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RESUMEN

Vallejo Renddn, M. 2008. Establecimiento in vitro de Dendrobium spp. a partir de
explantes foliares. Proyecto Especial del Programa de Ingeniero Agrénomo, El
Zamorano, Honduras.13 p.

En la clonacion in vitro de orquideas generalmente se sacrifica la planta madre o un
brote de crecimiento, ya que se utilizan yemas como material de propagacion. En la
investigacion se utilizaron explantes foliares como material inicial y evitando asi la
destruccion total o parcial de la planta, sin alterar su valor genético. El objetivo general
de la investigacion fue elaborar un procedimiento para el establecimiento in vitro de
explantes foliares de la orquidea Dendrobium spp. Se evaluaron diferentes
concentraciones del regulador de crecimiento BAP (6-Bencilaminopurina) y distintos
tipos de siembra con el medio basal modificado Murashige y Skoog (1962). Se realizaron
dos experimentos, en el primero se evalud cuatro concentraciones (0, 2, 4 y 6 mg/L) de
BAP para determinar la concentracion mas adecuada para establecer in vitro laminas
foliares de Dendrobium spp. En la octava semana de incubacion con el tratamiento de 6
mg/L de BAP se observo un mayor porcentaje de explantes (37%) con regeneracion de
tejido callogénico (TC) que con los demas tratamientos (P < 0.05) El tratamiento de 6
mg/L igualmente obtuvo un mayor nivel de sobrevivencia. En el segundo experimento se
evalud la respuesta regenerativa de los explantes foliares de Dendrobium spp. a tres
sistemas de siembra: liquido, semi-s6lido con siembra polar y semi-sélido con siembra
apolar, todos con la misma concentracion de BAP (5 mg/L). En el tratamiento de medio
semi-solido con siembra apolar se observo un 64% de explantes con formacion de TC y
no presento diferencia (P > 0.05) con el tratamiento de medio semi-s6lido con siembra
polar en el que se observo un 52% de explantes con regeneracion de TC. El tratamiento
de medio liquido no present6 regeneracion de TC. El porcentaje de sobrevivencia fue de
24% en el medio semi-sdlido de siembra apolar y 19% en el de siembra polar.

Palabras clave:, BAP, micropapagacion, sistema de siembra, tejido callogénico.
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ABSTRACT

Vallejo Rendon, M. 2008. In vitro establishment of Dendrobium spp. using foliar blades
as a source of primary explants. Special project presented as a requisite to obtain the
Agronomist Engineering degree, Agricultural Science and Production Career, Zamorano,
Honduras. 13 p.

In vitro reproduction of plants is a process under aseptic conditions, in which one explant
is capable of regenerating thousands or millions of plants genetically identical to the
parent plant. In cloning orchids using in vitro techniques, the mother plant is usually
sacrificed, since its buds are used as a source material for propagation. The objective of
this research was to develop a procedure for the in vitro establishment of leaf explants of
the orchid Dendrobium spp. The study evaluated different concentrations of the growth
regulator BAP (6-Bencilaminopurina) and various types of planting systems using the
modified Murashige and Skoog (1962) basal media. Two experiments were conducted,
the first to evaluate four concentrations (0, 2, 4 and 6 mg / L) of BAP in order to
determine the most appropriate level of the hormone to establish in vitro leaf blades of
Dendrobium spp. At the eighth week after establishment the treatment of 6 mg/L of BAP
showed a higher rate of survival and a higher percentage of explants (37%) with
regeneration of callogenic tissue (CT) significantly different from all other treatments. In
the second experiment the regenerative response of leaf explants of Dendrobium spp. was
evaluated in three planting systems: liquid, semi-solid with polar planting and semi-solid
with apolar planting, in a medium containing 5 mg/L of BAP. The treatment using semi-
solid medium with apolar planting showed 64% of explants with formation of CT and it
was not significantly different from using semi-solid medium with polar planting, which
showed 52% of explants with regeneration of CT. The treatment using liquid medium did
not provided any positive response to the regeneration of CT. Survival rate was 24% in
the semi-solid with apolar planting and 19% in the semi-solid with polar planting.

Keywords: BAP, callogenic tissue, micropropagation, planting system,
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INTRODUCCION

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es una técnica de reproduccion bajo condiciones
totalmente asépticas, en las que a partir de un pequefio explante, cultivado en medios
nutritivos artificiales ricos en sales minerales, vitaminas y hormonas, es posible
regenerar, en poco tiempo, miles o millones de plantas genéticamente iguales a la planta
madre (Sanchez 2005).

