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RESUMEN

La micropropagacion in vitro de las orquideas puede ser hecha a partir de semillas,
protocormos o explantes, principalmente de plantulas cultivadas in vitro, con fines de
produccion y conservacion. En este trabajo se aplicaron estos procedimientos a una especie
del género Rhynchostele (R. bictoniense), que retne caracteristicas de facil manejo, buen
desarrollo en el laboratorio y atractivo horticola. Aunque R. bictoniense no esta incluida en
la Norma Oficial, como algunas de las especies cercanas, presenta poblaciones que
empiezan a ser afectadas, al mismo tiempo que su biologia se encuentra escasamente
estudiada. El desarrollo 6ptimo de las orquideas in vitro esta ligado al conocimiento de su
fisiologia y dentro de ésta, un aspecto decisivo es la cantidad de carbono que los
organismos incorporan del medio durante su crecimiento, lo que puede determinar su
capacidad fotosintética dentro y fuera del laboratorio. El objetivo fue desarrollar una
metodologia de micropropagacion dirigida a la preservacion de esta especie, a partir de
material cultivado in vitro, asi como determinar la cantidad de carbohidratos absorbidos por
la planta a partir del medio de cultivo y su efecto durante diferentes etapas de desarrollo. Se
realizaron cultivos de protocormos, brotes y plantulas en medio Knudson C (KC), con
cuatro tratamientos que incluyeron: medio basal sin aditivos; KC con agua de coco al 20%;
KC con cinetina 0.5 mg/l y KC con agua de coco al 20% y cinetina 0.5 mg/l. Las
condiciones de cultivo fueron de 12.2 pmol m” s, fotoperiodo de 16 h y temperatura de
23+ 2 °C. La cuantificacion de carbohidratos absorbidos por las plantulas a partir del medio
de cultivo fue hecha por el método de antrona. La proliferacion de protocormos, brotes y
plantulas, fue favorecida por el tratamiento KC con cinetina y agua de coco en todas las
fases de desarrollo y se inicié la adaptacion ex vitro de ejemplares que alcanzaron tallas de
12 a 15 cm en el cultivo in vitro. El mayor consumo de azicares se observo en las etapas
intermedias de desarrollo de los organismos disminuyendo en las tltimas, lo que indicé que
en esas etapas las plantas fueron capaces de funcionar en forma autétrofa. Esta metodologia
proporciona un protocolo general capaz de producir organismos en poco tiempo (8 meses) a
partir de diferentes estructuras y es aplicable a la proliferacion, preservacion y conservacion
ex situ de este Rhynchostele. Se concluye que la mayor cantidad requerida de azicares esta
directamente relacionada con las etapas tempranas del crecimiento y desarrollo de R.

bictoniense. I



1. INTRODUCCION

La familia Orchidaceae es una de las mas grandes y diversas entre las
plantas con flores, comprende aproximadamente 25,000 especies incluidas

en mas de 725 géneros (Dressler, 1981).

Su distribucién es cosmopolita desde el Norte de Suecia y Alaska, hasta el
sur de Ameérica, a excepcion de las zonas polares y areas situadas a mas
de 4000 m de altitud, pero la mayoria de las especies se encuentran en el

trépico (Dressler, 1981).

En México las orquideas se localizan en zonas montafosas, especialmente
en altitudes de aproximadamente 2000 m. Los Estados de Veracruz,
Oaxaca, Chiapas y Guerrero poseen la mayor abundancia de especies, y
los de Jalisco, México, Michoacan y las regiones mas surenas de Puebla y
San Luis Potosi son Estados con una flora relativamente rica de orquideas.
Los estados de Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana Roo, al ser
lugares de baja altitud poseen un numero relativamente pequeno de

especies (Soto, 1988) .

Las estimaciones con respecto al numero de especies han variado con el
tiempo, en 1981 Dressler mencionaba que existian aproximadamente 660
especies registradas en México, mientras que Soto en 1988 llegé a indicar
alrededor de 1,100 especies con la posibilidad de que con los constantes

hallazgos se pudiera alcanzar la cifra de 1,200.

Estos datos nos hablan de la importancia que las orquideas han adquirido
en el cultivo in vitro a partir de la década de los sesentas (Pritchard, H. W.
1989) y que ha generado una serie de investigaciones que permitan la

reproduccioén in vitro de las mismas.



Las orquideas germinan asimbiéticamente en un medio de cultivo después
de la imbibiciébn formando un pequefio cuerpo esférico denominado
protocormo, a partir de cuya base surgen rizoides y a continuacién
primordios de raices y hojas, todo lo cual permite distinguir etapas bien
definidas que se usan en el calculo de indices de crecimiento (Arditti,
1984; Pierik, et al., 1988).

Otras estructuras generadas durante la propagacion in vitro de las
orquideas derivan vegetativamente de hojas, raices, tallo y, por su aspecto
esférico o globoso, se denominan PLB (protocorm like body, cuerpos
parecidos a protocormos), de los cuales es posible generar nuevas plantas,

y continuar con el proceso de cultivo in vitro.

Las etapas de crecimiento y desarrollo son similares entre los diferentes
géneros de orquideas terrestres y epifitas y ayudan a prever los tiempos en
los que sera posible obtener plantulas de un tamafo determinado de una
especie o hibrido de acuerdo con las condiciones de cultivo establecidas.
La optimizacion de este desarrollo y su conocimiento tienen aplicaciones
practicas per se, pero también las tienen el conocer la fisiologia y la

potencialidad regenerativa de los protocormos usados como explantes.

Una vez que se logra la obtencién y manejo adecuado de protocormos es
necesario buscar los factores que permitan inducir enraizamiento, la
produccién de biomasa y area foliar de las plantulas que se obtienen a
partir de éstos. Los factores que pueden estimular este crecimiento pueden
ser: El uso de citocininas y auxinas, la intensidad luminosa y el
fotoperiodo, el o los medios de cultivo, ¢l gelificante utilizado, las
caracteristicas del envase en donde se desarrollan, la humedad y el
adecuado intercambio de gases y asi continuar con el proceso de
adaptacion fuera del laboratorio, el cual es el paso final en el proceso de

micropropagacion. Durante esta ultima etapa, las plantas tienen que



adecuarse a las nuevas condiciones ambientales de invernadero o de
campo, y el pobre desarrollo del aparato fotosintético y de sus estructuras
basicas son los mayores problemas para una mejor adaptacion (Van

Huylenbroeck, 1996 y Debergh, 1991).

Para el mejoramiento de los sistemas de cultivo de tejidos in vitro es
importante la determinacion de los niveles de absorcion de los compuestos
organicos e inorganicos durante el cultivo; sin embargo, pocos han sido los
estudios acerca de la absorcién de los componentes del medio en plantas
cultivadas in vitro, por lo que las preferencias y elecciones de los
componentes organicos e inorganicos de los medios se han basado en la

experiencia y no en analisis cientificos (Kishi, 1997).

Otra parte importante para el optimo desarrollo de orquideas in vitro es el
conocimiento de su fisiologia, la cual estda muy relacionada con la cantidad
de azucares que absorben los organismos durante su cultivo, lo que puede

determinar su capacidad fotosintética dentro y fuera del laboratorio.

Se han realizado diversos estudios sobre la optimizacion y reduccion de los
tiempos de crecimiento y desarrollo in vitro de especies e hibridos de
orquideas ( Odontoglossum bictoniense X brevifolium, entre otros) de
interés horticola pero dado el nimero tan amplio de éstos, solo se han
podido hacer adaptaciones limitadas, considerando que estos avances
pueden aplicarse con éxito al cultivo de especies con fines de conservacion
ex situ, el presente trabajo pretende hacerlo con una de las especies

mexicanas del género Rhynchostele.



2. ANTECEDENTES

No obstante la literatura creciente sobre la propagacién in vitro de
orquideas en el mundo (Arditti y Ernst, 1993), la relacionada con el género
Rhynchostele (= Lemboglossum,. Halbinger, 1982) es sumamente escasa, al

respecto solo se conocen algunas referencias citadas por Arditti en 1978.

El uso de secciones de protocormos en la propagaciéon in vitro de orquideas
no ha sido amplio y se ha dado sélo en algunos estudios (Fonnesbech,
1972; Lam, et al, 1991). Sin embargo este es un método que se ha
empleado con éxito en la propagacion de Cymbidium y Phalaenopsis, dos
de los géneros mas demandados en el comercio. La proliferacion de
protocormos y de PLB permite incrementar el niumero de plantulas a partir
de una planta que produce pocas semillas; de semillas que germinan en
bajas proporciones 6 de especies o hibridos que se muestran recalcitrantes

para ser propagados a través de explantes comtinmente usados.

