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RESUMEN

México es un pais megadiverso, dentro de su biodiversidad se encuentra la familia de las
orquideas, que en el Estado de México de acuerdo con la Secretaria del Medio Ambiente se
han reportado 202 especies que representan el 15 % de las aproximadamente 1,260 que tiene
la republica mexicana. La mayoria de las especies se encuentran en alguna categoria de riesgo
establecida en la NOM-059-SEMARNAT-2010, debido al saqueo indiscriminado,

destruccion del hébitat, cambio del uso del suelo y contaminacion ambiental.

En el sur del Estado de México Laelia autumnalis ha disminuido drasticamente sus
poblaciones principalmente por la venta de ejemplares para diversas festividades y por
destruccion de su habitat. Ante esto y de acuerdo con el objetivo de desarrollo sostenible
nimero 15 menciona que se deben “tomar medidas urgentes para reducir la pérdida de
habitats naturales y biodiversidad que forman parte de nuestro patrimonio comin” y que esta
relacionado con el plan nacional de desarrollo 2020, que en su objetivo 3 menciona que se
deben “incrementar las practicas de produccion sostenible en el sector agropecuario frente a
los riesgos agroclimaticos” también encaminado a la conservacion de la biodiversidad. Por
todo esto es indispensable generar estrategias que fomenten la recuperacion de los

ecosistemas.

Una alternativa ante esta problematica es la biotecnologia especialmente el cultivo in vitro
que puede contribuir en forma importante a la rehabilitacién de ecosistemas y paisajes

degradados y asistir a los programas de conservacion de especies como las orquideas.

En este sentido, la morfogénesis es una técnica del cultivo in vitro que permite generar
material vegetal con las caracteristicas adecuadas para su restablecimiento en los
ecosistemas. Esta técnica ademas puede ser mejorada con el uso de moléculas sefial como el
acido salicilico (AS), que participa en la respuesta de tolerancia ante estrés bidtico y abiotico;
ademas participa en varias funciones fisiologicas de las plantas; por lo que el objetivo de este
trabajo fue inducir procesos morfogénicos en explantes de hoja y raiz de microplantas de L.
autumnalis precultivadas en AS, para lo cual se mantuvo una fuente permanente de material

biologico de L. autumnalis en condiciones in vitro. Después las microplantas se subcultivaron



en medios Murashige y Skoog con AS 0 (testigo) y 10 M durante 2 meses. Posteriormente
de esas microplantas se obtuvieron los explantes: A) hoja completa, B) raices con apice, C)
raices sin dpice que fueron subcultivados en medios MS con auxinas (ANA y 2,4-D) y/o
citocininas (BAP y TDZ) en diferentes concentraciones y se mantuvieron en incubaciéon en
un fotoperiodo de 16 h luz y 8 oscuridad, por 4 meses. El mismo experimento se realizé en
condiciones de total oscuridad. Se evalu6é nimero de: explantes oxidados con algin proceso
morfogénico (callos o brotes de novo), etiolados y verdes. Los resultados se reportaron en

porcentajes y fueron analizados con estadistica descriptiva.

Los explantes de microplantas de L. autumnalis precultivadas en AS e incubadas en
oscuridad, mostraron menor oxidacion y mayor induccion de procesos morfogénicos
mediados por la auxina ANA y citocinina BAP. El explante de raiz de L. autumnalis es el

mas apto para inducir callo y brotes de novo, mientras que el de hoja solo para brotes de novo.



ABSTRACT

Mexico is a megadiverse country. Within its biodiversity is the orchid family, which in the
State of Mexico, according to the Environment Department, 202 species have been reported,
representing 15 % of the approximately 1,260 that exist in Mexico. Most species are in some
category of NOM-059-SEMARNAT-2010, due to indiscriminate looting, destruction, land

use change, and environmental contamination.

In the south of the State of Mexico, Laelia autumnalis populations have drastically decreased,
mainly due to the sale of specimens for various festivities and the destruction of its habitat.
Therefore, and under sustainable development goal number 15, which mentions that "urgent
measures must be taken to reduce the loss of natural habitats and biodiversity that are part of
our common heritage" and related to the 2020 national development plan, which in its
objective 3, it mentions that "sustainable production practices in the agricultural sector should
be increased in the face of agroclimatic risks" also aimed at the conservation of biodiversity.
Because of this, it is essential to generate strategies that promote the restoration of

ecosystems.

An alternative to this problem is biotechnology, especially in vitro culture, which can
contribute significantly to the restoration of degraded ecosystems and landscapes and assist

conservation programs for species such as orchids.

Morphogenesis is a in vitro culture technique that allows the generation of necessary plant
material with the appropriate characteristics to restore ecosystems. These techniques can be
improved with the use of signal molecules such as salicylic acid (SA), which participates in
the tolerance response to biotic and abiotic stress; it also participates in various physiological
functions of plants; Therefore, the purpose of this work was to induce morphogenic processes
in leaf and root explants of Laelia autumnalis micro plants precultured in salicylic acid. A
permanent source of biological material of L. autumnalis was maintained under in vitro
conditions. The micro plants were then subcultured in MS media with AS 0 (control), or 10
> M for 2 months. Subsequently, explants were obtained from these micro plants: A)
completed leaves, B) roots with apex, or C) roots without apex that were sub-cultured in MS

media with auxins (ANA and 2,4-D) and/or cytokinins (BAP and TDZ). in different



concentrations and were kept incubated in a photoperiod of 16 h light and 8 h dark, for 4
months. The same experiment was carried out in conditions of total darkness. The number of
explants oxidized with some morphogenic process (calluses or de novo shoots), etiolated,
and green ones were evaluated. The results were reported in percentages and analyzed with

descriptive statistics.

The explants of L. autumnalis micro plants precultured in AS and incubated in the dark
showed less oxidation and a better induction of morphogenic processes mediated by auxin
ANA and cytokinin BAP. The root explant of L. autumnalis is the most apt to induce callus

and de novo shoots, while the leaf explant produces de novo shoots.
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1. INTRODUCCION

Meéxico es uno de los cinco paises megadiversos del mundo. Concentra entre 10y 15 % de
las especies terrestres en solo 1.3 % de su superficie. Orchidaceae es una familia de las
angiospermas y taxondmicamente es mas especializada de las monocotiledoneas (Luna et al.,

2011).

En México existen mas de 1,260 especies de orquideas, siendo el porcentaje de endemismo
de 40 % de especies y 8 % de géneros (Soto et al., 2007). Los estados con mayor diversidad
de estas especies son: Estado de México, Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Puebla, Hidalgo, San
Luis Potosi, Guerrero, Michoacén, Jalisco, Nayarit y Sinaloa. Debido a su gran diversidad
morfoldgica y larga duracion de flores, el comercio ornamental de las orquideas se ha

expandido notablemente en las Gltimas décadas (Soto, 1996).

Las orquideas son de las plantas mas vulnerables, debido a la sobreexplotacion del medio
silvestre, trafico ilegal, pérdida de héabitat y cambio climatico. Varios paises desarrollados,
demandan orquideas silvestres a los paises con mayor riqueza de estas plantas, tales como
los ubicados entre el tropico de Cancer y Capricornio (Swarts y Dixon, 2009). En México
ademads se suman actividades de comercio ilegal, deforestacion, cambio de uso de suelo para
actividades agropecuarias y avance urbano; cambio climatico acelerado por la gran

concentracion de carbono en la atmdsfera (Najar, 2011; Sanz, 2011).

De acuerdo con el objetivo de desarrollo sostenible 15 “vida de ecosistemas terrestres”, se
deben tomar medidas urgentes para reducir la pérdida de hébitats naturales y biodiversidad

que forman parte de nuestro patrimonio comun (ONU, 2015).

La biotecnologia es uno de los muchos recursos que pueden contribuir en forma importante
a la rehabilitacion de ecosistemas y paisajes degradados y asistir a los programas de

conservacion de especies como las orquideas (Roldan y Garde, 2014).

Por ello se han desarrollado varios métodos de micropropagacion mediante morfogénesis

directa e indirecta en este género como la propagacion clonal a través de cultivo de hojas,



cultivo de yemas florales, asi como la induccion de callo embriogénico y el cultivo de células

en suspension (Park ez al., 2002).



2. ANTECEDENTES

2.1 Biodiversidad

2.1.1 ;Qué es la biodiversidad? Importancia de la biodiversidad

La biodiversidad, es la variedad de la vida. Este concepto reciente incluye varios niveles de
organizacion biologica: abarca a la diversidad de especies de plantas, animales, hongos y
microorganismos que viven en un espacio determinado, a su variabilidad genética, los
procesos ecologicos y evolutivos que se dan a nivel de ecosistemas y paisajes (CONABIO,

2022).

La biodiversidad que vemos hoy en dia es el resultado de aproximadamente 4.5 miles de
millones de afos de evolucion, influenciados cada vez mas por el ser humano. Esta, también
constituye una red vital de la que dependemos como fuente de: alimentos, agua, medicinas,
clima estable y crecimiento econdémico, entre otras (ONU, 2020). Por otro lado, los
ecosistemas nos generan recursos bioldgicos que nos nutren, nos visten y nos proporcionan
alojamiento, (CEPAL-PNUMA, 2002). Mas de la mitad del PIB (Producto Interno Bruto)
mundial depende de la naturaleza y, de manera particular, de los bosques la subsistencia de

mas de mil millones de personas (ONU, 2020).

2.1.2 La biodiversidad de México

Se reconocen como paises megadiversos aquellos que contienen un porcentaje extraordinario
de la biodiversidad del planeta. En este caso, México es un pais privilegiado por su
biodiversidad y en conjunto con Brasil, Colombia e Indonesia se ubica en los primeros
lugares entre los paises megadiversos (Figura 1). Esto se debe a que se encuentran casi todos

los tipos de ambientes naturales que se conocen sobre la Tierra (Gispert, 2010).



Pais Plantas Mamiferos Aves  Reptiles Anfibios

vasculares

Brasil 56215 578 1712 630 779
Colombia 48000 456 1815 520 634
China 32200 502 1221 387 334
Indonesia 29375 667 1604 511 300
México 23375 535 1107 804 361
Venezuela 21073 353 1392 293 315
Ecuador 21000 271 1559 374 462
Peru 17144 441 1781 298 420
Australia 15638 376 851 880 224
Madagascar 9505 165 262 300 234
Congo 6000 166 597 268 216

Lugar de Mexico 5 3 8 2 5

Figura 1. Posicion de México entre los paises megadiversos, de acuerdo con: Llorente-Busquets y Ocegueda

(2008 tomado de Gispert, 2010).

Dentro de esta biodiversidad mundial se encuentra la familia de las orquideas que es
importante por los ecosistemas y por la economia subyacente a ella. Dentro de las zonas con
mayor diversidad de orquideas en el mundo destacan las regiones septentrionales de los
Andes sudamericanos, las montafas del Istmo centroamericano, Madagascar, el sureste de
China, asi como las islas de Sumatra, Borneo y Nueva Guinea (Pupulin y Bogarin, 2004),
representando 25 mil especies de orquideas (Chase ef al., 2003). Orchidaceae es una familia
de las angiospermas y taxondmicamente es la mas especializada de las monocotiledoneas
(Luna et al., 2011). De las cuales en México existen mas de 1,260 especies, siendo el
porcentaje de endemismo de 40 % de especies y 8 % de géneros (Soto et al., 2007), y
concentra entre 10 y 15 % de las especies terrestres en solo 1.3 % de su superficie (Luna et

al., 2011).



2.2 Orquideas

En América, México ocupa el cuarto lugar a nivel mundial de biodiversidad (Plascencia et
al.,2011). De los grupos taxondmicos mejor representados en la flora mexicana conocida se
enlistan seis familias: Asteraceae, Poaceae, Orchidaceae, Fabaceae, Rubaceae y Cactaceae
(Rzedowski, 1998), entre las que destaca la familia Orchidaceae (Llorente-Bousquets y
Ocegueda, 2008). Esta diversidad en la familia se debe, entre otras cosas, a los procesos
evolutivos por la presion selectiva del ambiente a través de los afios (Chase et al., 2003), a la
adaptacion a diversos ecosistemas y a las interacciones que existen con otros organismos de
su entorno (Hagsater et al., 2005). Soto-Arenas (1993; en Pridgeon, 1994), asegura que “las
orquideas se concentran generalmente en areas muy especificas, que son importantes por la

riqueza y diversidad de sus poblaciones o por sus endemismos”.

Los estados con mayor diversidad de orquideas son: Estado de México Nayarit, San Luis
Potosi, Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Puebla, Hidalgo, Guerrero, Michoacdn, Jalisco y Sinaloa.
Debido a su gran diversidad morfoldgica y larga duracion de flores, se ha expandido
notablemente en las ultimas décadas su comercio ornamental (Soto, 1996). El Estado de
Meéxico ocupa el tercer lugar a nivel nacional en diversidad de especies de orquideas
(Ceballos et al., 2009); en este sentido, la Secretaria del Medio Ambiente, (2010) menciona
que el Estado de México, se han reportado 202 especies de orquideas que representan el 15
% de las aproximadamente 1,260 que tiene la Republica Mexicana. De acuerdo con cifras
que se establecen en estudios estatales por Nava (2008), Ocuilan de Arteaga es el municipio
donde se encuentra la mayor diversidad con 144 especies, agrupadas en 48 géneros. Por otro
lado, a partir de datos de herbario como el de la Asociacion Mexicana de Orquideologia
(AMO), el Herbario de la Universidad Autonoma de México (MEXU) y el Herbario de la
Universidad Metropolitana (UAMIZ), para el municipio de Temascaltepec se reportan 78
especies, para Tenancingo 26 y para Villa Guerrero 5, lo que refleja la riqueza de especies

en el sur del Estado de México.

