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RESUMEN

Salas Valverde, V. 2007. Establecimiento in vitro de explantes foliares de tres genotipos
de Dendrobium sp. Proyecto Especial del Programa de Ingeniero Agronomo, El
Zamorano, Honduras. p. 12.

La reproduccion natural de las orquideas es poco eficiente ya que necesitan formar una
simbiosis con un hongo micorriza para que la semilla pueda germinar. El cultivo in vitro
hace que este proceso sea mucho mas rapido y se obtengan mayores cantidades de
plantulas. Los métodos convencionales de cultivo in vitro de orquideas requieren el
sacrificio de la planta madre o un brote en crecimiento, debido a que se utilizan yemas
como material de propagacion. Esta investigacion nace del interés de los productores en
clonar de manera rapida y eficiente los genotipos de Dendrobium sp. sin perder su valor
genético. Se ensayd el cultivo de explantes foliares con la modificacion de la
concentracion de los reguladores de crecimiento ANA (acido naftalenacético) y BAP (6-
bencilaminopurina), del medio Murashige & Skoog original. El objetivo fue determinar la
combinacion de hormonas mas eficiente para la formacion de tejido callogénico en tres
genotipos de Dendrobium sp. (DA-845, TOM-101 y DA-790) utilizando 5 y 10 mg/L de
cada una de las hormonas. Los genotipos DA-845 y DA-790 presentaron el mayor
porcentaje de formacion de tejido callogénico con 10 mg/L de ANA y 10 mg/L de BAP
(7.4 y 4.6%, respectivamente). El genotipo TOM-101 respondié mejor al tratamiento de
10 mg/L ANA y 5 mg/L BAP para formacion de tejido callogénico (5.1%). Se obtuvo un
86.7% de sobrevivencia total de los explantes. El genotipo DA-790 sobrevivid 72.7%.
Para el genotipo TOM-101, el porcentaje total de sobrevivencia fue de 88.3%. El genotipo
DA-845 presentd el mayor porcentaje de sobrevivencia (97.9%).

Palabras clave: ANA, BAP, tejido callogénico.
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INTRODUCCION

El método de reproduccion natural de las orquideas es un proceso muy poco eficiente ya
que las semillas cuentan con escasas reservas nutricionales para sobrevivir por si mismas
(Alfaro Gémez 2004). Para que las semillas de orquidea puedan germinar en la naturaleza
necesitan de la presencia de un hongo micorriza que provea los nutrientes a la semilla que
estimulen la germinacion. El cultivo in vitro hace que este proceso sea mucho mas
eficiente, cubriendo las necesidades de la semilla al brindarle un medio nutritivo para su
crecimiento (Pierik 1990).

Los métodos convencionales de cultivo in vitro de orquideas requieren el sacrificio de la
planta madre o de un brote en crecimiento, debido a que se utilizan yemas como material
de propagacion. De igual manera, el uso de inflorescencias y otros 6rganos implica dafiar
o sacrificar partes de la planta (Arditti y Ernst 1993).

La idea del trabajo investigativo nace del interés de los productores en poder propagar, de
manera rapida y eficiente los genotipos de Dendrobium sp. sin perder su valor genético.
Esto se ensayd por medio de la clonacion a través del cultivo de tejidos utilizando
explantes foliares. En el estudio se propuso la modificacion de la concentracion de los
reguladores de crecimiento ANA (&cido naftalenacético) y BAP (6- bencilaminopurina),
del protocolo original Murashige & Skoog (MS) segiin Arditti y Ernst (1993) (Anexo 1).
El objetivo fue determinar la concentracion de hormonas mas eficiente para la formacion
de tejido callogénico en cada genotipo de Dendrobium sp.



MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo entre marzo y septiembre de 2007, en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos y Reproduccion in vitro (LCTRIV) de Zamorano, ubicado a 30 km de
Tegucigalpa, Honduras.

Las orquideas se ubicaron en un macrotinel donde se sembraron individualmente en
contenedores con pedazos de teja para dar soporte y estabilidad a las raices. El cultivo se
mantuvo en cuarentena durante cuatro semanas en marzo de 2007, haciendo aplicaciones
semanales con Benlate® y Agrimicin®. Se regé dos veces al dia con 210 mL por cada
planta.

Entre enero y febrero de 2007 se fertirrigd con Peters 30-10-10° y a partir de marzo se
comenzé con un plan de fertilizacion con 1.65 g MAP, 8.25 g Ca(NO3),, 4.95 g SO4y 5.5
g MgSO0,. en cada jornada de riego. A partir del 18 de septiembre de 2006 se aumentaron
las cantidades de fertilizantes en 50% de lo ya establecido.

Se trabajo con tres genotipos de Dendrobium sp.: DA-845, DA-790 y TOM-101,
escogidos de manera aleatoria. Se eligieron 10 plantas madre de cada genotipo que
presentaban hojas jovenes y en buen estado fisioldgico. Se cosecharon las hojas jovenes
fisiol6gicamente activas como material de propagacion, ya que los explantes jovenes
responden mejor a los tratamientos (Hall 1999). Las hojas fueron cortadas en la base con
bisturi y transportadas en bolsas plasticas al laboratorio en un lapso de una hora.

