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RESUMEN
La micropropagacion es considerada como una técnica biotecnologica que permite
obtener plantas en poco tiempo y espacio, en donde uno de los de los principales desafios
es la aclimatacion a condiciones ex vitro. Ademas, el crecimiento de algunas orquideas
en condiciones in vitro es muy lento, por lo que el uso de moléculas como el acido
salicilico (AS), que tiene funciones en la regulacion del crecimiento, desarrollo,
maduracion y en respuestas de defensa, ademas de inducir tolerancia al estrés bidtico y
abiotico, podria fortalecer el desarrollo de microplantas y ayudar en el proceso de
aclimatacion para ser transferidas a condiciones ex vitro. No obstante, la respuesta al AS
varia segun la especie, variedad, genotipo, concentracion, forma y momento de
aplicacion. Por lo que el proposito de este trabajo fue evaluar el efecto del acido salicilico
en el desarrollo y la supervivencia ex vitro de microplantas de Guarianthe aurantiaca 'y
Laelia anceps. Para ello, se cultivaron microplantas de Laelia anceps y Guarianthe
aurantiaca en medio MS al 100 % con 0, 10, 50 y 100 de AS uM durante 3 meses.
Posteriormente, se evalud la supervivencia in vitro, longitud de raices y de hojas, el
numero de hojas y raices, peso fresco y la supervivencia ex vitro. Se observo que el
crecimiento in vitro de G. arauntiaca fue muy lento en todos los tratamientos con AS,
incluido el testigo. Algunas presentaron oxidacion y no hubo diferencias significativas en
ninguna de las variables. Caso contrario en L. anceps, donde si hubo diferencias
significativas en las variables evaluadas de longitud de raices y de hojas, nimero de hojas
y peso fresco. Ademas, los tratamientos 10 y 100 uM de AS incrementaron la
supervivencia de las microplantas en condiciones ex vitro. Estos resultados evidencian la
diversidad de respuestas fisioldgicas a compuestos como el AS entre especies inclusive
de la misma familia y resaltan la importancia de continuar investigando protocolos para

la induccion de tolerancia al estrés.
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ABSTRACT

Micropropagation is considered a biotechnological technique that enables the production
of plants in a short time and using limited space, where one of the main challenges is
acclimatization to ex vitro conditions. Moreover, the growth of some orchids under in
vitro conditions is very slow, which is why the use of molecules such as salicylic acid
(SA) which plays roles in regulating growth, development, maturation, and defense
responses, as well as inducing tolerance to biotic and abiotic stress could enhance the
development of microplants and assist in the acclimatization process for transfer to ex
vitro conditions. However, the response to SA varies depending on the species, variety,
genotype, concentration, form, and timing of application. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the effect of salicylic acid on the development and ex vitro survival of
microplants of Guarianthe aurantiaca and Laelia anceps. To this end, microplants of
Laelia anceps and Guarianthe aurantiaca were cultured on 100% MS medium with 0,
10, 50, and 100 uM of SA for 3 months. Subsequently, in vitro survival, root and leaf
length, number of leaves and roots, fresh weight, and ex vitro survival were evaluated. It
was observed that the in vitro growth of G. aurantiaca was very slow across all SA
treatments, including the control. Some showed oxidation, and there were no significant
differences in any of the variables. In contrast, in L. anceps, there were significant
differences in the evaluated variables: root and leaf length, number of leaves, and fresh
weight. Furthermore, the 10 and 100 uM SA treatments increased the survival of
microplants under ex vitro conditions. These results highlight the diversity of
physiological responses to compounds such as SA among species, even within the same
family, and underscore the importance of continuing to investigate protocols for inducing

stress tolerance.

3|Pagina



INDICE GENERAL

1. INTRODUCCION .......coouiiititititiiiiinittetetstete ettt e e e es s st sesesenenenenens 9
2.ANTECEDENTES ... ottt st st s e s e s ea s ea s eansaansannns 10
2.1 BIodiversidad..............ooooiiiiiiiiiiiiee e e 10
2.2 OFQUIAE@AS ........ooeneiiieiiie ettt ettt et e et e e et e e e tee e s e e esaseeesaseeessseeesseeesseeans 12
2.3 Importancia de las orquideas....................cccoveieiiiiieiiiieceece e 16
2.4 Problematicas de las orquideas ..................ccoeeviiieeiiieeiie e 17
2.5 Alternativas de conservacion de orquideas .................cccoeecviiiriieiniiennieenieen, 18
2.6 ACAO SALICIICO ...t 23
R LBICH U 023 (X ® (0. F TR 24
4. HIPOTESIS ......ouiimiiiiiiieie ettt ettt ettt ettt ettt b s besesesanenas 27
S.OBIETIVOS. ..ottt et et s et s e s et e eae s aae s aaesaansannsannsannsannsannns 27
T BT 1 ) | PRSP 27
5.2 ESPECIFICOS. ......oooeiiiiiiii ettt e e e s e e e sare e e eab e e e taeeenneeen 27
6. MATERIALES Y METODOS.........cocuouiuiiiiiiiiieieieieseteieteaesessnsssssssssssesesesesesesasenas 28
6.1 Sitio experimental ...................cooiiiiiiii e 28
6.2 Material biolOZiCo ..............oooviiiiiiiii e 28
6.3 Condiciones de cultivo in Vitro .................ccoccooviiiiniiiiniiiiiiiic e 29
a) Medio de cultivo de propagacion...........c....ocoeuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 29

b) Medio de cultivo COMm AS ... e e re e ae e e 30

6.4 Condiciones de cultivo ex Vitro.................ccocceoviiiiniiiiniiiiiniiiiee e 31
6.5 Descripcion de los experimentos en cultivo in vitro ..................ccooceeveeeennncen. 32
6.5.3. Variables evaluadas ............ccoouuiiiniiiiiiiiiiieiiir ettt eeee e e e eenes 34
6.5.4. Diseflo experimental..............ccoeiiiiiiiiiiiiiiieiiii ettt eeee e e e eenes 35

6.6 Descripcion de los experimentos en aclimatacion ex vitro............................... 35
6.5.1  Variables evaluadas...........ccoueviiuiiiiiniiiiniriiiireiie ettt eeee s erneeeenes 37
6.5.2 Disenno experimental ..................ooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 38

8. DISCUSION ...ttt ettt ettt ettt s b st e sesesasenas 46
9. CONCLUSIONES........ ittt ettt e e e s ee e e s et eeseareeeesenreeeesenneeeeeas 49
10. PERSPECTIVAS ...ttt ettt s etee e et s eta s etaaesetnesenenssaeneserennsannes 49
11. BIBLIOGRAFTA ........oooiiiiiiiiiiiiieee ettt 50
12, ANEXOS Lottt et et et et et saaeeaaeeeaeeeaeaneeneeeneaaneannanns 62

4|Pagina



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Imagenes de la morfologia de L. anceps que representa A) Habito de
crecimiento epifito, B) Flor con labelo, C) Pseudobulbos y hojas D) y E) Inflorescencia
y flores. Fotos tomadas de iNaturalist Mexico. https://www.inaturalist.org/taxa/204984-
Laelia-anceps/browse photos. Con modificaciones............eccveeeveereeeecieeneeenieenieeneenenn. 14
Figura 2. Imagenes de la morfologia de G. arauntiaca que se representa A), B) y C)
Hébito de crecimiento epifit o, D) Inflorescencia, E) y F) Flores y G) Hoja y capsula
inmadura. Fotos tomadas de iNaturalist Mexico,
https://mexico.inaturalist.org/taxa/284255-Guarianthe-aurantiaca/browse photos. Con
INOATTICACIONES ...ttt ettt ettt a et e e st e bt enbe e st e sbeebeenee e 16
Figura 3. Vitroplantas de G. arauntiaca cultivadas por 18 meses en medio Murashige y
SKOOE. ettt sttt ettt et nae et 28
Figura 4. Vitroplantas de L. anceps desarrolladas por 6 meses en medio Murashige y
S OO, ettt ettt e et e et e e et e e e e e e bt e ennbeeennbeeeabeeenaeeenaeeens 28
Figura 5. Concentraciones de AS para los medios de cultivo en cada tratamiento, a)
solucion concentrada 20 mg en 100 mL de AS para el tratamiento 2 (10 uM) y 3 (50 uM),
b) peso directo en miligramos de AS para el tratamiento 4 (100 uM). .....coeevveveevnnnnnee. 31
Figura 6. Domo acondicionado utilizados en la aclimatacion de vitroplantas de G.
AVAUNTIACA Y L. QICEPS. .....ooeeiiiiiiiiiieet e 32
Figura 7. Sustratos utilizados en la aclimatacion ex vitro de G. arauntiaca 'y L. anceps:
a) carbon vegetal, b) perlita, ¢) corteza de pino y d) peat moss. .......cccceeevveerveeenveennnnen. 32
Figura 8. Diagrama de la descripcion del experimento y desarrollo in vitro y ex vitro de
microplantas de G. aurantiaca precultivadas en acido salicilico. ........cccceveviinienicnnnene. 33
Figura 9. Diagrama de la descripcion del experimento y desarrollo in vitro y ex vitro de
microplantas de L. anceps precultivadas en acido salicilico. ........ccccoecveeereiieiniieeiciennne, 34
Figura 10. Diagrama del desarrollo ex vitro de microplantas de G. aurantiaca 'y L. anceps
precultivadas en 4cido SAlICIIICO. .....eeviieiiiieiieiieie e 37
Figura 11. Longitud de raices de microplantas de G. arauntiaca precultivadas 3 meses
en AS. Los resultados son el promedio de 10 repeticiones por tratamiento, = e.s. Las

barras con la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p

Figura 12. Longitud de hojas de microplantas de G. arauntiaca precultivadas 3 meses

en AS. Los resultados son el promedio de 10 repeticiones por tratamiento, = e.s. Las

5|Pagina



barras con la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p

Figura 13. Numero de raices de microplantas de G. arauntiaca precultivadas 3 meses en
AS. Los resultados son el promedio de 10 repeticiones por tratamiento, = e.s. Las barras

con la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p < 0.05).

Figura 14. Numero de hojas de microplantas de G. arauntiaca precultivadas 3 meses en
AS. Los resultados son el promedio de 10 repeticiones por tratamiento, = e.s. Las barras

con la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p <0.05).