2.2.1 Género Laelia

Etimoldgicamente Laelia es dedicada a Laelia, una de las virgenes del templo de Vesta en la

mitologia romana (Szeszko-Fabila, 2010). El enlace tropical de Norte, Centro y Sudamérica
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puede albergar a otros géneros de importancia ademas de Laelia como: Cattleya, Epidendrum
y Encyclia, que sobresalen como un grupo vistoso de gran atractivo en México (Lee ef al.,
2010). Laelia agrupa aproximadamente 11 especies de las cuales algunas son epifitas
silvestres originarias de México, y han sido reportadas en las sierras de la vertiente del Golfo
de México en los Estados de México, Hidalgo, Puebla, Veracruz, Tamaulipas, Michoacéan,
Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi, Morelos, Chiapas y Oaxaca, y probablemente en

Guerrero y Jalisco (Bechtel, 1990; Halbinger, 1993).
2.2.2 Laelia autumnalis en la cultura indigena

El nombre en ndhuatl de L. autumnalis era chichiltepetzacuxochitl (Figura 2), cuya
traduccion es flor silvestre roja y pegajosa. Por otro lado, en el Estado de México y
Michoacan es conocida como ahuaxuchitl, palabra de origen ndhuatl que proviene de auatl
que significa encino y xochitl que significa flor (Molina, 2004; Simeo6n, 2004) traducido

como flor de encino (Nava, 2008; Beltran-Rodriguez ef al., 2012).

Figura 2. Laelia autumnalis ilustrada en la obra de Francisco Hernandez (1959 tomado de Emeterio, 2014).

2.2.3 Descripcion morfologica del género Laelia

Laelia autumnalis (Lex.) Lindl., es una orquidea epifita o litéfita de 50-100 cm de altura
incluyendo la inflorescencia (Figura 3.B), rizoma evidente de 2-3 por 0.1-0.3 cm.
Pseudobulbos bi-trifoliados (Figura 3.B), fusiformes a ovoides, conico-ovoide a subgloboso,

levemente comprimidos, sulcados longitudinalmente, color verde oscuro, con 3 a 4
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entrenudos, de 6.0-15 cm de largo por 2.5-5.0 cm de ancho, presenta restos papiraceos-
escariosos de las hojas. Hojas 2-3 oblongo-lanceoladas, a veces estrechamente elipticas a
ensiformes, agudas a subagudas, coridceas, carnosas, ligeramente carinadas, verde oscuro, a
veces tefiida de color purpura de 7.5-23 por 2.3-3.8 cm. Inflorescencia de 40 a 100 cm de
largo, erecto-arqueada, en forma de racimo laxo, pedunculo ligeramente comprimido verde
con puntos morados, de 3-4 mm de diametro, bracteas subtriangulares, escariosas, color
blanco-marrdn, ligeramente conduplicadas, racimo con 3-13 el raquis 8-36 cm de largo,
bracteas florales triangular-ovadas, obtusas, mucronada, cubierta del ovario o divergentes de
ella, marrén blanquecino, 9-21 por 7-14 mm (Halbinger y Soto, 1997, Nava, 2008; Calderon
de Rzedowski y Rzedowski, 2010 en Emeterio, 2014)

Flores grandes y vistosas de 6.5 a 12 cm de diametro, resupinadas, tépalos lila a magneto
oscuro, a veces rosado a magneta con blanco. Labelo trilobado, los 16bulos laterales de color
lila con blanco abrazando a la columna, méas grandes que el 16bulo medio que es de color lila
magneta; callo blanco o amarillo en la parte media basal, con rayas de color violeta y puntos
cerca de la base, y una fila de puntos desde el vértice del callo hacia el 16bulo medio. Columna
blanca, a veces con manchas moradas en la parte ventral, fragancia débil a intensa a la luz
del dia, ovario pedicelado, subterete, engrosado hacia el &pice, 6-sulcado, color verde oliva,
en el base mas claro, 35-46 x 3-4,5 mm; sépalos con el dpice acuminado y recurvado,
extendidos (Halbinger y Soto, 1997, Nava, 2008; Calderén de Rzedowski y Rzedowski, 2010
en Emeterio, 2014)

Sépalos dorsales lanceolado a estrechamente elipticos, sépalos laterales algo oblicuos y
lanceolados 38-70 por 9-17 mm, pétalos extendidos, con los 4pices planos y ligeramente
curvas, lanceolados a elipticos, mas amplios en la parte media, margenes enteros a
ligeramente ondulados, agudo a ligeramente acuminado, de 38-67 mm x 14-27 mm; labelo
trilobado, 34-48 mm de largo, 28-39 mm de ancho, parte basal recta y subparalela a la
columna, l6bulos laterales erectos, oblongoelipticas, margen entero, lobulo medio eliptico a
ovado, agudo a emarginado; antera transversalmente elipsoide, de color amarilla y crema con
manchas purpura; polinario con 4 polinios ovoides-piriformes, comprimidos y amarillos,
unidos a caudiculas acintadas granulosas, rostelo laminar, transversalmente oblongo a

semieliptico a ovado, convexo. El fruto es una capsula elipsoide, fusiforme, trigona, glauca,



de 27 a 37 mm de largo por 10 mm de ancho. Autumnalis = autumnal, por florecer en otofio
(Halbinger y Soto, 1997, Nava, 2008; Calderon de Rzedowski y Rzedowski, 2010 en
Emeterio, 2014; Figura 3.A).

A)
&

Figura 3. A) Flor, columna y polinario de Laelia autumnalis (tomado de Emeterio-Lara, 2019). B)

Inflorescencia, pseudobulbo, hoja y raices de Laelia autumnalis (elaboracion propia).

2.2.4 Habitat del género Laelia

El género Laelia se distribuye en los bosques de encino humedo, bosque mixto de pino-
encino y bosque meso6filo de montafia a una altura promedio de 1400 a 2700 msnm, florece
de septiembre a noviembre, a veces se prolonga hasta diciembre (Soto, 1997; Nava, 2008;

Calderon y Rzedowski, 2010).

Segun Szeszko-Fabila, (2010) Laelia autumnalis presenta habitos de crecimiento como
litofita o como epifita en bosques de encino o pino-encino. Cuando se encuentran como
litofita, pueden crecer directamente sobre rocas y acantilados expuesta al sol y a fuertes
vientos, pero es mas comun encontrarla como epifita. Con frecuencia se observa creciendo
sobre encinos (Quercus rugosa 'y Q. crassipes) y enebros (Juniperus flaccida). Existen dos
formas de esta especie en el Estado de México; las plantas que corresponden a la forma
autumnalis crecen entre 1 800 y 2 300 m; las que corresponden a la forma atrorubens crecen

en ambientes mas hiimedos y frios entre 1950 y 2 600 m.



2.2.5 Identificacion del género Laelia

Laelia autumnalis es una especie facil de reconocer, ya que se distingue de las otras dos
especies de Laelia que crecen en el Estado de México por su distribucion geografica y por el
hecho de tener los pseudobulbos alargados con dos hojas; en cambio, como el caso de L.
speciosa tiene pseudobulbos subglobosos con una sola hoja, mientras que L. rebescens
presenta pseudobulbos fuertemente aplanados, también con una solo hoja. Se podria
confundir con algunas especies de Encyclia pero estas ultimas tienen pseudobulbos con un
solo entrenudo, mientras que las del género Laelia siempre presentan dos (Szeszko-Fabila,

2010).

2.3 Usos del género Laelia

Las orquideas son uno de los recursos floristicos con mayor riqueza de especies y elevado
valor cultural y econdmico en México, que se ha utilizado desde tiempos precolombinos por
grupos mesoamericanos para satisfacer diversas necesidades a través de sus usos medicinal,
ceremonial, alimentario, ornato y como fuente de ingreso por la venta de ejemplares

(Sahagun, 2006; Flores-Palacios y Valencia-Diaz, 2007).

Para el caso de L. autumnalis y de acuerdo con la coincidencia de su periodo de floracién
con las celebraciones de Dia de Muertos también permite que su inflorescencia sea utilizada
en mayor cantidad para decorar tumbas, altares, santos e iglesias principalmente en Villa
Guerrero, Ocuilan y Tenancingo, Estado de México. En el caso de diciembre se observa
mayor demanda para la decoracidon de nacimiento navidefios, asi como también la venta de
coronas con flores de para los peregrinos que llegan al santuario de Chalma, Estado de

Meéxico (Figura 4; Emeterio, 2014).



Figura 4. A) Venta de manojos de L. autumnalis en Tenancingo, Estado de México. B) Ejemplares de L.
autumnalis, como parte de la ornamentacion de nacimiento navidefio, en Tenancingo, Estado de México. C)
Venta de coronas elaboradas con flores de L. autumnalis en el Santuario de Chalma, Estado de México (tomado

de Emeterio, 2014).

Laelia autumnalis es una de las especies de orquideas comercializadas desde tiempos
prehispanicos segun los documentos historicos, donde la incluyen como aglutinante
(Sahagtin, 1975), y medicinal para atender hemorragias, heridas, disenteria, inflamaciones y
fiebre (Hernadndez, 1959 en Emeterio, 2014). No obstante, en la actualidad el uso de
orquideas como aglutinante ha desaparecido y con ello en el nombre comun de la planta que

hacia referencia a dicha propiedad (Emeterio-Lara et al., 2016).

Emeterio-Lara y colaboradores (2016), mencionan que en sur del Estado de México, el uso
ornamental ocupa el primer lugar particularmente para la decoracion de nacimientos
navidefios. El uso medicinal ocupa el segundo lugar ya que L. autumnalis se usa por sus
propiedades antihemorragicas y antiabortivas. El uso de esta especie hace que sea
sobreexplotada, por lo que han disminuido sus poblaciones en los ambientes naturales, de ahi

la importancia de tomar acciones biotecnologicas para su preservacion.
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2.4 Reproduccion del género Laelia

Las orquideas, pueden propagarse de forma sexual y asexual. La reproduccion sexual
requiere la polinizacion de la flor por parte de insectos, los cuales suelen ser especificos para
algunas orquideas y que han evolucionado para polinizar una determinada especie o un
determinado género de orquideas, también se suele realizar la polinizacion manual sin la
presencia del insecto, sin embargo, se requiere gran destreza y habilidad para lograrlo
(Endara et al.,2010b). La forma asexual es menos frecuente en la naturaleza, pero es utilizada
por cultivadores particulares y en pequefios programas de reforestacion, que consiste en la
division del rizoma de la planta madre y el crecimiento de las secciones divididas por

separado (Zeng et al., 2014).

En el caso de L. autumnalis, como en la mayoria de las orquideas, se puede hacer una
multiplicacion asexual a través de la separacion de los pseudobulbos. Debido a la forma de
crecimiento, cominmente generan un nuevo pseudobulbo afio. Es posible multiplicarlas
cuando la planta tiene un nimero grande de pseudobulbos, los cuales se pueden separar para
obtener una nueva planta (Menchaca y Moreno, 2011), o a través de técnicas biotecnologicas
como el cultivo de segmentos vegetativos (explantes; Arditti, 1977; Sheehan,1983; Sagawa

y Kunisaki,1984; Chin-Chi Lin, 1986).

Halbinger y Soto (1997) mencionan que las flores del género Laelia en México muestran
caracteristicas asociadas a marcados sindromes de polinizacion, con flores muy similares
encontradas en especies lejanamente relacionadas, siendo el sindrome mas obvio el de la
polinizacion por abejas carpinteras (p.e segmentos rigidos, tépalos ondulados de apariencia
barnizada, columna presionada a la superficie del labio, labio con un color més palido que
los tépalos, antera bilobada) que se encuentra en algunas Cattleyas bifoliadas brasilefias como

Schomburgkia y Myrmecophila.

2.5 Problematica mundial de la biodiversidad

El objetivo 15 de desarrollo sostenible “vida terrestre y ecosistemas” establece que: “se deben
tomar medidas urgentes para reducir la pérdida de habitats naturales y biodiversidad que

forman parte de nuestro patrimonio comun”. Y se hace necesario proteger, restablecer y
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promover el uso sostenible de los ecosistemas terrestres, gestionar sosteniblemente los
bosques, luchar contra la desertificacion, detener e invertir la degradacion de las tierras y
detener la pérdida de biodiversidad; ademas, la flora es fundamental para mitigar el cambio
climatico (ONU, 2015). Asi como también de acuerdo con el Plan Nacional de Desarrollo en
el objetivo 3 establece que “se deben incrementar las practicas de produccion sostenible en
el sector agropecuario frente a los riesgos agroclimaticos”, donde se atienda el problema de
los altos riesgos agroclimaticos en la actividad agropecuaria por la sobreexplotacion de los
recursos naturales, que se manifiesta en suelos agricolas deteriorados, mantos acuiferos
sobreexplotados y reduccion de la biodiversidad, lo que deriva en un deterioro de la
naturaleza y afecta la produccion y productividad de alimentos. (Diario Oficial de la

Federacion, 2020).

