norte del
Valle de Talanga, Departamento de Francisco Morazéan.

Se aislaron los siguiente tipos de explantes:

1. Yemas apicales:

Las yemas apicales se obtuvieron del Gltimo pseudobulbo
de plantas maduras, es decir, en edad de floracidn.

2. Apices de raices:

Se extrajeron de las raices jdévenes que presentaban
actividad meristemdtica, la que se reconoce por una coloracién
verde brillante en el &pice.

3. Apices y bases de hojas:

Se usaron apices y bases de hojas jdévenes de plantas
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maduras, en estado previo a la expansién de la lamina.

4. Embriones inmaduros :

Para la produccidén de semillas se hizo una polinizacién
manual usando una aguja para remover los polinios del progeni-
tor masculino y colocarlos en el estigma de la flor de la
planta madre. Después de 10 meses se cosechd una capsula, al
80% de su madurez, con semillas viables 1listas para la

siembra.
C. Desinfeccidn

Para obtener las yemas apicales y las bases y &apices de
hojas, se separd el Gltimo pseudobulbo de la planta, se lavd
con Jjabén y abundante agua para quitarles el polvo y 1la
suciedad. Se cortaron las yemas apicales y las hojas jbévenes,
se sumergieron en alcohol etilico al 70% durante 30 segundos.
Después se pusieron en una solucién de hipoclorito de calcio
al 1%, con unas gotas de Tween 80 durante 15 minutos en un
agitador magnético. Por Gltimo, se colocaron en una solucidn
de hipoclorito de sodio al 2%, con unas gotas de Tween 80,
durante 15 minutos en agitacién constante. Después de la
desinfeccidén, en la camara de flujo laminar, el material se
enjuagd cuatro veces con agua bidestilada estéril para
eliminar los residuos de hipoclorito de calcio o hipoclorito
de sodio.

Para los apices de raices, se cortaron aproximadamente 2
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cm de la parte terminal de la raiz. Se sumergieron en alcohol
etilico al 70% durante cinco segundos; posteriormente ‘se
pusieron en una solucién de hipoclorito de sodio al 2%,
durante 15 minutos. En la camara de flujo 1laminar, se
enjuagaron cuatro veces con agua bidestilada estéril

La cépsula se lavd con jabdén comercial y abundante agua
para eliminar el polvo y otros residuos. Se esterilizd con
etanol al 95% durante un minuto, luego en hipoclorito de
calcio al 1% e inmediatamente después en hipoclorito de sodio
al 2%, durante 20 minutos en cada una de estas soluciones. A
ambas se les agregd dispersante Tween 80. Después, en la
camara de flujo 1laminar, se enjuagd tres veces con agua

bidestilada estéril.

D. Medios de cultivo

Los medios de cultivo que se utilizaron fueron el de
Murashige y Skoog (MS) (1962), suplementado con hormonas y
otras sustancias orgdnicas y el Knudson C (1951) modificado

(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Composicidén de los medios b&sicos de Murashige y
Skoog (1962) modificado y de Knudson C (1951)
modificado, utilizado para la propagacidén in vitro
de R. digbyana. Escuela Agricola Panamericana, 1991-

1992 .
Macroelementos MS (mg/1) Knudson C (mg/1l)
NH,NO, , 1650
KNO4 1900
Ca (NO3) ,4H,0 1000
(NH,) ,50, 500
cacl,2H,0 440
MgSo4 7H,0 370 250
KH,PO, 170 250
FeNa-EDTA 375 35
Microelementos
KI 0,83 0,63
H;BO, 6,2 6,2
MnS0,4H,0 28 22,3
Znso,7H,0 8,6 8,6
Na,Mo0,2H,0 0,25 0,25
CuS0,5H,0 0,025 0,025
CoCl,6H,0 0,025 0,025
Inositol 100
Acido nicotinico 0,01
Piridoxina 0,01
Pantotenato 0,01
Tiamina 0,1
Biotina 0,0001
Caseina hidrolizada ik
Sulfato de adenina 5
Cisteina 10
Agua de coco 10%
Sacarosa 30000 20000
Agar 7500 7500
pH 5,8 5,5
f‘/.'?“’»’,‘j.f-_q WILSON Bl
E. Hormonas ran%,,m‘ir‘;gﬁ;ff*“
e, APARTADO ) AR
TEGUGIGALPA HONDURAS

Se usaron tres auxinas y una citoquinina. Las auxinas

fueron los adcidos naftalenoacético (ANA), indolbutirico (AIB)
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y el 2,4 - diclorofenoxiacético (2,4 - D). La citoquinina fue
la bencilaminopurina (BAP).

Los medios de cultivo para cada experimento se prepararon
usando las diferentes combinaciones de auxinas y citoquinina,
que se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Dosis y combinaciones de hormonas usadas en los
diferentes experimentos para la propagacidén in

vitro de R. digbyana. Escuela Agricola Panameri
eana, 1991-1992.

Citoquininas Auxinas
(mg/1) (mg/1)
0 it 2
0 0:0 0:1 0:2
0,5 0,5:0 0,5:1 0,5:2
al 1:0 gERRE qns 2

F. Preparacidon de medios de cultivo

Para la preparacidn del medio de cultivo de MS se usaron
soluciones madres de los macronutrimentos (concentrada 10
veces) , micronutrimentos (concentrada 1000 veces), y de FeNa-
EDTA (concentrada 200 veces). Para el medio de Knudson C se
pesaron los macroelementos cada vez que se prepard; sdlo se
utilizd la solucion madre de FeNa-EDTA en la misma concen-
tracidén. Para los micronutrimentos se usd la solucidén madre
del medio de MS. Los medios de cultivo se solidificaron con

agar al 0.75%.
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Para cada experimento se prepardé un 1litro de medio
semis6lido, del que se tomaron nueve partes de 100 ml. A cada
una de ellas se le afiadid la dosis correspondiente de auxinas
y citoquininas. El medio se transfirié, con la ayuda de una
jeringa automdtica, a tubos de cultivo de 18 x 150 mm, los que
se taparon con tapas de pléastico. Los tubos se marcaron
previamente con el numero del tratamiento.

Se obtuvo 10 tubos de cada tratamiento, considerandose

cada tubo como una repeticién.

G. Esterilizacién

Los tubos con medio se esterilizaron en una autoclave
automatica, a 1.06 kg de presién por cm? (15 1bs/pulg?), a

120°C (251°F) durante 20 minutos.