El material in vitro se puede conservar durante varios afios, sin perder sus caracteristicas
genéticas y en espacios reducidos, solamente variando el medio de cultivo del frasco.
Adicionalmente esta técnica es de gran utilidad para la obtencion de plantas libres de
patdgenos, por la produccion de plantas en peligro de extincion, para la conservacion e
intercambio de germoplasma, para el incremento de la variabilidad genética y en el
mejoramiento genético (Santana 2005).

En la clonacion in vitro de orquideas se utilizan brotes en crecimiento, de los que se
extraen yemas como material de propagacion. Asi mismo se pueden utilizar
inflorescencias u otros 6rganos, lo que con frecuencia con lleva a sacrificar partes de la
planta (Arditti y Ernst 1993). Para la clonacién se utilizan de preferencia las hojas
jovenes, ya que pueden ser inducidas mas facilmente a formar callos en sus bases, a
partir de los cuales se pueden formar protocormos, que se pueden utilizar para la
multiplicacion subsiguiente (Mateo 1990).

Las orquideas son las plantas mas evolucionadas del reino vegetal, son epifitas en su
mayoria, lo que significa que crecen en arboles, usandolos solo de apoyo para su
desarrollo. La palabra latina Dendrobium significa que vive sobre arbol. De todos los
géneros de la familia de las orquideas, el Dendrobium es probablemente el mas diverso,
contando con aproximadamente 900 a 1,400 especies. Los pétalos y sépalos de
Dendrobium son de mismo tamafio y se caracterizan por su color blanco aunque muchas
veces se encuentran combinaciones con rosado, amarillo oro y morado. El labio
circulante es de un color contrastante con el resto de la flor, y muchas veces tienen una
fragancia delicada. Las intensidades altas de luz son indispensables para su crecimiento.
Durante los meses de verano, requieren mucho riego y fertilizacion para lograr el
crecimiento 6ptimo (Fisher 2007).

Con esta investigacion se buscé establecer un protocolo adecuado para la primera etapa
de establecimiento in vitro de Dendrobium spp. utilizando explantes foliares como
material inicial, sin alterar su valor genético. En el estudio se evaluaron diferentes
concentraciones del regulador de crecimiento BAP (6-Bencilaminopurina) y distintos
tipos de siembra usando el medio basal modificado Murashige y Skoog (1962).



MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos experimentos entre junio y septiembre de 2008 en las instalaciones del
Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Reproduccion In Vitro (LCTRIV) de la Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano, ubicado a 30 km de Tegucigalpa, Honduras.

Plantacion madre

Las plantas madres de Dendrobium spp. fueron obtenidas de la finca del Ingeniero
Rogelio Trabanino. Se colocaron en bolsas plasticas donde se llevo a cabo la siembra
individual. Cada bolsa contenia carbon activado y pedazos de teja para dar soporte a la
planta. El cultivo estuvo en cuarentena durante cuatro semanas en junio de 2008 haciendo
aplicaciones semanales de Agrimicin® (1 g/L) y Benlate ® (1 g/L). Se fertilizo con
Special Ultra Pure Orchids 19-31-17® dos veces por semana a razén de 2 g/L.

Al cultivar orquideas in vitro se trata en lo posible de usar tejidos que no conduzcan a la
destruccion de la planta (Linares 1993). Por esta razon se cosecharon hojas jovenes como
material para propagacion, ya que los explantes procedentes de hojas jovenes responden
mejor a los tratamientos (Hall 1999).

Medio de cultivo

Para la siembra de los explantes se utiliz6 una modificacion del medio basal Murashige y
Skoog (1962), segun protocolo propuesto por Salas (2007) (Tabla 1), suplementado con 4
mg/L de cisteina como antioxiante segin recomendacion de Reyes Padilla (2001). Se
utilizaron tubos de ensayo con dimensiones de 15 x 150 mm en los que se dispensaron 10
ml de solucién nutritiva. La solidificacion del medio de cultivo se hizo de forma
inclinada con el fin de incrementar el area de contacto del explante con el medio de
cultivo. Todos los utensilios y herramientas utilizados fueron esterilizados con un
autoclave a 121 ° C y 15 psi durante 20 minutos.



Cuadro 1. Medio basal Murashige y Skoog (1962) modificado para el establecimiento
in vitro de Dendrobium spp. a partir de explantes foliares.