El actual empobrecimiento de la biodiversidad es en gran el resultado de la actividad humana
(CEPAL-PNUMA, 2002). La estructura y el funcionamiento de los ecosistemas del mundo
han cambiado mas rdpidamente en la segunda mitad del siglo pasado que en ningun otro
periodo de la historia en la humanidad. Los cambios de uso de suelo debido a la expansion
de las actividades agricolas y ganaderas, el crecimiento de las ciudades y su alto consumo de
recursos (agua, electricidad, alimentos, etc.), asi como la construccion de infraestructura
(presas, caminos, autopistas, puentes, etc.), han provocado altas tasas de deforestacion y con
ello la pérdida de biodiversidad (Gispert, 2010). Por otro lado, hasta un millén de especies
estan amenazadas por el riesgo de extincidn, siendo para muchas de ellas cuestion de décadas
(ONU, 2020) lo que constituye una grave amenaza para el desarrollo humano (CEPAL-
PNUMA, 2002).

2.5.1 Problematica de la familia orquidaceae

Dentro de la familia Orchidaceae, algunas especies se encuentran amenazadas o en peligro
de extincion, debido al saqueo indiscriminado, destruccidon, cambio del uso del suelo, y
contaminacion ambiental (Dutra et al., 2008). Ademas, las orquideas, se ubican entre las
plantas mas vulnerables, debido a la sobreexplotacion del medio silvestre, trafico ilegal,
pérdida de habitat y cambio climatico. Varios paises desarrollados, demandan orquideas

silvestres a los paises con mayor riqueza de estas plantas (Swarts y Dixon, 2009). México no
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escapa a esta problematica (N4jar, 2011; Sanz, 2011); ya que las orquideas son preciadas
debido a sus floraciones de larga duracion y variedad de caracteristicas morfologicas (Endara
etal.,2010a), lo que ha provocado que algunas especies se encuentren en peligro de extincion

(Halbinger, 1993) y estén incluidas en la NOM-059-SEMARNAT-2010.

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, registra mas de 2,600 especies
de flora y fauna en categoria de riesgo, de la cuales 186 especies correspondientes a la familia
Orchidaceae. Szeszko-Fabila (2010), menciona que si bien Laelia autumnalis alin no esta
clasificada por la SEMARNAT como especie amenazada, las poblaciones se han visto
notoriamente deterioradas por la extraccion de ejemplares sobre todo en el sur del Estado de
Meéxico para la comercializacion ilegal, siendo una practica no sostenible que puede tener
como consecuencia la extincion en estado silvestre de la especie ya que la reproduccion en
campo es tardada dado que requieren alrededor de siete afios desde la germinacion hasta el

desarrollo de la primera flor.

Otros problemas de la especie Laelia autumnalis es que es extraida y comercializada como
planta completa o secciones de los pseudobulbos, incluyendo en el que se desarrolla la
inflorescencia, plantas y/o secciones de plantas y se venden para su uso en festividades
religiosas o como plantas ornamentales (Halbinger y Soto, 1997; Flores-Palacios y Valencia-
Diaz, 2007; en Emeterio-Lara et al., 2016). Esta situacion se agrava porque la especie tiene
una baja tasa de propagacion (Martin y Pradeep, 2003), lento crecimiento y baja tasa de
germinacion en condiciones naturales (Roldan y Garde, 2014), pues al igual que las demas
orquideas sus semillas carentes de endospermo poseen baja capacidad de germinacion (1 a 5
%), relacionada con la obligatoria asociacion micorrizica (Martin y Pradeep, 2003; kaur y
Bhutani, 2013). Esta asociacion suele ser muy especifica y muchas semillas germinan en
presencia de un hongo en particular que dependera de la orquidea y el habitat de donde
provenga (Novak et al., 2014). Asi como también la dificultad de propagar masivamente
orquideas (Chugh et al., 2009). Por ello Knudson (1922), desarrolld6 un método para la
germinacion asimbidtica de las semillas, que consistid en colocar azicares, nutrientes,
gelificantes y las semillas en un frasco de vidrio, con la presencia de estos elementos, no se

requerian la simbiosis del hongo.
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El proceso de germinacion asimbiodtica, se utiliza como método basico de produccion de
plantas a gran escala (Huang et al., 2014). Por su parte la micropropagacion, puede tener
distintos objetivos como son: comercializacion ornamental, produccion de nuevas
variedades, conservacion ex situ y reintroduccion de especies a ambientes naturales (Arditti,
2008). Las desventajas de este método son el largo tiempo que lleva hasta la obtencion de
ejemplares adultos que va de 3 a 5 afios (Zeng et al., 2016) y todos estos problemas hacen

que estas plantas alcancen elevados costos en su comercializacion (Chugh et al., 2009).

2.5.2 La biotecnologia para la conservacion de la biodiversidad

La biotecnologia es uno de los muchos recursos que puede contribuir en forma importante a
la rehabilitacion de ecosistemas y paisajes degradados (ONU, 1992); ademas contribuye al
mejoramiento genético (Pérez, 2021) y favorece a los programas de conservacion de especies

como las orquideas (Roldan y Garde, 2014).

Luna et al. (2011), mencionan que la biodiversidad se encuentra en crisis debido a la pérdida
acelerada de especies y a la falta de conciencia sobre su conservacion, por lo que, es
prioritario el planteamiento de propuestas generales de accion que consideren la conservacion
de la biodiversidad; y de acuerdo con la ONU (2020), la mejor estrategia de conservacion es
la preservacion del medio natural. Por otro lado, Hagsater y Stewart (1986) aseguran que a
partir de 1998 se han extinguido mas de 20 especies de orquideas principalmente por
sobrecolecta de sus poblaciones, ademdas de la poca o nula aplicacion de la legislacion,
politica ambiental y la falta de esquemas para la participacion de las comunidades en
actividades de conservacion (Menchaca-Garcia y Moreno-Martinez, 2011). Por estos
motivos, es importante implementar estrategias complementarias de conservacion de

biodiversidad; y entre ellas se incluye el uso de la biotecnologia (Roldén y Garde, 2014).

2.6. La biotecnologia en la conservacion de especies vegetales

2.6.1 Cultivo in vitro

Desde hace algunas décadas el cultivo in vitro de tejidos vegetales ha demostrado su utilidad

en la propagacion de especies amenazadas, porque ofrece la posibilidad de multiplicar plantas

14



a escalas mayores que las obtenidas a través de los procedimientos tradicionales (Rao, 1998;

Murthy y Pyati, 2001; Lee y Lee, 2003; Shimura y Koda, 2004).

Ademas, el cultivo in vitro ofrece trabajar simultaneamente con especies emparentadas (por
ejemplo, del mismo género) que no estdn amenazadas y donde la disponibilidad de material
no esté¢ limitada, para generar protocolos que puedan ser empleados con pequefias

modificaciones en otras especies (Menchaca-Garcia y Moreno-Martinez, 2011).
2.6.2 El cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales in vitro, como técnica, consiste esencialmente en aislar una
porcion de la planta, llamada explante, y proporcionar artificialmente las condiciones fisicas
y quimicas apropiadas para que las células alli contenidas expresen su potencial intrinseco o
inducido hasta formar un nuevo Organo o una nueva planta, adoptando siempre

procedimientos de asepsia para mantener los cultivos libres de contaminacién microbiana

(Sanchez et al., 2019).

El trabajo en cultivo de tejidos vegetales in vitro puede cubrir un amplio rango de actividades;
por ejemplo, desde la investigacion basica sobre los procesos bioquimicos y morfoldgicos de
la diferenciacion celular, hasta la que realizan aquellos laboratorios que se dedican a la
investigacion aplicada y al desarrollo de tecnologias, como lo es la propagacion clonal y el
mejoramiento genético de las plantas, es decir, la separacion del explante y las actividades
relacionadas con su incubacion in vitro, dependera en gran medida del tipo de explante y del
sistema de cultivo que se emplee, los que a su vez estard en funcion del objetivo planteado

(Sénchez et at., 2019).

El cultivo de tejidos vegetales es una excelente herramienta de conservacion ex situ, siendo
las semillas el material de propagacion adecuado cuando se trata de conservar la mayor
diversidad genética de una poblacion (Flores-Escobar et al., 2008). Sin embargo, las semillas
de orquideas se caracterizan por ser diminutas y carecer de endospermo, por tal razon existen
numerosos trabajos sobre la germinacion de semillas de orquideas en cultivo in vitro (Barrera
et al., 2005; Avila-Diaz y Salgado-Gaciglia, 2006; Suérez-Quijada et al., 2007; Flores-
Escobar, 2008; Ruiz et al., 2008; Avila-Diaz et al., 2009).
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La aplicacion de los cultivos de tejidos en la tltima década se ha encaminado hacia la
obtencion de protocolos para la eliminacion de patégenos, aspecto que ha conllevado al
cultivo de tejidos vegetales in vitro a tener una importancia preponderante en la conservacion
de especies o germoplasma y la produccion de material vegetal libre de bacterias, hongos y

virus (Sanchez et al., 2019).

2.6.3 Fases del cultivo in vitro

De acuerdo con Gisbert y Pico (2015), la micropropagacion estd conformada por las
siguientes etapas: 1) seleccion de la planta madre, donde antes de iniciar el protocolo de
micropropagacion las plantas seleccionadas se analizan para determinar su estado sanitario y
descartar que sean portadoras de virus u otras enfermedades, que afecten al cultivo. Si este
fuera el caso, se procede al saneamiento del material; 2) establecimiento del cultivo in vitro,
para el establecimiento del cultivo de una planta sana, procedente de un cultivo de campo o
de invernadero, se desinfectaran las yemas de la planta de partida antes de su introduccion
en recipientes con medios de cultivo que permitiran su desarrollo. Si la desinfeccion no se
realiza correctamente, en el medio de cultivo apareceran hongos y/o bacterias, por lo cual se
debera modificar las condiciones de desinfeccion; 3) multiplicacion, a partir de la planta
cultivada in vitro se pude obtener yemas, que cultivadas en el medio de cultivo nos generaran
nuevas plantas. Si al medio de cultivo se le afiaden auxina/citoquininas, se generan nuevos
brotes que aumentaran la tasa de multiplicacion, también se puede optar por protocolos de
regeneracion adventicia en la cual se pueden utilizar distintos explantes en los que se
formaran organogénesis o embriogénesis; y 4) enraizamiento y aclimatacion, donde se
requiere la transferencia de las plantas a un medio de cultivo distinto que contenga
reguladores de crecimiento, y que induzca la formacion de las raices. En algunos casos las
plantas no enraizadas en la fase multiplicativa pueden enraizarse durante el proceso de
aclimatacion. Las plantas enraizadas necesitan de un proceso de aclimatacion que es clave
para concluir con éxito el proceso de propagacion, la cual consiste en el cambio de
condiciones ambientales y nutricionales de manera paulatina, para que la planta vaya
aumentando su capacidad fotosintética, ejerza la regulaciéon estomdtica y se vaya
fortaleciendo. Tras este proceso, se podra cultivar la planta en condiciones estandar de campo

o invernadero (Figura 5).
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Figura 5. Etapas de la micropropagacion (tomado de Gisbert y Pico, 2015 con modificaciones).
2.6.4 Medios de cultivo

Para el cultivo in vitro es importante el medio de cultivo, el cual contiene los componentes
necesarios para el establecimiento y el desarrollo de las microplantas. El medio basico
propuesto por Murashige y Skoog (1962), es el mas utilizado, el cual consta de forma general
por: macronutrientes, micronutrientes y vitaminas, se pueden adicionar reguladores de
crecimiento, fuentes de carbono (azicar), un gelificante (agar, phytagel gelrite, gelzan) y en
algunos casos antioxidantes. Debido a que pueden desarrollarse organismos patdgenos en el
medio, antes de ser utilizado debe ser esterilizado en una autoclave, a 120 = 1 °C con una
presion de 1,5 atm y un tiempo de exposicion de entre 15 y 20 minutos, (Levitus et al., 2010;

Sanchez et al., 2019).

Una herramienta in vitro muy utilizada para generar materiales vegetales es la morfogénesis
(Lema y Kulus, 2014). Donde el éxito de esta técnica depende tanto de la totipotencia de las

c¢lulas somaticas para la regeneracion de plantas completas, como de otros factores como la
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edad de la plantula, el tipo de explante o los reguladores de crecimiento que se suelen
emplearse para obtener la respuesta morfogenética a partir de los explantes. La regeneracion
de plantas se puede conseguir a través dos rutas distintas: la embriogénesis somatica y la

organogénesis (Baleriola, 2018).

2.7 Procesos morfogénicos in vitro

Los eventos morfogenéticos probablemente pueden ser logrados en todas las especies de
plantas si se proveen las condiciones ambientales, el explante y medio de cultivo apropiados

(Sénchez e al., 2019).

La morfogénesis (del griego “morfo” significa forma y génesis, significa origen;
Dimensiones de la vida humana, 2013), se define como la formacion o la génesis de 6rganos
y comprende el crecimiento y la diferenciacion celular. En células o tejidos cultivados in
vitro el proceso morfogenético puede inducirse ya que, las células vegetales son capaces bajo
determinados estimulos de desdiferenciarse y diferenciarse de nuevo, a esta plasticidad
celular se conoce como totipotencia. La respuesta morfogenética somatica puede
manifestarse siguiendo dos rutas alternativas: la organogénesis o la embriogénesis (Gisbert,
2011) y estas pueden ser directas o indirectas a través de la formacion de un callo (Figura 6;

Sanchez et al., 2019).