En contraposicion con el empleo de protocormos, las experiencias de
manejo de PLB son mas frecuentes, debido a que su formacién ocurre
como primera sefnal de crecimiento organizado en diferentes tipos de
explantes obtenidos de las orquideas, tales como raiz (Stewart y Button,
1978; Kerbauy, 1991; 1993); hoja (Tanaka y Sakanishi, 1977) e
inflorescencia (Lim-Ho y Lee, 1987). Aun en el caso de los protocormos, la
proliferaciéon que se obtiene a partir de secciones de ellos, corresponde a

verdaderos PLB de los que surgiran mas plantulas.

La proliferaciéon de protocormos o PLB tiene cabida sobre todo si se usan
medios con bajas concentraciones de hormonas (Lam, et al.,, 1991), o bien
complejos naturales como el agua de coco (Arditti y Ernst, 1993). Otros

factores sobre los que se ha prestado atenciéon en la multiplicacién de



plantas in vitro son las concentraciones de gelificante, de sacarosa, el pH y

aditivos organicos diversos (Kosai, 1997).

Como ejemplo de estudios de multiplicacion in vitro tenemos el de Mauro,
et al, quienes en 1994 probaron en Cattleya aurantiaca la influencia de
diferentes dosis de bencilaminopurina (BAP) y acido a-naftaleneacético
(ANA), en el medio basal de Murashige y Skoog (MS). Ellos encontraron que
para la multiplicacion de brotes es util el medio suplementado con la
combinacion de 10mg/1 de BA y 0.1 mg/l de ANA, y para el desarrollo de
plantulas con el incremento de hojas y biomasa de raiz emplearon el medio
suplementado con 10mg/l de ANA, dosis que permitieron resultados

satisfactorios.

Considerando que con el ejemplo anterior pudiera darse la tendencia a la
utilizacion de medios de cultivo con concentraciones elevadas de
reguladores de crecimiento que aceleraran la proliferacion, resulta
conveniente indicar que tales dosis podrian conducir a mutaciones no
deseadas. Por esta razon la proliferacion de protocormos 6 de sus analogos
(PLB) debe llevarse a cabo usando medios con bajas concentraciones de
hormonas (Lam, et al, 1991), o bien adicionando complejos naturales
como el agua de coco (Van Overbeek, et al,, 1941; Ernst, 1967; Arditti y

Ernst, 1993; entre otros).

Varios aditivos se han usado en el cultivo in vitro, tal es el caso del agua de
coco, la cual posee una gran cantidad de componentes, entre los que
encontramos algunas fitohormonas en diferentes concentraciones como:
auxinas, 1,3 difenilurea, citocininas y giberalinas y se ha wusado
rutinariamente en un sinnimero de métodos de propagacion de orquideas

(Arditti y Ernst, 1993).



Diversos autores han probado los efectos del agua de coco en la
propagacion in vitro de orquideas. Fonnesbech (1972) encontré como
combinaciones y concentraciones optimas las de ANA (10 um) y cinetina
(lpm) para conseguir la proliferacion de Cymbidium a partir de
protocormos, en tanto que logré incrementar su crecimiento a través de la
adicion de triptona (3-4 gr/l), sacarosa (3-4%) y agua de coco (10-15%).
Lam, et al.,, 1991, compararon los efectos de aditivos organicos con los de
una citocinina (2iP) en la proliferacion de protocormos de Phalaenopsis,
encontrando los mejores resultados en el tratamiento que solo incorporé

agua de coco.

Kosai, et al, en 1997 hicieron una recapitulaciéon de las técnicas de control
ambiental para la produccion de plantas cultivadas in vitro, concluyendo
ocho puntos basicos para el mejoramiento del desarrollo in vitro. Estos
autores también revisaron las causas que originan la falta de desarrollo
fotosintético en estas plantas, destacando el problema de intercambio
gaseoso que puede existir dentro de los envases de cultivo y la adicién de
azucares al medio como fuentes de carbono, lo cual favorece el
heterotrofismo en las plantas cultivadas y por lo tanto las bajas tasas
fotosintéticas presentes en los cultivos. Este mejoramiento permite que al
momento en que las plantas son sacadas del laboratorio, se adapten mejor

a las condiciones fuera de éste.

Para definir el proceso de adaptacion ex vitro se ha empleado el término
aclimatizacion (Debergh, 1991). La diferencia entre aclimatacion vy
aclimatizacién, es que el primero denota el proceso durante el cual, las
plantas u otros organismos se ajustan o adaptan a un nuevo clima o
situacion como resultado de un proceso natural. La aclimatizacion implica
que el humano tiene intervenciéon y guia el proceso de ajustamiento
(Debergh, 1991). Por lo tanto y para los fines propuestos en este trabajo se

manejoé el término aclimatizacion.



En relacion con los carbohidratos que obtiene la planta, Van
Huylenbroeck, et. al. (1996) determinaron que durante el proceso de
adaptacion ex vitro de plantas de Spathiphyllum (Araceae), la fotosintesis
se inhibi6é en las plantas cultivadas en medio con la concentracion mas
alta de sacarosa (6%), mientras que en las cultivadas en medio con menor

concentracién (3%), no ocurrié la inhibicién.

Kishi y Takagi (1997) estudiaron el medio de cultivo que utilizaron para
Dendrodium moniliforme y Darwinara Pretty Girl y reportaron que al
momento de la esterilizacibn un 20% de la sacarosa contenida se
transformé en glucosa y fructuosa, y que después de un mes de cultivo,
este valor se incrementé del 44 al 73% dependiendo de la especie que se
cultive. Estos autores concluyeron que la sacarosa presente en el medio
después de la esterilizacion fue completamente absorbida por las plantas y
encontraron algunos otros azuicares, aunque en minima cantidad, como el

sorbitol y el manitol que no se presentaron al inicio del experimento.

Vaz, et al., (1998) estudiaron las variaciones del carbono durante la
divisién y elongacién celular de cultivo de raices de Catasetum fimbriatum
(Orchidaceae), en medio de cultivo MS basal adicionados con IBA y
zeatina. Los medios adicionados con IBA presentuairon incremento en los
niveles de glucosa y fructuosa, a pesar de la reduccién casi total de
carbohidratos solubles. La morfogénesis fue inducida por la zeatina,
inversamente relacionada con la expansion celular, coincidiendo con la
acumulacién de carbohidratos solubles en la raiz. Las yemas vegetales
tuvieron altos niveles de carbohidratos, cuya concentracion decayo
progresivamente durante el desarrollo de las plantas. Estos autores
sugieren que el carbono participa durante la expansiéon celular y que este
proceso, en presencia de la zeatina, esta ligado al metabolismo de los
carbohidratos, en especial de la sacarosa que es de suma importancia en

el desarrollo y metabolismo de las plantas, teniendo un papel en la



expresion genética de las orquideas. Al continuar el desarrollo de la planta,
las concentraciones de aziicar varian segun las necesidades de cada parte

del organismo.

Una de las metodologias ampliamente utilizadas para determinar la
concentracién de azucares es el método de la antrona. Asi, Mandujano,
(1988), utilizd este método para determinar almidén en la cactacea
Escontria chiotilla en diferentes fotoperiodos. La Asociacién Argentina de
Microbiologia, en el articulo “La influencia del amaranto en la produccién
de a-amilasa empleando Aspergillus Niger nrrl 31127, reporté como método
para determinar los carbohidratos totales el de antrona, descrito por
Daniels, et al. en 1994. En el estudio realizado por Martinez-Gonzalez, et
al., (2001) utilizaron el método de antrona descrito por Witham, et al,

(1971) para la cuantificaciéon de azucares totales en nopal tunero.



3. JUSTIFICACION

La micropropagaciéon de las orquideas utiliza semillas, meristemos
apicales, yemas, explantes de hoja, raiz e inflorescencia (Arditti, 1993),
pero en menor escala, los propios protocormos producidos como resultado
de la germinacion. De éstos es factible derivar mas plantas cuando la
germinacion es pobre y se busca obtener material genéticamente variable o
bien, explorar nuevas rutas de propagaciéon en casos en los que las
tradicionales del cultivo de tejidos no ofrecen los resultados esperados
(Lam, et al.,, 1991). Por lo tanto, para mejorar estas rutas se emplean

medios adicionados con reguladores de crecimiento y/o complejos

organicos. Para la mayoria de las orquideas mexicanas (un total

U.N.A.M CAMPUS

aproximado de 1100 especies), no hay protocolos de micropropagacion que
signifiquen un punto de partida hacia programas de conservacion in situ y
ex situ, con excepcién de algunos pocos (p. e. Rubluo, et al., 1993).
\Z1.