H. Cristaleria e instrumentos

La cristaleria se lavd con detergente AlconoxR®, se

enjuagd con abundante agua y al menos tres veces con agua
bidestilada. Se secdé en un horno a temperatura constante de
120°C durante cuatro horas. Las pipetas, frascos volumétricos
y probetas, se secaron al aire.

Se usaron pinzas, bisturies y agujas hipodérmicas, que se
esterilizaron flameadndolos en la llama de un mechero antes de

cada operacidén. Durante el tiempo en que no se usaban,
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permanecieron sumergidos en alcohol. Los instrumentos se
enfriaron con agua bidestilada estéril antes de cada opera-

cién, para no dahar los tejidos.

I. Obtencidén de explantes

Una vez que el tejido estuvo esterilizado y enjuagado se
disecd en la cadmara de flujo laminar, usando pinzas, bisturies
y agujas hipodérmicas.

La diseccidén se hizo sobre discos de papel filtro en
platos de Petri esterilizados previamente en un autoclave.
Durante el proceso de diseccidén se égregé un poco de agua
bidestilada estéril al plato para reducir la oxidacidén de los
explantes. A las yemas apicales se les quitd seis o siete
bracteas, hasta tener un explante de aproximadamente 3 mm de
largo. Cada explante se colocd en un tubo de cultivo y la tapa
se sellé con Parafilm®.

Como fuente de explantes de las bases y apices de hojas
se tomd las hojas jovenes de plantas maduras, en el estado
previo a la extensién de la lamina. Se cortd la parte basal de
la hoja en forma paralela a la linea de unidén con el pseudo-
bulbo y, posteriormente, esta porcién se divididé en cinco o
seis partes de 2 mm de ancho. Los cortes se hicieron en forma
paralela a las nervaduras. Los dpices de hojas se cortaron de
una longitud cercana a los 5 mm y luego fueron seccionados

longitudinalmente en cinco o seis partes, siendo cada una de
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ellas un explante; una vez obtenidos 1los explantes, se
colocaron en tubos de cultivo con medio y se sellaron cén
Parafilm®.

Para los ensayos con &pices de raices se seleccionaron
plantas procedentes del campo, se tomaron las puntas de las
raices, en plena actividad meristemdtica. Tales puntas tenian
una longitud de unos 2 cm. Los explantes (&pices), con los
meristemas que se cortaron de las puntas de las raices, tenian
una longitud de aproximadamente 1 a 2 mm, se colocaron en
tubos con medio de cultivo y se sellaron con ParafilmR®.

Para los experimentos con embriones se usaron semillas
provenientes de la capsula que se obtuvo mediante polinizacidén
manual. La capsula fue cortada en cuatro secciones longitudi-
nales con la ayuda de pinzas y bisturies. Se extrajeron
numerosas semillas de cada seccidén y se sembraron en frascos

de Mason, con 100 ml de medio.

J. Condiciones ambientales

Todos los cultivos se mantuvieron en una cdmara de creci-
miento a 25 + 1°C. Durante los primeros dos meses se mantuvie-
ron en la oscuridad para reducir la oxidacién. Posterior-
mente, se expusieron a un fotoperiodo de 16 horas de luz, con

una intensidad luminica de 3000 lux.
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K. Metodologia

Esta investigacidén se realizd por medio de una serie de

experimentos, en los cuales se usdé dos medios de cultivo

(Cuadro 1), cada uno con las diferentes combinaciones de
auxinas y citoquininas (Cuadro 2). Se probaron tres auxinas
(ANA, 2,4-D y AIB) y una citoquinina (BAP). Los experimentos

se organizaron siguiendo un disefio factorial, en el que uno de
los factores fue una auxina y el otro la citoquinina. Se
empled tres dosis de auxinas y tres de la citoquinina; de esta
manera, se obtuvo nueve combinaciones o tratamientos, 1los
cuales permitieron estudiar el efecto de las auxinas solas,
las citoquininas solas y las combinaciones posibles de ambas
(Cuadro 2). La investigacidn se orientd hacia las combinacio-
nes de hormonas, debido a que en estudios, anteriores, con
especies filogenéticamente cercanas se lograron resultados

favorables.




IV. RESULTADOS

A. Apices de raices

El efecto del ANA y BAP en el cultivo a la luz de apices
de raices de Rhinecholaelia digbyana, en medio MS modificado se
estudié por medio de un ensayo.

En este experimento no hubo problemas de oxidacidén ni de
contaminacién. Después de unas semanas de cultivo, todos los
explantes habian tomado una coloracién blanquecina; 1luego
algunos de ellos, se volvieron de un color café claro. Los
explantes se observaron cada dos semanas; no hubo ninguna

reaccidbn o crecimiento, ni cambios en la coloracién.

B. Bases y apices de hoijas

Se montdé un ensayo para estudiar el efecto del ANA y del
BAP en el cultivo de bases y apices de hojas de R. digbyana en
medio MS modificado, por dos meses en la oscuridad y, poste-
riormente, a la luz.

Después de dos semanas de cultivo, la mayoria (80%) de
los explantes habian muerto. Debido a una oxidacién fuerte,
los explantes se tornaron de un color café oscuro, el que

comenzd por los bordes o cortes, casi al momento de disecar-
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los; a pesar de que se colocaron en platos de Petri, con una
solucién de agua bidestilada estéril y acido citrico. Mas
tarde, la coloracidén café se extendidé hacia el centro del
explante. Los explantes sobrevivientes se transfirieron a

medio fresco, pero una semana después muerieron.

C. Yemas apicales

1. Efecto del ANA y BAP, en los medios de MS y KC, sobre el
cultivo de yemas apicales.

Se estudid, por medio de varios experimentos, el efecto
del ANA y BAP en los medios de MS y KC, sobre el cultivo de
yemas apicales de R. digbyana.