Componentes Cantidad
(mg/L)
Macronutrientes MS
NH4NO; 1650.00
KNO; 1900.00
KH,PO4 170.00
CaCl, 2H,0 440.00
MgS0O,4 7H,0 370.00
Micronutrientes MS
KI 0.83
H3;BO; 6.20
ZnS0O47H,0 8.60
CuS0O45H,0 0.02
CoCL.6H,0 0.02
Na2M004 0.25
FeNa-EDTA 50.00

Componentes Organicos

Mionositol 100.00
Tiamina 1.00
Acido citrico 100.00
Agua de coco (ml) 10.00
Caseina hidrolizada 100.00
Cisteina 4.00
Sacarosa 30,000.00
Gelrite 2,000.00
pH 5.70

Desinfeccion de los explantes

Para la desinfeccion, las hojas se lavaron con agua y jabén liquido en un vaso de
precipitacion cubriendo con gasa y ajustando con una banda plastica. Seguidamente las
hojas se colocaron bajo un chorro de agua potable durante 15 minutos, y luego fueron
transferidas a una solucion de hipoclorito de sodio al 3.25 %, (cloro comercial al 4.75%
de ingrediente activo) mas dos gotas de Tween 80 por cada 100 ml de solucion durante
20 minutos con agitacion constante (Salas 2007).



A continuacion, el vaso de precipitacion con las hojas en la solucion desinfectante fue
transferido a la cdmara de flujo laminar. La solucion desinfectante se vacid en otro
recipiente y finalmente se enjuagaron las hojas cuatro veces con agua destilada estéril
para luego ser colocadas en un plato petri estéril.

Siembra de los explantes

En el plato petri se procedi6 a cortar todos los bordes del explante, con el fin de estimular
la formacion de tejido callogénico (CIAT 1991). Los explantes se cortaron en fracciones
de 1 cm x 1 cm con la ayuda de pinzas y bisturi sobre platos petri estériles que se
cambiaron con cada explante para evitar la contaminacion cruzada. Luego de realizar los
cortes, se colocd un explante por cada tubo de ensayo (15 x 150 mm). Las secciones
foliares se sembraron en forma apolar o polar (segun el tratamiento). Al finalizar, los
tubos se sellaron con parafilm para disminuir la entrada de patdgenos.

Incubacion

Una vez sembrados, los tubos se colocaron en el cuarto de crecimiento a una temperatura
promedio de 22 — 24°C expuestos a un fotoperiodo de 16 horas luz con ladmparas
fluorescentes del tipo daylight de 8 pies (2.4 m) de largo, espaciadas a 50 cm y con una
intensidad de 1000 a 3000 lux.

Experimento 1: Evaluacion de cuatro niveles de BAP en la regeneracion in vitro de
Dendrobium spp.

Se evaluaron cuatro concentraciones (0, 2, 4 y 6 mg/L) del regulador de crecimiento BAP
(6-Bencilaminopurina) para determinar la concentracion mas adecuada para el
establecimiento y regeneracion in vitro de explantes foliares de Dendrobium spp.

Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento, cada repeticion con 20 tubos de
ensayo para un total de 60 unidades experimentales por concentracion y 240 unidades
para el primer experimento.

Experimento 2: Evaluacion de tres sistemas de siembra en la respuesta regenerativa
de Dendrobium spp.

Se evaluaron tres sistemas de siembra para observar la respuesta regenerativa de los
explantes foliares de Dendrobium spp.: liquido, semi-sélido con siembra polar y semi-
solido con siembra apolar, todos con la misma concentracion del regulador de
crecimiento BAP (5 mg/L).

Al igual que en el primer experimento se llevaron a cabo tres repeticiones por cada
sistema de siembra, con 20 tubos de ensayo para un total de 60 unidades experimentales
por sistema y 180 unidades para el segundo experimento. Al momento de la incubacion la
consistencia liquida permaneci6 en agitacion constante por medio de un agitador orbital a
una velocidad de 40 rpm



Variables medidas

Las variables que se midieron en ambos experimentos fueron: regeneracion de tejido
callogénico (TC) y sobrevivencia de los explantes durante un periodo de 8 semanas. La
regeneracion de tejido callogénico se evalud categorizando de la siguiente manera: 1
indicando un 1-25% del explante inicial regenerado con TC, 2 para un 26-50% del
explante regenerado con TC, 3 indicando un 51-75% del explante regenerado con TC y 4
para una regeneracion callogénica de > 76% cubriendo el explante.