El estado de conservacion actual de R. bictoniense no esta definido,
aparentemente no estd amenazada, por lo mismo no esta incluida en la
NOM-059-ECOL-1194, pero la planta esta sujeta a extracciéon
indiscriminada en el area geografica de su distribucién, y en México esta
afectada por la construccién de caminos, la tala, los incendios y la venta
en mercados regionales y d¢ la Ciudad de México. El género esta
representado en México por 15 especies, 7 de las cuales son endémicas
distribuidas en el Pacifico y el Atlantico. Por lo tanto es necesario
establecer un estudio integral que nos permita conocer mas acerca de su
biologia, ya que no existe informacién suficiente a pesar de ser una especie
ampliamente utilizada en la horticultura, y asi desarrollar una metodologia
de micropropagaciéon que conduzca a su preservacion permitiendo su

cultivo exitoso ex vitro.



Muchos géneros de orquideas han sido propagados in vitro, manejando
factores diversos que han favorecido su multiplicacion y crecimiento
(Arditti y Ernst, 1993). Sin embargo, no todas las orquideas han sido
investigadas y ese es el caso del género Rhynchostele. Este género,
recientemente validado desde el punto de vista taxonémico (Soto, et. al.,
1993), agrupa actualmente a especies que antes fueron incluidas dentro

de los géneros Odontoglossumy Lemboglossum (Halbinger, 1982).

Rhynchostele bictoniense es notable por sus caracteristicas horticolas
especiales las cuales la han llevado a ser elegida con frecuencia en
programas de hibridacion, (Rittershausen y Rittershausen, 1979; Scarfield,
1979; Carpenter, 1988 y otros) creando hibridos sobresalientes como
Odontoglossum summit (Odontoglossum bictoniense X brevifolium) entre

otros mas.
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4. CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE DE ESTUDIO

Rhynchostele bictoniense, es una planta terrestre o litéfita, su morfologia
muestra: pseudobulbos ovoides a elipticos, comprimidos, de 6-3 cm, con
corto rizoma, envueltos con vainas desde la base y terminando en hojas de
diversos tamanos. Hojas de una a tres en el apice del pseudobulbo;
eliptico-oblongas, eliptico-lanceoladas o lineares, agudas o acuminadas,
conduplicadas en la base, de 11.5 a 45 cm de largo y 1.5 a 5.5 cm de
ancho. Inflorescencia de la base de los pseudobulbos de 40 a 80 cm de
largo, con largas bracteas, incluyendo el racimo simple o ramificado.
Bracteas florales anchamente elipticas a lanceoladas, subagudas hasta
acuminadas, de 0.7 a 2 cm de largo. Flores numerosas, vistosas, de
aproximadamente 4 cm de diametro. Ovarios pedicelados de 2.5 a S cm de
largo. Sépalos y pétalos verde palido o verde amarillento, con bandas
transversales pardas o café rojizas. Sépalo dorsal eliptico-lanceolado,
agudo a subobtuso en el &apice, ligeramente recurvado, coéncavo.
Dorsalmente carinado de 2.1 a 2.7 cm de largo y 0.5 a 0.6 cm de ancho.
Pétalos oblanceolados a eliptico-lanceolados, obtusos a agudos, oblicuos,
de 1.8 a 2.3 cm de largo y 0.4 a 0.8 cm de ancho. Labelo con una una
corta de 2 a 3 mm unida a la base de la columna, lamina anchamente
subcortada, redondeada a aguda en el apice, los bordes ocasionalmente
crenulado-ondulados, blanca, lilacea o rosada, inmaculada, de 1.5 a 3 cm
de largo y 1.6 a 2.4 cm de ancho. Callo carnoso, con dos laminas laterales
altas, como los bordes de una barca y terminacion bidentada. Columna
esbelta, de 1.2 a 1.5 cm de largo, con auriculas subcuadradas en cada
lado del apice. Capsula ancha, elipsoide, de casi 4 cm de largo. (Halbinger,

1982) (Fig. 20).
Esta planta fue introducida al cultivo en Inglaterra en 1835, pero tomo

mucho tiempo establecerla en el gusto de los cultivadores y usarla en

programas de hibridacién. Las caracteristicas notables de esta planta son
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la produccién de inflorescencias hasta de 80 cm de longitud, erguidas, a
veces ramificadas, con muchas flores dispuestas en la misma direccion, de
larga duraciéon, coloracion variable y la produccién de hibridos de gran
calidad (Rittershausen y Rittershausen, 1979; Carpenter, M., 1988, entre

otros).
Floraciéon: Ocurre de mayo a junio y de septiembre a octubre.
Distribucién: En México (Veracruz y Chiapas), en Guatemala y El

Salvador, terrestre o litéfita en bosques huiimedos, de 1800 a 2800 m de

altitud.
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5. OBJETIVOS

5.1. General:

Disefiar una metodologia de micropropagacién in vitro eficiente para
la orquidea Rhynchostele bictoniense, que conduzca a su

conservacion ex situ.

5.2. Particulares:

Promover la proliferacion de R. bictoniense, a partir de la

multiplicacion de protocormos, brotes y plantulas cultivados in vitro.

Determinar la combinacién de factores (medio de cultivo, estado de
éste, combinacion de las fitohormonas contenidas en el agua de coco
y la concentracion de cinetina) que pueden promover en condiciones

de laboratorio el crecimiento de R. bictoniense y su desarrollo.
Determinar qué reguladores de crecimiento y qué concentraciones de
ellos estimulan la producciéon de biomasa y el desarrollo en esta
especie.

Determinar la cantidad de carbohidratos absorbidos por la planta
del medio de cultivo, durante diferentes etapas de desarrollo

buscando determinar su efecto en el crecimiento y desarrollo.

Iniciar el proceso de aclimatizacién de plantas de R. bictoniense.
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6. METODOLOGIA

6.1. Determinacion de las caracteristicas y condiciones de cultivo.

El material utilizado consistié en protocormos previamente obtenidos a
través de la germinaciéon asimbiética en el laboratorio un ano antes y
mantenidos bajo condiciones de obscuridad y desecacion gradual (Kishi y
Takagi, 1997) a 24+2 °C en el medio Knudson C (Sigma 4003, Tabla 1). Los
protocormos fueron utilizados enteros y seccionados. El experimento se
inicié6 con poco material (32 protocormos, uno por frasco y 4 repeticiones
por tratamiento) debido a que, a pesar de que se conté con suficiente
semilla para la obtencién de protocormos, la germinacién de esta especie
es pausada e irregular tomando en ocasiones varios meses, las semillas se
obtuvieron de plantas cultivadas provenientes originalmente de un bosque
de pino-encino del Municipio de Tlacolulan en la parte central del Estado

de Veracruz.

Los medios de cultivo empleados fueron dos versiones del medio Knudson
C, (Knudson, 1951) preparados por Sigma (K-4003 y K-4128, Tabla 1).
Ambas tienen un uso amplio para germinar semillas de muchas especies,
pero difieren en el contenido y fuente de nitrogeno, calcio y potasio. En
pruebas realizadas previamente, el medio K-4003 (SIGMA) favorecio la
germinacion y crecimierito de varios Rhynchostele, incluido R. bictoniense,
mientras que del medio K-4128 (SIGMA) no se contd con datos suficientes
(E. Aguirre, com. pers.) por ello fue necesaria una comparacién de su
efectividad. En esta fase del trabajo se estudiaron cuatro factores, el
primero constituido por los medios K-4003 y K-4128 (SIGMA) adicionados
con agua de coco al 20%, el segundo constituido por las fases solidas y
liquidas del medio en sus dos versiones, el tercero por la concentraciéon de
cinetina 0.5 mg/l y 1 mg/l y, por ultimo, el uso de protocormos enteros y

fraccionados. Todo lo anterior para cada una de las formulaciones de KC.

14



Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo

SALES INORGANICAS | MEDIO KC | MEDIO KC | MEDIO KC
4003 4128 ORIGINAL
Cantidad Cantidad Cantidad
mg/1 mg/1 mg/1
Sulfato de Amonio 500.0 500.0 500.0
Nitrato de calcio 4H20 694 .4 347.2 1000.0
Sulfato de cobre SH20 0.0624 0.0 0.0
Sulfato ferroso 7H20 25.0 25.0 25.0
Sulfato de Magnesio 122.25 122.25 0.0
Anhidro
Sulfato de Magnesio 0.0 0.0 250.0
7H20
Sulfato de Magnesio 5.682 5.682 75
Trioxido de molibdeno 0.016 0.0 0.0
Fosfato de Potasio 250.0 250.0 250.0
Monobasico
Sulfato de Zinc 7H20 0.331 0.0 25.0
Sacarosa 20 000 20 000 20 000

El empleo de cinetina como regulador de crecimiento se debi6é a su papel
en propiciar el crecimiento e incremento de biomasa, asi como su

enraizamiento y debido a que es la mas utilizada en géneros afines
(Hurtado, 1994).