Los principales problemas en el primer experimento,
fueron 1la contaminacién ocasionada en su totalidad por
bacterias sistémicas y la alta tasa de mortalidad. La
oxidacidén fue leve y la supervivencia fue de baja a media, sin
gque se observara ninguna influencia de los tramientos en la
misma. Los explantes sobrevivientes fueron transferidos, cada
cuatro semanas, a medio fresco con las mismas combinaciones de
hormonas que aquellos en los cuales se cultivaron original-
mente. Después de cuatro semanas de cultivo en la oscuridad,
s6lo un explante habia formado callo en el medio de KC. Once
semanas después de la siembra un explante del tratamiento que
contenia 1 mg/l de las dos hormonas en el medio de MS (Cuadro

3), formé un callo de color verde claro, de apariencia
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friable, de aproximadamente 3 mm de didmetro. Veinte semanas
después de la siembra tenia un tamafio de unos 12 mm de
diametro, presentaba una coloracion verde brillante, de
apariencia friable y con numerosas protuberancias redondeadas,
de color un poco mas claro en la superficie. Estas protube-
rancias tenian la apariencia de protocormos muy pequefios (Fig.
204

El callo fué dividido en 12 partes y cada una de ellas se
subcultivd cada dos semanas, en el mismo medio, con la misma
combinacién de hormonas. Ocho semanas después del primer
subcultivo, seis porciones habian formado callos, tres de los
cuales presentaban protocormos perfectamente distinguibles,
callos y brotes sin raices. Dos presentaban s6lo protocormos
y unicamente uno tenia callo sin diferenciar. Todos fueron
divididos en tantas porciones como lo permitia su tamafo. Los
explantes median entre 2 y 3 mm y fueron subcultivados en un
medio de cultivo igual al inicial. Catorce semanas después, la
mayoria de los callos segulan vivos y otros habian aumentado
varias veces su tamafo. Aunque algunos no presentaban creci-
miento, median aproximadamente 2 6 3 mm de diametro y tenian
una coloracidén blanquecina o verde amarillenta, con secciones
de color café (Fig. 3). Otros presentaban un color verde
claro y habian crecido hasta alcanzar aproximadamente 4 mm de
diametro. Algunos de ellos presentaban cuerpos semejantes a
protocormos, con distintos grados de diferenciacidén (Fig. 4).

Otros eran de color café con una porcidén verde que todavia
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permanecia unida al callo (Fig. 5). Los callos muertos tenian
un color café oscuro o negro. No mostraban contaminacidén de

hongos o bacterias.
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Fig. 2. Callo con cuerpos protocérmicos
de R. digbyana originado de una yema
apical cultivada en el medio de MS modi-
ficado, después de 11 semanas de cultivo.
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Fig. 3. Callo proveniente de un subculti-
vo de yema apical de R. digbyana origi-
nado de una yema apical cultivada en el
medio de MS modificado, 20 semanas des-
pués de la siembra.




Fig. 4. Callo de R. digbyana con proto-
cormos en diferentes grados de diferen-
ciacién, 20 semanas después de la siem-
bra.



Fig. 5. Subcultivo de

vado en el medio de
semanas después de 1la

un callo originado
de una yema apical de R. digbyana culti-

MS modificado,
siembra.

20
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Once semanas después de la siembra hubo callogénesis en
algunos de los tratamientos, principalmente en el medio de KC
(Cuadro 3). En ausencia de ANA y BAP (testigo), hubo un 50% de
callos. Los porcentajes de callogénesis fueron variables. En
ausencia de BAP hubo un 50% de callos, para las dosis de 0 y
1,0 mg/l de ANA. Sin embargo, no hubo formacién cuando 1la
dosis se aumentd a 2,0 mg/l. En las diferentes combinaciones
de hormonas, el mejor tratamiento fue el de 1 mg/l de ambas
sustancias, con un 50% de callogénesis. Los callos eran
pequefios, de 2 a 5 mm de didmetro, de color amarillo palido o
café claro y, al principio, de apariencia mucilaginosa (Fig.
6). Luego, algunos de ellos se volvieron de color verde
claro y de apariencia friable. Los brotes eran de color verde
brillante y pequefios de entre 3 y 5 mm (Fig. 7). Los callos y
brotes fueron transferidos a medio fresco.

Cuadro 3. Efecto del ANA y BAP, con los medios de MS y
Knudson C, sobre la callogénesis en explantes de
yemas apicales de R. digbyana, once semanas después

de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El
Zamorano. 1992-1993.

ANA
(mg/1)
0,0 1.0 250
BAP
(mg/1) MS KC MS KC MS KC
0,0 0 50 0 50 0 0
0,5 0 0 0 0 0 25

1,0 0 0 <. 25 50 0 0
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Fig. 6. Callo de R. digbyana originado
de una yema apical cultivada en el medio
de KC, 11 semanas después de la siembra.




Fig. 7. Brote de R. digbyana proveniente
de una yema apical cultivada en el medio
de KC, 11 semanas después de la siembra.
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En el Cuadro 4 se presentan los porcentajes de formacidn
de callos a las 20 semanas de cultivo para el medio de KC. La
mayoria de los callos eran pequefios (2 a 5 mm de diametro), de
color verde a verde amarillento (Fig. 8), aunque habia algunos
color café claro. Uno de los callos, del tratamiento sin BAP
y con 1,0 mg/l de ANA, crecid hasta alcanzar aproximadamente
13 mm de diametro; era de color verde oscuro y con una
superficie cubierta de pequefios cuerpos similares a los
protocormos (cuerpo protocdrmicos).

Cuadro 4. Efecto del ANA y BAP, con los medios de MS y
Knudson C, sobre la callogénesis en explantes de
yemas apicales de R. digbyana, viente semanas

después de la siembra. Escuela Agricola Panamerica
na, El Zamorano. 1992-1993.

ANA
(mg/1)
0,0 1,0 2,0
BAP
(mg/1) MS KC MS KC MS KC
0,0 0 50 0 50 0 0
0,5 0 0 0 0 0 50

1,0 0] 0 100 100 0 50




Fig. 8. Callo de R. digbyana formado de
una yema apical cultivada en el medio de
KC, 20 semanas después de la siembra.
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No hubo organogénesis en el medio de MS (Cuadro 5). En el
medio de KC, en ausencia de BAP y ANA (testigo), hubo un 50%
de formacidén de brotes. Ademds, sin BAP hubo organogénesis en
la dosis de 1,0 mg/1l de ANA. Sin ANA hubo formacién de brotes
con la dosis de 0,5 mg/l de BAP. En las combinaciones de ambas
hormonas, s6lo hubo formacidén de brotes para la dosis de 0,5
mg/1l de BAP con 1,0 mg/1l de ANA. Los brotes tenian apariencia
vigorosa, color verde o verde oscuro, hojas lustrosas y median
entre 5 y 10 mm; algunos de ellos hablan desarrollado brotes

laterales, pero s6lo uno presentaba raices.

Cuadro 5. Efecto del ANA y BAP, con los medios de MS y
Knudson C, sobre la organogénesis en explantes de
yemas apicales de R. digbyana, veinte semanas
después de la siembra. Escuela Agricola Panamerica
na, El1 Zamorano. 1992-1993.