Figura 15. Peso fresco de microplantas de G. arauntiaca precultivadas 3 meses en AS.
Los resultados son el promedio de 10 repeticiones por tratamiento, + e.s. Las barras con
la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p < 0.05). 42
Figura 16. Vitroplantas de G. arauntiaca precultivadas en AS durante 3 meses. jError!
Marcador no definido.

Figura 17. Longitud de raices de microplantas de L. anceps precultivadas 3 meses en
AS. Los resultados son el promedio de 20 repeticiones por tratamiento, = e.s. Las barras

con la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p < 0.05).

Figura 18. Longitud de hojas de microplantas de L. anceps precultivadas 3 meses en AS.
Los resultados son el promedio de 20 repeticiones por tratamiento, + e.s. Las barras con
la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p < 0.05). 43
Figura 19. Numero de raices de microplantas de L. anceps precultivadas 3 meses en AS.
Los resultados son el promedio de 20 repeticiones por tratamiento, + e.s. Las barras con
la misma letra son estadisticamente iguales Diferencia estadistica (Tukey , p <0.05). 44
Figura 20. Numero de hojas de microplantas de L. anceps precultivadas 3 meses en AS.
Los resultados son el promedio de 20 repeticiones por tratamiento, + e.s. Las barras con
la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p < 0.05). 44
Figura 21. Peso fresco de microplantas de L. anceps precultivadas 3 meses en AS. Los
resultados son el promedio de 20 repeticiones por tratamiento, + e.s. Las barras con la
misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p <0.05). ... 45
Figura 22. Vitroplantas de L. anceps precultivadas en AS durante 3 meses............... 42
Figura 23. Almdacigo con vitroplantas de G. arauntiaca en aclimatacion ex vitro.

........................................................................................ iError! Marcador no definido.

6|Pagina



Figura 24. Vitroplantas de G. arauntiaca después de la aclimatacion ex vitro.... (Error!
Marcador no definido.
Figura 25. Almacigo con vitroplantas de L. anceps en aclimatacion ex vitro......;Error!
Marcador no definido.
Figura 26. Vitroplantas de G. arauntiaca después de la aclimatacion ex vitro.... (Error!

Marcador no definido.

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Biodiversidad de México, de acuerdo con la CONABIO, 2022. .................... 11

Tabla 2. Numero de especies de plantas en el mundo y en México de acuerdo con

(010) T NE) (0 1017523 YOO 11

Tabla 3. Composicion quimica y cantidades requeridas para las sales del medio de cultivo

de Murashige ¥ SKOOZ (IMS)...ccuuiiiiiiiieiieeiiece ettt et e 29

Tabla 4. Soluciones concentradas para el medio de cultivo (Mora-Herrera, 2007). ..... 30

Tabla 5. Condiciones ambientales en las que se mantuvieron las vitroplantas

precultivadas en AS de Guarianthe arauntiaca y Laelia anceps en la aclimatacion ex

Tabla 6. Supervivencia de microplantas de G. arauntiaca precultivadas en AS durante 3

TE1E S, - uenneeen e et e et e et e e ea e e e e s et e e e et e et e e e et et aaaeant et eta.eta.—anatenn.tataaatnaaaraaaa 39

Tabla 7. Porcentaje de supervivencia de microplantas de L. anceps precultivadas en AS

QUIANTE 3 01, neeeeeeeeeeee e ettt e e e e e e e e e e e e aeeeeeeer e aaeeeeeeeraeannaaaeeaaeeraans 42

Tabla 8. Supervivencia ex vitro de microplantas de G. arauntiaca precultivadas en AS

QUIANTE 3 NI, nneieieieeieeeee ettt e e e e e e e e e e e e aeeeeeeereean e aaeeeeeeeraeannaaaeeaaeernans 45

Tabla 9. Supervivencia ex vitro de microplantas de L. anceps precultivadas en AS

QUIANTE 3 NI, nneieieieeieeeee ettt e e e e e e e e e e e e aeeeeeeereean e aaeeeeeeeraeannaaaeeaaeernans 46

7|Pagina



ABREVIATURAS

uM: Micromolar.

AMO: la Asociacion Mexicana de Orquideologia.
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CONABIO: Comision para el Conocimiento Nacional y uso de la Biodiversidad.
CONANP: Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas.
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MS: Medio de cultivo Murashige y Skoog.

pM: Picomolar.

PNUD: Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo.
PNUMA: Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente.

PROFEPA: Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente.
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1. INTRODUCCION

Meéxico se ubica en el quinto lugar dentro de los 17 “paises megadiversos” del mundo
(Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas [CONANP], 2018). En cuanto a la
flora, esta entre los cinco paises con mayor nimero de especies de plantas vasculares.
Hasta la fecha se han registrado més de 25 mil especies de las cuales la mayoria son
angiospermas (23,791) (SEMARNAT, 2012). Ademas, muchas de ellas son de origen y

domesticacion mexicana (Plascencia ef al., 2011).

Una de las familias mas importantes son las orquideas, que constituyen uno de los grupos
de plantas mas diversos en el mundo, con alrededor de 20 a 30 mil especies. En México
se han registrado alrededor de 1260 especies y 170 géneros; es decir, el 40 % de las

orquideas mexicanas son endémicas (PROFEPA, 2022; Sarukhéan et al., 2017).

Los estados con mayor riqueza de orquideas son Michoacan, Guerrero, Chiapas, Veracruz
y Oaxaca (Tejeda-Sartorius, 2018). Debido a la gran diversidad morfologica, larga
duracién de las flores, aroma y apariencia de las orquideas, su comercializacion se ha
expandido notablemente en las Gltimas décadas (Chavez-Cruz et al., 2022; De Menezes
et al., 2016). En consecuencia, es uno de los grupos mds vulnerables, ya que los habitats
van desapareciendo a ritmos acelerados por la sobreexplotacion en el medio silvestre,
comercio ilegal, deforestacion, cambio de uso de suelo para actividades agropecuarias, el
avance urbano y el cambio climatico (Ngjar, 2011); por estas razones, se deben tomar
medidas urgentes para reducir la pérdida de hébitats naturales y por siguiente la
biodiversidad (UNDP, 2015).

Una alternativa para contrarrestar esta problematica es el uso de la biotecnologia a través
del cultivo in vitro para incrementar la produccion de orquideas, ya sea para fines
comerciales o para programas de conservacion (Thammasiri et al., 2022). En las fases de
la propagacion in vitro de orquideas una de las etapas mas criticas es la aclimatacion,
donde disminuye la supervivencia (Chandra et al., 2010), ya que las plantas
micropropagadas tienen la necesidad de adaptarse para sobrevivir a cambios severos de
humedad, irradiancia, temperatura, patdgenos y medio de crecimiento (Lando et al.,
2016). Algunas investigaciones han demostrado que el 4cido salicilico (AS) podria
coadyuvar a esta adaptacion por ser una molécula que participa en procesos fisioldgicos

importantes y que tiene funciones en la regulacion de crecimiento, desarrollo, maduracién
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y respuestas de defensa de las plantas, ademas de inducir tolerancia al estrés bidtico y

abidtico (Miura y Tada, 2014).

2. ANTECEDENTES

2.1 Biodiversidad

La biodiversidad, también conocida como diversidad bioldgica, se refiere a la gran
variedad de organismos vivos que habitan en un espacio determinado del planeta Tierra
tras miles de millones de afios de evolucion. Abarca diferentes grados de organizacion
bioldgica: plantas, animales, insectos, hongos, peces y microorganismos; asimismo,
incluye procesos evolutivos y ecoldgicos que ocurren en el ambito de los genes, especies
y paisajes. Las especies domesticadas por el ser humano, como maices, frijoles, calabazas,
chiles, caballos, vacas y borregos, también forman parte de la biodiversidad (CONABIO,
2022; Crespo, 2022).

La biodiversidad asegura el equilibrio de los ecosistemas a nivel global, por lo que la
especie humana depende de ella para subsistir. Por un lado, es el fruto de millones de afios
de la naturaleza, que genera variados climas y recursos como los diferentes nichos
ecologicos que permiten la existencia de numerosas especies, lo que hace que su valor
sea incalculable e irremplazable. Ademads, provee bienes y servicios tan vitales para la
vida del ser humano como la comida, el aire, el agua, la energia y el oxigeno. También
suministra materias primas que promueven el crecimiento economico, es la fuente de
medicamentos y brinda hermosos paisajes que podemos apreciar (Sarandon, 2020).

2.1.1 Paises megadiversos

El Centro Mundial de Vigilancia de la Conservacion (CMVC), perteneciente al Programa
de Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente (PNUMA), considera paises megadiversos
aquellos que albergan al menos 5,000 plantas endémicas y que poseen ecosistemas
marinos dentro de sus fronteras. Esta categoria se ha otorgado a 17 paises, entre los que
destacan: Australia, Brasil, China, Colombia, Ecuador, Estados Unidos, Filipinas, India,
Indonesia, Madagascar, Malasia, México, Paptia Nueva Guinea, Peru y la Republica
Dominicana del Congo hasta Sudafrica y Venezuela. Cada uno de estos paises contribuye
de manera Unica a la gran diversidad bioldgica de nuestro planeta (Ratia, 2024).

2.1.2 Biodiversidad en México

México se encuentra en el quinto lugar de los paises mas megadiversos del planeta,
después de Brasil, Colombia, China e Indonesia y tercer lugar en América. Su compleja

fisiografia e historia geoldgica y climéatica han creado una variada gama de condiciones
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que hacen posible la coexistencia de diversas especies de origen tropical y boreal, que al
paso del tiempo también han permitido una intensa diversificacion de muchos grupos
taxonomicos (Espinosa et al., 2008).

A pesar de representar tan solo el 1.5 % de la superficie terrestre del planeta, se estima
que en México habitan entre el 10 y el 15 % de las especies del mundo, sin olvidar que
las especies endémicas representan alrededor del 50 y 60 % (Sarukhan, 2009;
SEMARNAT, 2012). Ademas, México ocupa el segundo lugar mundial en cuanto al
numero de especies de reptiles (864), el tercer lugar en mamiferos (564), el quinto lugar
en anfibios (376) y plantas vasculares (21,989-23,414), el undécimo en aves (1,123-
1,150) (Tabla 1) (CONABIO, 2022).