La evaluacion referente a la multiplicacion y crecimiento, se hizo contando
el nimero de brotes bien definidos, asi como la formacién de cuerpos

parecidos a protocormos y crecimiento y desarrollo de plantulas.
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De todas estas variaciones se obtuvo la mejor combinaciéon para el
desarrollo de protocormos. Definiendo medio de cultivo, concentracion de

reguladores de crecimiento y el uso de protocormos enteros o fraccionados.

La temperatura a la que se mantuvieron los organismos fue la del
laboratorio (22 + 2 °C) y se registroé con un termémetro de maxima minima,

durante todo el experimento.

Al generarse los brotes a partir de protocormos, se subcultivaron en el
medio que mejores resultados produjo, para asi permitir la formacion de

plantulas y propiciar el aumento de biomasa.

Después que los protocormos formaron brotes, estos se subcultivaron para
la continuacién de su desarrollo. Se utilizaron envases transparentes
gerber y magenta GA7 con tapas translucidas para permitir una mayor
penetracion de luz (12.2 pmol m=2 s-1) y un mayor volumen en el caso del

segundo para las fases de mayor crecimiento.

A continuacion, y dependiendo del tamano, se continué con el tratamiento
o bien se transplantaron a balsas de membranas con microporos de
polipropileno (Adelber, 1993) en envases magenta GA7 (SIGMA) donde
siguieron con el incremento de biomasa, y asi concluir su crecimiento

dentro del laboratorio y continuar con la fase de aclimatizacién.

6.2. Aclimatizacion

Después de obtener plantas bien desarrolladas (pseudobulbos, raices y
hojas), de un tamano de 10 cm como minimo, se procedié a la fase de
aclimatizacion ex vitro, la cual consistio en trasplantar los organismos a
envases con una mezcla de peat-mos, agrolita y corteza de abeto,
suprimiendo el medio de cultivo. La humedad se mantuvo solamente

hidratando la mezcla con agua estéril en envases transparentes con tapa
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dentro del laboratorio, para su posterior manejo fuera de éste, un mes
después. Para el cultivo fuera del laboratorio de utilizaron envases de
unicel, con una base de tezontle y la mezcla descrita anteriormente,
cuidando de cubrir con una bolsa de plastico a los organismos durante las
primeras semanas, a fin de mantener la humedad y la temperatura

especialmente en los meses frios del ano.

6.3. Anailisis del medio de cultivo
Los analisis correspondientes a la absorcion de azucares, se realizaron
después de subcultivar los organismos cada 45 dias a medio fresco,

utilizando el medio asi desocupado para dichos analisis.

Un meétodo confiable y relativamente sencillo es la cuantificacion de
carbohidratos por el método de antrona (9-oxiantraceno), que reacciona
con los carbohidratos dando un color azul caracteristico. Esta reaccion
constituye la base para la determinacién de hexosas, aldopentosas y
acidos hexurénicos, ya sean libres o formando parte de polisacaridos.
(Osborne, 1986.)

En la determinacion de azucares totales en el medio, se emplearon las
muestras obtenidas después de cada transplante (correspondientes a 45,
90, 135, 180 y 225 dias), asi como muestras de medios sin utilizar de los
diferentes tratamientos y del agua de coco pura. Esta determinacién se
realizo con base en el método de cuantificaciéon de carbohidratos totales
utilizables (método manual de antrona de Clegg), modificandolo para las

necesidades de este estudio, el cual se describe a continuacion:
Se colocaron 25 pl de muestra de cada uno de los frascos (medio de

cultivo) y 5 ml de agua destilada, de ésta solucion se tomaron S00 pl, y se

les agregaron S00 nl de agua destilada.
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La curva patron se obtuvo con una solucién de glucosa (100 pg/ml) y se
realizo de la siguiente manera: Se colocaron 6 tubos, siendo el primero el
blanco y del segundo al sexto con concentraciones crecientes de glucosa

como se observa en la tabla 2.

Tabla 2. Datos para la curva patron.

Tubo |Glucosa| Agua | Reactivo de
pl ml antrona ml

Blanco 0 1000 5

1 60 940 5

2 80 920 S

3 100 900 S

4 200 800 S

5 400 600 5

A cada uno de los tubos se les agregaron 5 ml de la solucion de antrona

preparada como a continuacion se indica:

Antrona al 0.1% disuelta en una solucion de acido sulftrico al 70%,

preparada al momento de ser utilizada.

Cada uno de los tubos se agitaron para homogenizar la solucién y se
colocaron en bano maria por 12 minutos, se dejaron enfriar y se procedio a
hacer mediciones en el espectofotometro modelo Perkin Elmer UV/VIS
Spectromer Lambda 2S a 630 nm. Esta técnica se realizé para cada uno de
los tratamientos en cada una de las etapas de desarrollo (45, 90, 135, 180
y 225 dias de cultivo), asi como en el medio de cultivo sin ningun aditivo y
al agua de coco sola. Después de esto se realiz6 la conversiéon a mg/ml de
sacarosa para cada uno de los tubos, cuyos valores se promediaron para

poderlos graficar.
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6.4. DISENO EXPERIMENTAL RESUMIDO.

Tabla 3. Fase 1 Combinacion de factores 6ptimos de cultivo

Protocormos enteros Protocormos Fraccionados

KC 4003 KC 4128 KC 4003 KC 4128

Solido | Liquido | Sélido | Liquido | sélido | Liquido | Sélido | liquido

Cinetina 0.5 mg/1 Cinetina 1 mg/1

4 rep

4 rep 4 rep 4 rep 4 rep 4 rep 4 rep 4 rep

La unidad experimental en esta fase del estudio fue de un frasco con
20 ml de medio de cultivo y un solo protocormo, y cada tratamiento
cont6 con 4 réplicas.

Todos los tratamientos con agua de coco 20%.

Prueba estadistica para determinar la significancia de Ilos
tratamientos: Analisis de varianza factorial.

Factores de estudio: Medios de cultivo (KC4003 y KC4128), fases
solidas o liquidas del medio, concentracion de cinetina y €l uso de

protocormos enteros o fraccionados.

Tabla 4. Definicion del tratamiento 6ptimo y del uso de protocormos.

Medio KC 4003 Liquido
Cinetina 0.5 mg/1 y Agua de coco 20%

Protocormos enteros |Protocormos fraccionados
130 120 fracciones (60
protocormos)
65 repeticiones 60 repeticiones (30 por
fraccién)

Al obtener un mayor numero de organismos se realizé una segunda

prueba con el mejor tratamiento, con dos unidades experimentales

(protocormo) por frasco y un mayor numero de replicas:
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Tabla 5. Fase 2 Analisis de carbohidratos

Medio KC Medio KC con
agua de coco

20%

Medio KC con
cinetina (0.5 mg/])

Medio KC con
agua de coco
(20%) y cinetina
(0.5 mg/1)

11 repeticiones | 11 repeticiones

11 repeticiones

11 repeticiones

e Cada repeticion (frasco)

(protocormos).

con

dos

unidades

experimentales

o Factores de estudio: Los cuatro tratamientos de cultivo.

Tabla 6. Fase 3 Desarrollo de organismos y aclimatizacion

Medio de cultivo seleccionado

Combinacién de reguladores de crecimiento

Extraccion del laboratorio

® (Cada repeticién (frasco) con 2 unidades experimentales (protocormos).

e Conteo de organismos

definidas).

desarrollados

(estructuras

completas y
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7. RESULTADOS

7.1. Establecimiento de las condiciones 6ptimas para el cultivo de R.
bictoniense.

Dado que el propésito de este trabajo consisti6 en desarrollar una
metodologia que permitiera el crecimiento y desarrollo de R. bictoniense a
partir de explantes de material cultivado in vitro, la primera fase del
mismo, se dirigio a establecer la efectividad del medio de cultivo, su estado
mas conveniente, solido o liquido, y el tipo y la concentracién de

reguladores de crecimiento mas eficaces.