ANA
(mg/1)
0,0 1,0 0
BAP
(mg/1) MS KC MS KC MS KC
0,0 0 50 0 50 0 0
0,5 0 100 0 100 0 0
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Fig. 9. Brote de R. digbyana proveniente
de una yema apical cultivada en el medio
de KC, 20 semanas después de la siembra.
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Tanto los brotes como los callos fueron divididos tantas
veces como lo permitia su tamano.

Los brotes se pueden dividir en dos grandes grupos: los
que presentan diferenciacién en tallos, hojas y raices y en
los que sdlo se observan yemas, es decir, no tenian las hojas
extendidas ni raices. Los brotes habian aumentado notablemente
su tamaho, alcanzando algunos hasta 15 mm de largo; tenian dos
o tres hojas verdes y lustrosas. Los que presentaban raices y
brotes laterales eran morfoldgicamente similares a los brotes
centrales, pero menores (1 a 4 mm de largo).

Varios de los callos del medio KC formaron cuerpos
esféricos muy pequefios, semejantes a protocormos (Cuadro 4),
de color verde y median de unos 5 a 6 mm de diametro. En su
mayoria, eran de forma esférica o redondeada, principalmente
en la superficie que no estaba en contacto con el medio de
cultivo (Fig. 10). Otros tenian forma irregular. La superfi-
cie, en todos los casos, tenia apariencia friable.

Los brotes, en el medio de KC, tenian tamafio variable (2
a 6 mm de largo), con dos o tres hojas de color verde,
lustrosas y de apariencia suculenta. Algunos tenian raices de
apariencia normal originadas de los nudos o de la.base. Otros
presentaban callos con varios protocormos en la base, asi como
varios brotes laterales que eran de menor tamafio (1 a 3 mm)

que el brote central, pero de la misma apariencia (Fig. 11).
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Fig. 10. Callo de R. digbyana con cuer-
pos protocérmicos formado de una yema
apical cultivada en el medio de KC, 20
semanas después de la siembra.




Fig. 11. Brote con callo y protocormos de
R. digbyana formado de una yema apical
cultivada en el medio de KC, 11 semanas
después de la siembra.
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Un callo que estaba contaminado con hongos se esterilizéd
y se transfiridé a medio fresco, igual que el inicial. Debido
a la contaminacidén no se divididé. Después de cinco semanas no
se habia recontaminado y crecidé hasta alcanzar unos 10 mm de
didmetro, al tiempo que comenzaba a diferenciarse en numerosos

brotes en la superficie.

2. Efecto del 2,4-D y del BAP, en los medios de MS y KC
sobre el cultivo de yemas apicales
El efecto del 2,4-D y del BAP en los medios de MS y KC sobre
la callogénesis, a partir de yemas apicales de R. digbyana, se
midié mediante experimentos en los que 1las hormonas se
combinaron en cada uno de los medios.

La supervivencia fue de baja a media en ambos medios. La
contaminacién ocasionada por bacterias sistémicas fue alta. No
se observd ninguna influencia de las hormonas en los porcenta-
jes de supervivencia. Hubo oxidacidén leve que se observd como
un ligero oscurecimiento en la parte cortada, es decir, en la
parte basal de la yema. Luego de 12 semanas de cultivo, se
observé callogénesis en casi todos los tratamientos, en el
medio de MS, con excepcidén del tratamiento con las dosis méas
altas de ambas hormonas (Cuadro 6). Sin el 2,4-D, los porcen-
tajes de formacidén de callo fueron bajos y similares a los
observados en ausencia de BAP. En los tratamientos con ambas
hormonas el porcentaje de callogénesis alcanzd hasta un 50%.

El tratamiento con 0,5 mg/l de BAP y 2,0 mg/l de 2,4-D, asi
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como el tratamiento con 1,0 mg/l de BAP y 1,0 m/L de 2,4-D,
formaron 50% de callo. En el testigo absoluto y en los
tratamientos sin BAP no hubo formacién de callo. En ausencia
de 2,4-D, un tratamiento formdé callos. En las combinaciones de
ambas hormonas hubo formacidén de callo en todos los tratamien-
tos excepto en el que contenia las dosis m&s alta de ambas

hormonas.

Cuadro 6. Efecto del 2,4-D y BAP, con los medios de MS y
Knudson C, sobre la callogénesis en explantes de
yemas apicales de R. digbyana, doce semanas después
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El
Zamorano. 1992-=1993:

2,4-D
(mg/1)
0,0 1,0 250
BAP

(mg/1) Ms KC MSs KC Ms KC
0,0 33 0 33 25 40 0
0,5 33 25 17 75 50 0
1.0 25 0 50 0 0 0

En esta etapa, en el medio de KC, algunos de los trata-
mientos presentaban callos (Cuadro 6). Estos eran pequefios,
entre 2 a 3 mm de didmetro, verde amarillentos y de apariencia
mucilaginosa. Algunos se volvieron de color café oscuro y
murieron a las dos semanas de haberse formado (Fig. 12). En
ausencia de BAP, se produjo callo sdlo en la dosis media (1

mg/l de 2,4-D). En ausencia de 2,4-D, se formdé callo con la
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dosis intermedia de BAP (0,5 mg/l). En las combinaciones de
ambas hormonas hubo callogénesis con las dosis intermedias de
BAP y de 2,4-D.

Los callos que se formaron en esta etapa y los explantes
que no formaron callo y permanecian vivos fueron transferidos
a medio fresco.

Después de 27 semanas en cultivo, en el medio de MS,
algunos callos tenian una coloracidén café o grisacea y habian
muerto. Otros formaron brotes o continuaron creciendo. Los
porcentajes de formacidén de callos se presentan en el Cuadro
7. En el medio de KC algunos callos tomaron una coloracidn
café oscura o grisdcea y murieron; los explantes que no habian

formado callo lo produjeron (Cuadros 6 y 7).




Fig. 12. Callo de R. digbyana formado de
una yema apical cultivada en el medio de
KC, 11 semanas después de la siembra.
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Cuadro 7. Efecto del 2,4-D y BAP, con los medios de MS y
Knudson C, sobre la callogénesis en explantes de
yemas apicales de R. digbyana, 27 semanas después
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El
Zamorano. 1992=1993.