Tabla 1. Biodiversidad de México, de acuerdo con la CONABIO, (2022).

Plantas Mamiferos Aves Reptiles Anfibios
vasculares
Posiciéon mundial 5 3 11 2 5
Numero de especies  21,989-23,414 564 1,123-1,150 864 376

2.2.3 Biodiversidad de plantas en México

De acuerdo con Villasefior et al. (2023), las plantas se dividen en dos grupos: las que
tienen un sistema vascular por el cual circula o se trasporta la savia y los nutrientes y las
no vasculares que absorben el agua y los nutrientes directamente en sus células. Las
especies de plantas vasculares en México con mayor importancia son: las magnolias y
margaritas; después estan las palmeras y pastos; cicadas y pinos; helechos; musgos y

hepaticas y algas (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de especies de plantas descritas en el mundo y en México de acuerdo
con CONABIO (2022).

Plantas Especies en el mundo Especies en México
Magnolias y margaritas 199, 350 19,065
Palmeras y pastos 59, 300 4,726
Cicadas y pinos 980 150
Helechos 13, 025 1, 067
Musgos y hepaticas 19, 900 1,482
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Algas 27,000 2,702
Total de especies descritas 319, 555 29, 192

Entre una de las familias mas importantes y numerosas de las angiospermas, division
Magnoliophyta (plantas con flores) estan las orquideas con alrededor de 25,000 especies.
Actualmente formada por 6 subfamilias: Apostasioideae, Cypripedioideae,
Epidendroideae, Orchidoideae, Vandoideae, Vanilloideae, de las cuales la mayoria estan

presentes en México.

2.2 Orquideas

México pertenece a los paises con biomasas que poseen condiciones propicias para el
desarrollo de las orquideas (Sanchez et al., 2019). Se han registrado alrededor de 1,260
especies y 170 géneros, de las cuales el 40 % de especies y 8 % de géneros de las
orquideas mexicanas son endémicas (PROFEPA, 2022; Sarukhan et al., 2017). Los
estados con mayor riqueza son: Michoacan, Guerrero, Chiapas, Veracruz y Oaxaca
(aunque todos los estados cuentan por lo menos con una especie; PROFEPA, 2020). Entre
los géneros mdas importantes y representativos estan: Cattleya, Laelia, Epidendrum,
Prostechea, Encyclia, Oncidium, Vainilla, Brassia, Sobralia, Stanhopea, Odontoglossum,
Lemboglossum, Maxillaria, Gongora, Lycaste y Rhynchostele (Gamez et al., 2017;
Velazquez-Juérez et al., 2023).

El Estado de México es el habitat de 202 especies de orquideas (15 estan bajo alguno de
los estatus de la NOM-059-Semarnat-2010 y 13 son endémicas), ocupando el tercer lugar
a nivel nacional en diversidad de especies (Flores y Sanchez, 2018). En la region sur del
estado se han registrado 111 especies de orquideas; las zonas de Temascaltepec y Ocuilan
son las areas que tienen mayor riqueza en toda la entidad. Por otro lado, la Asociacion
Mexicana de Orquideologia (AMO), el herbario de la Universidad Auténoma de México
(MEXU) y el herbario de la Universidad Metropolitana (UAMIZ), reportan 78 especies
para el municipio de Temascaltepec, 26 para Tenancingo y 5 para Villa Guerrero
(Ceballos-Vasquez, 2023).

Entre los géneros mas importantes del Estado de México estan los géneros de Laelia y
Guarianthe, ambas son epifitas de origen mexicano, se caracterizan por tener flores
vistosas y llamativas, lo que hace que sean extraidas de sus habitas naturales para
diferentes fines. Aunque todavia no se encuentren en alguna categoria de riesgo en la

NOM-059-SEMARNAT-2010, es importante como medida preventiva establecer
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procesos de propagacion masiva para contribuir a la disminucion de la presion que
actualmente sufren sus poblaciones silvestres. Una alternativa para contrarrestar esta
problematica es el uso de la biotecnologia a través del cultivo in vitro para incrementar
su produccion ya sea con fines comerciales o como parte de programas de conservacion
(Thammasiri et al., 2022).

2.2.1 Género Laelia

Las laelias son orquideas epifitas silvestres son muy hermosas por la apariencia de sus
atractivas flores. Han sido cultivadas y apreciadas por la gente de México,
particularmente por diversos grupos indigenas. Por lo regular, habitan en arboles del
género Quercus (encinos), pueden adaptarse con facilidad a diferentes ambientes, desde
los climas secos hasta las montafias frescas, himedas y de niebla. La mayoria de las
especies han sido reportadas en las sierras de la vertiente del Golfo de México en los
Estados de México, Hidalgo, Puebla, Veracruz, Tamaulipas, Michoac4n, Guanajuato,
Querétaro, San Luis Potosi, Morelos, Chiapas, Oaxaca, y probablemente en Guerrero y
Jalisco (Vera y Llarena, 2021).

Por generaciones, los grupos indigenas desde Chihuahua hasta Chiapas han utilizado el
género Laelia para elaborar altares, ofrendas y adornos en diversas ceremonias religiosas.
También fueron utilizadas como adhesivo para la elaboracion de un mucilago, el cual se
extraia de los seudobulbos para elaborar el arte plumario prehispénico y la confeccion de
figuras religiosas (Cox-Tamay, 2014; Solano-Gomez et al., 2010).

En México se han clasificado 12 especies y dos subespecies de este género: L. albida, L.
anceps (L. anceps ssp. anceps/ L. anceps ssp. dawsonii), L. aurea, L. autumnalis, L.
crawshayana, L. eyermaniana, L. furfuracea, L. gouldiana, L. rubescens, L. speciosa, L.
superbiens y L. halbingeriana (Vera et al., 2021).

Laelia anceps Lindl

También conocida como “Lirio de los arboles” o “Lirio de todos los santos” es una de las
especies mas importante desde el punto de vista cultural y econdémico en México. Hasta
ahora se reconocen dos subespecies de L. anceps con diferentes areas de distribucion
geografica: L. anceps subsp. anceps 'y L. anceps subsp. dawsonii (Archila et al., 2014).
Distribucion: L. anceps se distribuye en el occidente del pais de México; no obstante, se
puede encontrar en la costa del Golfo de México desde Tamaulipas a Veracruz. También

se encuentra de forma poco frecuente en Guatemala y Honduras (Vera ef al., 2021).
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Descripcion morfologica

Planta: epifita que puede alcanzar una altura de hasta 60 cm. Raices: redondas
blanquecinas de hasta 0.2 cm de didmetro. Pseudobulbos: alargados con 4 costillas color
verde amarillento. Tipo de crecimiento: simpoidal. Hojas: 1-2 coridceas de
aproximadamente 20 cm de longitud por pseudobulbo. Inflorescencia: durante la
floracion desarrolla un pedinculo floral apical de 20 cm de altura donde desarrollan de 2
a4 flores. Flores: color rosa violaceo con labelo de color violeta intenso con un agradable
aroma a miel. Fruto: cipsula con semillas microscopicas. Epoca de floracién: se
presenta en otofo, principalmente durante el mes de noviembre (Fig. 1) (De la Cruz, 2025;

Rocha, 2023; Telléz-Velasco, 2011).

Figura 1. Morfologia de L. anceps que representa A) habito de crecimiento epifito, B)
flor con labelo, C) pseudobulbos y hojas, D y E) inflorescencia y flores. Fuente:
iNaturalist México, con modificaciones.

Debido a la belleza ornamental de las flores de esta especie es la mas utilizada para la
generacion de hibridos, por lo que, aunque aiin no se encuentra en peligro de extincion,
sus variantes estan desapareciendo de los bosques debido a la fuerte presion de extraccion
por ser una especie utilizada en ceremonias y rituales religiosos (Vera et al., 2021; Tejeda-
Sartorius, 2017).

2.2.2 Género Guarianthe

Las especies del género Guarianthe son plantas epifitas, que se desarrollan en las selvas

hiimedas de Centroamérica y en el norte de Suramérica. Este género se ha caracterizado
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por ser utilizada para generar nuevos hibridos e introducir combinaciones novedosas tal
es el caso de Guarianthe x guatemalensis (Rocha, 2016).

Anteriormente, las especies de Guarianthe estaban incluidas en el género Cattleya del
que se separaron basandose en estudios filogenéticos segun datos de la secuencia de
ADN; por lo que en 2003 Dressler y Higgins propusieron el nuevo nombre basado en
“Guaria” (nombre comun de la anteriormente llamada Cattleya skinneri), y la palabra en
griego “anthos” que quiere decir flor; por lo tanto, Guarianthe significa las flores de
Guaria.

Guarianthe arauntiaca (Bateman) Dressler & W.E Higgins

También conocida como “Lirio” o “Miguelitos”, es una de las especies silvestres mas
cosechadas de sus habitats naturales y vendidos como ornamentales en México. Es el
unico ejemplar cuyas flores son de colores calidos desde amarillo, naranja o rojizo,
caracteristica que es vista para generar nuevos hibridos. Su distribucion en México va
desde Chiapas, Colima, Gurrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa
y Veracruz. También se encuentran en paises como Guatemala, Honduras, Nicaragua,
Salvador y Costa Rica a altitudes que van de 300 a 1600 metros en bosques tropicales y
de montafia baja sobre rocas expuestas o en arboles en areas de calor y frio extremos
(Salmerodn, 2025).