En la primera fase del experimento se subcultivaron protocormos enteros o
fraccionados en los medios K-4003 y K-4128 soélidos o liquidos adicionados
con agua de coco y cinetina a 1 mg/l. La mayoria de los protocormos
fraccionados no presenté cambios en cuanto a crecimiento (actividad)
(8/16) o murié (7/16) y s6lo un protocormo tuvo indicios de brote en el
medio K-4128 solido (Fig. 2). La muerte de los protocormos se debid
probablemente a la sintesis de metabolitos secundarios y a la
concentraciéon de cinetina utilizada, ya que estos mostraron claros signos
de oxidacion evidenciados por la sustitucién del color verde brillante por

un color café oscuro en las partes expuestas del tejido.

Cuando se cultivaron protocormos enteros en los mismos medios, el
numero de ellos que murié fue menor (5/16), 2 mostraron indicios de
brote en el medio K-4003 sélido y 9 no presentaron crecimiento (Figs. 3 y

4).
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a b
Fig. 1. a) Semillas de R. bictoniense y b) protocormos antes de ser colocados en los

tratamientos.

Respuestas observadas en protocormos
fraccionados

M sin crecimiento
H con crecimiento
'Omuertos

nimero de organismos

0 o

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4

Fig. 2. Respuestas mostradas por protocormos fraccionados después de 45 dias de
cultivo (primera fase de desarrollo)en el tratamiento que se indica, adicionado en
cada caso con 1 mg/1 de cinetina y 20% de agua de coco. Tratamiento 1: K-4003,
liquido; Tratamiento 2: K-4003, solido; Tratamiento 3: K-4128 liquido y tratamiento

4: Kc 4128 sélido. Las barras muestran la suma de las replicas por tratamiento.
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Respuestas observadas en protocormos enteros
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Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4

Fig. 3. Respuestas mostradas por protocormos enteros después de 45 dias de cultivo
(primera fase de desarrollo) en el tratamiento que se indica, adicionado en cada caso
con 1 mg/l de cinetina y 20% de agua de coco. Tratamiento 1: K-4003, liquido;
Tratamiento 2: K-4003, s6lido; Tratamiento 3: K-4128 liquido y tratamiento 4: Kc

4128 solido. Las barras muestran la suma de las replicas por tratamiento.

c d

Fig. 4. a) Protocormos sin crecimiento (izquierda) y con crecimiento presente por

aumento de tamaifio (derecha); b) Protocormos en crecimiento e inicios de brote; c)

Protocormos muertos por oxidacion y d) Inicio de brote en medio sélido.
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Con el propésito de evaluar el efecto de la concentracion de cinetina sobre
el crecimiento y desarrollo de los protocormos, se repitieron los
experimentos descritos lineas arriba pero disminuyendo a la mitad la
concentraciéon de cinetina. Cuando se cultivaron protocormos fraccionados
en los medios con menor cantidad de cinetina (0.5 mg/l), el niumero de
ellos que presenté indicios de brotes fue 3/16, los que no presentaron

crecimiento fueron S y los que murieron fueron 8 (Fig. 5).

Respuestas observadas en protocormos

fraccionados
4
/ o e—
28° | )
o g _| |@sin crecimiento |
| 5 Ly 1 | . . |
°E> 5 2 !Econ crecimiento
2 o ] e ‘ : 'Omuertos
° 11| Bl -
W = ] b V——== |-

Tratamiento 1  Tratamiento 2  Tratamiento 3  Tratamiento 4

Fig. 5. Respuestas mostradas por protocormos fraccionados después de 45 dias de
cultivo (primera fase de desarrollo) en el tratamiento que se indica, adicionado en
cada caso coz 0.5 mg/l de cinetina y 20% de agua de coco. Tratamiento 1: K-4002,
liquido; Tratamiento 2: K-4003, s6lido; Tratamiento 3: K-4128 liquido y tratamiento

4: Kc 4128 sélido. Las barras muestran la suma de las replicas por tratamiento.

Cuando se subcultivaron protocormos enteros en los medios con menor
cantidad de cinetina, el nimero de ellos que presenté indicios de brotes
fue 6/16, los que no presentaron crecimiento fueron 8 y los que murieron

fueron solamente 2 (Fig. 6).
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Respuestas observadas en protocormos enteros
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Fig. 6. Respuestas mostradas por protocormos enteros después de 45 dias de cultivo
(primera fase de desarrollo) en el tratamiento que se indica, adicionado en cada caso
con 0.5 mg/l de cinetina y 20% de agua de coco. Tratamiento 1: K-4003, liquido;
Tratamiento 2: K-4003, sélido; Tratamiento 3: K-4128 liquido y tratamiento 4: Kc

4128 sélido. Las barras muestran la suma de las replicas por tratamiento.

Una vez encontradas las mejores condiciones de cultivo: Medio K-4003
liquido y adicionados con cinetina 0.5 mg/l, utilizamos un mayor ntimero
de protocormos para confirmar las respuestas positivas obtenidas. Cuando
se sembraron protocormos fraccionados, el 64% (77/120) murié (Fig. 7),
en su gran mayoria por oxidacion y una fraccion pequena lo hizo por
contaminacion; en tanto que soélo 33% (43/130) de los enteros murieron,
en su mayoria por contaminacion. Los porcentajes de protocormos sin
crecimiento fueron: 20.8% (25/120) para los fraccionados y 36.9%
(48/130) para los enteros. El 23.2% de los protocormos (58/250)
mostraron indicios de brotes; de éstos 32.8% (19/58) fueron fraccionados

y 67.2% (39/58) fueron enteros (Figs. 7 y 8).
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Respuestas observadas en los protocormos

50"
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Namero de organismos

ENTERO BASAL APICAL
Tejido

Fig. 7. Respuestas mostradas por protocormos después de 60 dias de cultivo en
medio K-4003, adicionado con agua de coco al 20% y cinetina a 0.5 mg/l, en sus
tres diferentes formas de cultivo: enteros y fraccionados en dos partes (basal y

apical).

a b c d
Fig. 8. a) Brote obtenido a partir de protocormo entero después de 60 dias de
cultivo; b) Inicios de brotes en protocormos fraccionados, después de 60 dias de
cultivo; ¢) Inicios de brote a partir de protocormos fraccionados (izquierda), y de

protocormos enteros (derecha); d) Protocormos muertos por oxidacion.
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7.2. Medicion de azucares totales

Con el propésito de determinar el tiempo en que la planta deja de
consumir azucares del medio, como un indicador de que ésta es
autosuficiente debido a que ha comenzado a fotosintetizar, cuantificamos
la concentracion de azucares totales en los medios de cultivo a distintos
tiempos de desarrollo de los explantes, por el método de la antrona. En
cada uno de estos tiempos se analizaron también las respuestas de los

protocormos.

En el tiempo O la concentracién de azticares totales en el medio K-4003 sin
aditivos (Control) o adicionado con 0.5 mg/l de cinetina (Tratamiento 2)
fue de 20.98 y 20.13 mg/ml respectivamente. Esta concentracion
disminuy6 25% a los 45 dias de cultivo; a los 90 y 135 dias los azucares
del medio disminuyeron un 38%. El consumo de aztcares por los brotes
disminuy6 a partir de los 180 dias en un 45%, como puede inferirse por el
incremento de azucares en el medio, cuya concentracion se estabilizé a los
225 dias, alcanzando valores similares a los correspondientes a 45 dias.
Las concentraciones iniciales de azicares en el medio K-4003 con agua de
coco (tratamiento 1) o con agua de coco mas cinetina (tratamiento 3)
fueron superiores a 20 mg/ml. Estas concentraciones disminuyeron 56% y
60.7% a los 45 dias en los tratamientos 1 y 3, respectivamente. A los 90
dias el medio sujeto al tratamiento 1 tuvo un aumento de azucares con
respecto a la cifra obtenida a los 45 dias, pero menor a la registrada
inicialmente. El consumo de aztcares por los brotes sujetos al tratamiento
3 fue de 64.5% con respecto al observado a los 45 dias. A partir de los 135
dias el consumo de azucares por los brotes disminuyé paulatinamente, de
modo que a los 225 dias la concertacion de azuicares en los medios
(tratamientos 1 y 3) alcanzaron valores similares a los del inicio del

experimento (Fig. 9).
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Azucares totales en el medio de cultivo |
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Fig. 9. mg/ml de aziicares totales en el medio de cultivo en diferentes etapas de
desarrollo. Control.- Medio Kc 4003; Tratamiento 1.- Medio K-4003 con agua de
coco 20%; Tratamiento 2.- Medio K-4003 con cinetina 0.5 mg/l; Tratamiento 3.-
medio K-4003 con agua de coco 20% y cinetina 0.5 mg/l. Al inicio del experimento
se midieron medios de cultivo con los diferentes tratamientos sin utilizar (0 dias)
para determinar la cantidad de azicar inicial, asi como la medicién del agua de coco
sola y su resultado fue: Agua de coco sola: 21.418 mg/ml. Las desviaciones estindar
que se muestran corresponden a las maés altas presentadas por tratamiento durante

el experimento.