Directa
_— EMBRIOGENESIS

E Indirecta
\% _-<
o)
% Drirecta
= ~—ORGANOGENESIS

Indirecta

Figura 6. Rutas morfogénicas (elaboracion propia).
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2.7.1 Organogénesis

La organogénesis es una de las vias morfogenéticas en la cual se diferencian meristemos a
partir de las células o tejidos cultivados. Cuando se produce un meristemo apical su desarrollo
da lugar a una planta (Sanchez et al., 2019). Es por ello que la regeneracién in vitro es de
gran importancia para el desarrollo de la organogénesis, la cual hace referencia a la capacidad
de las células vegetales que se encuentran en el explante para reprogramar su desarrollo hacia
la formacion de tejidos y organos nuevos que constituyen una planta (Smith, 2012). La
organogénesis requiere que las células susceptibles de esta reprogramacion genética sean
competentes (epigenéticamente hablando), y por ende receptivas a procesos de
desdiferenciacion y diferenciacion celular (Thorpe, 2014), que permitiran el desarrollo de
meristemos, yemas y brotes adventicios hasta la obtencion de una plantula completa (Mathur

y Koncsz, 2005).

Existen dos vias para la obtencion de brotes por organogénesis; A) directa donde las células
de un d6rgano o tejido aislado se diferencian en otro tipo de tejidos. A partir de estos se forman
organos (raices o brotes) o individuos completos (proembriones o embriones); B) indirecta,
donde las células y/o los tejidos que se aislan de una porcion organizada de la planta, se

desdiferencian y forman una masa de células o callo (Figura 7; Alva et al., 2010).

Figura 7. Organogénesis en microplantas de Laelia autumnalis (elaboracion propia).
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2.7.2 Embriogénesis

La embriogénesis somatica puede definirse, como el proceso a través del cual las células
somaticas se pueden diferenciar en embriones somaticos (Sanchez et al., 2019; Gisbert,

2011).

Existen dos vias para la obtencion de brotes por embriogénesis: A) directa donde ofrece la
posibilidad de obtener embriones somaticos directamente desde células aisladas o grupos de
células sin la formacion de callo (Figura 8). Este desarrollo directo es debido a la accién
realizada por la composicion del medio de cultivo y el origen del explante; B) indirecta, en
la cual existen dos tipos de embriogénesis somdtica indirecta, una conocida como
embriogénesis somatica de baja frecuencia (ESBF) donde el nimero de callos con embriones
somaticos es mayor, aunque se forman pocos embriones somadticos por callo. Estos
embriones aparecen entre las 12 y 14 semanas de cultivo, aislados o en pequefios grupos, y
evolucionan completamente hasta las etapas avanzadas de desarrollo; y otra denominada
embriogénesis somatica de alta frecuencia (ESAF) donde los embriones somaticos aparecen
entre las 16 y 20 semanas de cultivo, no se desarrollan completamente y se mantienen en
estado globular, agrupados en un nimero mucho mayor, aunque dichos grupos aparecen en

un namero menor de callos (Figura 9; Freire, 2003).

Para muchos cultivos una caracteristica comun de la embriogénesis somadtica indirecta de alta
frecuencia es la presencia de un tejido embriogénico que se diferencia a partir de células
individuales llamadas células embriogénicas madres. Otra caracteristica general de estos
sistemas es la aproximacion secuencial durante las fases iniciales del cultivo, debido a la alta
relacion auxina/citoquinina durante la division celular y la baja relacion entre estos

componentes durante la fase de diferenciacion (Sondahl et al., 1991).
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Figura 8. Embriogénesis somatica directa a partir de explantes foliares de P. amabilis y Phalaenopsis 'Nebula'.
a) Embriogénesis somatica directa a partir de un explante foliar de P. amabilis. b) Embriogénesis somatica
directa a partir de un explante foliar de foliar de foliar de Phalaenopsis 'Nebula'. ¢) Varios embriones maduros

derivados de hojas de P. amabilis. d) Plantulas de P. amabilis (tomado de Wee-Peng et al., 2009).

BN T

Hojas, tallos o raices, etc.

-
o]

\_/

Regeneracion de plantas via embriogénesis somatica

Cientos y miles de embriones somaticos

Figura 9.Vias de embriogénesis somatica (elaboracion propia).

La embriogénesis somatica es una importante aplicacion del cultivo de tejidos vegetales, que
permite la propagacion masiva mediante la regeneracion de ES (estructuras bipolares,
independientes del tejido original) con alta capacidad reproductiva (George y Sherrington,
1984). Se han desarrollado numerosos protocolos de embriogénesis somatica en orquideas,

a partir de diferentes tipos de explante, tales como: yemas axilares, apices, secciones de hoja

21



y semillas fecundadas e inmaduras (Chen y Chang, 2000, 2003, 2004b; Huan et al., 2004), e
incluso se ha logrado la induccién de embriogénesis somatica repetitiva en Phalaenopsis

amabilis var. formosa shimadzu (Chen y Chang, 2004a).

La regeneracion de orquideas a partir de callo, normalmente se desarrolla a través de la
formacion de estructuras evidentemente embriogénicas denominadas cuerpos parecidos a
protocormos (PLB, por sus siglas en ingles). Sin embargo, la embriogénesis somatica en
cultivos de callos de orquideas es todavia limitada (Huan ef al., 2004). Se ha investigado la
germinacion in vitro de semillas de diferentes especies del género Laelia que incluyen a L.
albida (Santos-Hernandez et al., 2005), L. rubescens (Potisek et al., 1996), L. autumnalis
(Avila-Diaz y Salgado-Garciglia, 2006).

En los procesos morfogénicos son indispensables las hormonas vegetales (fitohormonas) que
son sustancias organicas producidas por las plantas que se encuentran a muy baja
concentracion, se sintetizan en determinado lugar de la planta y se translocan hacia otras
partes de esta misma (Lluna, 2006); intervienen en la fisiologia de la planta, modulando sus
funciones, particularmente multiplicacion y elongacién de las células, la floracion y el

crecimiento (Bedoya y Rios, 2010).
2.8 Reguladores del crecimiento en las técnicas in vitro

Son considerados compuestos naturales o sintéticos que afectan los procesos metabolicos
(Rademacher, 2017). Estos reguladores del crecimiento se dividen principalmente en
auxinas, citoquininas, giberelinas, 4cido abscisico (Novak et al., 2014), etileno, poliaminas,
jasmonatos, brasinoesteroides, acido salicilico y hormonas polipeptidicas, entre otros
(Aspiazu, 2014). Estos inducen la formacion de tejidos radiculares, tejidos estructurales,
tejidos de elongacion y efectos inhibidores y pueden ser utilizados solos o en combinacion,

dependiendo de la estructura que se requiera inducir (Novak et al., 2014).

La presencia de hormonas en distintos estratos en las células y plantas, les brindan la
viabilidad necesaria para desarrollar diferentes caminos morfogénicos alternativos, los cuales
se dan de acuerdo con el nivel de ontogenia. Lo mas comun es que se presente division y

elongacion celular en las células vegetales por efecto de varias de estas hormonas; no
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obstante, en condiciones in vitro, se ha llegado a visualizar que dichas células bajo ciertos

niveles hormonales comienzan procesos de diferenciacion (Figura 10; Aspiazu, 2014).

N e A
— Auxinas Promueve: alargamiento celular; dominancia apical: tropismo.
—_— \ J
Son  compuestos )
inorganicos —{  Citoquininas Promueve: division celular; dominacion de yemas laterales.
—
_— Promueve: la germinacion de semillas. Promueve la
FITOHORMONAS Giberelinas .,
brotacion de yemas.
— \ J
| e N
3 - - - -
i - 1\ , Promueve: latencia v dominacion de semillas y yemas.
cltuan como sena — 1 Q1 — . ) . L
L Acido abscisico Cierre de estomas ante cualquier factor de estrés.
quimica
J
e N
( \ Promueve: maduracion y envejecimiento. Participa en la
— Etileno absorcion de hojas y frutos.
\ J \ J
—— Promueve: induccion de defensa contra patdgenos;
|| Acido salicilico |—| resistencia sisttmica adquirida y respuesta a la
- 000 \_hipersensibilidad. )

Figura 10. Clasificacion de los fitorreguladores de crecimiento (tomado de Azcon-Bieto, 2020 en Hernandez,

2022 con modificaciones).

2.8.1 Auxinas

Las auxinas son fitohormonas que permiten la elongacion de las células, estiramiento del
tejido, division celular, formacidn de raices adventicias, inhibicion de la formacion de apices
axilares y adventicios, iniciacion y crecimiento de callos y la induccion de embriogénesis
somatica (Novak et al., 2014; Sanchez et at., 2019) y se encuentran en mayor concentracion
en los puntos apicales de la planta y en los periodos de crecimiento, como el &cido
naftalenacético (NAA), el 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el 4cido indol butirico o el acido
indolacético (IAA), entre otros. Estas tienden a desarrollar las raices adventicias y estan
presentes en el desarrollo temprano de los individuos, desde la formacion hasta germinacion

del embrion (Novak et al., 2014).
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2.8.1.1 2,4- diclorofenoxiacético (2, 4-D)

De acuerdo con Dudits et al. (1991), 2,4-D es la auxina mas utilizada para la induccion de

embriogénesis somatica, asi como también en presencia de citocininas (Sagare et al., 2000).

Chen y Chang, (2000) reportaron el uso de esta auxina sola y en combinacion con citocininas,
como es el caso de 2,4-D en combinacion con TDZ para inducir callo embriogénico. Por otro
lado, Pérez et al. (2013), reportan que se obtuvo el mayor nimero de embriones somaticos

en medio de cultivo con 2,4-D en el cultivo de soya.
2.8.1.2 Acido naftalenacético (ANA)

El 4cido a-naftalenacético (ANA), una auxina sintética, se utiliza ampliamente en
horticultura para estimular la formacion de raices adventicias (Chen et al., 2002). Chen y
Chang, (2000) evaluaron ANA en combinacion con Thidiazuron (TDZ), en explantes de hoja
y apices con raiz, para promover la formacion de embriones sométicos a partir del callo. Por
otro lado, la combinacion BAP con ANA, indujo la mejor respuesta morfogénica para la
multiplicacion eficiente de embriones somaticos. Sarabia-Ochoa, (2010) reporta que la
adicion de ANA y BAP para inducir brotes en Laelia speciosa, Cattleya maxima'y Villanueva

et al. (2013) en Cattleya rex.
2.8.2 Citoquininas

Las citoquininas o citocininas, actian al promover la division celular, estimular la
proliferacion de apices adventicios y axilares, regular la diferenciacion, inhibir la formacién
de raices, y estimular la actividad proteica y enzimatica (Chung et al., 2005; Sanchez et at.,
2019). Ademas, se utilizan principalmente en la induccion de organogénesis y embriogénesis,
regulan procesos como la fotosintesis, la senescencia, la apoptosis y la resistencia a
patogenos. Entre estas se encuentran la kinetina (KIN), 6-bencilaminopurina (BAP), el

thidiazuron (TDZ) o el 2iP (2 Isopentil-adenina; Chung et al., 2005).

Cazarez et al. (2016) reportan en su estudio que BAP fue la que mostré el mayor promedio
de plantulas por explante, para la formacion de brotes ya que favorecio el desarrollo de hojas
y raices nuevas y fue la que mostr6 el mayor desarrollo de hojas y raices nuevas.
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2.8.2.1 Bencil amino purina (BAP)

Bencil amino purina (BAP) es una fitohormona o de sintesis (Meza, 2013) que participa y
promueve la division de las células vegetales; sin embargo, es importante mencionar que su
efecto se encuentra sujeto al estado de diferenciacion celular, induciendo el desarrollo de
brotes y raices y la formacion de 6rganos, formacion de yemas en hojas separadas en las
plantas y musgos, induccion de partenocarpio (Rodriguez et al., 2012, Meza, 2013), ademas
de estimular la fotosintesis, respiracion y participa en procesos importantes como la

senescencia (Schiller y Magnitskiy, 2019).

Segun Meza (2013), BAP en concentraciones adecuadas de auxinas provocan un crecimiento
en forma de callosidad; al respecto, Gil et al. (2019) reportan que con BAP se obtuvo el
mayor porcentaje de callos en Cattleya trianae. Quiroz et al. (2017) reportan que favorece la
formacion de protocormos en la orquidea Chloraea crispa, bajo condiciones de oscuridad.
También se reportd que indujo mayor desarrollo de yemas axilares, obteniéndose una tasa de
multiplicacion del doble de plantulas en la orquidea Encyclia microtos (Rchb.f.) Hoehne

(Condemarin-Montealegre et al., 2007) y Epidendrum sp (Valderrama et al., 2009).

Lee et al. (2010) reportan callo embriogénico en el medio Murashige y Skoog suplementado
con acido naftalénacético (ANA) y 6-BAP en Laelia anceps ssp. dawsonii. a partir de

semillas en fotoperiodo de 16 h.

2.8.2.2 Thidiazuron TDZ

El TDZ es una fitohormona con alta actividad como citoquinina, (Wang et al., 1994; Chen et
al.,1998; Benega et al., 2000), es un regulador del crecimiento de las plantas que se ha
utilizado para la regeneracion de plantulas a partir del cultivo in vitro (Chen et al.,1998;
Benega et al., 2000) y en la micropropagacion de un gran numero de cultivos (Sarwar y

Skirvin, 1997).