Descripcion morfologica

Planta: epifita u ocasionalmente litofita, de 30-55 cm de alto. Raices: redondas
blanquecinas de 0.2-0.3 cm de grosor. Psedoubulbos: alargados, ligeramente
comprimidos, cuando jovenes cubiertos por vainas papiraceas, tubulares, apresadas.
Crecimiento: simpoidal. Hojas: 2 subopuestas en el apice del seudobulbo, recurvadas,
coridceas, carnosas, elipticas. Inflorescencia: terminal de 10-16 cm de largo con hasta 15
flores de color naranja (en ocasiones amarillas o rojizas) y labelo con rayas o marcas de
color marrén. Epoca de floracién: desde fines del invierno hasta la primavera (Fig. 2)

(Dominguez, 2013).
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Figura 2. Morfologia de G. arauntiaca que se representa A, B y C) habito de crecimiento
epifito, D) inflorescencia, E y F) flores y G) hoja y cépsula inmadura. Fuente: iNaturalist
Mexico, con modificaciones.
2.3 Importancia de las orquideas
Sociales
En todas las culturas de México, las orquideas es uno de los grupos de plantas mas
admiradas, con un elevado valor cultural; han sido utilizadas desde tiempos milenarios
por varios grupos mesoamericanos para satisfacer necesidades sociales de importancia
ceremonial, alimenticia (SADER, 2016) y medicinal ya que poseen gran cantidad de
sustancias importantes tales como: flavonoides, triterpenos y saponinas (Mencias-
Méndez y Salazar-Ponce, 2018). Por ejemplo, Arpophyllum spicatum es utilizada para
curar o atenuar la disenteria y Encyclia citrina para curar heridas infectadas. Son
utilizadas como adornos en festividades religiosas, constituyendo un elemento muy
importante de uso, ya que su floracion anual coincide con fechas importantes en las
comunidades; por ejemplo, L. gouldiana o “monjita” es apreciada por los campesinos
locales quienes la utilizan para adornar altares en las festividades del dia de muertos
(Telléz-Velasco, 2011).

Economicas
La comercializacion de orquideas silvestres es una actividad econémica importante a
nivel mundial; siendo sus especies las mas buscadas por los consumidores, debido a la

longevidad de sus flores y su simbolismo particular y sofisticado. En México representa
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una alternativa de ingresos econOomicos para diversas poblaciones (Seidel-Junior y
Venturieri, 2011).

Por ejemplo, en el Sur del Estado de México, el municipio de Tenancingo es punto
estratégico para la comercializacion de algunas especies de orquideas principalmente en
el periodo otofial, entre las que se encuentran L. autumnalis (La Llave & Lex.) Lindl.,
Trichocentrum pachyphyllum (Hook.) R. Jiménez & Carnevali, Prosthechea squalida (La
llave & Lex.), P. karwinskii Mart., Oncidium unguiculatum Lindl. y Stanhopea
hernandezii Bateman ex Lindl. (Emeterio-Lara et al., 2016).

Ambientales

En México, la mayor diversidad de orquideas se encuentra en tres tipos de vegetacion:
bosque tropical perennifolio, bosques templados de encino y bosques mesoéfilos de
montafia (Héagsater ef al., 2005). Son consideradas como recursos forestales no
maderables que presentan gran importancia ecoldgica dado que juegan un papel crucial
en el ciclo de nutrientes como el carbono, nitrogeno y fosforo; ademds, proporcionan
hogar para especies de animales pequenos, insectos, aves y lagartos (Pifa-Torres, 2021).
Las flores han desarrollado numerosas estrategias para lograr atraer a los polinizadores
(abejas, aves, moscas y polillas), existen especies que aparentan ser alimento y son
capaces de imitar a insectos hembra para atraer a los insectos macho como en el caso de
la abeja euglossine o abeja de las orquideas, de un color metélico que va del azul al verde
brillante. Lo interesante de esta simbiosis es que solo los machos polinizan a las
orquideas, ya que estas no producen néctar; la recompensa para la abeja son los
compuestos aromaticos que atraen a las hembras (Cox-Tamay et al., 2020; Flores y

Sanchez, 2018).

2.4 Problematicas de las orquideas

A pesar de que de orquideas son una familia numerosa, presenta grandes problemas que
han propiciado que 190 especies se incluyan en alguna categoria de riesgo de la NOM-
059-SEMARNAT-2010 (PROFEPA, 2020). La deforestacion, el cambio de uso de suelo,
la recoleccion excesiva de ejemplares silvestres para el comercio ilegal, la presion
demografica humana, las carencias en la legislacion, la politica ambiental y la falta de
participacion de las comunidades; aunado a que el crecimiento en condiciones naturales
es lento, la tasa de germinacion de semillas es baja en la naturaleza (1-5 %) debido a la
falta de endospermo (Mala et al., 2017; Lee-Espinosa et al., 2010) y ademads requieren

una asociacion simbidtica con un hongo especifico formador de micorriza para germinar
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(Alghamdi, 2019). Todo lo anterior ha dificultado la multiplicaciéon vegetativa y las
vuelve vulnerables, ya que poseen ciclos de vida particularmente largos (Maharjan et al.,

2020; Murdad et al., 2010).

2.5 Alternativas de conservacion de orquideas

Debido a las problematicas que actualmente enfrentan las orquideas es fundamental
establecer estrategias que puedan ser implementadas para la produccién de orquideas.
Como recurso fitogenético se pueden conservar de manera in situ o ex situ (Menchaca-
Garcia y Salazar-Ponce, 2011).
Conservacion in situ

La conservacion in situ se refiere al cuidado de la biodiversidad en su habitat natural, es
la manera mas apropiada de conservacion de especies, ya que permite proteger las
poblaciones de especies de flora y fauna silvestres. Este tipo de conservacion requiere de
diferentes estrategias que permitan la preservacion natural como: las Areas Naturales
Protegidas (ANP) y Unidades de Manejo para la Conservacion de Vida Silvestre (UMA);
también estan los Predios o Instalaciones que Manejan Vida Silvestre en forma confinada
(PIMVS), que a diferencia de las UMA’s se limita a la propagacion o preservacion de
ejemplares, cominmente con fines comerciales tales como jardines botdnicos, viveros o
invernaderos que manejen orquideas en algin estatus de riesgo segin la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (Rocha, 2018).

Algunos ejemplos de ANP importantes en México son: el Area de Proteccion de Flora y
Fauna La Primavera ubicada en Jalisco, que abarca los municipios: Tala, Zapopan, El
Arenal y Tlajomulco de Zufiiga, donde se encuentra el 80 % de orquideas del estado de
Jalisco (CONAP, 2019); el Parque Nacional Iztaccihuatl-Popocatépetl (PNIP) en el estado
de Jalisco en donde se localizaron y determinaron 39 especies de orquideas, incluidas en

20 géneros (Luna-Rosales et al., 2007).

Conservacion ex situ

La conservacion ex situ es la estrategia de conservacion de plantas, genes o genotipos
fuera de su ambiente natural para uso actual o futuro. En México una de las actividades
que han llevado a que muchas especies se encuentren en alguna categoria de riesgo, es el
comercio ilegal; por lo que, la conservacion ex situ podria ser una alternativa para que los

productores puedan comercializar las orquideas de manera legal (Solano et al., 2007).
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Dentro de las herramientas de este tipo de conservacidon se encuentran los jardines y
herbarios botanicos, plantaciones de conservacion a partir de semillas o partes
vegetativas, colecciones de plantas y los bancos de germoplasma mediante el ADN,
polen, yemas o la criopreservacion (Pisanty et al., 2016). Un ejemplo en México es la
“Asociacion Mexicana de Orquideologia” (AMO), que se hizo muy reconocida gracias a
que muchos recolectores visitaron México, aunado a los esfuerzos realizados por
investigadores; esta asociacion impulsa a la conservacion ex sifu, ya que cuentan con un
Jardin Botanico (Tejeda, 2018).

2.5.1 La biotecnologia como alterativa para la conservacion de especies vegetales
Otra de las estrategias para contribuir a la conservacion y mejoramiento de orquideas es
mediante la investigacion cientifica, incluyendo la biotecnologia a través del cultivo in
vitro (Méndez-Cardenas et al., 2016).

Cultivo in vitro

El cultivo in vitro consiste en tomar desde una célula hasta un 6rgano completo de una
planta madre (dpice, yema, hoja, tallo, meristemo, embrion, semilla, antera, etc.) y en
condiciones de asepsia colocarlo en un ambiente artificial y con factores ambientales
controlados (temperatura, humedad, nutrientes). Ademds, permite la clonacion,
conservacion y manipulacion de cualquier material vegetal con lo que se logra generar
plantas libres de patdgenos en corto tiempo, en comparacion con una reproduccion natural
donde los ciclos de reproduccion son largos (Esparza, 2020; Utami ef al., 2015).

Un ejemplo de importancia para la aplicacion del cultivo in vitro en orquideas es en la
estimulacion de la germinacion, ya que al carecer de endospermo en algunos casos tienen
que realizar simbiosis con un hongo micorrizico en particular, lo que hace dificil su
germinacion en condiciones naturales. También se han reportado investigaciones con el
objetivo de identificar los requerimientos de fotoperiodo, temperatura y diferentes medios
nutritivos para optimizar su desarrollo enfocados en la conservacion y produccion
(Nabieva, 2021; Utami, 2015; Banerjee, 2013).

Micropropagacion

Es una técnica de cultivo in vitro que utiliza los principios del CTV (cultivo de tejidos
vegetales) que permite la produccion de plantas genéticamente idénticas, llamadas clones,
(Ramirez, 2024). Por este medio se pueden producir un gran nimero de plantas de alta
calidad, libres de enfermedades en un tiempo y espacio relativamente corto, a bajo costo