2,4-D
(mg/1)
0,0 1,0 2,0
BAP
(mg/1) MS KC MS KC MS KC
0,0 0 0 100 0 0 0
0,5 100 0 0 0 0 83
1,0 0 0 0 0 100 0

En algunos tratamientos, en los dos medios de cultivo,
hubo organogénesis (Cuadro 8). En ausencia de BAP, en el
medio de KC, no se desarrollaron brotes. En los tratamientos
con BAP, la organogénesis se produjo con las dosis de 0,5 vy
1,0 mg/l. En las combinaciones de hormonas algunos tratamien-
tos formaron brotes, observandose que la cantidad aumentd a
medida que se incrementaba una de las sustancias o ambas. Los
brotes, con una o dos hojas de 5 a 10 mm de largo, de color
verde oscuro, lustrosas, eran en general vigorosos. En esta
etapa, aGn no habian desarrollado raices. Algunos formaron
crecimientos laterales mas pequefios que el tallo central, pero
de la misma apariencia. Uno de los callos formd un crecimien-
to similar a un estoldén, con un pequefio brote en el extremo
distal.

En el medio de MS, en ausencia de BAP, no hubo formacidn
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de brotes. Sin 2,4-D hubo formacidén de brotes con la dosis de
1,0 mg/l de BAP. En ausencia de BAP y 2,4-D (testigo absolu-
to) la aparicidn de brotes fue nula. En los tratamientos con
1.0 mg/l de 2,4-D y 0.5 y 1.0 mg/l de BAP hubo 100% de
formacidén de brotes.

Los callos y los brotes se dividieron en varios explantes
y se subcultivaron en medio fresco de la misma composicién.
La apariencia de estos brotes era similar a la de los brotes

formados en el medio de KC.

Cuadro 8. Efecto del 2,4-D y BAP, con los medios de MS y
Knudson C, sobre la organogénesis en explantes de
yemas apicales de R. digbyana, 27 semanas después
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El
Zamorano. 1992-1993.

2,4-D
(mg/1)
0,0 10 2510
BAP
(mg/1) MS KC MS KC MS KC
0,0 0 0 0 0 0 0
0,5 0 100 100 0 0 0
1,0 100 100 100 50 ; 0 100

Los callos y brotes fueron transferidos a medio fresco.
Se observd una alta contaminacién provocada por hongos. Entre
los explantes que no se contaminaron, del medio de MS, hubo un
callo que crecid y alcanzé un tamafio de aproximadamente 11 mm

de diametro, de color verde amarillento, de forma redondeada
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y superficie de aspecto rugoso. Se observd la formacidén de

pequefios cuerpos protocérmicos en la superficie y algunos de
ellos comenzando a desarrollar rizoides. Al partir el callo
para subcultivarlo, se aprecidé que la formacién de estos
cuerpos se limitaba a la superficie. Este callo se dividid en
11 explantes de tamafio aproximadamente igual. Algunos se
fragmentaron en dos o tres partes al momento de transferirse
al medio fresco. Determinadas secciones se volvieron amari-
llentas y en los cortes se tornaron de color café claro,
continuaron creciendo y formando cuerpos protocdédrmicos. Al
momento del transplante median aproximadamente de 1 a 2 mm de
diametro. Después de cuatro semanas de subcultivo (31 después
de 1la siembré), median entre 4 y 5 mm de diadmetro. Los
protocormos no se habian diferenciado.

Los callos, brotes y los explantes del medio de KC que
alin estaban vivos fueron transferidos a medio fresco, de igual
composicidén al original. Después de seis semanas de subcultivo
algunos callos murieron y los explantes produjeron callo
(Cuadro 7). La mayoria de los callos presentaba una coloracién
verde amarillenta, forma irregular, superficie de apariencia
friable y con numerosos cuerpos protocdédrmicos en la superfi-
cie. Estos callos tenian un tamafio promedio estimado de 4 mm
de diametro. Otros callos tenian una seccidén verde dque
permanecia unida a otra de color café oscuro, aparentemente
muerta. Un callo del tratamiento con 0,5 mg/l de BAP y 2,0

mg/l de 2,4-D tenia forma irregular, con una parte verde



64

oscuro unida a otra de color café claro, con superficie de

aspecto mucilaginoso y con fuerte oxidacidn.

3. Efecto del AIB y del BAP, en los medios de MS y KC sobre
el cultivo de yemas apicales
Se realizaron experimentos para detectar el efecto del
AIB y BAP en los medios de MS y KC, sobre la callogénesis, a
partir de yemas apicales de R. digbyana.

La contaminacién, en estos experimentos, fue baja y la
oxidacidén que se observd, en todos los explantes, fue leve.
Esta consistidé, principalmente, en un oscurecimiento de las
partes cortadas en los explantes. La supervivencia fue de
media a alta.

En todos los tratamientos se observd callogénesis después de
ocho semanas en cultivo (Cuadro 9). Los callos eran al
principio pequefios, de aproximadamente 2 mm de didmetro, de
coloracién variable, desde el verde amarillento hasta el verde
oscuro Yy algunos de color grisaceo. La mayoria, de aparien-
cia mucilaginosa. Todos los tratamientos, en ambos medios,
formaron callo, llegando, en el mejor de los casos, a un 80%.
El testigo absoluto formdé 29% de callos en el medio de MS y
30% en el de KC. En ausencia de BAP se notdé una tendencia
hacia el aumento en el porcentaje de callos, con cada incre-
mento en la dosis de AIB. Con 0,5 mg/l de BAP, en el medio de
MS, el porcentaje de callogénesis fue bajo: entre 14 y 56%.

En cambio, en el medio de KC fue més alto: entre 29 y 83%, se
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observd, en este caso, que la callogénesis disminuia a medida
que se aumentaba la dosis de AIB. Con 1,0 mg/l de BAP, en el
medio de MS, hubo una respuesta variable, entre 29 y 80%,
siendo el mejor el de 1 mg/l de ambas hormonas. Con el medio
de KC el mejor tratamiento fue el 2,0 mg/l de AIB. En
ausencia de AIB hubo callogénesis en todos los tratamientos,
observandose los porcentajes més altos con 1,0 mg/l de BAP
para el medio de MS, y con 0,5 mg/l de BAP, para el de KC. En
las combinaciones de ambas hormonas hubo formacién de callo en
todos los tratamientos, siendo los mejores 1,0 mg/l de ambas
hormonas, para el medio de MS, y el 0,5 mg/1l de BAPy 1,0 mg/1l

de AIB, para el medio de KC.