Cabe mencionar que todo proceso de diferenciacion estd regulado por el balance entre
auxinas y citoquininas. Para la formacion de raices deben prevalecer las auxinas, mientras

que las citoquininas conduciran a la formacion del vastago de la planta (Eckardt, 2003).
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2.9 Problemas en la induccion de procesos morfogénicos en plantas

En el cultivo de tejidos se presenta principalmente el problema de oxidacidén en algunas
especies de plantas, especialmente lefiosas, ocurre por oscurecimientos letales en los
explantes y en el medio de cultivo. Se considera uno de los problemas mas serios y frecuentes,
desde el inicio y durante el mantenimiento de un tejido cultivado in vitro (Murkute y Shanti-
Patil 2003; Tang y Newton, 2004). Este problema esta relacionado al estrés que sufren las
células del explante cultivado; y se produce por el desbalance entre la formacion de EROs
(especies reactivas de oxigeno) y ERNs (especies reactivas de nitrogeno) y los mecanismos
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para detoxificar (Novoa et al., 2001; Turrens,

2003).

ERO y ERN a nivel celular son capaces de oxidar irrestrictamente varios componentes
celulares y pueden conllevar a una destruccion oxidativa de la célula. Como es el caso de la
etapa de establecimiento in vitro, luego de ser cortados los explantes empiezan a perder el
color verde e inician un oscurecimiento, liberando frecuentemente exudados oscuros al
medio de cultivo, que son una mezcla compleja de sustancias fendlicas (metabolitos
secundarios que modulan el desarrollo de la planta y su respuesta a estreses bidticos y
abidticos); sin embrago, no todos los exudados liberados al medio de cultivo son inhibitorios
o toxicos, pero en la mayoria de los casos el crecimiento del explante es inhibido, perdiendo
gradualmente su capacidad de proliferar y, si no se remedia la situacion, puede morir

(George, 1996; Ogita, 2005).

La oxidacion también puede deberse a otros factores ambientales como: explantes
senescentes, la intensidad de luz, herbicidas, el efecto abrasivo del agente desinfectante
aplicado durante la asepsia, composicion del medio de cultivo, volumen y calidad del frasco
de cultivo (George, 1993; Tabiyeh et al., 2006; Van et al., 2006; Pompeu et al., 2008 y
Abdelwahd et al., 2008), lo que limita la respuesta del explante, y generalmente da como

resultado la muerte del mismo (George, 1996; Tang y Newton, 2004 y Pompeu ef al., 2008).

Algunas sustancias en los medios de cultivo pueden contribuir a disminuir la oxidacién
(Azofeifa, 2009), en el caso de explantes de orquideas se ha reportado que el acido salicilico

disminuye la oxidacion en explantes de hoja de L. autumnalis (Hernandez, 2022).
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2.10 Acido salicilico

El acido salicilico (AS) es un compuesto fenolico y constituyente natural de las plantas
(Mady, 2009), el AS debe incluirse en la categoria de fitohormonas, la cual esta involucrada
en la induccion de respuestas ante estrés biotico y abiodtico (Lopez-Delgado et al., 2007).
Ademas de favorecer el crecimiento vegetal, estd involucrado en diversos procesos
fisiologicos tales como: termogénesis, resistencia a patdogenos, induccion a la floracion, el
crecimiento de raices y absorcion de nutrimentos (Hayat et al., 2007; Larqué-Saavedra y
Martin-Mex, 2007). Se ha reportado que preincubaciones con AS de microplantas de L.
autumnalis disminuye la oxidaciéon y favorece la organogénesis en explantes de hoja
(Hernandez-Bello et al., 2021a; Herndndez-Bello y Mora-Herrera, 2021b). La participacion
del AS en procesos morfogénicos previamente fue reportada en microplantas de Solanum
cardiophyllum (Lopez-Delgado et al., 1987) y en microplantas de S. tuberosum L. (Mora-
Herrera y Lopez-Delgado, 2012).

Se ha sugerido que los efectos promotores del crecimiento del AS pueden estar relacionados
con cambios en el estado hormonal (Shakirova et al., 2003; Abreu y Munne-Bosch, 2009) o
por mejora de la fotosintesis (Stevens et al., 2006). Olivares-Aguilar, (2020) menciona que,
de acuerdo con algunos antecedentes, el uso de AS durante el desarrollo de raices en el

proceso in vitro puede incrementar la sobrevivencia y adaptacion a condiciones ex vitro.
2.10.1 El acido salicilico como molécula de sefalizacion en plantas

Las EROs, especialmente el H,O, sirven como moléculas mensajeras por medio de la
modificacion oxidativa de proteinas de sefializacion. Entonces, un balance entre la
produccion de los EROs y su remocion permite una funcion celular normal, mientras que un

desequilibrio causa estrés oxidativo con consecuencias patoldgicas (Carvajal, 2018).

Benavides-Mendoza (2002) menciona que el dafio o estrés oxidativo se presenta cuando la
produccion de ERO rebasa la capacidad de los sistemas antioxidantes de la célula.
Normalmente el nivel de ERO es alto cuando la planta se ve sometida a alguna condiciéon de
estrés biotico o abiodtico, aunque la presencia de ERO causa dafio por oxidacion, las plantas

también hacen uso de las ERO en la disipacion energética y como sefializadores
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desencadenantes de respuestas de adaptacion y defensa (Draper, 1997 en Benavides-
Mendoza, 2002). A su vez estas ultimas se asocian con cambios morfologicos y fisiologicos
de la planta (Inz¢ y Van Montagu, 1995 en Benavides-Mendoza, 2002). Es probable que el
AS tenga alglin papel regulador sobre el balance de la oxidacion/reduccion de las células
vegetales, y tal vez ello explique la capacidad del AS de inducir respuestas tan variadas, como
las: fisioldgicas, morfogénicas y adaptativas en las plantas. Lo anterior se sigue a partir del
comprobado efecto del AS sobre la actividad de catalasa y otras enzimas que controlan el

nivel de las ERO (Raskin, 1992 en Benavides-Mendoza, 2002).
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3. JUSTIFICACION

El objetivo 15 de desarrollo sostenible “vida terrestre y ecosistemas” establece que: “se deben
tomar medidas urgentes para reducir la pérdida de habitats naturales y biodiversidad que
forman parte de nuestro patrimonio comin”. Y se hace necesario proteger, restablecer y
promover el uso sostenible de los ecosistemas terrestres, gestionar sosteniblemente los
bosques, luchar contra la desertificacion, detener e invertir la degradacion de las tierras y
detener la pérdida de biodiversidad. La flora ademas es fundamental para combatir el cambio

climatico (ONU, 2015).

Las orquideas, estan afrontando problemas de disminucion de sus poblaciones, derivado de
la destruccion del habitat y del saqueo (Avila-Diaz y Salgado-Garciglia, 2006), por lo que
son especialmente vulnerables a la extincion (Turner et al., 1994; Salazar-Rojas et al., 2007).
De igual manera la extraccion cronica de orquideas afecta la dindmica demografica de sus
poblaciones, ya que al extraer fracciones vegetativas de la planta se altera su crecimiento

(Halbinger y Soto, 1997).

Se ha demostrado que L. autumnalis es una especie autocompatible no autégama, donde la
autocruza tiene altos costos de endogamia al reducir la produccion de semillas viables, por
lo que en poblaciones endégamas la adecuacion disminuird 63 % y que la produccion natural
de frutos se encuentra entre las mdas bajas reportadas entre las especies de orquideas
(Emeterio-Lara, 2019). Ademas, las orquideas que se han visto mas afectadas han sido las
especies con alto potencial ornamental, entre los géneros que incluyen especies de alta
importancia horticola se encuentran: Laelia, por sus flores grandes y espectaculares;
Oncidium, por la belleza de sus inflorescencias y la potencialidad de crear hibridos
(Emeterio-Lara et al., 2016). Por lo que se hace necesario, establecer herramientas que
coadyuven a reestablecer las poblaciones y la biotecnologia puede ser implementada a través

de la morfogénesis.
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4. HIPOTESIS

Los explantes de hoja y raiz de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido
salicilico, favorecera las respuestas morfogénicas mediadas por auxinas/citocininas y horas

luz.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Inducir procesos morfogénicos mediados por auxinas/citocininas y horas luz en explantes de

hoja y raiz de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en &cido salicilico.

5.2 Objetivos especificos

o Evaluar el efecto de auxinas y citoquininas en las respuestas morfogénicas de raiz con
apice, raiz sin apice y hoja entera de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en AS,
es presencia de luz.

. Evaluar el efecto de auxinas y citoquininas en las respuestas morfogénicas de raiz con
apice, raiz sin apice y hoja entera de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en AS,

en ausencia de luz.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Sitio experimental

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal del
Centro Universitario UAEM Tenancingo; el cual estd ubicado en la Carretera Tenancingo -

Villa Guerrero Km. 1.5, C.P. 52400, Tenancingo; Estado de México, México.

6.2 Material vegetal

El material vegetal que se utilizo6 en este trabajo fue, microplantas de Laelia autumnalis
provenientes del Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal del Centro Universitario

UAEM Tenancingo (Figura 11).

Figura 11. Microplantas de Laelia autumnalis regeneradas in vitro en el Centro Universitario UAEM

Tenancingo.
6.3 Condiciones del cultivo
6.3.1 Incubacion de microplantas

-Los cultivos in vitro de L. autumnalis se mantuvieron en un cuarto de incubacion con un
fotoperiodo de 16 horas, con una radiacién de ca 35 pmol m? seg™!, 400-700 nm y una
temperatura de 20 +1 °C (Figura 12.A). Mientras que los experimento en ausencia de luz se
mantuvieron en un cuarto de incubacién sin fotoperiodo a una temperatura de 20 +1 °C

(Figura 12.B).
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Figura 12. Condiciones de cultivo, A) presencia de luz y B) ausencia de luz (en camara de oscuridad).

6.4 Medio de propagacion masiva de L. autumnalis

El medio de cultivo se prepardé mezclando las cantidades requeridas de sales inorganicas y
vitaminas. Las vitaminas y las sales se tomaron de las soluciones concentradas conocidas
segin Mora-Herrera (2007) con sales 4.4 g L', sulfato de magnesio (MgS0Os) 0.37 g L,
inositol 0.1 g L}, hierro (Fe) 0.065 g L'}, tiamina 0.0004 g L', pantotenato de calcio 0.002 g
L1, glicina 0.00005 g L', sacarosa 30 g L', (Cuadro 1). Posteriormente se aforé y se ajustd
el pH entre 5.6 y 5.7 con hidréxido de potasio (KOH) 1N; después, como agente gelificante,
se agregd 7.5 g L™ de agar bacterioldgico el cual se cual se disolvi con calor. Posteriormente
se adiciond 10 mg L' de medio de cultivo en tubos de ensayo de 20 x 150 mm con tapa
translucida. Los medios de cultivo y materiales de siembra (cajas de Petri, pinzas y bisturi);
se esterilizaron en una autoclave de presion a 120 °C durante 15 minutos, el procedimiento

se describe en la Figura 13.A.
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A) Medio de cultivo de
propagacion de L. autumnalis

Medio de cultivo MB B) 0 (-AS)y 10-5 M(+AS) C) Auxina/citocinina
SOLUCION Git

Sales 44

Sulfato de nmgresio (MeSO,) 037

Incsitol 0.1

hierro (Fe) 0068

Tiamina 0.0004 +

Pantotenato de caleio 0.002

Glicia 0.00005

Azicar 30

Agar bacteriologico 5

Agregado de agar agregado de medio de

Aforads Ajustado de pH Disolucié al Esterilizad
0rado meep Ajustado de pH e i — = Disolucion con calor w——p e — —p Esterilizado

g F

Figura 13. A) Descripcion de la preparacion de los medios de cultivo para la propagacion masiva de

T

microplantas de Laelia autumnalis en B) en acido salicilico y C) en auxina citocininas.

Cuadro 1. Soluciones para el medio de cultivo Murashige y Skoog 1962 MS descrito por Mora-Herrera (2007).

SOLUCION gLt Marca
Sales 44
Sulfato de masnesio (Me50y) 037 Fermont ®
Inositel 0.1 Sigma®
hierro (Fe) 0063 Fermont®
Tiamina 0.0004 Sigma®
Pantotenato de calco 0.002 Sigma®
Glicina 0.00005 Sigma®
Articar 30 Com ercial
Agar bactenologico 15 ED Bioxon®
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6.5 Propagacion masiva de material vegetal

Para mantener una fuente permanente de material bioldgico se realizé la propagacion de
microplantas de L. autumnalis bajo condiciones in vitro empleando medio MS (Murashige y

Skoog, 1962) con 50 % de sales (Figura 14).

Figura 14. Establecimiento de la propagacion masiva en microplantas de Laelia autumnalis.

6.6 Descripcion del experimento

Para el desarrollo del experimento, primero se realiz6 la micropropagacion masiva de L.
autumnalis (Figura 14), posteriormente se subcultivaron en medios MS més AS a una
concentracion de 0 (testigo), o 10> M y durante 2 meses. Una vez transcurrido ese tiempo se
realizaron disecciones para obtener los explantes de aproximadamente de 6-8 mm: A) hojas
completas, B) raices con apice y C) raices sin apice. Estos explantes se subcultivaron en los
medios de los tratamientos con auxinas y/o citocininas en las concentraciones de ANA, BAP,
TDZ'Y 2,4-D referidas en el cuadro 2 y se mantuvieron en incubacion con un fotoperiodo de
16 y 8 h. durante 4 meses. El experimento se realiz6 a través del mismo procedimiento solo
que en oscuridad total. Posteriormente, cada 15 dias se determin6 el nimero de explantes

oxidados, con procesos morfogénicos, o cualquier otra respuesta (Figura 15).
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Microplantas de Laelia autumnalis

Pre cultivadasen AS O M Pre cultivadas en AS 10°M

Explantes

Hoja Raiz con apice Raiz sin apice

N

Subcultivo en auxinas/citocininas

Variables para evaluar

Callo Organogénesis  Oxidacion Verde sin proceso  Incolora

‘\"\\4 -

Figura 15. Descripcion del experimento de los procesos morfogénicos en microplantas de Laelia autumnalis

precultivadas en acido salicilico en presencia de luz y ausencia de luz.