7.3. Crecimiento y desarrollo de R. bictoniense.

Al mismo tiempo que se tomaban las muestras de medios de cultivo para
medir azucares totales, se observaron las respuestas de las plantas a lo
largo del tiempo. Se observaron diversas respuestas en todos los
tratamientos a los 45 dias: sin cambio (20/88); incremento de tamano de
los protocormos (37/88); formaciéon de PLB (11/88); indicios de brote

(9/88) y muertos (12/88). De todos ellos 7 correspondieron al tratamiento
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1 y murieron por contaminacién, en tanto que los de los demas

tratamientos murieron por oxidacion (Fig. 10).

Respuestas observadas despues de 45 dias de

cultivo
12
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Fig. 10. Respuestas de los protocormos observadas después de 45 dias de cultivo,
antes de la cuantificacion de aziicares totales. Control.- Medio K-4003; Tratamiento
1.- Medio K- 4003 y agua de coco 20%; Tratamiento 2.- Medio K-4003 y cinetina 0.5
mg/l; Tratamiento 3.- Medio K-4003, cinetina 0.5 mg/l y agua de coco 20%. Las

barras muestran la suma de los protocormos.

a b c
Fig. 11. a) Diferencias entre un protocormos formando brote (izquierda) y PLB
(derecha); b) Crecimiento de un brote, nétese el aumento de tamaiio y la presencia

de hojas y ¢) Formacién de PLB’S con inicio de oxidacién.

29



A los 90 dias de cultivo, el incremento de tamano en los protocormos
continué siendo la respuesta mas frecuente en todos los tratamientos
(32/88); seguida por los inicios de brote (23/88), formacion de PLB
(12/88), muertos (15/88 y sin cambio (6/88). El desarrollo fue mas
evidente en los organismos cuyo medio contenia agua de coco y agua de

coco con cinetina. (Figs. 11 y 12).
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Fig. 12. Respuestas de los protocormos después de 90 dias de cultivo, antes de la
cuantificacion de azacares totales. Control.- Medio Kc 4003; Tratamiento 1.- Medio
K- 4003 y agua de coco 20%; Tratamiento 2.- Medio K-4003 y cinetina 0.5 mg/l;
Tratamiento 3.- Medio K-4003, cinetina 0.5 mg/l y agua de coco 20%. Las barras

muestran la suma de los protocormos.

Al cumplirse los 135 dias de cultivo, el desarrollo de brotes fue la
respuesta mas encontrada en los tratamientos (35/88), seguida por la
presencia de PLB (17/88), incremento de tamano y muertos (15/88 cada
uno), crecimiento y desarrollo de los brotes (3/88), y solo 3 organismos sin
cambio. Los protocormos sometidos a los tratamientos control y 2

presentaron una mayor tendencia a la formacion de PLB. (Figs. 11 y 13).
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| Respuestas observadas después de 135 dias de
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Fig. 13. Respuestas observadas en los protocormos después de 135 dias de cultivo,
previas a la cuantificacion de azicares totales. Control.- Medio Kc 4003;
Tratamiento 1.- Medio K-4003 y agua de coco 20%; Tratamiento 2.- Medio K-4003 y
cinetina 0.5 mg/l; Tratamiento 3.- Medio K-4003, cinetina 0.5 mg/l y agua de coco

20%. Las barras muestran la suma de los protocormos.
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Fig. 14. a) Crecimiento y desarrollo en los 4 tratamientos sometidos a la medicién
de aziicares. De izquierda a derecha: Medio control, tratamiento 1, tratamiento 2 y
tratamiento 3; b) Diferencias observadas en el crecimiento. Izquierda tratamiento 3,
derecha tratamiento 1; c) Brotes miiltiples obtenidos en el tratamiento 3; d) Brotes
obtenidos en el tratamiento 1, a los 180 dias de cultivo; e, f, g y h) Plantulas
después de 180 dias de cultivo en el tratamiento 3 en las que se aprecia la
formacion de raices, crecimiento, miltiples hojas y el inicio de formaciéon de

pseudobulbos.
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A 180 dias de cultivo solo 2 organismos de 88 continuaron sin crecimiento,
17 murieron y 11 incrementaron su tamano. Los PLB surgieron en 16
protocormos, con una mayor incidencia en el tratamiento 2; 30 de los 88
organismos alcanzaron la fase de brote y 12 de los 88 ya mostraban un
crecimiento y desarrollo de estructuras. El tUnico tratamiento que no
presentdé desarrollo de organismos fue el adicionado con cinetina

(tratamiento 2). (Figs. 11. 14 y 15).
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Fig. 15. Respuestas de los protocormos después de 180 dias de cultivo, previas a la
cuantificacion de aziicares totales. Control.- Medio K-4003; Tratamiento 1.- Medio
K- 4003 y agua de coco 20%; Tratamiento 2.- Medio K-4003 y cinetina 0.5 mg/l;
Tratamiento 3.- Medio K-4003, cinetina 0.5 mg/l y agua de coco 20%. Las barras

muestran la suma de los protocormos.

A los 225 dias, ultima fase del experimento, la respuesta mayoritaria fue
de desarrollo de plantulas (formacion de hojas, raices y pseudobulbos;
20/88); seguida por la formacion de brotes, ya mas grandes (25/88). Los
PLB continuaron su desarrollo en los tratamientos control y 2 (16/88), 8

con incremento de tamano, 18 muertos y solo uno inactivo (Figs. 16 y 18).
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Fig. 16. a, b, y c) Plantulas de R. bictoniense después de 225 dias de cultivo con sus

estructuras desarrolladas, listas para iniciar la fase de aclimatizacién.

c d

Fig. 17. a y b) Inicio de la fase de la aclimatizacién donde se colocaron las plantas

en sustrato estéril dentro del laboratorio antes de ser transplantadas fuera de este,

c y d) Plantas de R. bictoniense fuera del laboratorio.



Respuestas observadas después de 225 dias de cultivo
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Fig. 18. Respuestas de los protocormos después de 225 dias de cultivo, previas a la
cuantificacién de azucares totales. Control.- Medio K-4003; Tratamiento 1.- Medio
K- 4003 y agua de coco 20%; Tratamiento 2.- Medio K-4003 y cinetina 0.5 mg/l;
Tratamiento 3.- Medio K-4003, cinetina 0.5 mg/l y agua de coco 20%. Las barras

muestran la suma de los protocormos.
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Fig. 20. Rhynchostele bictoniense



8. Analisis de resultados.

8.1. Establecimiento de las condiciones y caracteristicas para el
cultivo de R. bictoniense.

La germinacion de las semillas de R. bictoniense ocurrié entre 3 y 6 meses
después de la siembra, razon por la cual al inicio del trabajo se conté solo
con 32 protocormos aproximadamente. Una vez obtenidos éstos, se
mantuvieron en condiciones de oscuridad y desecacion gradual para su
optima conservacion siguiendo el procedimiento descrito por Kishi y
Takagi, (1997) a 24+2 °C en el medio Knudson C (Sigma K-4003, Tabla 1 y
Figura 1). Los protocormos se sometieron a los diferentes tratamientos
para iniciar la fase de multiplicacion celular y de generacion de brotes. Los
protocormos mostraron actividad un mes después de iniciada esta fase. Al
observar las diversas respuestas se encontré6 que los protocormos
fraccionados tendian a la oxidacion, la cual pudo deberse a que fueron
expuestos a una concentracion muy alta de cinetina (Hurtado, et al., 1994)
(1 mg/]) (Figs. 1, 2 y 3). Esta tendencia a la oxidaciéon también se presenté
en los protocormos que tuvieron la concentracién baja de la hormona (0.5
mg/l) (Figs. S y 6), por lo que no se descarta que otro factor importante
para la oxidacion de los organismos fue la exposicion del tejido fresco a las
condiciones del medio de cultivo al momento de ser fraccionados, ya que
en el tratamiento en que los protocormos se colocaron enteros, y con la
dosis baja de cinetina, la mortalidad por oxidacién fue menor. Como parte
del experimento se realizd un analisis de varianza, cuyo resultado nos
indic6é que la mejor condiciéon experimental para el crecimiento y desarrollo
de los protocormos de R. bictoniense fue el medio K-4003 liquido, en
combinacién con cinetina 0.5 mg/l y agua de coco al 20%. Esta conclusion
se reforzo al observar que los protocormos transplantados a este mismo
medio después de 45 dias, mostraron un notable crecimiento y desarrollo,
dejando muy por debajo las caracteristicas de los brotes presentadas en

los demas tratamientos y eliminandose por completo la oxidacion (Fig. 8).
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Con el propésito de corroborar la efectividad de este medio de cultivo en el
desarrollo de la especie, al obtener mas protocormos estos se
subcultivaron tanto enteros como fraccionados. Los resultados obtenidos
fueron similares a los de la etapa anterior: a los 45 dias de cultivo muchos
de los organismos enteros no mostraron actividad y los fraccionados
comenzaron a oxidarse. Al cambiarlos a medio fresco (cada uno de sus
tratamientos), los organismos continuaron con su desarrollo, siendo los
enteros los que mayor numero de inicios de brotes presentaron. Sin
embargo, debido a su etapa inicial de desarrollo, 43 de los 130
protocormos enteros murieron porque el medio de cultivo se contaminé
con un hongo; en tanto que la muerte de los protocormos fraccionados

continué siendo en su mayoria por oxidacion y clorosis, presentandose

también la contaminacién aunque posterior al inicio de la oxidacion (Figs.

v IZT.