Para el cultivo se utilizé6 el medio MS suplementado con 4 ml/L de cisteina como
antioxidante segiin protocolo propuesto por Reyes Padilla (2001). Se utilizaron tubos de
ensayo con puentes de papel filtro de 1 x 2 cm y se dispensd 10 mL de solucion nutritiva
en cada uno. Los tubos fueron esterilizados a una temperatura de 121°C, con una presion
de 15 psi durante 30 minutos.

Para la desinfeccion se lavaron las hojas con jabon liquido, luego se sumergieron en la
solucidn de cloro (3.25% NaOCI) en un biker de 500 mL durante 20 min que se mantuvo
en agitacion constante. Luego se adicion6 jabon liquido al biker y fueron puestas bajo el
flujo de agua de la llave durante 15 min para eliminar residuos de NaOCl y jabén. El
biker se llevé a la cdmara de flujo laminar en donde se lavaron las hojas con agua
destilada estéril cuatro veces. Luego se procedio a pasar las hojas a platos petri para ser
manejadas dentro de la camara.

' Benlate WP® (Benomil). Du Pont®. Argentina. 1 g/L.
* Agrimicin 100" (Estreptomicina y oxitetraciclina). Casa Comercial Agropecuaria S.A. de C.V. 1 g/L.
? Peters 30-10-10" Produquimica Industria e Comércio Ltda. Sdo Paulo, Brasil. 1.25 g/L



Todos los instrumentos utilizados se esterilizaron previamente, y antes de cada uso, se
flamearon con un mechero y se enfriaron con agua destilada estéril. Los explantes se
cortaron en tamafio de 1 x 1 cm con bisturi sobre papel previamente esterilizados. Los
tubos sembrados se colocaron en el cuarto de crecimiento, a una temperatura promedio de
22°C, con 16 h de iluminacién con lamparas fluorescentes Sylvania Daylight”
F96T12/D/EX®. Permanecieron siete semanas para la toma de datos que se realizo
semanalmente mediante observacion de cada tubo de ensayo.

Los tratamientos fueron el resultado de la combinacion de los dos reguladores de
crecimiento (ANA y BAP) y las dos concentraciones (5 y 10 mg/L) (Cuadro 1). Las
variables que se midieron fueron: Formacion de tejido callogénico y sobrevivencia de los
explantes. Para la evaluacion de la formacion de tejido callogénico se clasificaron los
explantes en dos categorias: Presencia o ausencia de cristalizacion del tejido.

Cuadro 1. Tratamientos analizados para la etapa de establecimiento in vitro de explantes
foliares de Dendrobium sp. El Zamorano, Honduras, 2007.

Concentracion (mg/L)

Genotipo ANA BAP
DA-845 5 5
DA-845 5 10
DA-845 10 5
DA-845 10 10
TOM-101 5 5
TOM-101 5 10
TOM-101 10 5
TOM-101 10 10
DA-790 5 5
DA-790 5 10
DA-790 10 5
DA-790 10 10

Los datos se analizaron con un disefio completamente al azar y con una separacion de
medias Duncan con un nivel de significancia de P<0.05, utilizando el programa
estadistico “Statistical Analysis System” (SAS®™ 2005).

* Osram Sylvania ©. Danvers, Massachusetts, U.S.A.



RESULTADOS Y DISCUSION

En la etapa de establecimiento in vitro de los tres genotipos de Dendrobium sp. se
analizaron la formacion de tejido callogénico y la sobrevivencia de los explantes durante
siete semanas. En este tiempo, no hubo formacion directa de brotes a partir de los

explantes, unicamente se observd una cristalizacion de tejido que indica formacion de
tejido callogénico.

Formacion de tejido callogénico. A partir de la quinta semana de sembrados los
explantes se observo la cristalizacion del tejido. Independientemente del tratamiento al
cual fue sometido, el genotipo DA-845 siempre presentd los mayores porcentajes de
formacion de tejido callogénico. Para los genotipos DA-845 y DA-790, los tratamientos
con 10 mg/LL de ANA y 10 mg/LL de BAP presentaron los mayores porcentajes de
formacion de tejido callogénico (7.4% y 4.6%, respectivamente). Para el genotipo TOM-
101 el tratamiento con 10 mg/L de ANA y 5 mg/L de BAP present6 el mayor porcentaje
de formacion de tejido callogénico (5.1%) (Grafico 1.)
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Gréfico 1. Formacion de tejido callogénico en la etapa de establecimiento in vitro de

explantes foliares de Dendrobium sp. segiin genotipo y tratamiento. El Zamorano,
Honduras, 2007.