6.7 Medio de preincubaciéon con AS

Para la precultivacion en AS de microplantas de L. autumnalis; se sembraron en medio de
cultivo MS sélido (Figura 13.A; preparado como se indica en el punto 6.4) y adicionado con
AS a una concentracién de 0 y 10 M, tomado de una solucién de 20 mg de AS en 50 mL de
agua destilada, previamente el AS se disolvid con hidroxido de potasio (KOH) 1 N y
posteriormente se aford con agua destilada (Figura 13.A +B); este se mantuvo en las mismas

condiciones indicadas en el apartado 6.3 (Figura 12.A).
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6.8 Cultivo de microplantas con AS 0y 10> M

Se realiz6 el establecimiento del cultivo de L. autumnalis en medio de cultivo MS adicionado
con AS en una concentracion de 0 y 10> M. para la siembra se tomaron microplantas de L.
autumnalis y se colocaron en una caja de Petri previamente esterilizada en autoclave y
flameadas con el mechero. Enseguida, con ayuda de pinzas y bisturi se retiraron las partes
con oxidacion o incoloras, una vez limpiadas las microplantas se abri6o un tubo de 20 x 150
mm, el cual se flameo para evitar contaminacion alguna, se colocaron las microplantas en
contacto con el medio MS adicionado con AS 0y 10 M como se indica en el punto 6.6. Los
tubos se sellaron con pléstico auto adherente, y se etiquetaron con la fecha de establecimiento
del cultivo (Figura 16) y se incubardn en presencia de luz (como se indica en el apartado 6.3
Figura 12.A). El establecimiento del cultivo tuvo una duracion de un periodo de 2 meses, con

una revision de cada 15 dias.
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Subcultivo de microplantas de Laelia autumnalis
|

_ | _ _ Seleccion
Microplantas — Se coloco en caja de Petri — del explante ——

==

Figura 16. Descripcion del cultivo de microplantas de Laelia autumnalis con 0y 10° M de AS.
6.9 Medio de induccion de procesos morfogénicos empleando auxinas y citocininas

Para inducir procesos morfogénicos se sembraron a medio MS sélido (preparado como en el
punto 6.4), mas adicion de las fitohormonas 6-bencil-aminopurina (BAP), thidiazuron
(TDZ), acido 2.,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y/o é4cido naftalenacetico (ANA; cuadro 2;
Figura 13.A +C) y se mantuvieron en las mismas condiciones indicadas en el punto 6.3
(Figura 12.A y B). Se utilizaron explantes de hoja completa, raiz con apice o raiz sin apice

de L. autumnalis precultivadas con 0y 10~ M de AS.

37



Cuadro 2. Combinacion y concentraciones de las fitohormonas (mg L) por tratamiento, para inducir

procesos morfogénicos en microplantas de L. autumnalis precultivadas con 0y 10° M de AS.

Tratamiento BAP ANA 1DZ 24D
0 (Testigo) 0 0 0 0
] 0.35 0.35 0 0
) 0.525 0.35 0 0
3 0.7 0 0 0.7
4 0 0.35 1.05
5 L.0S 0 0

6.10 Propagacion del subcultivo para induccion de procesos morfogénicos empleando

auxinas y citocininas

Se realizo el establecimiento del subcultivo de microplantas de L. autumnalis precultivadas
con 0y 10° M de AS (como se indica en el punto 6.8). Para la siembra se tomaron microplantas
de L. autumnalis y se colocaron en una caja de Petri previamente esterilizada en autoclave y
flameada con el mechero. Enseguida, con ayuda de pinzas y bisturi se retiraron las partes con
oxidacion o incoloras, una vez limpiadas las microplantas se realizaron disecciones de + 6-8
mm de los explantes de: A) hojas completas (con el envés de la hoja en contacto con la
superficie), B) raiz con dpice (con el lado sin apice en contacto con la superficie y C) raiz sin
apice (con alglin lado sin 4pice en contacto con la superficie). Posteriormente se abrié un
tubo de 20 x 150 mm, el cual se flameo paraevitar contaminacion, y se colocarén los
explantes de las microplantas en contacto con el medio MS adicionado con axinas y/o
citocininas en las concentraciones de ANA, BAP, TDZ y 2,4-D referidas en el cuadro 2. Los
tubos se sellaron con plastico auto adherente, se etiquetaron con la fecha de establecimiento
del cultivo (Figura 17) y se incubar6n en presencia de luz y/o ausencia de luz (como se indica
en el apartado 6.3 Figura 12). El establecimiento del subcultivo tuvo una duracion de 4 meses,

con una revision cada 15 dias.
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Subcultivo de microplantas de Il_aelia autumnalis 0y 10° M

|

Microplantas— Se colocd en caja de Petri — Disecciones de 6-8 mm—

Se coloco en el medio MS con ANA,
BAP, TDZy 2,4-D

Sellado y rotulado

Figura 17. Descripcion del subcultivo de auxinas y citocininas de microplantas de Laelia autumnalis con 0 'y

10° M de AS.

6.11 Variables para evaluar

Se evaluard el porcentaje de distintos tipos de respuesta in vitro (callo, organogénesis,
oxidacion, verde sin proceso morfologico e incolora), a partir de los 4 meses después de la
siembra. El porcentaje de estructuras (n) de callos, organogénesis oxidacion, verde sin
proceso morfologicos e incolora, se determind mediante la relacion: porcentaje (%) de n =

[(nimero de explantes con estructura formada) / (numero total de explantes sembrados)] x
100.
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6.11.1 Diseiio experimental y analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio de bloques completos al azar, con 5 repeticiones por tratamiento. Para el
analisis estadistico de los datos (porcentaje de explantes con proceso morfogénico,
oxidacion, verde sin proceso o incolora) se utilizd los datos se expresan con estadistica

descriptiva (Wayne, 2013).
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7 RESULTADOS
7.2  Efecto de auxinas y citocininas en las respuestas morfogénicas en ausencia de luz
de explantes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en AS

7.2.1 Formacion de callo

Los explantes de raiz presentaron mayor formacion de callos con respecto a los de hoja,
siendo mayor en raices sin apice. Los explantes provenientes de microplantas precultivadas
en acido salicilico (+AS) presentaron mayor formacion de callos con respecto a las que no

estuvieron precultivadas de acido salicilico (-AS; Figura 18).

Los explantes de hoja de los tratamientos en +AS, tuvieron mayor formacion de callos con
respecto a los explantes provenientes de microplantas en -AS, el tratamiento con mayor
formacion callos fue el 5 (+AS BAP 1.05 mg L!) con un 80 %, cabe mencionar que en todos
los tratamientos con explantes de hoja en -AS tuvieron un 0 % de formacion de callos a

excepcion del tratamiento testigo que tuvo un 20 % (Figura 18.A).

Los explantes de raiz con apice en algunos de los tratamientos en +AS presentaron mayor
formacion de callos comparado con los explantes en -AS, aunque, en el tratamiento 1 (-AS'y
+AS BAP 0.35/ANA 0.35 mg L) se obtuvo un 100 % de formacion de callos (Figura 18.B).
Los explantes de raiz sin apice en la mayoria de los tratamientos en +AS presentaron hasta
100 % en los tratamientos 0 (+AS testigo), 2 (+AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg L) y 5 (+AS

BAP 1.05 mg L") de formacién de callos comparado con los tratamientos -AS (Figura 18.C).

En la Figura 19 se observan los callos formados por efecto de los tratamientos de precultivo
en AS y la combinacion hormonal auxinas/citocininas, donde se observan primordios foliares
iniciales, callos de diferentes tamafios. Los callos mas grandes se observaron en los explantes
de raiz con apice en los tratamientos TO y T2 con AS (Figura 19.A) y en raiz sin apice en el

tratamiento TO con AS (Figura 19.B).
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Figura 18. Porcentaje de formacion de callos en condiciones de oscuridad de explantes de; A) hoja, B) raiz con
apice y C) raiz sin apice, provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido salicilico 0

(-AS) y 107 (+AS) M y subcultivados en auxinas/citocininas.
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Figura 19. Callos en condiciones de oscuridad de explantes de A) raiz con apice y B) sin apice, provenientes
de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido salicilico 0 (-AS) y 10 (+AS) M y subcultivados

en auxinas/citocininas.

7.2.2 Formacion de 6rganos

Los explantes de hoja presentaron mayor formacion de 6rganos con respecto a los de raiz
(Figura 20). La formacion de 6rganos en hoja fue en los tratamientos: 1 (-AS BAP 0.35/ANA
0.35mg L"), 2 (-AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg L"), 3 (-AS ANA 0.7/2,4-D 0.7 mg L"), 4 (-
AS ANA 0.35/TDZ 1.05 mg L") y 5 (-AS BAP 1.05 mg L'; Figura 20.A). En los explantes
de raiz con apice en el tratamiento 0 (-AS testigo) se obtuvo un 40 % de formacion de 6rganos

y 20 % de en los tratamientos 0 (+AS testigo), 2 (+AS BAP 0.525/ANA 0.35mg L)y 5
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(+AS BAP 1.05 mg L'!; Figura 20.B). En los explantes de raiz sin 4pice presentaron 20 % de
formacion de organos en los tratamientos 0 (testigo) y 2 (-AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg L~
1), mientras que en el tratamiento 1 (+AS BAP 0.35/ANA 0.35 mg L) se obtuvo 40 %
(Figura 20.C).

En la Figura 21, se observan los 6rganos formados y la oxidacion en el explante de hoja de
microplantas precultivadas en AS y subcultivadas en auxinas/citocininas, una respuesta
observada, fue que del explante oxidado posteriormente se desarrolld6 un organo en la

mayoria de los casos.
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Figura 20. Porcentaje de formacion de organogénesis en condiciones de oscuridad de explantes de; A) hoja, B)

raiz con apice y C) raiz sin apice, provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido

salicilico 0 (-AS) y 107 (+AS) M y subcultivados en auxinas/citocininas.
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Figura 21. Organogénesis en condiciones de oscuridad de explantes de hoja, provenientes de microplantas de
Laelia autumnalis precultivadas en 4cido salicilico 0 (-AS) y 10° (+AS) M vy subcultivados en

auxinas/citocininas.

7.3  Explantes sin procesos morfogénicos de microplantas de Laelia autumnalis

precultivadas en AS
7.2.1 Explantes oxidados

Los explantes de raiz presentaron menor oxidacioén con respecto a los de hoja. Los explantes
provenientes de microplantas con los tratamientos en +AS presentaron menor oxidacién con

respecto a las -AS incluso en hoja (Figura 22).

Los explantes de hoja presentaron oxidacion en la mayoria de los tratamientos, sin embargo,
en los tratamientos 2 (+AS BAP 0.525/ANA 0.35mg L)y 5 ((ASy +AS BAP 1.05mg L~
1 no se obtuvo oxidacién (Figura 22.A). Por otro lado, en los explantes de raiz con dpice en
algunos de los tratamientos no presentaron oxidacion, solo se observo 20 % en los
tratamientos, 2 (-AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg L"), 3 (-AS y +AS ANA 0.7/2,4-D 0.7 mg L°
Yy 5 (+AS BAP 1.05 mg L!; Figura 22.B). En el caso de los explantes de raiz sin dpice en

todos los tratamientos en +AS no se present6d oxidacidon, mientras que en los tratamientos 0
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(testigo), 1 (-AS BAP 0.35/ANA 0.35 mg L'') y 5 (-AS BAP 1.05 mg L) si se observo
(Figura 22.C).

La Figura 23 muestra los explantes de hoja completa, raiz con apice y sin apice oxidados, sin

proceso morfogénico que posteriormente se necrosaron.

A) Hoja
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Figura 22. Porcentaje de oxidacion en condiciones de oscuridad de explantes de; A) hoja, B) raiz con apice y
C) raiz sin apice, provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido salicilico 0 (-AS)

y 107 (+AS) M y subcultivados en auxinas/citocininas.
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Figura 23. Oxidacion en condiciones de oscuridad de explantes de A) hoja, B) raiz con apice y C) raiz sin
apice, provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en 4cido salicilico 0 (-AS) y 103 (+AS)

M vy subcultivados en auxinas/citocininas.

7.2.2 Explantes verdes e incoloros

Se destaca que los explantes que no presentaron proceso morfogénico ni se oxidaron
permanecieron verdes o incoloros, y en los que provenian de plantas precultivadas en AS fue
menor la presencia de este proceso (Cuadro 3). Un 60 % de explantes de hoja permanecieron
verdes en el tratamiento 3 (-AS ANA 0.7/2,4-D 0.7 mg L") y 20 % de etiolados (incoloros)
en los tratamientos 0 (-AS testigo) y 2 (+AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg L!; Cuadro 3).