independiente de la estacion y el clima (Gupta et al., 2020).
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Etapas de la micropropagacion
Dentro de la micropropagacion se pueden determinar cinco etapas:
Etapa 0: Seleccion de la planta madre. En algunos casos, la planta madre se prepara y se
somete a un proceso de cuarentena bajo condiciones estrictas de sanidad, con el fin de
garantizar un crecimiento vegetativo sano y vigoroso (Ramirez, 2024). Esto permitira
obtener cultivos de buena calidad y evitar problemas de contaminacién y oxidaciéon en
los explantes (Aguilera y Antezana, 2020).
Etapa 1: Establecimiento o inclusion de los cultivos. En esta etapa, es importante
seleccionar adecuadamente el explante y garantizar la asepsia para establecerlo en un
medio de cultivo adecuado para la especie. Para ello, se deben utilizar agentes quimicos
que aseguren la asepsia de los explantes, como alcohol, hipoclorito de sodio, cloruro de
mercurio, peroxido de hidrégeno, etc. (Bello-Bello y Spinoso-Castillo, 2023).
Etapa 2: Multiplicacion o proliferacion de brotes. El objetivo de esta etapa es obtener el
mayor numero posible de brotes de cultivo a partir de los explantes de los cuales cada
uno dard origen a una nueva plantula para ciclos sucesivos de multiplicacion. En este
proceso, pueden expresarse genotipos que no lo hacian en la planta madre, debido a las
variaciones en los de macro y microelementos, asi como los balances de hormonas
presentes en el medio de cultivo (Rodriguez-Aguilar ef al., 2021).
Etapa 3: Elongacion y enraizamiento. En la segunda etapa se obtienen brotes, los cuales
en su mayoria carecen de raices y tienen pocas probabilidades de adaptarse con éxito a
las condiciones ambientales externas (Ramirez, 2024). Por lo tanto, en esta etapa se busca
que los brotes desarrollen su sistema radical y aumenten su tamaio, lo que facilita su
manipulacion y mejora las probabilidades de adaptacion a las condiciones de invernadero
para su aclimatacion (Bello-Bello y Spinoso-Castillo, 2023).
Etapa 4: Aclimatacion. Las plantas generadas in vifro a menudo presentan deficiencias
fisiologicas y morfologicas que dificultan su proceso de adaptacion al medio externo,
siendo sensibles a los cambios ambientales. El éxito o el fracaso de la micropropagacion
depende de la aclimatacion, ya que esta etapa se ve afectada por la pérdida de plantas
(Aguilera y Antezana, 2020; Ramirez, 2024). El objetivo de esta fase es asegurar la
supervivencia de las plantulas durante el trasplante y favorecer su crecimiento bajo
condiciones de invernadero (Bello-Bello y Spinoso-Castillo, 2023).
Aclimatacion
Entre unos de los problemas del cultivo in vitro esta la aclimatacion, también conocida

como endurecimiento, es un proceso critico que consiste en transferir las plantas de las
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condiciones in vitro (laboratorio) a las condiciones ex vitro (campo o invernadero).
Durante este proceso, las plantas se adaptan gradualmente a nuevas condiciones
climaticas y ambientales, enfrentando grandes dificultades debido al estrés abidtico y
biotico (Oliveira et al., 2013).

Esta es una etapa crucial en la propagacion de orquideas, ya que afecta la supervivencia
de las plantas y existen altos porcentajes de pérdidas cada vez que se trasfieren a
condiciones ex vitro (Vasco-AVila, 2020; Deb y Imcen, 2010; Torres et al., 2006).
Ademas, en la micropropagacion comercial, este paso es a menudo un factor limitante
debido a la participacién de mas mano de obra y dinero por una alta mortalidad (Conner
y Conner 1984 en Hazarika et al., 2006)

Aclimatacion de orquideas a condiciones ex vitro

En las orquideas, este proceso se vuelve atin mas critico debido a que su habito de
crecimiento es epifito y las raices son el principal drgano encargado de absorber nutrientes
y realizar fotosintesis. Las plantulas pueden secarse o marchitarse rapidamente, esto
puede provocar una alta tasa de mortalidad (Kumar y Rao, 2012; Chandra et al., 2010).
Proceso de aclimatacion

Las plantas cultivadas in vitro presentan condiciones ambientales diferentes a las plantas
cultivadas en campo. Las cultivadas in vitro se desarrollan en condiciones asépticas, con
baja intensidad de luz en un medio con nutrientes y alta humedad relativa. Estas
condiciones dan lugar a la formacion de plantulas con morfologia, anatomia y fisiologia
anormales. Presentan un tallo verde blando, estomas inactivos, un sistema radicular débil,
desarrollo cuticular deficiente, traspiracidon excesiva, cuticula poco desarrollada y
susceptibilidad a los patogenos (Bag et al., 2019).

Es por eso por lo que se requiere de un proceso para preparar a la planta para las
condiciones naturales a las que se enfrentard, mediante un proceso de endurecimiento y
corregir las anomalias de manera gradual. El grosor de las hojas generalmente aumenta,
el mesofilo de las hojas progresa en diferenciacion en parénquima empalizado y
esponjoso, la forma estomatica cambia de circular a eliptica, se produce una regulacion
estomadtica eficaz de la transpiracion, lo que conduce a la estabilizacion del potencial
hidrico de las plantulas transferidas al campo (Lavanya et al., 2009).

Factores que afectan el crecimiento de las plantulas durante la aclimatacion

En los ultimos afios se han considerado algunos factores criticos que afectan el

crecimiento de las plantas durante la etapa de aclimatacion, como la condicion de las
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plantulas, la intensidad de la luz, la humedad relativa, la temperatura, el medio de
plantacion ademas de los factores nutricionales y el control de patogenos (Irsyadi, 2021).
Gutiérrez et al. (1998) (citado por Vera-Tudela, 2011), consideran algunos factores para
el desarrollo de las orquideas en aclimatacién como:

Intensidad de luz

Las plantulas en crecimiento in vitro se encuentran bajo condiciones de baja intensidad
de luz y temperatura por lo que la trasferencia directa a luz solar de amplio espectro podria
causar carbonizacion o quemaduras de las hojas y puede llegar a secarse. Por lo tanto, es
necesario adaptar a las plantulas a condiciones naturales de invernadero (Chandra ef al.,
2010). Los requerimientos de luz y temperatura de las orquideas varian en funcion al
género o especie; las de clima frio toleran hasta temperaturas de 10 °C, mientras las de
clima calido por encima de los 21°C.

Humedad relativa

El retraso en el desarrollo de la cuticula, de las ceras epicuticulares y de los estomas
durante el cultivo in vitro, provoca altas tasas de traspiracion estomatica y cuticular de las
hojas en las plantulas cuando se sacan del cultivo in vitro. Para evitar esto, las plantulas
deben transferirse lentamente de condiciones de alta humedad a condiciones de baja
humedad. Las orquideas prefieren abundante agua, pero no crecen bien en sustratos
permanentemente himedos o saturados.

Concentracion de carbohidratos

Bajo condiciones in vitro las plantulas se desarrollan en un medio de cultivo con aztcar
y nutrientes para permitir su crecimiento heterotrofico; por lo que la concentracion de
carbohidratos influye en el proceso de aclimatacion debido a que las plantas cambian del
crecimiento heterotrofico a un estado autétrofo.

Sustratos

Sanchez et al. (2024) mencionan que el sustrato desempena un papel importante en la
aclimatacion y desarrollo de las orquideas, es el soporte y la fuente de agua, aireacion y
nutrientes. Asi mismo, Vera-Tudela, (2011) indica que, para ser adecuado, el sustrato debe
contar con ciertas caracteristicas: ser inerte, duradero, ligero, y con buen drenaje.

Por ende, es necesario preparar a la planta a las condiciones naturales a las que se
enfrentard mediante un proceso de endurecimiento (Lavanya et al., 2009). Ademas de las
condiciones fisicas para la aclimatacion, se ha demostrado que existen biomoléculas y

compuestos que pueden inducir el endurecimiento; al respecto, se ha demostrado que el
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uso del AS desempenia funciones importantes en diferentes procesos fisioldgicos y
bioldgicos de la aclimatacion, por lo que puede ser una alternativa para en la adaptacion
de microplantas a condiciones ex vitro (Tucuchuc et al., 2021).

2.6 Acido salicilico

El 4cido salicilico es una hormona vegetal que actia como molécula sefial en mecanismos
de defensa en las plantas. Forma parte de un amplio grupo de compuestos fendlicos, se
encuentra naturalmente en diversas plantas, especialmente en la corteza del sauce (Salix),
de donde proviene su nombre, y de donde era extraido directamente de la corteza; no
obstante, en la actualidad se obtiene sintéticamente (Burgos, 2024; Horvath et al., 2007).
2.6.1 El AS en la fisiologia en plantas

El AS participa en procesos fisiolégicos importantes. Algunos estudios mencionan que
puede estimular el crecimiento radicular, como en el maiz que en concentraciones con 1
y 0.01 uM se incrementa la longitud de raices hasta 30.6 % (Tucuch-Haas et al., 2016).
Otro estudio demuestra que en semillas de tomate con 1 y 0.01 uM se estimula la
diferenciacion de raices secundarias (Dzib-Ek et al., 2021).

Adicionalmente, se ha descrito que el AS participa en procesos para mejorar la calidad y
rendimiento en cultivos. Sdnchez-Chavez et al. (2011), reportan que en chile jalapefio las
dosis de 0.1 y 0.2 uM incrementan las variables de crecimiento, concentracion de
pigmentos, actividad fotosintética, contenido nutricional y productividad. En plantulas de
jitomate y trigo asperjadas con 1 uM se incremento la altura, el peso fresco y la longitud
la raiz (Tucuch Haas et al., 2015; Larqué-Saavedra et al., 2010). La aplicacion de 0.02
uM aument6 el rendimiento y calidad de frutos de tomate (Vazquez-Diaz ef al., 2016).
También se ha reportado que la aspersion de AS en frutales como ardndano y café retarda
el proceso de maduracion y preserva su firmeza (Ramos-Bell et al., 2024; Unigarro et al.,
2018).

Ademas, participa en respuestas al estrés bidtico (resistencia a los patogenos e induccion
de la resistencia sistémica) y abidtico (tolerancia a la sequia, a la salinidad y a bajas
temperaturas). Por ejemplo, en microplantas de papa genera tolerancia a bajas
temperaturas (Mora-Herrera y Lopez-Delgado, 2006).

2.6.2 Efectos del AS en el desarrollo y aclimatacion ex vitro

Alrespecto, se ha demostrado que el uso del AS en concentraciones adecuadas desempefia
funciones importantes en el crecimiento y la aclimatacion ex vitro (Martin-Mex et al.,

2015; Khan et al., 2015). La respuesta de las plantas al AS depende de las condiciones
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ambientales, la especie, la variedad, el genotipo, la concentracion, la forma y el momento
de aplicacion (Batista et al., 2019).

Por ejemplo, Olivares-Aguilar (2020) reportd que en microplantas de L. autumnalis,
Epidendrum sp. y Encyclia sp. precultivadas en AS 10 uM mostraron un incremento en
la biomasa y en la supervivencia, respecto a las no precultivadas en AS. En otra especie
de orquidea Dendrobium officinale se asperjo AS y la dosis favorecio6 la produccion de
los polisacéridos con una concentracion de 100 uM (Yuan et al., 2014).