. . . . u.
El crecimiento de los protocormos fraccionados fue casi 4 veces menor que

N.A.M CAMPUS

el de los enteros, y los brotes de los primeros fueron mas pequenos y
débiles. (Fig. 8). En esta etapa también se observo que a los 45 dias el
cambio experimentado en su gran mayoria era crecimiento del protocormo,
formacion de una a tres hojas, con una talla promedio de 2.8 cm y un peso
de 0.15 g y en algunos casos se pcdia apreciar indicios de formacién de
raices y de PLB en la base de los brotes. (Figs. 7 y 8). Los resultados
descritos hasta aqui nos permiten asegurar que la combinaciéon agua de
coco al 20%/cinetina a 0.5 mg/l probada es un buen aditivo para la
multiplicaciéon celular de los protocormos, €l incremento de biomasa, la

formacion de brotes y el enraizamiento de las plantulas.

Los protocormos sometidos a los tratamientos restantes mostraron
respuestas similares (Figs. 2, 3, 5, 6 y 7): muerte por oxidaciéon de la
mayoria de los organismos fraccionados y presencia de pequernios brotes en

los enteros. En ningun caso se observo mejora alguna sobre las respuestas
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que presentaron los protocormos enteros sembrados en el medio K-4003
liquido adicionado con agua de coco y cinetina. Estos resultados
demuestran que la ausencia de crecimiento de los organismos
fraccionados o enteros en los demas tratamientos se debié como ya se
explicd, probablemente a la alta concentracion de la cinetina (1 mg/l) y
posiblemente a la exposicion del tejido fresco al aire y/o a la exposicion del

medio y condiciones de cultivo.

Se ha reportado que el medio KC en su formulacion original (Knudson,
1951) permite la germinacion de semillas de orquidea, el crecimiento y la
generacion de brotes y la formacion de raices y PLB (Rubluo, 1993;
Wilfred, 1966) . El hecho de que el medio K-4003 rindiese mejores
resultados en el crecimiento de los organismos se debe, muy
probablemente, al distinto contenido de sales totales y a las diferentes
proporciones de N*3, Ca*2, S*6, Mg*2, y Zn*? (Hartmann, 1975; Thompson,
1977). Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los
reportados por otros investigadores, quienes demostraron que las
modificaciones hechas a la composicion del medio KC original, al
reformularlo como K-4003, no alteran su utilidad para el cultivo de estos y

otros explantes de orquideas (Ernst y Arditti, 1993) (Tabla 1).

Entre los reguladores de crecimiento mas ampliamente utilizados en el
cultivo de orquideas estan las citocininas (Krikorian, et al., 1990; Mok, et
al.,, 2000), que se sabe estimulan la divisién celular. Algunas de las mas
utilizadas son: BA, 2iP y cinetina ~hormona sintetizada quimicamente-; el
efecto de esta ultima es mucho mas potente que el de la adenina (Hurtado,
1994). Un exceso de hormonas en el cultivo puede producir mutaciones en
los protocormos (Lam, et al, 1991), o como en este caso, las
combinaciones de citocininas y auxinas no indujeron una mejoria en las

respuestas presentadas por lo cual no se incluyen en este escrito.
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El agua de coco es ampliamente utilizada en cultivos in vitro de orquideas,
ya que aumenta la proliferacién de brotes y de protocormos (Arditti, 1993;
Krikorian, et al., 1990; Lam, et al, 1991), y se considera un aditivo
organico rico en hormonas vegetales (auxinas, citocininas y giberelinas) y
azucares (Arditti, 1993). El efecto del agua de coco sobre el crecimiento de
los protocormos reportado en este trabajo concuerda con lo reportado por
los autores ya mencionados. Adicionalmente, nuestros resultados
muestran que la promocion del crecimiento de los organismos por el agua
de coco se potencia adicionando cinetina tal y como sucede con el

tratamiento 3 (K-4003, 20% de agua de coco y 0.5 mg/1 de cinetina) .

La combinacién del agua de coco y cinetina como mejor tratamiento en
este estudio, se debe muy probablemente a los componentes del agua de
coco, entre los que destaca la presencia de auxinas. Se sabe que estas
ultimas en combinacién con citocininas tienen una interaccion muy
estrecha para la division celular y la diferenciacion (Hurtado, 1994), lo
cual se pudo constatar en este estudio ya que los tratamientos aplicados
utilizando sélo cinetina o inicamente agua de coco no tuvieron los mismos
resultados (Fig. 14) por lo que es posible decir que probablemente existe
un efecto sumado entre ambas sustancias y que tal vez se da un

sinergismo tal y como sucede entre auxinas-citocininas (Hurtado, 1994).

El metabolismo de las citocininas ha sido estudiado recientemente (Mok,
2000) y se han encontrado genes especificos los que dan como resultado la
division celular. Sabiendo que existe un sinergismo entre auxinas y
citocininas para la division celular y el crecimiento de tejidos y que la
variacion en sus concentraciones es un factor importante de desarrollo, ya
que cuando la concentracién de citocininas es mayor ocurre la
diferenciacion de yemas y brotes (Hurtado. 1994), entonces se puede ver

que los resultados obtenidos coinciden con los datos presentados.
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Las condiciones de cultivo establecidas en el laboratorio, pueden
considerarse adecuadas para inducir la multiplicacion de R. bictoniense.
Las temperaturas maxima — minima fueron de 25 - 20 °C respectivamente
durante todo el tiempo del experimento. Con respecto a la luz, las
lamparas utilizadas (Philips, cool white 20W) operaron durante
fotoperiodos regulares de 16 horas luz seguidos de 8 de obscuridad,
proporcionando una irradiacion de 12.2 pmol m=2 s'!. Aunque en la
literatura se ha senalado como 6ptima una radiacién de aproximadamente
20 pmol m= s-l, los organismos presentaron una buena respuesta a la
emision proporcionada en el laboratorio, la cual fue benéfica muy
probablemente debido al empleo de envases con tapa de polipropileno
transparente, evitando asi la reduccion de la cantidad de luz, causada por

tapas de papel aluminio que comunmente se usan.

8.2. Analisis del medio de cultivo.

Durante las etapas iniciales de su desarrollo los protocormos obtienen los
azucares del medio de cultivo, hasta que son capaces de fotosintetizar y
puede iniciarse la fase de aclimatizacion separandolas del medio de
cultivo, para lo cual fue necesario cuantificar la pérdida de azucares del
medio y asi determinar el momento en que ya no necesitan la adicién de

azucares. Para ello se midio6 la concentracion de carboh:dratos totales.

En la Figura 9 se observan las variaciones en las concentraciones de
sacarosa de los medios a lo largo del tiempo para cada tratamiento, asi
como las desviaciones estandar mas grandes por cada uno de los
tratamientos, las cuales se agruparon en los datos correspondientes a las
primeras mediciones, esto nos hace suponer razonablemente que se
debieron a errores de experimentacion, los cuales se redujeron conforme
paso el tiempo y la técnica se fue perfeccionando, ya que al realizar las
mediciones correspondientes a las demas fechas de subcultivo, sus

desviaciones estandar se redujeron en una cuarta parte. Los tratamientos
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control y 2 muestran una tendencia similar: durante las primeras fases de
desarrollo de los protocormos la concentraciéon de sacarosa disminuye,
alcanzando los valores iniciales hasta los 225 dias. Sin embargo, a pesar
de que a este tiempo los organismos ya no consumian azucares del medio,
no se observd el desarrollo de raices ni de pseudobulbos, solamente
contaban con hojas pequenas y PLB. Este grado de desarrollo de los
organismos imposibilité el inicio de su aclimatizacion fuera del laboratorio.
Estos resultados demuestran que la sola presencia de cinetina no es
suficiente para el desarrollo de los protocormos (tratamiento 2) y mucho

menos el medio sin aditivos (tratamiento control) (Figs. 10 ala 15y 18).