Los explantes de raiz con dpice que permanecieron verdes fueron los que se encontraron en
los tratamientos 0 (-AS testigo), 2 (-AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg L) y 3 (+AS ANA
0.7/2,4-D 0.7 mg L) con un 40 % y los explantes etiolados (incoloros) en los tratamientos
0 (+AS testigo) y 4 (-AS ANA 0.35/TDZ 1.05 mg L) con un 20 % (Cuadro 3). Por otro
lado, los explantes de raiz sin apice permanecieron verdes solo en el tratamiento 4 (-AS y
+AS ANA 0.35/TDZ 1.05 mg L") con un 20 % y el 40 % etiolados (incoloros) en el
tratamiento 2 (-AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg L™!; Cuadro 3).

La Figura 24 muestra los explantes de hoja completa, raiz con apice y sin apice verdes e
incoloros, ninguno tuvo procesos morfogénicos, sin embargo, cabe la posibilidad que los

explantes verdes con mayor tiempo pudieran desarrollar algin proceso morfogénico.
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Cuadro 3. Porcentaje de explantes verdes sin proceso ¢ incoloros en condiciones de oscuridad de explantes de;
A) hoja, B) raiz con apice y C) raiz sin apice, provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas

en 4cido salicilico 0 (-AS) y 107 (+AS) M y subcultivados en auxinas/citocininas.

Tratamiento Hoja Raiz con apice Raiz sin dpice
Verdes incoloras Verdes incoloras Verde incoloras
sin sin sin

proceso proceso* proceso
0-AS 0 20 40 0 0 20
0+AS 20 0 0 20 0 0
1-AS 20 0 0 0 0 0
1+AS 0 0 0 0 0 0
2-AS 20 0 40 0 0 40
2+AS 0 20 0 0 0 20
3-AS 60 0 20 0 0 20
3+AS 0 0 40 0 0 0
4-AS 20 0 20 20 20 0
4+AS 20 0 0 0 20 0
5-AS 40 0 20 0 0 0
5+AS 20 0 0 0 0 0

*porcentajes.
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Figura 24. Verde en condiciones de oscuridad de explantes de A) hoja, B) raiz con apice y C) raiz sin apice,
provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido salicilico 0 (-AS) y 105 (+AS) M y

subcultivados en auxinas/citocininas.

7.3  Efecto de auxinas y citocininas en las respuestas morfogénicas en presencia de

luz de explantes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en AS
7.3.1 Formacion de callo

Los explantes de raiz presentaron mayor formacion de callos con respecto a los de hoja,
siendo mayor en raices con apice. Los explantes provenientes de microplantas precultivadas
en acido salicilico (+AS) presentaron mayor formacion de callos con respecto a las que no

estuvieron precultivadas en acido salicilico (-AS), incluso en explantes de hoja (Figura 25).

En los explantes de hoja en +AS tuvieron mayor formacion de callos respecto a los explantes
provenientes de microplantas en -AS, el tratamiento con mayor formacién de callos fue el 2
(+AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg L") con un 40 %. Cabe mencionar que en la mayoria de los
tratamientos con explantes de hoja en -AS tuvieron un 0 % de formacion de callos a
excepcion del tratamiento 1 (BAP 0.35/ANA 0.35mg L) y 2 (BAP 0.525/ANA 0.35 mg L~
1 que tuvieron un 20 % (Figura 25.A).
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En el caso de los explantes de raiz con apice en los tratamientos 3 y 4 (-AS y +AS ANA
0.35/TDZ 1.05 mg L) tuvieron un 80 % de formacién de callos con respectos a los demas
tratamientos (Figura 25.B). Similarmente, los explantes de raiz sin 4pice en el tratamiento 0
(+AS testigo) tuvieron 100 % de formacion de callos con respecto a los demas tratamientos

(Figura 25.C).

En la Figura 26 se observan los callos formados en los explantes de raiz con y sin &pice de
microplantas precultivadas en AS y subcultivadas en auxinas/citocininas, donde se observan
primordios foliares iniciales, callos de diferentes tamafios. Los callos mas grandes se
observaron en los explantes de raiz con apice en los tratamientos TO y T2 con AS (Figura

26.A) y en raiz sin apice en el tratamiento T3 con AS (Figura 26.B).
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Figura 25. Porcentaje de formacion de callos en condiciones de luz de explantes de; A) hoja, B) raiz con apice

y C) raiz sin apice, provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido salicilico 0 (-AS)

y 107 (+AS) M y subcultivados en auxinas/citocininas.
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Figura 26. Callos en condiciones de luz de explantes de raiz con A) apice y B) sin apice, provenientes de
microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido salicilico 0 (-AS) y 10 (+AS) M y subcultivados en

auxinas/citocininas.

7.3.2 Formacion de 6rganos

Los explantes de hoja presentaron mayor formacion de 6rganos con respecto a los de raiz con
apice (Figura 27). Para el caso de los explantes de hoja provenientes de microplantas de (-
AS) y 107 (+AS) M en algunos tratamientos presentaron organogénesis, se destaca que el
tratamiento 0 (-AS testigo) tuvo mayor formacion de 6rganos con un 60 % con respecto a los
otros tratamientos (Figura 27.A). En contraste, en los explantes de raiz con apice solo se

obtuvo 20 % de formacion de 6rganos en el tratamiento 1 (+AS BAP 0.35/ANA 0.35 mg L~
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I: Figura 27.B). Por otro lado, cabe mencionar que en los explantes de raiz sin dpice no se
tuvo formacion de organos en ningun tratamiento en condiciones de luz, respecto a los
explantes en condiciones de oscuridad donde se observd formacion de 6rganos en algunos

tratamientos (Figura 20.C).

En la Figura 28 se observan los 6rganos formados y la oxidacion en el explante de hoja de
microplantas precultivadas en AS y subcultivadas en auxinas/citocininas, al igual que en
condiciones de luz los explantes oxidados posteriormente se desarrolld un organo en la

mayoria de los casos.
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Figura 27. Porcentaje de formacion de organogénesis en condiciones de luz de explantes de; A) hoja y B) raiz
con 4pice, provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en 4cido salicilico 0 (-AS) y 10°

(+AS) M y subcultivados en auxinas/citocininas.
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Figura 28. Organogénesis en condiciones de luz de explantes de hoja, provenientes de microplantas de Laelia

autumnalis precultivadas en 4cido salicilico 0 (-AS) y 10 (+AS) M y subcultivados en auxinas/citocininas.

7.4  Explantes sin procesos morfogénicos de microplantas de Laelia autumnalis
precultivadas en AS

7.4.1 Explantes oxidados

En la mayoria de los explantes provenientes de microplantas en (+AS) presentaron menor

oxidacidn con respecto a las que no estuvieron precultivadas en 4cido salicilico (-AS; Figura
29).

No se present6 oxidacion en los explantes de: raiz con apice en el tratamiento 0 (+AS testigo;
Figura 29.B); en los de raiz sin apice en los tratamientos 0 (+AS testigo), 1 (+AS BAP
0.35/ANA 0.35 mg L) y 5 (+AS BAP 1.05 mg L!; Figura 29.C) y en los de hoja en el
tratamiento 2 (+AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg L!; Figura 29.A).

La Figura 30 muestra los explantes de hoja completa, raiz con apice y sin 4pice oxidados,

ninguno tuvo proceso morfogénico que posteriormente se necrosaron.
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Figura 29. Porcentaje de la cuantificacion de la oxidacion en condiciones de luz de explantes de; A) hoja, B)

raiz con apice y C) raiz sin apice, provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido

salicilico 0 (-AS) y 107 (+AS) M y subcultivados en auxinas/citocininas.
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Figura 30. Oxidacion en condiciones de luz de explantes de A) hoja, B) raiz con éapice y C) raiz sin apice,

provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido salicilico 0 (-AS) y 105 (+AS) M y

subcultivados en auxinas/citocininas.

7.4.2 Explantes verdes e incoloros

Se destaca que los explantes que no presentaron proceso morfogénico ni se oxidaron
permanecieron verdes o incoloros, y en presencia de luz no presentaron un patrén de

respuesta (Cuadro 4).

En los tratamientos 1 (-AS BAP 0.35/ANA 0.35 mg L), 2 (+AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg
L) y 3 (-AS y +AS ANA 0.7/2,4-D 0.7 mg L") hubo 20 % de explantes verdes y en el
tratamiento 4 (-AS ANA 0.35/TDZ 1.05 mg L) 60 %. Los explantes etiolados se observaron
en los tratamientos 1 (-AS BAP 0.35/ANA 0.35 mg L), 2 (+AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg
L), 4 (+AS ANA 0.35/TDZ 1.05 mg L) y 5 (-AS BAP 1.05 mg L!) con 20 % y en los
tratamientos 0 (+AS testigo) y 5 (+AS BAP 1.05 mg L") un 60 % (Cuadro 4).

Los explantes de raiz con dpice que permanecieron verdes fueron los que estuvieron en los
tratamientos 0 (+AS testigo), 2 (+AS BAP 0.525/ANA 0.35 mg L) y 5 (-AS y +AS BAP
1.05 mg L) con un 20 %. Los explantes etiolados (incoloros) en el tratamiento 0 (-AS
testigo) tuvieron un 20 % (Cuadro 4). Los explantes de raiz sin dpice permanecieron verdes

solo en el tratamiento 0 (-AS testigo) con un 40 % (Cuadro 4).
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La Figura 31 muestra los explantes de hoja completa, raiz con apice y sin apice verdes e
incoloros, ninguno tuvo procesos morfogénicos, sin embargo, cabe la posibilidad que los

explantes verdes con mayor tiempo pudieran desarrollar algin proceso morfogénico.

Cuadro 4. Cuantificacioén de verde sin proceso e incolora en condiciones de luz de explantes de; A) hoja B)
raiz con apice, y C) raiz sin apice, provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido

salicilico 0 (-AS) y 107 (+AS) M y subcultivados en auxinas/citocininas.

Tratamiento Hoja Raiz con apice Raiz sin apice
Verdes incoloras Verdes incoloras Verde 1ncoloras
sin sin sin

proceso proceso*® Proceso
0-AS 0 0 0 20 40 0
0+AS 0 60 20 0 0 0
1-AS 20 20 0 0 0 0
1+AS 0 0 0 0 0 0
2-AS 0 0 0 0 0 0
2+AS 20 20 20 0 0 0
3-AS 20 0 0 0 0 0
3+AS 20 0 0 0 0 0
4-AS 60 0 0 0 0 0
4+AS 0 20 0 0 0 0
5-AS 0 20 20 0 0 0
5+AS 0 60 20 0 0 0

*Porcentaje.
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Figura 31. Verde en condiciones de luz de explantes de A) hoja, B) raiz con éapice y C) raiz sin apice,
provenientes de microplantas de Laelia autumnalis precultivadas en acido salicilico 0 (-AS) y 107 (+AS)M y

subcultivados en auxinas/citocininas.
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8 DISCUSION

La biotecnologia es una alternativa para la reproduccion y escalamiento de organismos para
mantener la biodiversidad; especialmente la morfogénesis permite obtener gran numero de

ejemplares a partir de poco material biologico sin perturbar habitats naturales.

Se ha establecido que los tipos de explantes, concentraciones y combinacion de reguladores
del crecimiento vegetal tienen una funcion importante durante la propagacion in vitro de
diferentes orquideas (Arditti y Ernst 1993). Ya que la presencia de hormonas en las células
de las plantas, les brindan la viabilidad necesaria para desarrollar rutas morfogénicas, donde
es necesaria la division y la elongacion celular; ademaés, en condiciones in vitro, se ha
reportado que dichas células bajo ciertos niveles hormonales comienzan procesos de
diferenciacion (Aspiazu, 2014). El balance hormonal mas utilizado y recomendado para
inducir la division y la elongacion celular en los procesos morfogénicos son las citocininas y
auxinas respectivamente mismas que se observo que inducen callos o brotes de novo en L.
autumnalis (Figuras 19, 21 y 26, 28) y la respuesta depende de las dosis de combinacion
(Figuras 18, 20 y 25, 27), ademads la respuesta fue mediada por el precultivo en AS de las
microplantas de donde se obtuvieron los explantes evaluados (Figuras 18. A, By C, y 25A,

By ).

Se obtuvieron mas callos que brotes de novo, especialmente en explantes de raices con
respecto a los explantes de hoja, destacando la formacion de callos de hasta 100 % en
explantes de raiz con y sin apice en condiciones de oscuridad y en condiciones de luz hasta
un 80 % (Figuras 18 y 25), por lo que la oscuridad favorece los procesos morfogénicos en
explantes de raiz es esta especie, algunos trabajos ya habian reportado los beneficios de las
condiciones en oscuridad para procesos morfogénicos asi, Moradi et al. (2016) reportan que n
explantes en oscuridad resultdé en una mejor induccion de embriones somaticos que en
condiciones de luz. Gow et al. (2010) reportaron que 60 dias de oscuridad era el periodo de
induccion mas adecuado para la formacion directa de embriones en Phalaenposis. Ademas,
el efecto positivo de la oscuridad sobre la embriogénesis somatica ha sido reportado en
algunas orquideas como Phalaenopsis, Oncidium y Coelogyne cristata. (Chen et al., 2000;

Gow et al., 2009, 2010; Naing et al., 2011), por esta razén se tienen bajos porcentajes de
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brotes de novo en este tipo de explante (es decir, los que tuvieron callo no tuvieron hasta ese
momento brotes de novo; Figura 18). En hoja se presenta mayor formacién de brotes de novo
que callos, aunque en menores porcentajes por la oxidacion (Figuras 20.B y 27.B), y en

general poca informacion hay de organogénesis en L. autumnalis.