Por otro lado, en microplatas de L. autumnalis tratamientos con AS redujeron la oxidacion
de explantes para inducir procesos morfogénicos e indujo la formacion de procesos
morfogénicos (Ceballos-Vasquez, 2023).

El AS desempefia funciones importantes; sin embargo, en concentraciones altas puede
ocasionar dano fisioldgico que altera el desarrollo (Horvath et al., 2007). Mantovani,
(2020) evaluo6 el AS en dos especies de orquideas epifitas Phalaenopsis Golden Peoker y
Cymbidium atropurpureo, y encontrd que en la concentracion de 50 uM se redujo altura
de la planta, numero de raices y hojas, ademas de que también indujo toxicidad. Por las
respuestas diferenciales que puede desencadenar el AS en las plantas, en este trabajo se
propuso estudiar el efecto en el desarrollo y la aclimatacion ex vitro de especies de G.

aurantiaca 'y L. anceps.

3. JUSTIFICACION

De acuerdo con el objetivo de desarrollo sostenible 15 “vida de ecosistemas terrestres”,
se deben tomar medidas urgentes para evitar la pérdida de los bosques, la degradacion del
suelo y la extincion de las especies. Lo que hace necesario proteger y restablecer los
ecosistemas terrestres, gestionar sosteniblemente los bosques, luchar contra Ia
desertificacion, detener e invertir la degradacion de las tierras y contener la pérdida de la
biodiversidad (UNDP, 2015).

En México, la mayor diversidad de orquideas se encuentra en tres tipos de vegetacion:
bosque tropical perennifolio, bosques templados de encino y bosques mesoéfilos de
montafa (Hagsater et al., 2005). Siendo consideradas como recursos forestales no
maderables que presentan gran importancia ecologica, dado que juegan un papel crucial
en el ciclo de nutrientes como el carbono, nitrogeno y fosforo; ademads, proporcionan
hogar para especies de animales pequeiios, insectos, aves y lagartos (Pina-Torres, 2021).
Las flores han desarrollado numerosas estrategias para lograr la polinizacion; existen

especies que aparentan ser alimento y son capaces de imitar a insectos hembra para atraer
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a los insectos macho (Cox-Tamay et al., 2020). Ademads, tienen gran importancia
econdmica a nivel mundial, siendo de las especies mas buscadas por los consumidores,
debido a la longevidad de sus flores y su simbolismo particular y sofisticado (Seidel-
Junior y Venturieri, 2011). Més aun, ofrecen una serie de beneficios tanto medicinales,
como de alimento.

Sin embargo, la deforestacion, el cambio de uso de suelo, la recoleccion excesiva de
ejemplares silvestres para el comercio ilegal, la presion demografica humana, las
carencias en la legislacion, la politica ambiental, y la falta de participacion de las
comunidades, aunado a que la propagacion vegetativa es lenta y poco redituable
(Maharjan et al., 2020), han propiciado que 190 especies de orquideas se incluyan en
alguna categoria de riesgo de acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010
(SEMARNAT, 2010).

Las orquideas como recurso fitogenético se pueden conservar de manera in situ o ex situ
(Menchaca-Garcia et al., 2011). La conservacion in situ se refiere al cuidado de la
biodiversidad en su habitat natural, es la manera mas apropiada de conservacion de
especies ya que permite proteger las poblaciones de especies de flora y fauna silvestres.
Este tipo de conservacion requiere estrategias de diferentes tipos que permitan la
preservacion natural como las Areas Naturales Protegidas (ANP), Unidades de Manejo
para la Conservacion de Vida Silvestre (UMA).

La conservacion ex situ, es la estrategia de conservacion de plantas genes o genotipos
fuera de su ambiente natural, para uso actual o futuro. Dentro de las herramientas de este
tipo de conservacion, se encuentra la contribucion de los jardines botanicos, plantaciones
de conservacion a partir de semillas o partes vegetativas, colecciones de plantas y los
bancos de germoplasma mediante el ADN, polen, yemas, o la criopresevacion (Pisanty et
al., 2016).

Por lo anterior expuesto, es necesario establecer medidas que coadyuven a reestablecer
las poblaciones y su conservacion, tomando en cuenta diversas estrategias como la
biotecnologia, y el uso de moléculas sefial como el AS, que puede ser implementada a
través del cultivo in vitro para la produccion de orquideas en riesgo, en donde la
aclimatacion es una de las etapas mas criticas, debido a que existen altos porcentajes de
plantas dafiadas y perdidas (Velazquez, 2019; Deb y Imchen, 2010).

En este proyecto se estudiaron dos especies de orquideas: G. arauntiaca y L. anceps;
ambas son epifitas de origen mexicano, se caracterizan por tener flores vistosas y

llamativas, lo que hace que sean extraidas de sus habitats naturales para diferentes fines.
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Aunque todavia no se encuentren en alguna categoria de riesgo en la NOM-059-
SEMARNAT-2010, es importante como medida preventiva establecer procesos de
propagacion masiva para contribuir a la disminucion de la presion que actualmente sufren
sus poblaciones silvestres, ademas de que para la especie de G. arauntiaca hay poca

informacion sobre el proceso de aclimatacion.
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4. HIPOTESIS
El 4cido salicilico participa en los procesos de desarrollo e induccion de tolerancia al
estrés abiodtico en plantas, por lo que favorecera el crecimiento y la supervivencia ex vitro

de microplantas de G. aranuntiaca 'y L. anceps.

5. OBJETIVOS
5.1 General
Evaluar el efecto del acido salicilico en el desarrollo y la supervivencia ex vitro de

microplantas de G. aurantiaca 'y L. aelia anceps.

5. 2 Especificos

— Evaluar el efecto en el desarrollo in vitro de microplantas de G. aurantiaca 'y L.

anceps precultivadas en acido salicilico.
— Evaluar la supervivencia ex vitro de microplantas precultivadas en acido salicilico

de G. aurantiaca 'y L. anceps.
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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, Estado de México, ubicado en la Carretera
Tenancingo-Villa Guerrero Km. 1.5, en las coordenadas geograficas 18°58°6.05” norte y
99°36°48.2” oeste, a 2,053 msnm.

6.2 Material biologico

Para la especie de G. aurantiaca se utilizaron semillas procedentes de capsulas inmaduras
donadas de una coleccion de traspatio en el municipio de “Ixtapan de la Sal”
pertenecientes al Ing. Juan Manuel Olivares Aguilar. A partir de estas semillas se
obtuvieron vitroplantas que fueron cultivadas durante 18 meses (mas dos meses de

germinacion) (Fig. 3).

Guarianthe avurantiaca
)9/04/24, MS-bds.100%
Annet Miche

22

>

Figura 3. Vitroplantas de G. arauntiaca cultivadas por 18 meses en medio Murashige y
Skoog.

En el caso de L. anceps, se utilizaron vitroplantas desarrolladas en medio MS por 6 meses
(Fig. 4), donadas por la unidad de manejo de orquideas de la Dra. Maria Ascension
Aguilar Morales, posdoctorante CONAHCYT del Centro Universitario UAEMéx

Tenancingo.

Laelia onceps

Figura 4. Vitroplantas de L. anceps desarrolladas por 6 meses en medio Murashige y
Skoog.
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6.3 Condiciones de cultivo in vitro
Los cultivos in vitro de G. aurantiaca y L. anceps se mantuvieron en condiciones
controladas en un cuarto de incubacion a temperatura de 23 + 2 °C, con fotoperiodo de
16 horas luz y 8 de oscuridad y una radiacion de ca 35pumol m?seg™!, 400-700 nm.
a) Medio de cultivo de propagacion

Se empled medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) con modificaciones de
Espinoza et al. (1986). Se prepar6 mezclando las cantidades requeridas de sales
inorganicas (Tabla 3); partiendo de soluciones concentradas de acuerdo con Mora-Herrera
(2007) (Tabla 4), se adiciono sulfato de magnesio (MgS0O4) 0.37 g L!, inositol 0.1 g L™},
sulfato de hierro (FeSO4) 0.065 g L'!, tiamina 0.0004 g L!, pantotenato de calcio 0.002 g
L1, glicina 0.00005 g L'y azficar 30 g L"!. Una vez aforado a1000 mL, se ajusté el pH
entre 5.6 y 5.7 con hidroxido de potasio (KOH) IN. Finalmente, como agente gelificante
se agregd 7.5 g L! de agar bacterioldgico el cual se disolvio con calor. y se adicionaron
25 ml por recipiente. Los medios de cultivo y materiales de siembra se esterilizaron en
una autoclave (Tuttnauer modelo 2540E) a 115 1b a temperatura de 120 °C, durante 15
minutos.

Tabla 3. Composicion quimica y cantidades requeridas para las sales del medio de cultivo
de Murashige y Skoog (MS).

Reactivo Formula Cantidad para 1000 Marca
mL
Nitrato de amonio NH4NO3 175 ¢g Baker®
Nitrato de potasio KNO;s 20g Baker®
Cloruro de calcio CaCl, 2H,O 45¢g Baker®
Fosfato de potasio KH;PO4 1.75¢g Baker®
Acido bérico H; BO; 50 mg Sigma®
Sulfato de manganeso Mn SO4 200 mg Baker®
Sulfato de zinc ZnSO4 TH,O 100 mg Baker®
Yoduro de potasio Kl 10 mg Baker®
Molibdato de sodio Nax MoO4 2.5 mg Baker®
Sulfato caprico (5.0 Baker®
mg) CuSO4 SH,O* 0.5 mL de la solucion
Cloruro de cobalto CoCl, 6H,O* preparada

(5.0 mg)
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*Nota: de cada una de estas sustancias se pesaron 5 mg que se disolvié en agua destilada, se aforé a 10 mL y se tomd

0.5mLL".

Tabla 4. Soluciones concentradas para el medio de cultivo (Mora-Herrera, 2007).