El genotipo influencia en la formacion de tejido callogénico (FTC), independientemente
de la concentraciéon de ANA y BAP aplicadas. El genotipo DA-845 mostré en todos los
tratamientos la mayor respuesta (P<0.05) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de formacion de tejido callogénico en la etapa de establecimiento in
vitro de explantes foliares de Dendrobium sp. segun genotipo. El Zamorano, Honduras,
2007.

Genotipo Formacion de tejido callogénico
DA-845 50.8"
TOM-101 25.0°
DA-790 24.2°

a,b Porcentajes con igual letra no difieren entre si (P<0.05).

Sobrevivencia. A partir de la semana cuatro se presenté mortalidad de algunos explantes,
probablemente debida a deficiencias nutricionales. La mortalidad fue aumentando semana
a semana hasta llegar a 13.3% en la séptima semana (Grafico 2). La mortalidad se
presentd como una necrotizaciéon del tejido celular, empezando desde el centro del
explante hacia los extremos.
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Gréfico 2. Mortalidad durante la etapa de establecimiento in vitro de explantes foliares de
Dendrobium sp. segun semana de cultivo. El Zamorano, Honduras, 2007.



Para el genotipo DA-845 el mayor porcentaje de sobrevivencia (96.2%) se encontrd con el
tratamiento de 10 mg/L de ANA y 10 mg/L de BAP. Para el genotipo TOM-101 el mayor
porcentaje de sobrevivencia fue de 76.2% obtenido al ser tratado con 10 mg/L de ANA 'y
5 mg/L de BAP. Para el genotipo DA-790 el mayor porcentaje de sobrevivencia (100%)
presentd con el tratamiento de 5 mg/L de ANA y 5 mg/L de BAP al igual que al ser
tratado con 10 mg/L de ANA y 10 mg/L de BAP (Gréfico 3).
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Gréfico 3. Sobrevivencia en la etapa de establecimiento in vitro de explantes foliares de
Dendrobium sp. seglin genotipo y tratamiento. El Zamorano, Honduras, 2007.

Al comparar los genotipos, independientemente de las concentraciones de hormonas se
encontrd que los genotipos DA-845 y TOM-101 presentaron mayores porcentajes de
sobrevivencia que el genotipo DA-790 (Gréafico 4).
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Gréafico 4. Sobrevivencia en la etapa de establecimiento de explantes foliares de
Dendrobium sp. segun genotipo. El Zamorano, Honduras, 2007.

Contaminacion. Se presentd un mayor porcentaje de contaminacion en la segunda
semana. A partir de la tercera semana los porcentajes de contaminacion fueron bajos
(Grafico 5).
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Gréfico 5. Contaminacion durante la etapa de establecimiento in vitro de explantes
foliares de Dendrobium sp. segin semana. El Zamorano, Honduras, 2007.



Durante todo el experimento se presentd un 12.9% de contaminacién que se debi6 en su
totalidad a hongos, lo que se atribuye a errores en la manipulacion del material vegetal.
De los tres genotipos, el TOM-101 present6 el mayor porcentaje de contaminacion (5.7%)
y el DA-790 present6 el menor porcentaje de contaminacion (3.5%).



CONCLUSIONES
Los genotipos DA-845 y DA-790, tuvieron la mejor formacion de tejido
callogénico con el tratamiento de 10 mg/L de ANA y 10 mg/L de BAP.

El genotipo TOM-101 tuvo una mejor formacién de tejido callogénico al ser
tratado con 10 y 5 mg/L de ANA y BAP respectivamente.

Los genotipos DA-845 y DA-790 presentaron mayor sobrevivencia de los
explantes independientemente del tratamiento al que fueron sometidos.



RECOMENDACIONES

e Utilizar medio solidificado para que el explante esté en su totalidad en contacto directo
con los nutrientes.

¢ Si se utiliza medio liquido, cortar explantes de menor tamafio para que la absorcion de
nutrientes sea uniforme.

e Extender la toma de datos ya que la literatura estipula un rango de ocho semanas para
observar un crecimiento de tejido callogénico y formacién de brotes a partir del explante
en la reproduccion in vitro de Dendrobium sp.

e Continuar las investigaciones con los seis genotipos restantes que se encuentran en la
Escuela Agricola Panamericana Zamorano.



ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) utilizado para el
establecimiento in vitro de explantes foliares de Dendrobium sp. El Zamorano, Honduras,
2007.

Componentes Cantidad
(mg/L)
Macronutrientes
NH,NO; 1650.0
KNO; 1900.0
KH,PO, 170.0
CaCl,,2H,0 440.0
MgSO0,,7H,0 370.0
Micronutrientes
Kl 0.830
H;BO; 6.200
MHSO4,4H20 22.300
ZnSO,47H,0 8.600
Na,MoO, 0.250
CuS0,5H,0 0.025
COC12,6H20 0.025
FeNa EDTA 37.300

Componentes Organicos

Mionositol 100.0
Tiamina 1.0
Acido Citrico 100.0
Agua de Coco (mL/L) 10.0
Caseina hidrolizada 100.0
Sacarosa 30,000.0
Ph 5.7

Fuente: Arditti y Ernst (1993).
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