Para el caso de formacion de callo Huan et al. (2004), reportaron que los cultivos de callos
de orquideas son limitados, por ejemplo, Torres (2020) encontro que en las hojas de Dracula
vampira el uso de 2,4-D no indujeron callo; resultados similares fueron reportados por
Janarthanam y Seshadri (2008), que mencionan que algunas especies no responden
adecuadamente a la presencia de 2,4-D en el medio de cultivo para la formacion de callo.
Cabe la posibilidad que en otras especies el 2,4-D solo o en combinacién con otras
fitohormonas si pueda coadyubar para inducir callo como los reportaron Chen y Chang

(2000).

Sin embargo, en los resultados de la presente investigacion, como en el caso del tratamiento
3 (+AS ANA 0.7/2,4-D 0.7 mg L'!; Figuras 18.B y 25.B) donde la formacion de callo fue de
20 % en explantes de hoja, mientras que en los no precultivados en AS no se obtuvo callo;
para el caso de los tratamientos en condiciones de oscuridad como de luz si hubo induccion

de callo aunque fue baja posiblemente por el precultivo en AS (Figuras 18.B y 25.B).

Fajardo et al. (2015), reportan que la adicion de AS al medio de cultivo acelero la formacion
de callos en clones de cacao, por ello como se observa en los resultados del presente estudio
en los tres tipos de explantes que provenian de microplantas precultivadas en AS favorecieron
la induccioén de formacion de callo, principalmente en raiz (Figuras 18.A, By Cy 25.A,By
C), como reporta Hernandez (2022), en L. autumnalis donde encontr6 la formacion de callo
tanto en hoja como de raiz; y con ello podemos observar que el mejor explante para inducir

la formacion de callo en L. autumnalis es la raiz.

Por otro lado, segin Meza (2013), en concentraciones adecuadas de bencil amino purina
(BAP) provoca un crecimiento en forma de callosidad, esto concuerda con los resultados del
presente estudio donde en el tratamiento 5 (-AS y +AS BAP 1.05 mg L) que solo contenia
BAP promovio callos en los tres tipos de explantes tanto en condiciones de luz como de

oscuridad (Figuras 18 y 25). También Gil et al. (2019), reportan mayor porcentaje de callos
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en adicion de BAP en C. trianae Linden & Rchb.f'y formacion de protocormos en la orquidea

Chloraea crispa, bajo condiciones de oscuridad.

Otras combinaciones de fitorhormonas que han formado callo embriogénico en el medio MS
son acido naftalénacético (ANA) y 6-BAP en L. anceps ssp. dawsonii a partir de semillas en
fotoperiodo de 16 h (Lee et al., 2010). En esta investigacion la combinacion del tratamiento
4 (-AS y +AS ANA 0.35/TDZ 1.05 mg L") indujo formacion de callo aunque se utilizé TDZ
en lugar de BAP, tanto, en condiciones de luz (Figura 25.A y C) como de oscuridad (Figura
18. A, By C), destaca que el efecto fue mayor en los explantes que provenian de microplantas

precultivadas en AS en condiciones de oscuridad.

En el estudio de Herndndez (2022), reporta organogénesis en explantes de hoja en L.
autumnalis en combinacion de ANA/BAP. Esto coincide con los resultados de la presente
investigacion donde en los tratamientos 1 (BAP 0.35/ANA 0.35 mg L) y 2 (+AS BAP
0.525/ANA 0.35 mg L) se obtuvieron brotes de novo tanto en condiciones de oscuridad y
luz (Figuras 20.B y 27.B), pero siempre fueron mayores en condiciones de oscuridad.
Ademas, en Laelia speciosa se obtuvieron brotes con la combinacion de estas fitohormonas
(Sarabia-Ochoa, 2010) y en Prosthechea citrina se observé formacion de brotes, incremento
de plantulas por explante, con brotes y desarrollo de hojas y raices en combinacién de

ANA/BAP (Cazarez et al., 2016).

Al igual que en la formacion de callos se reporta que BAP favorece a la formacion de brotes
en Dendrobium nobile Lindl (De Menezes et al., 2016), y en Phalaenopsis spp. Donde
incremento en el nimero de yemas por brotes (Duan et al., 1996) al igual que en Cymbidium
aloifolium L. (Nayak et al., 1998). Esto coincide con la presente investigacion en el
tratamiento 5 (BAP 1.05 mg L') donde BAP formé brotes de novo tanto en condiciones de

luz como de oscuridad (Figuras 20.B y 27.B).

Uno de los problemas mas serios para la morfogénesis en el cultivo in vitro, es la oxidacion
la cual se puede presentar cuando se extrae el explante de la planta madre, la primera
respuesta del tejido es la exudacion de compuestos fenolicos (Tisserat y Jones 1999) en el
sitio de corte provocando un severo oscurecimiento del tejido, ya que estos son lesionados;

también se puede deber a otros factores ambientales como: explantes senescentes, la
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intensidad de luz, herbicidas, el efecto abrasivo del agente desinfectante aplicado durante la
asepsia, composicion del medio de cultivo, volumen y calidad del frasco de cultivo (George,
1993; Tabiyeh et al., 2006; Van et al., 2006; Pompeu et al., 2008 y Abdelwahd et al., 2008),
lo que limita la respuesta del explante, y generalmente da como resultado la muerte del
mismo ( George, 1996; Tang y Newton, 2004 y Pompeu et al., 2008). En las orquideas se
presenta este problema sobre todo con explantes de hoja como fue reportado en Laelia
autumnalis (Hernandez, 2022). Por ello se han propuesto algunas estrategias para disminuir
la oxidacion y mantener la capacidad de regeneracion de explantes, como por ejemplo el uso

en el medio de agentes antioxidantes.

Es probable que el AS tenga alguna funcion reguladora sobre el balance de la
oxidacion/reduccion de las células vegetales, y ello tal vez explique la capacidad del AS de
inducir respuestas fisiologicas, morfogénicas y adaptativas en las plantas. Lo anterior se sigue
a partir del comprobado efecto del AS sobre la actividad de catalasa y otras enzimas que
controlan el nivel de las ERO (Raskin, 1992 en Benavides-Mendoza, 2002) que se ha visto

cuando un tejido se oxida es por la generacion excesiva de ERO (Karp, 1998).

En trabajos recientes se reportd que el uso de AS en precultivos de L. autumnalis para inducir
procesos morfogénicos disminuy6 la oxidacion en explantes de hoja y raiz (Hernandez,
2022); mismos efectos se encontraron en la presente investigacion donde el precultivo con
AS disminuy6 el porcentaje de explantes oxidados de hoja (Figuras 23 y 30), cabe destacar
que los explantes de raiz tuvieron menos oxidacion que los de hoja (Figuras 22.A, Cy 29.A,
C), y ademas los explantes que se cultivaron en luz tuvieron mayor porcentaje de oxidacion
que los cultivados en total oscuridad (Figuras 22 y 29), retomando que la luz favorece o
promueve la oxidacion (George, 1993; Tabiyeh et al., 2006; Van et al., 2006; Pompeu et al.,
2008 y Abdelwahd et al., 2008).

Probablemente el BAP también intervino en la disminucion de la oxidacion ya que como se
ha reportado retarda la senescencia (Zavaleta-Mancera et al., 2007; Schiller y Magnitskiy,
2019). Como se observo en el tratamiento 5 (BAP 1.05 mg L'; Figura 22) con alta
concentracion de BAP, lo que pudo coadyuvar junto con el precultivo en AS a evitar la

oxidacion especialmente en el caso de hojas que son el explante con mayor oxidacion, esto
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ya se habia observado aun en otras concentraciones de BAP (Herndndez-Bello y Mora-
Herrera, 2021b; Hernandez-Bello et al., 2021a), se ha reportado que el BAP, participa en el
fenomeno denominado “regreening” (reverdecimiento) y que se da en oscuridad (Zavaleta-
Mancera et al., 2007), lo que coincide con los resultados obtenidos de la presente
investigacion, donde los explantes cultivados en total oscuridad presentaron menor oxidacion

que los cultivados en luz (Figuras 22 y 29).

Esto confirma que el BAP pudo retrasar la senescencia en estos explantes como se encontro
en el trigo (Xie et al., 2004) en respuesta al BAP en oscuridad, como también se ha
demostrado en los floretes de brocoli (Costa et al., 2005), maiz (He et al., 2005) y arroz
(Ookawa et al., 2004). Se piensa que esta accion se da a través de la restauracion de los
componentes de la fotosintesis (Guiamet et al.,1991, en Zavaleta-Mancera et al., 2007;

Figura 23).

En este trabajo se observd que algunos explantes permanecieron verdes o etiolado (los que
no tuvieron proceso morfogénico ni se oxidaron), no se encontraron reportes que mencionen
este tipo de explantes, y aunque no fueron significativos, es importante resaltar que se dieron
principalmente en el explante de hoja tanto en condiciones de oscuridad como de luz
(Cuadros 3 y 4, Figuras 24 y 31). Esto confirma que este explante es mas susceptible al estrés
por lo que no se desarrolla ante el estimulo hormonal o es mas dificil obtener procesos

morfogénicos en este explante como en esta especie.
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9 CONCLUSIONES

La propagacion en medio MS al 50 % de sales es adecuada para la propagacion y
desarrollo de L. autumnalis.

El precultivo de microplantas de L. autumnalis en AS e incubacion en oscuridad
reduce la oxidacion de los explantes utilizados para inducir procesos morfogénicos.
Los explantes de microplantas de L. autumnalis precultivadas en AS induce la
formacion de procesos morfogénicos mediados por auxinas y citocininas incubadas
en oscuridad.

El explante de raiz es el mas apto para inducir callo en microplantas de L. autumnalis.
El explante de hoja es apto para inducir brotes de novo en microplantas de L.
autumnalis.

La combinacion de la auxina ANA vy la citoquinina BAP es la mas indicada para

inducir procesos morfogénicos en L. autumnalis
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GLOSARIO

Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) Auxina maés utilizada para la induccion de
embriogénesis somatica.

Acido naftalenacético (ANA) Auxina sintética, se utiliza ampliamente en horticultura para
estimular la formacion de raices adventicias.

Acido salicilico Compuesto fenélico y constituyente natural de las plantas, el AS debe
incluirse en la categoria de fitohormonas, la cual involucrada en la inducciéon de
respuestas ante estrés bidtico y abiotico.

Bencil Amino Purina (BAP) Fitohormona compuesto natural o de sintesis que participa y
promueve la division de las células vegetales.

Biodiversidad Variedad de la vida e incluye varios niveles de la organizacion biologica.
Abarca a la diversidad de especies de plantas, animales, hongos y microorganismos
que viven en un espacio determinado, a su variabilidad genética, los procesos
ecologicos y evolutivos que se dan a nivel de ecosistemas y paisajes.

Brotes de novo Formacion de nuevos organos de manera directa sin la formacion de callo.
Si la formacion es de brotes, raices o flores se denominan organogénesis directa.

Callo Células de tejido no estructuradas, llamadas parénquima, que se derivan de la materia
vegetal utilizada en experimentos e investigaciones.

Callo friable Tipo de callo que se caracteriza por ser suave, himedo y facil de desmenuzar,
mientras que el callo no friable es mas duro y seco.

Callo no friable Masa de células no diferenciadas que se forma en las plantas

Cultivo in vitro Como técnica, consiste esencialmente en aislar una porcion de la planta,
llamada explante, y suministrarle artificialmente las condiciones apropiadas para que
las células alli contenidas expresen su potencial intrinseco o inducido.

Desdiferenciacion Proceso donde las células maduras pierden sus caracteristicas especificas
y vuelven a un estado de célula madre.

Embriogénesis Somatica puede definirse, como el proceso a través del cual, las células
somaticas se pueden diferenciar en embriones somaticos

Endemismo En biologia, se refiere a un ser vivo que habita exclusivamente en un area

geografica definida de forma natural.
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Epifita adj. Bot. Dicho de un vegetal Que vive sobre otra planta, sin alimentarse a expensas
de esta; p. ¢j., los musgos y liquenes.

Especies reactivas de oxigeno (EROs) Especialmente el H>O», sirven como moléculas
mensajeras por medio de la modificacion oxidativa de proteinas de sefializacion.

Explante Tejido vivo separado de su 6rgano propio y transferido a un medio artificial de
crecimiento.

Morfogénesis Formacion o la génesis de o6rganos y comprende el crecimiento y la
diferenciacion celular.

Organogénesis Es una de las vias morfogenéticas en la cual se diferencian meristemos a
partir de las células o tejidos cultivados.

Raices adventicias Raices que se producen a partir de yemas ubicadas en los tallos de la
planta y que no provienen de la raiz original del embrion.

Regreening Volver a verde.

Senescencia Proceso de envejecimiento bioldgico que experimentan las plantas y sus
organos vegetativos, como hojas.

Somatico Se refiere a la diferenciacion de varios sistemas de drganos y el desarrollo de una
planta.

Thidiazuron (TDZ) Fitohormona o producto quimico con alta actividad como citoquinina.

Totipotencia Potencia celular méxima, que le confiere a la célula la capacidad de dirigir el
desarrollo total de un organismo.

Velamen Tejido que cubre las raices aéreas de las orquideas epifiticas, encargado de absorber
agua y de evitar la evaporacion excesiva de agua desde el tejido radical.

Yemas Estructuras pequefias de las plantas ubicadas en los nudos de los tallos y en el extremo

terminal de los tallos, encargadas de producir nuevas ramas o flores.

87