Cuadro 9. Efecto del AIB y BAP, con los medios de MS y
Knudson C, sobre la callogénesis en explantes de
yemas apicales de R. digbyana, ocho semanas después
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El
Zamorano. 1992-1993.

2,4-D
(mg/1)
0,0 1,0 2,0
BAP
(mg/1) MS KC MS KC MS KC
0,0 29 30 75 33 80 50
0,5 14 83 56 60 25 29
1,0 60 43 80 20 29 50

Los callos y los explantes vivos del medio de MS se

transfirieron a medio fresco y después de ocho semanas de
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subcultivo algunos habian muerto y otros formaron brotes. En

el medio de MS, sdélo habia callos en los tratamientos con 0,5

mg/l de AIB (Cuadro 10). En el medio de KC, en ausencia de
ambas hormonas, hubo un 25% de callogénesis. Sin BAP se
obtuvo callogénesis en todos los tratamientos. Sin AIB se

observd formacidén de callo en el tratamiento con 0,5 mg/l de
BAP. En las combinaciones de ambas hormonas sélo se observod
formacién de callo en el tratamiento con la dosis de 1,0 mg/l
de ambas y con 0,5 de BAP y 2,0 de AIB. Los callos formados
en el medio de KC eran de color verde oscuro, con la superfi-

cie de aspecto mucilaginoso, de 2 mm de didmetro.

Cuadro 10. Efecto del AIB y BAP, con los medios de MS y
Knudson C, sobre la callogénesis en explantes de
yemas apicales de R. digbyana, 16 semanas después
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El
Zamorano. 1992-1993.

AIB
(mg/1)
0,0 1,0 2,0
BAP
(mg/1) MS KC MS KC MS KC
0,0 0 25 0 66 0 66
0,5 0 50 25 0 0 75
1,0 0 0 0 100 0 0

Dieciséis semanas después del cultivo se observd organo-
génesis en ambos medios (Cuadro 11). En el medio de MS, en

ausencia de BAP, no hubo formacién de brotes. Sin AIB se
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obtuvo formacién de brotes con 0,5 y 1,0 mg/l de BAP. Hubo
organogénesis en los tratamientos con 0,5 mg/l de BAP y 1;0
mg/l de AIB y 2,0 mg/l de AIB con 1,0 mg/l de BAP. En el
medio de KC, hubo organogénesis en ausencia de BAP o de AIB,
o de ambas. En las combinaciones de la dos hormonas hubo
formacién de brotes en los tratamientos con 2,0 mg/l de AIB y

0,5 mg/l de BAP y con 1,0 de BAP con 2,0 mg/l de AIB.

Cuadro 11. Efecto del AIB y BAP, con los medios de MS y
Knudson C, sobre la organogénesis en explantes de
yemas apicales de R. digbyana, 16 semanas después
de la siembra. Escuela Agricola Panamericana, El
Zamorano, 1992-1993.

AIB
(mg/1)
0,0 1,0 2,0
BAP
(mg/1l)  MS KC MS KC MS KC
0,0 0 50 0 33 0 33
0,5 50 50 25 0 0 25
1,0 33 100 0 0 100 100

Los brotes, en ambos medios, eran de color verde, de 3 a
4 mm de largo y de apariencia similar a los observados en los
otros experimentos. Algunos presentaban brotes laterales. En
esta etapa aln no habian formado raices (Fig. 13). Estos
callos y brotes se transfirieron a medio fresco. Los brotes
se subcultivaron en un medio igual al inicial, cada seis

semanas.
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Los callos que formaron protocormos en todos los experi-
mentos con yemas apicales, desarrollaron plantulas completés
de apariencia vigorosa, al dejarlos de subcultivar por mas de

cuatro semanas (Figs. 14 y 15).




Fig. 13. Plantulas de R. digbyana origi-
nadas de un callo sin subcultivar por mas
de cuatro semanas.
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Fig. 14. Plantulas de R. digbyana origi-
nadas de un callo sin subcultivar por mas
de cuatro semanas.




Fig. 15. Plantulas de R. digbyana origi-
nadas de un callo sin subcultivar por mas
de cuatro semanas.
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D. Experimentos con embriones

Hubo una alta tasa de contaminacién ocasionada por
bacterias sistémicas presentes en las céapsulas. Solamente
sobrevivieron las semillas de uno de los 12 frascos que se
cultivaron. Estos se subcultivaron en frascos de 125 ml con
15 ml de medio de KC. Cuatro semanas después de la siembra
los embriones se tornaron de color verde y comenz6 la forma-
cién de protocormos. Seis semanas después de la siembra se
podian reconocer los protocormos a simple vista y cuatro
semanas mas tarde algunos presentaban una hoja de aproxi-
madamente 5 mm de largo. Seis meses después de la siembra,
habia plantulas de casi 3 cm de alto, algunas de ellas con
raices. Un afo después, las plantulas tenian alrededor de 5
cm de alto con 2 6 3 hojas y raices completamente desarrolla-
das. En esta fase estaban listas para someterlas a un proceso

de adaptacidén en el invernadero.




V. DISCUSION

En los primeros experimentos hubo altas tasas de mortali-
dad y oxidacidén, a pesar de que los explantes fueron disecados
en platos de Petri, con una solucidén de agua bidestilada
estéril y con acido citrico al 1%, como agente antioxidante.
Es probable que la oxidacidén se haya debido a la manipulacidn
excesiva de los explantes, la que podria haber destruido

tejidos meristeméticos.

A. Experimentos con épices de raices

El uso de apices de raices ha sido sugerido para evitar
la destruccidén completa de plantas, en especial de aquellas
especies que se encuentran en peligro de extincidén. Son pocas
las especies en las cuales se ha obtenido regeneracidén de
plantas. En el experimento con dpices de raices, no se obtuvo
callogénesis (Seccidén IV, pag. 38). Esto coincide con 1los
resultados de Churchill et al. (1972), quienes encontraron que
los apices de raices de Epidendrum obrienianum morian al ser
cultivados en los medios de MS, Heller y Knudson C, aungque si
creéieron al cultivarlas en otros medios. Después de dos afios
no habian formado callos ni plantas. Estos resultados son

distintos de los de Stewart y Button (1978), quienes lograron
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callo y posteriormente plantulas, al cultivar apices de raices
de la misma especie en medios con concentraciones de salés
bajas y diferentes dosis de BAP (0,5; 1,0 y 2,0 mg/l). Ellos
obtuvieron la mayor formacidén de callo con la dosis de 0,5
mg/l. En el experimento estaban incluidas dos de las dosis
con las que obtuvieron callogénesis (0,5 y 1,0 mg/l), pero no
observaron callos en ninguna. El medio de cultivo de KC,
usado en el presente estudio, es quimicamente distinto a los
utilizados por Steawrt y Button. Estos investigadores
emplearon el medio de Ojima y Fujiwara (1959), al doble de la
concentracién original y 1lograron resultados favorables.
Ellos indicaron, por lo tanto, 1la ventaja de usar medios con
una mayor concentracidén de sales. El medio de KC se considera
rico en sales minerales, pero atin asi no hubo formacidén de
callo; por ello se descartd, entonces, la posibilidad de que
los resultados de este trabajo hayan estado influidos por las
concentraciones de sales en el medio.