En cuanto a los tratamientos 1 y 3, en las primeras etapas del experimento
la concentracion de azucares disminuyé en el medio de cultivo con
respecto a los controles y fue similar a los otros tratamientos. Después de
los 90 dias los medios con el tratamiento 1 muestran un incremento en la
concentracion de azucares con respecto a la primera medicién, que
podemos atribuir razonablemente al agua de coco con la que se preparo el
medio, los cuales pueden variar su concentraciéon en ella. Por lo contrario,
en los medios del tratamiento 3 disminuy6 drasticamente la concentracion
de azucares con respecto a la primera medicién, mostrando una tendencia
similar a la de los demas tratamientos. La formaciéon de brotes en el
tratamiento 3 fue la respuesta mas frecuente en esta etapa del
experimento. Por otro lado, a pesar de la presencia de brotes en los
organismos sujetos al tratamiento 1, éstos no fueron tan vigorosos ni de
las tallas alcanzadas por los del tratamiento 3. (Fig. 14). A los 135 dias las
concentraciones de azlUcares en ambos tratamientos comenzaron a
aumentar de una manera muy similar; reflejo de la disminucion del
consumo de azucares por los organismos, ya que comenzaron a adquirir la
capacidad de ser autosuficientes (Van Huylenbroeck, et al., 1996) y por lo

tanto se liberaron de la dependencia de los aztuicares del medio de cultivo.
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En esta etapa los valores de azucares en los medios mostraron una
tendencia ascendente comparable a los datos obtenidos en el medio
control. Simultaneamente los brotes iniciaron el desarrollo de raices, el
crecimiento y aumento del numero de hojas y la formacion de
pseudobulbos. Los organismos en el tratamiento 3 fueron mas vigorosos
que los cultivados en el tratamiento 1, lo que nos permitié separar
explantes del primero para la formaciéon de nuevas plantas; mientras que
en el tratamiento 1 aunque el desarrollo fue evidente, las plantulas y
brotes fueron menos vigorosas, y con raices mas pequenas y en menor
numero. A los 225 dias en el tratamiento 3, se pudieron observar
organismos bien desarrollados con la posibilidad de iniciar su
aclimatizacion fuera del laboratorio y de separar nuevas plantulas que

continuaran con su desarrollo. (Figs. 10 ala 16y 18).

Con estos datos se pudo observar que el consumo de azucares efectuado
por los organismos tuvo relacion con el crecimiento de éstos y que en las
primeras etapas de desarrollo los aztcares son sumamente importantes y
consumidos continuamente, permitiendo el aumento de tamano y la
formacion de brotes o PLB. Conforme se desarrollan los organismos, su
actividad fotosintética aumenta y después de un tiempo ya no es necesaria
la sarcarosa contenida en el medio de cultivo para su crecimiento dptimo.
El mayor numero de organismos con desarrollo, de mejor tamano y
posibilidades de iniciar su aclimatizacion correspondio a los del
tratamiento 3 adicionado con agua de coco al 20% y cinetina a 0.5 mg/l.
Cabe mencionar que los organismos sujetos a los tratamientos control (sin
aditivos) y 2 (cinetina 0.5 mg/l), aunque en un principio mostraron un
aumento de tamaro e inicios de brote, desarrollaron solamente un mayor
numero de PLB; mientras que los del tratamiento 1 (agua de coco al 20%)
aunque mostraron buenas respuestas, estas fueron un tanto mas lentas
coincidiendo a la formaciéon de organismos de menor talla y en general

menos vigorosos. (Figs. 7 a 18)
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Kishi en 1997 y Vaz en 1998 realizaron estudios de absorcion de azucares
en el medio de cultivo por plantas y reportaron que alrededor del 20% de la
sacarosa presente es transformada en glucosa y fructuosa, estos datos nos
hacen suponer que algo similar sucedié en este estudio ya que las
condiciones de esterilizacion fueron iguales y considerando que los
organismos se subcultivaban cada 45 dias en medio nuevo, podemos
suponer razonablemente que la sacarosa presente fue absorbida por ellos y
que nuestras mediciones correspondieron a los azucares transformados y

a los no utilizados por la planta conforme paso el tiempo.

8.3. Aclimatizacion

Después de 225 dias de desarrollo in vitro 12 plantas (de un tamano entre
10 y 12 cm y con pseudobulbos bien desarrollados, hojas y raices) fueron
extraidas de los envases que contenian medio de cultivo (Fig. 16) y se
transfirieron a recipientes de polipropileno con una mezcla de turba (peat
mos), agrolita y corteza finamente molida humedecida con agua destilada
estéril. Las plantas se mantuvieron en este sustrato durante un mes
dentro del laboratorio. Posteriormente éstas se enjuagaron con agua
potable para eliminar los restos del medio de cultivo y fueron ventiladas
durante dos dias en un sitio fresco protegido de la luz solar directa. A
continuacioén los organismos se plantaron en vasos de unicel de 10 x 7 cm,
que contenian la mezcla mencionada. El fondo de los recipientes fue
acondicionado con tezontle para permitir el drenaje. Las plantas se
colocaron dentro de una bolsa de polietileno con una abertura superior
para permitir una ventilacion adecuada (Fig. 17). Ocho meses después de
retiradas del cultivo in vitro, las plantas se encuentran en buenas
condiciones; las tallas alcanzadas son de 12 a 15 cm, con pequenos brotes
y se muestran vigorosas y capaces de continuar su crecimiento en
condiciones ambientales de 23°C aproximadamente y ciclos de iluminacion

natural. A pesar de que en esta etapa no ha habido una evaluacion
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fisiologica, puede considerarse que el descrito ha sido un buen tratamiento

para la aclimatizacién ex vitro de la especie (Fig. 17 y 19).

Rhynchostele agrupa plantas de crecimiento lento. En el campo es posible
observar plantas que muestran la primera floracién alrededor del quinto y
sexto ano después de su germinacion (Aguirre, com pers.) y se carece de
datos cuantitativos de su cultivo in vitro, por lo tanto no es posible
establecer comparaciones con los datos obtenidos en otros géneros como
Cattleya (Mauro, et al., 1994) que son plantas mas vigorosas y con una
mayor biomasa aun en etapas tempranas, lo que nos enfatizé la necesidad

de generar mas informaciéon sobre Rhynchostele.
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9. Conclusiones.
Los métodos empleados en este trabajo permiten obtener la germinacion
de semillas, multiplicacion de protocormos y posteriormente de plantas de

R. bictoniense.

El tratamiento con medio K-4003, agua de coco al 20% y cinetina 0.5
mg/l, permitio la mayor estimulacion del crecimiento, la formacion de
brotes, el aumento de numero y tamafio de hojas asi como la obtencién de

raices y pseudobulbos que finalmente formaron plantas.

El agua de coco tiene una gran capacidad de inducir la proliferacion de
protocormos, de cuerpos parecidos a protocormos (PLB), el aumento de
biomasa y el enraizamiento, por lo que deberia ser ampliamente utilizada

para los fines ya descritos.

Las condiciones de las plantas manejadas ex vitro hasta el momento,
permiten suponer que su aclimatizacién fuera del laboratorio es posible
bajo el procedimiento seguido y que los resultados seran satisfactorios

para un mayor numero de plantas.

Las concentraciones de azucares presentes en el medio de cultivo en las
diferentes etapas de desarrollo fueron un indicador acerca del desarrollo y

el tiempo mas acertado para iniciar la fase de aclimatizacion.

La concentracion de azucares en el medio esta relacionada con el
crecimiento y desarrollo de R. bictoniense, concluyéndose que a etapas
tempranas los azicares son absorbidos y utilizados en el crecimiento de
los organismos. El mayor consumo de azucares ocurre en ectapas
intermedias y es en las etapas finales donde se observé que estas

concentraciones tuvieron una tendencia similar a las reportadas al inicio
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del experimento, indicando que las plantas son capaces de ser

autosuficientes.

Es posible suponer que esta metodologia pueda adecuarse a otras especies

del género Rhynchostele, contribuyendo asi a su conservacion ex situ.
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