Los datos se analizaron usando 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).



RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento I: Evaluacion de cuatro niveles de BAP en la regeneracion in vitro de
Dendrobium spp.

Regeneracion de tejido callogénico (TC). En la quinta semana del estudio se comenz6
a observar la presencia TC en todos los tratamientos (Grafico 1). En la octava semana de
incubacion el tratamiento con 6 mg/L de BAP obtuvo el mayor porcentaje (37%) de
regeneracion callogénica y fue superior (P < 0.05) al resto de los tratamientos. El
tratamiento de 4 mg/L present6 un 25% de regeneracion de TC y los tratamientos de 2
mg/L y 0 mg/L presentaron 22% y 19% de formacion callogénica, respectivamente.

El tejido callogénico se puede definir como una masa parenquimatosa de células
obtenidas por medio del aislamiento de 6rganos o tejidos diferenciados. Algunos callos
son masas celulares compactas y duras, con células intimamente unidas, mientras que
otras forman tejidos esponjosos con una gran cantidad de espacios intercelulares. La
induccion de TC a partir de una porcion vegetal sucede cuando el indculo ya estéril se
coloca en contacto directo con un medio de cultivo que mantenga su crecimiento
(Hurtado y Merino 1994) y puede ser estimulado por una variedad de auxinas y
citocininas (Montoya 1991). Existen especies que para la induccion de tejido callogénico
in vitro requieren el suplemento de una auxina solamente, otras requieren de la presencia
unica de una citocinina y otras simplemente responden al estimulo del medio bajo el cual
se encuentran.
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Grifico 1. Efecto de la concentracion de BAP sobre la regeneracion semanal de tejido
callogénico durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de Dendrobium spp.
“® Porcentajes con igual letra no difieren entre si (P > 0.05).

Se pudo observar que el TC se forma independientemente de la concentracion de BAP
que se use, aunque al utilizar la concentracion madas alta se observd una mayor
regeneracion. Sin embargo, las diferencias en la regeneracion de tejido callogénico no

fueron significativas a la octava semana de cultivo entre los tratamientos que recibieron
BAP (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de la concentracion de BAP sobre la regeneracion de tejido callogénico
a la octava semana de establecimiento in vitro de explantes foliares de Dendrobium spp.

Concentracion de BAP (mg/L) Regeneracion de tejido callogénico (TC)'
6 2,152
4 1.85°
2 1.52°
0 1.41°

? Medias con igual letra no difieren entre si (P < 0.05).

' Promedio de TC: = 1-25%, 2= 26-50%, 3= 51-75%, 4= >76% del 4rea total del explante inicial cubierto
por TC.

Sobrevivencia. En general la sobrevivencia fue baja. El tratamiento con 6 mg/L fue el
que tuvo mayor porcentaje de sobrevivencia (14%), seguido del tratamiento con 4 mg/L
(10%). Los tratamientos con 2 y 0 mg/L de BAP presentaron 6% y 4% de sobrevivencia,
respectivamente. El experimento en general tuvo un promedio de sobrevivencia de 9%
(Grafico 2). Independientemente de las concentraciones de BAP que se utilice se obtuvo
sobrevivencia.
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Grifico 2. Sobrevivencia durante la evaluacion de diferentes concentraciones de BAP
durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de Dendrobium spp.
*Valores con igual letra no difieren entre si (P > 0.05).

Contaminacién. A partir de la primera semana después de la siembra se observo
contaminacion en todos los tratamientos. El tratamiento de 0 mg/L obtuvo el mayor
porcentaje de contaminacion (81%) seguido con 79% en el tratamiento de 2 mg/L; los
tratamientos con 6 mg/L y 4 mg/L presentaron (63% y 75%) de contaminacion (Grafico
3). Durante todo el estudio la contaminacion se dio en todos los tratamientos, al final se
obtuvo un promedio de 74% de contaminacion en todo el experimento, debido a la alta
presencia de hongos end6genos provenientes del material vegetal.
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Grafico 3. Contaminacion durante la evaluacion de diferentes concentraciones de BAP
durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de Dendrobium spp.



Experimento II: Evaluacion de tres sistemas de siembra en la respuesta
regenerativa de explantes foliares de Dendrobium spp.