Todos los autores que informan acerca del uso de &apices
de raices, trabajaron con explantes provenientes de plantulas
cultivadas in vitro, lo cual no requeria esterilizacibén; en
cambio, en los experimentos se llevaron a cabo se emplearon
explantes de plantas maduras provenientes del campo, razén por
la cual no estd claro si los explantes murieron debido al
tratamiento aplicado para esterilizarlos. No se observd
formacidén de compuestos fendlicos (oxidacidén), ni contamina-

ciones causadas por hongos o bacterias que pudieran afectar la
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supervivencia.

B. Experimentos con apices y bases de hoijas

En los experimentos con apices y bases de hojas (Seccidn
IV. B pag. 38), no se observd ninglin tipo de crecimiento.
Churchill et al. (1972), obtuvieron protocormos y, posterior-
mente, plantulas al cultivar in vitro apices de hojas jdvenes
de plantas maduras de Laeliocattleya; también lograron
producir callo en apices de hojas de plantulas de Epidendrum
obrienianum. En el experimento desarrollado con este fin, los
explantes se extrajeron de hojas jévenes de plantas maduras,
al igual que en el caso de la Laeliocattleya cultivada por
Churchill et al. (1972). A pesar de ello, los explantes se
oxidaron muy réapidamente y la oxidacidén persistidé aunque
aquellos se transfirieron a medio fresco. Mas tarde, 1la
oxidacidén se extendié al centro de los explantes y éstos
murieron. Yam y Weatherhead (1991), hicieron posibla la
aparicidén de cuerpos protocdrmicos y brotes, cuando cultivaron
dpices de hojas de plantulas de Acampe rigida. En presencia de
ANA y BAP, la organogénesis fue siempre precedida de callogé-
nesis; cuando usaron Gnicamente ANA sdlo hubo callogénesis. La
mas tasa alta de organogénesis la obtuvieron en el medio de
MS, con 1 mg/1l de BAP y 0,2 mg/1l de ANA. Se debe recalcar que
sl bien en los experimentos que se disefiaron con este fin, se

empled el mismo medio y las mismas hormonas, de hecho, no se
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alcanzé organogénesis ni callogénesis. Esto podria atribuirse
al estado de desarrollo de la planta y también a cualidades
fenotipicas de la especie, ya que la respuesta al cultivo de
tejidos puede depender de caracteristicas fenolbégicas o
genotipicas. Otra razén podria ser la fuerte oxidacidn
observada. Se sabe que la oxidacién es 1la liberacidén de
compuestos fendlicos los cuales, al acumularse en el medio,

son toéxicos para los explantes y eventualmente los matan.

C. Experimentos con yemas apicales

Al cultivar yemas apicales hubo callogénesis y, poste-
riormente, formacidén de protocormos y plantulas, asi como

organogénesis en ambos medios y en varios tratamientos.

1. Callogénesis

Aparentemente, la mejor dosis de BAP para la induccidn de
callogénesis fue la de 0,5 mg/l (Cuadros 4, 7 y 10). Es
dificil comparar estos resultados con los de otros autores
porque la mayoria de ellos no informan de los porcentajes de
callogénesis, sino que proporcionan como resultado final, 1la
formacién de protocormos o de pladntulas. En los experimentos
ejecutados al respecto, la formacién de brotes o protocomos ha
sido muchas veces precedida de la callogénesis.

Cuando se utilizé ANA y BAP la mayor callogénesis se

obtuvo con las dosis de 1,0 mg/l de ambas hormonas (Cuadro 4).
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Esto sugiere que tanto las auxinas como las citoquininas son
necesarias para la callogénesis. Los resultados alcanzados
son distintos de los de Reinert y Mohr (1967), en el sentido
de que ellos lograron los mejores resultados cuando aplicaron
dosis de 1,75 mg/l de dos auxinas (ANA y AIA) sin citoquinina.

Al cultivar yemas apicales con 2,4-D y BAP hubo callogé-
nesis en varios tratamientos (Cuadro 6), sin dque se pueda
observar una influencia de éstos en 1la formapién de callo.
Aunque el mayor porcentaje de callogénesis se obtuvo con 1
mg/l de 2,4-D, con las diferentes dosis de BAP.

Al usar AIB y BAP se produjo, después de ocho semanas,
callogénesis en todos tratamientos. Muchos de estos callos
murieron o formaron brotes. En esta etapa no se observaba
ninguna tendencia en los porcentajes de callogénesis. Después
de 16 semanas se detectd callogénesis en la mayor parte de los
tratamientos del medio de KC y solamente en uno de 1los
tratamientos del medio de MS (Cuadro 10). La formacidén de
callo, en los diferentes tratamientos, no permite deducir
ninguna tendencia en la callogénesis. Es notable el hecho de
que, después de 16 semanas de cultivo, muchos callos que se
habian formado en el medio de MS murieron. Ello podria
deberse a la falta de reguladores de crecimiento en el medio.
Estos reguladores podrian hallarse presentes en el medio de
KC, como consecuencia de la adicién de agua de coco.

A pesar de que en la literatura se cita mé&s cominmente

el uso de la auxina ANA (Reinert y Mohr, 1967; Flameé, 1978;
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Kukulczanka, 1988), en el experimento en mencidén se obtuvo los
mejores resultados con AIB (Cuadros 4, 7 y 10). E1 AIB fue mas
eficaz en la induccidn de callos en las concentraciones de 1,0
6 2,0 mg/l.

Los resultados obtenidos con las diferentes combinaciones
de auxinas y BAP parecen indicar que el uso de esta dltima no
es esencial para obtener callogénesis, cuando se cultivan

yemas apicales de R. digbyana.