Solucion gL' Marca
Sales 4.4
Sulfato de magnesio 0.37 Fermont®
(MgSO04)
Inositol 0.1 Sigma®
Hierro (Fe) 0.065 Fermont®
Tiamina 0.0004 Sigma®
Pantotenato de calcio 0.002 Sigma®
Glicina 0.00005 Sigma®
Azucar 30 Comercial®
Agar bacteriologico 7.5 BD Bioxon®

b) Medio de cultivo con AS

Se us6 medio MS basico al 100 %, como fue descrito en el punto 6.3.2 mas las

concentraciones respectivas de AS: 0 (testigo), 10, 50 y 100 uM, que se tomaron de una

solucion concentrada de 20 mg en 50 mL (Fig. 5a). Previamente el AS se disolvio con

hidroxido de potasio (KOH) 1N antes de aforar. Para el tratamiento con 100 uM, se peso

y se disolvi6 directamente en los medios (Fig. 5b).
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Figura 5. Concentraciones de AS para los medios de cultivo en cada tratamiento, a)
solucion concentrada 20 mg en 100 mL de AS para los tratamientos 2 (10 uM) y 3 (50
uM), b) peso directo para el tratamiento 4 (100 uM).

6.4 Condiciones de cultivo ex vitro

Para el trasplante de las vitroplantas de G. arauntiaca y L. anceps se usaron domos
rectangulares (41.5 x 31 x 11 cm), a los cuales se les realizaron dos salidas de aire. En
cada domo se colocaron charolas de germinacion (36.5 x 27 x 4 cm, 96 cavidades) (Fig.
6), que se llenaron con sustrato estéril de corteza de pino, peat moss (premier sphagnum
peat moss), carbon y perlita en relacion 1:1:1:1 v/v (Fig. 7) (Bello-Castafieda et al., 2023).
El sustrato se esterilizd en una autoclave de presion a 120 °C durante 15 minutos y se

llevo a capacidad de campo con agua destilada estéril.
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Figura 6. Acondicionamiento de los domos para su utilizacion en la aclimatacion de
vitroplantas de G. arauntiaca 'y L. anceps.

a) b)

Figura 7. Sustratos utilizados en la aclimatacion ex vitro de G. arauntiaca 'y L. anceps:
a) carbon vegetal, b) perlita, c¢) corteza de pino y d) peat moss.

6.5 Descripcion de los experimentos en cultivo in vitro

G. aurantiaca

1) Germinacion y subcultivos

Las semillas de G. aurantiaca se germinaron a partir de capsulas inmaduras en medio de
cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) al 50 % (descrito en el punto 6.3.1), por el método

de “Siembra de semillas utilizando cépsulas verdes” propuesto por Menchaca-Garcia y
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Moreno, (2011). Una vez germinadas y desarrolladas (~2 meses) las vitroplantas se
subcultivarén a medio MS al 100 % en frascos Gerber® de 70 mL con 20 mL de medio.
En estas condiciones permanecieron 9 meses.

Posteriormente, con el fin de evitar la pérdida de nutrimentos y agua del medio de cultivo,
se realizaron dos subcultivos mas en iguales condiciones, uno a los 5 meses y otro después
de 4 meses (18 meses de cultivo in vitro en total). Finalmente, las vitroplantas se
subcultivaron en tubos de ensaye (25 x 150 mm) con 20 mL de medio MS al 100 % con
las concentraciones de AS: 0, 10, 50 y 100 uM. En cada tubo se colocd una vitroplanta
completa de aproximadamente 1-2 cm de longitud, con al menos una raiz y dos hojas. Las
vitroplantas se mantuvieron en estas condiciones durante 3 meses (Fig. 8), posteriormente

pasaron a condiciones ex vitro.

Guarianthe aurantiaca

I

In vitro Germinacioén, medio MS al 50% (2 meses)

|

w 1° Subcultivo, medio MS al 100% (9 meses) —
y desarrollo -r;
{ | ‘ el

» [
Desinfeccion de la capsula /
=,

))1

2° Subcultivo medio MS al 100% (5 meses)

3° Subcultivo medio MS al 100% (4 meses) I

Subcultivo con AS, MS al 100% (3 meses)

Propagacion

v

Exvilio Aclimatacion (3 meses)

Figura 8. Diagrama de la descripcion del experimento y desarrollo in vitro y ex vitro de
microplantas de G. aurantiaca precultivadas en AS.

Laelia anceps

Las vitroplantas de 6 meses de edad de L. anceps, se subcultivaron a medio MS al 100 %
en frascos Gerber® de 70 mL, con 20 mL de medio. En cada frasco se colocaron cuatro
microplantas. A los 3 meses del primer subcultivo, las vitroplantas se subcultivaron por 3
meses en tubos de ensaye con 10 mL de medio MS al 100 % con las concentraciones de
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AS: 0, 10, 50 o 100 uM. En cada tubo se coloc6 una vitroplanta completa de
aproximadamente 1-2 cm de longitud, con al menos una raiz y dos hojas (Fig. 9),

posteriormente pasaron a condiciones ex vitro.

Laelia anceps

In vitro Vitroplantas de 6 meses de edad ‘

[
Propagacion . .
y desarrollo Subcultivo, medio MS al 100% (3 meses) ==

)
L
Subcultivo con AS , medio MS al 100% (3 meses)
FANEAREARE4

Aclimatacion (3 meses)
Ex vitro

Figura 9. Diagrama de la descripcion del experimento y desarrollo in vitro y ex vitro de
microplantas de L. anceps precultivadas en AS.

6.5.3. Variables evaluadas
Para las microplantas de las dos especies antes y después del pretratamiento con AS se
evaluaron las siguientes variables:
— Porcentaje de supervivencia in vitro después de estar 3 meses precultivadas en
AS, considerando como planta viva si al menos tenia dos hojas y dos raices verdes

y vigorosas aplicando la siguiente formula:

N° PV x 100
N°IP

N°PV = Numero de plantas vivas al término del experimento
N° IP = Numero inicial de plantulas

— Longitud de raices y hojas de cada vitroplanta, haciendo uso del programa ImageJ
(Rasband, 2023).

— Numero de raices y de hojas de cada vitroplanta.
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— Peso fresco, evaluado en una balanza analitica Méax 120g d= 0.0001g (Adam

Equipment®).

6.5.4. Disefio experimental

Se establecidé un disefio experimental completamente al azar, con 4 tratamientos y 10
repeticiones para la especie G. arauntiaca y 20 repeticiones para la especie L. anceps.
Los datos obtenidos se evaluaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) y se realizo la
prueba de comparacion de medias Tukey (p < 0.05).

6.6 Descripcion de los experimentos en aclimatacion ex vitro

Una vez transcurridos los 3 meses del cultivo con AS, las condiciones ambientales se
modificaron de forma gradual, por lo que la aclimatacion consistid en las siguientes fases:
Fase 1: se permiti6 la entrada de aire destapando cada tubo de ensaye que contenia una
planta, por 7 dias en el cuarto de incubacion de laboratorio (20 = 2 °C, con un fotoperiodo

16 horas luz, y radiacion de ca 35 pmol m? seg™!).

Fase 2: trascurridos 7 dias, las microplantas se extrajeron de los tubos de ensaye con
pinzas estériles, se sumergieron en agua tibia para eliminar el exceso de agar y evitar la
contaminacion. Se colocaron en una solucién de microdin al 0.082 % (30 mL en 70 mL
de agua) por 2 minutos y por ultimo en peréxido de hidrégeno (H20) durante 2 minutos.
Enseguida, las plantas se colocaron en domos rectangulares como se describe en el
apartado 6.4 (Fig. 7) que contenian sustrato y se fueron modificando las condiciones

ambientales para continuar con la aclimatacion de manera gradual (Tabla 5).

Fase 3: los domos se mantuvieron cerrados y sellados con plastico autoadherente (Kleen
Pack®) en condiciones de la incubadora, por 8 dias (23 + 2 °C, con fotoperiodo de 16

horas luz y 8 de oscuridad y una radiacién de ca 35umol m? seg-!).

Fase 4: posteriormente los domos fueron trasladados a condiciones de laboratorio, donde
se les retiro el plastico autoadherente y se realizo el primer riego con el fungicida Captan

60®, durante un periodo de ocho dias.

Posteriormente, los domos fueron trasladados a condiciones de laboratorio, donde se les
retiro el plastico autoadherente y se realizo el primer riego con el fungicida Captan 60®,

durante un periodo de ocho dias.

Fase 5: con el fin de seguir adaptando las vitroplantas a condiciones ambientales externas,

los domos se trasladaron a un invernadero no tecnificado con malla sombra al 80 %, con

35|Pagina



riegos cada dos dias y las salidas de aire abiertas, durante 10 dias. Luego se retiraron las

salidas de aire de los domos y se redujeron los riegos cada tercer dia en los proximos 35

dias.

Fase 6: se cambi¢ la malla sombra al 70 % y con el domo semiabierto, se continu6é con

riegos de cada tres dias, durante 16 dias.

Fase 7: finalmente los domos se abrieron completamente, con riegos de cada tercer dia

durante 8 dias (Fig. 10).

Tabla 5. Condiciones ambientales para la aclimatacion ex vifro en las que se mantuvieron

las vitroplantas de G. arauntiaca y L. anceps precultivadas en AS.

Nu Sitio Condiciones Tiempo Frecuencia Temperatura Humedad Intensidad
m. del domo (dias) de riego cO) relativa luminosa
(%) (umol m?
seg-")
1 Incubadora Sin domo 8 No aplica 22 90 % 35
2 Incubadora Completame 8 Sin riego 23 90 % 35
nte cerrado
3 Laboratorio Cerrado, con 8 ¢/2 dias 25 80 % 35
las salidas de
aire abiertas
4 Invernadero Cerrado con 10 ¢/2 dias 262 80% 100
(malla sombra las salidas de
80 %) aire abiertas
5 Invernadero  Cerrado sin 26 c/3 dias 26+2 70 % 100
(malla sombra salidas  de
80 %) aire
6 Invernadero  Abierto 10 ¢/2 dias 28+2 65 % 220
(malla sombra
70 %)
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Figura 10. Diagrama de las etapas del desarrollo ex vitro de microplantas de G.
aurantiaca y L. anceps precultivadas en AS.