Regeneracion de tejido callogénico (TC). La regeneracion de TC depende mucho del
tipo de material vegetativo usado y generalmente es mucho mas lenta sobre medios
solidos, que sobre medios liquidos. El suministro de oxigeno es mejor sobre medios
liquidos y los callos pueden fragmentarse cuando se encuentran en medio liquido,
incrementando asi su superficie y la absorcion de nutrientes del medio (Mateo 1990).

Al igual que el experimento anterior, la presencia de TC se comenzé a observar en la
quinta semana de la siembra (Grafico 4). El tratamiento del medio semi-s6lido con
siembra apolar mayor porcentaje (64%) de TC regenerado a la octava semana que el
tratamiento de medio semi-solido en siembra polar con 52%, aunque sin diferencia
estadistica. En el tratamiento en el medio liquido no se presentd formacion de tejido
callogénico.
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Grafico 4. Efecto del sistema de siembra sobre la regeneracion semanal de tejido
callogénico durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de Dendrobium spp.
“® Porcentajes con igual letra no difieren entre si (P > 0.05).

Independientemente de la posicion de siembra, la formacion de TC se presentd en el
medio semi-sélido (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto del sistema de siembra en la regeneracion de tejido callogénico a la
octava semana de establecimiento in vitro de explantes foliares de Dendrobium spp.

Sistema de siembra Regeneracion de tejido callogénico (TC)'
Liquido 0.00°
Semi-solido siembra polar 1.75%
Semi-s6lido siembra apolar 1.89°

2P Medias con igual letra no difieren entre si (P > 0.05).
! Promedio de TC: 1= 1-25%, 2= 26-50%, 3= 51-75%, 4= >76% del 4rea total del explante inicial cubierto
por TC.
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Sobrevivencia. El sistema de medio semi-sdlido con siembra apolar presentd un 24% de
sobrevivencia y el sistema semi-solido con siembra polar uno de 19% sin diferencia
significativa entre ellos. Para el segundo experimento de evaluaciones de sistema de
siembra se obtuvo un 14.25% de sobrevivencia total (Grafico 5).
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Grifico 5. Sobrevivencia durante la evaluacion de diferentes sistemas de siembra durante
el establecimiento in vitro de explantes foliares de Dendrobium spp.
*Porcentajes con igual letra no difieren entre si (P > 0.05).

Ambos sistemas de siembra con formulaciones semi-solidas presentaron sobrevivencia
mientras que el sistema liquido de siembra no permitio en lo absoluto la sobrevivencia
de los explantes, probablemente por problemas de aireacion en el medio liquido y al uso
de tubos de ensayo como contenedores.

Contaminacién. Desde las primeras semanas de siembra, se pudo observar una alta
contaminacion con hongos, principalmente en el tratamiento de medio liquido que lleg6 a
un 100% de contaminacion a la octava semana. En los tratamientos de formulacion semi-
solida se observo un 48% y 37% de contaminacion para las siembras polar y apolar,
respectivamente (Grafico 6). La contaminacién promedio fue de 62%.
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Grafico 6. Contaminacion durante la evaluacion de diferentes sistemas de siembra
durante el establecimiento in vitro de explantes foliares de Dendrobium spp.



CONCLUSIONES

Al utilizar concentraciones de 6 y 4 mg/L de BAP se obtuvo un mayor porcentaje
de explantes cubiertos por tejido callogénico.

Al utilizar concentraciones de 6 y 4 mg/L de BAP se obtuvo un mayor porcentaje
de tejido callogénico cubriendo el explante.

Al utilizar la siembra apolar se presentd un mayor porcentaje de regeneracion de
tejido callogénico y una mayor sobrevivencia.

El medio liquido presentd un alto grado de contaminacién y mortalidad.

RECOMENDACIONES

Evaluar concentraciones mayores de 6 mg/L de BAP, ya que con las
concentraciones altas que se utilizaron en el estudio se obtuvieron mayores
porcentajes de regeneracion de tejido callogénico y sobrevivencia.

Evaluar otro tipo de citocininas: Kinetina y Zeatin.

Utilizar otro tipo de material vegetativo: yemas florales y embriones.

Evaluar otras formulaciones nutritivas recomendadas para explantes de
Dendrobium spp.

Utilizar la siembra apolar al sembrar laminas foliares de Dendrobium spp.

Usar erlenmeyers para el tratamiento de medio liquido en sistema de siembra y
aumentar las revoluciones en el agitadora orbital para mejorar la aireacion.

Identificar el tipo de contaminacion que afecta la sobrevivencia durante el
establecimiento in vitro de laminas foliares de Dendrobium spp.
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