2. Organogénesis.

Se considerd como organogénesis directa la formacidén de
brétes a partir de yemas apicales sin pasar por el proceso de
callogénesis. Después de algunas semanas en cultivo todos los
brotes formaron raices. La organogésis directa tiene como
desventaja que sdlo se obtiene un brote Gnico o planta de una
yema apical. En cambio, cuando hay un proceso de callogénesis
es posible subcultivarlo indefinidamente y, al final, tras un
proceso de organogénesis o embriogénesis, obtener una gran
cantidad de plantas. Hubo organogénesis directa en los dos
medios y en varios de los tratamientos, con las diferentes
auxinas. Ahora bien, la mayor formacidén de brotes se alcanzd
con el empleo del medio de KC y la auxina AIB, con diferentes
dosis de BAP. Los resultados obtenidos no permiten inferir

cuales son las mejores dosis de ambas hormonas.
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3. Medios de cultivo

Al principio, hubo callogénesis en los dos medios usados
(Cuadros 3,6 y 9), pero después de algun tiempo en cultivo,
algunos de los callos formados habian muerto, especialmente en
el medio de MS (Cuadros 4, 7 y 10). Por lo tanto, se observa-
ron variaciones en los porcentajes de una etapa a otra. Esto
se debe a que hubo algunos callos que produjeron brotes, a la
formacidén de callos en explantes que no lo habian hecho o a la
muerte de otros. En general, la callogénesis fue mayor en el
medio de KC (Cuadros 4, 7 y 10). Esto podria explicarse, en
parte, a la adicibén de agua de coco (Cuadro 1), que es un
componente indeterminado, con cantidades variables de hormo-
nas, vitaminas y otras sustancias de crecimiento que, en
combinacién con las hormonas exdgenas, podrian tener un efecto
sinergistico en la callogénesis.

Aparentemente, la proliferacidén de callo es méas rapida en
medios 1liquidos y en agitacidén constante, gque en medios
sb6lidos y estacionarios (Gu y Yam, 1989; Reinert y Mohr, 1967;
Rao, 1977). Se cree que la agitacidén rompe la polaridad y
provoca miltiples centros de crecimiento, proporciona méas
aireacién al explante y aumenta su &area de exposicién al
medio. En este estudio se obtuvieron buenos resultados con
medios sdlidos. La tasa de crecimiento fue parecida a las
obtenidas por Reinert y Mohr (1968), cuando cultivaron explan-
tes en medios liquidos y en agitacidén constante. En los casos

en que hubo callogénesis seria posible obtener hasta 2500
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plantas en afio y medio de cultivo, partiendo de un solo
explante. '

El método tiene muchas ventajas al propagar clones
especificos cuando, por razones técnicas y econdmicas, se
desea mantener la uniformidad genética. Es menos ventajoso
cuando se trata de obtener gran cantidad de plantas que tengan
diversidad genética para conservar la especie y reintroducir-
las en su ambiente natural, aunque en el campo, terminarian
por recombinarse y restablecer una parte de la variabilidad
génetica de la especie.

En el medio de MS 1los porcentajes de callogénesis vy
embriogénesis (Cuadros 5, 8 y 11) fueron menores que 1los
obtenidos en el medio de KC, a pesar de que el medio de MS es
mas complejo (Cuadro 1).

Cuando Morel cultivd meristemas apicales de Cymbidium,
obtuvo un solo protocormo de cada meristema; éste fue dividido
en cuatro o seis pedazos, los que volvieron a formar protocor-
mos y se separaron nuevamente. Este proceso podia ser
repetido indefinidamente y obtener millones de plantas en un
afio. Los resultados con R. digbyana fueron diferentes cuando
se cultivaron yemas apicales ya que se produjo callo y no
protocormos. Estos callos se dividieron y subcultivaron
muchas veces. Al dejarlos sin subcultivar por mas de cuatro
semanas, se diferenciaron y formaron muchos cuerpos protocdr-
micos que desarrollaron plantulas normales. En otros casos,

los callos desarrollaron brotes que posteriormente formaron
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raices. Sin embargo, en otros hubo organogénesis directa
(formacidén de brotes), sin pasar por el proceso de callogéné—
sis. A pesar de las diferencias, en el proceso de obtencidén
de plantulas, de éstos experimentos con los de Morel (1960),
es evidente que es un método igualmente eficaz, ya que

proporciona un gran ndmero de plantulas en poco tiempo.

D. Experimentos con embriones

Cuando se cultivaron embriones de R. digbyana, se observd
una alta tasa de contaminacién (92%) ocasionada por bacterias
sistémicas. Esta contaminacién fue dificil de controlar
aunque se trabajdé con plantas provenientes del campo o de
jardines. Afortunadamnete, del 8% restante (un frasco que no
presentdé contaminacidén), se obtuvo una excelente germinacién,
lo que proporciond una gran cantidad de plantas. Este método
es apropiado cuando se quiere propagar plantas altamente
heterocigdticas, para conservar variabilidad genética, que fue
uno de los objetivos del estudio. Este método, en principio,
es mas largo debido a la espera de un afio, desde la poliniza-
cidén hasta la obtencidén de semillas viables. Se observd que
las plantulas provenientes de meristemas son mds vigorosas que

las de la misma edad originadas de embriones.




VI. CONCLUSIONES

Por medio del cultivo in vitro de yemas apicales y
embriones se puede multiplicar, en forma masiva, la
orquidea R. digbyana.

El mejor medio de cultivo tanto para la produccidén de
protocormos como para el crecimiento de plantulas fue el
de Knudson C (KC).

La mejor combinacidén de hormonas para la produccidén de
callos y protocormos, asi como para el desarrollo de
plantulas, fue el AIB (auxina) y BAP (citoquinina).

De las auxinas probadas, el AIB favorece la callogéne-
sis en el cultivo in vitro de yemas apicales de R.
digbyana.

La BAP favorece la organogénesis (formacidén de brotes) en

el cultivo de yemas apicales.



VII. RECOMENDACIONES

1.- Continuar los experimentos con apices de raices y Aapices
y Dbases de hojas.
2.- Hacer subcultivos de callos, con mayor frecuencia, para
obtener mayor numero de plantas.
3.- Continuar los cultivos de plantulas en la fase de inverna-

dero.
4 .- Hacer un estudio ecoldgico y de poblacidén que permita
conocer el estatus actual de la R. digbyana en Honduras.
5.- Llevar a cabo una campafla divulgativa que permita dar a
conocer la importancia ecoldbgica y simbdélica de R.

digbyana en Honduras.
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