6.5.1 Variables evaluadas

Después de 70 dias de la aclimatacion ex vitro se evalud el porcentaje de supervivencia,
considerando como planta viva a aquellas que al menos tenian dos hojas y dos raices

verdes y vigorosas, aplicando la siguiente férmula:

N° PV x100
N°IP
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N°PV = Numero de plantas vivas al término del experimento

N° IP = Numero inicial de plantulas

6.5.2 Disefio experimental
Se estableci6 un disefio experimental completamente al azar, con 4 tratamientos y
27repeticiones. Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) y se

realizo la prueba de comparacion de medias Tukey (p < 0.05).
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7. RESULTADOS

7.1. Evaluacion del efecto de la preincubacion con AS en el desarrollo in vitro de
microplantas de G. aurantiaca 'y L. anceps

7.1.1. Guarianthe aurantiaca

Supervivencia in vitro

En las microplantas de G. aurantiaca precultivadas en AS se observd una tendencia a
inhibicién de la supervivencia in vitro, en comparacion con el testigo. Particularmente, la
concentracion de 100 uM de AS redujo la supervivencia hasta en un 10.82 % con respecto
al control. Si bien ninguna de las concentraciones evaluadas resulto letal para el desarrollo
de las microplantas bajo estas condiciones; sin embargo, en esta etapa in vitro la
supervivencia se ve afectada negativamente, posiblemente debido a la sensibilidad de esta
especie al estrés inducido por la molécula en las concentraciones evaluadas (Tabla 6, Fig.
16).

Tabla 6. Supervivencia de microplantas de G. arauntiaca precultivadas en AS durante 3

meses.
Tratamiento Concentracion de AS Supervivencia in vitro
(%)*
TO 0 uM 92.50
T1 10 uM 92.50
T2 50 uM 90.00
T3 100 uM 82.50

*Los resultados corresponden al porcentaje de supervivencia respecto a las 10 microplantas por
tratamiento cultivadas en AS.

AS [uM]
A
[ |
10 50 100
- e x
4 . -

Figura 11. Vitroplantas de G. arauntiaca precultivadas en AS durante 3 meses.

Longitud de raices y de hojas

Las microplantas de G. aurantiaca precultivadas en AS, mostraron una tendencia a la
inhibicion del crecimiento con respecto al testigo, especialmente en las concentraciones
50 y 100 uM de AS, donde se redujo hasta un 21.1 % la longitud de raices (Fig. 11) y
20.97 % en la longitud de las hojas (Fig. 12).
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Figura 12. Longitud de raices de microplantas de G. arauntiaca precultivadas durante 3
meses en AS. Los resultados corresponden al promedio de 10 repeticiones por

tratamiento, + e.s. Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, p <
0.05).
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Figura 13. Longitud de hojas de microplantas de G. arauntiaca precultivadas 3 meses en
AS. Los resultados son el promedio de 10 repeticiones por tratamiento, = e.s. Las barras
con la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey, p < 0.05).

Numero de raices y de hojas

Se observo una respuesta similar a la de longitud de raices y hojas, con tendencia a la
inhibicion en microplantas tratadas con AS. Especialmente con la concentracion mas alta
de 100 uM de AS el namero de raices y de hojas se redujo hasta un 28.89 % (Fig. 13) y

un 32.58 % (Fig. 14) respectivamente en comparacion con el testigo.
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Figura 14. Numero de raices de microplantas de G. arauntiaca precultivadas 3 meses en
AS. Los resultados son el promedio de 10 repeticiones por tratamiento, + e.s. Las barras
con la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p < 0.05).
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Figura 15. Numero de hojas de microplantas de G. arauntiaca precultivadas 3 meses en
AS. Los resultados son el promedio de 10 repeticiones por tratamiento, = e.s. Las barras
con la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey , p < 0.05).
Peso fresco

En las microplantas de G. arauntiaca precultivadas con 10 y 100 uM de AS, el peso

fresco se inhibid en a un 26.83 %, y con 50 uM 71.5 %, con respecto al testigo (Fig. 15).
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Figura 16. Peso fresco de microplantas de G. arauntiaca precultivadas 3 meses en AS.
Los resultados son el promedio de 10 repeticiones por tratamiento, = e.s. Las barras con
la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey, p < 0.05).
7.1.2 Laelia anceps

Supervivencia in vitro

En las microplantas de L. anceps precultivadas en AS, la supervivencia in vitro se redujo

hasta en 12.13 % en comparacion con el testigo (Tabla 7, Fig. 22).
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Figura 11. Vitroplantas de L. anceps precultivadas en AS durante 3 meses.

Tabla 7. Porcentaje de supervivencia de microplantas de L. anceps precultivadas en AS
durante 3 meses.

Tratamiento Concentracion de AS Sobrevivencia in vitro
(%o)*
TO 0 uM 82.50
T1 10 uM 72.50
T2 50 uM 72.50
T3 100 uM 72.50

*Los resultados son el porcentaje de supervivencia con respecto a las 20 microplantas por
tratamiento.
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Longitud de raices y de hojas

En las microplantas de L. anceps precultivadas en AS, se observd una inhibicion
significativa en la longitud de raices a las concentraciones de 50 y 100 uM de AS,
reduciéndose a 25.71 % y 43.14 %, respectivamente con referencia al testigo (Fig. 17).
Por otro lado, en todos los tratamientos con AS, se observo un incremento significativo
en la longitud de hojas en comparacion con el testigo. En la dosis de 10 pM increment6

1.78 veces, en 50 y 100 uM hasta 1.18 veces (Fig. 18).
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Figura 12. Longitud de raices de microplantas de L. anceps precultivadas 3 meses en
AS. Los resultados son el promedio de 20 repeticiones por tratamiento, = e.s. Las barras
con la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey, p < 0.05).
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Figura 13. Longitud de hojas de microplantas de L. anceps precultivadas 3 meses en AS.
Los resultados son el promedio de 20 repeticiones por tratamiento, + e.s. Las barras con
la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey, p < 0.05).
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En las microplantas de L. anceps precultivadas en AS, se observd una tendencia a la
inhibicion en el nimero de raices. Con el tratamiento 10 pM se inhibi6 un 12.64 %, en
50 uM un 7.61 % y en 100 uM hasta un 13.19 %, comparado con el testigo (Fig. 19). En
el nimero de hojas se observo una inhibicion significativa; a una concentracion de 10 uM
se presentd una disminucion del 7.2 %, en 50 uM un 16.8 % y en 100 uM hasta un 31.12
%, respecto al testigo (Fig. 20).
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Figura 14. Numero de raices de microplantas de L. anceps precultivadas 3 meses en AS.
Los resultados son el promedio de 20 repeticiones por tratamiento, = e.s. Las barras con
la misma letra son estadisticamente iguales Diferencia estadistica (Tukey, p < 0.05).
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Figura 15. Numero de hojas de microplantas de L. anceps precultivadas 3 meses en AS.
Los resultados son el promedio de 20 repeticiones por tratamiento, + e.s. Las barras con
la misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey, p < 0.05).

Peso fresco
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En las microplantas de L. anceps precultivadas en AS, el peso fresco se inhibio
significativamente. En la concentracion de 10 uM se redujo un 23.8 %, en 50 uM un

58.15 % y 100 uM hasta un 29.45 %, con respecto al testigo (Fig. 21).
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Figura 16. Peso fresco de microplantas de L. anceps precultivadas 3 meses en AS. Los
resultados son el promedio de 20 repeticiones por tratamiento, + e.s. Las barras con la
misma letra son estadisticamente iguales. Diferencia estadistica (Tukey, p < 0.05).

7.2. Supervivencia ex vitro de microplantas precultivadas en acido salicilico de G.
aurantiaca 'y L. anceps

7.2.1 Guarianthe arauntiaca

En todos los tratamientos con AS, la supervivencia se redujo; en el caso de la dosis 50
uM la disminucion fue de 8.34 %, con 10y 100 uM hasta en 16.67 %, en comparacion al
testigo (Tabla 8, Fig. 23 y 24).

Tabla 8. Supervivencia ex vitro de microplantas de G. arauntiaca precultivadas en AS
durante 3 meses.

Tratamiento Concentracion de AS Sobrevivencia ex vitro
(%)*
TO 0 uM 92.30
T1 10 uM 76.92
T2 50 uM 84.61
T3 100 uM 76.92

*Los resultados son el porcentaje de supervivencia con respecto a las 27 vitroplantas por
tratamiento precultivadas en AS.

7.2.2 Laelia anceps
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La supervivencia increment6 en los tratamientos con AS de 10 y 100 uM hasta un 18.17
% y 9.08 %, con respecto al testigo (Tabla 9, Fig. 25 y 26), mientras que en el tratamiento
50 uM de AS disminuy¢ 13.63 %.

Tabla 9. Supervivencia ex vitro de microplantas de L. anceps precultivadas en AS
durante 3 meses.

Tratamiento Concentracion de AS Sobrevivencia ex vitro
(%)*
TO 0 uM 81.48
T1 10 uM 96.29
T2 50 uM 70.37
T3 100 uM 88.88

*Los resultados son el porcentaje de la supervivencia con respecto a las 27 microplantas por
tratamiento cultivadas en AS.

8. DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, se considera que el desarrollo in vitro de G.
arauntiaca es muy lento, ya que después de 23 meses de varios subcultivos (Fig. 8) solo
alcanz6 una altura promedio del.29 cm. Ademas, se observo oxidacion en las primeras
hojas desde el trasplante en AS, incluido el tratamiento testigo (Fig. 16 y 24). Esto podria
explicar por qué no se observan diferencias significativas (p<0.05), aunque si hay
tendencias crecientes en algunas variables evaluadas, con respecto al testigo (Tablas 6 y
8, Fig. 11, 12, 13, 14 y 15).

Esta es una respuesta poco usual en el cultivo de tejidos vegetales, ya que al realizar
multiples trasplantes a medio nuevo se proporciona espacio, nutrientes y humedad para
que las microplantas contintien su desarrollo adecuadamente evitando competencia y falta
de nutrientes y humedad; ademas, en cada trasplante se elimina tejido necrosado, lo que
estimula ain mas el desarrollo (Garcia et al., 2012). En el caso de G. arauntiaca, se
realizaron cuatro trasplantes en cada una de las etapas de desarrollo, utilizando medios
suplementados con nutrientes, vitaminas y hormonas. Sin embargo, el crecimiento y
desarrollo fueron lentos. Este resultado coincide con los reportados por de Lopez-Selva
(2018), quien observo un crecimiento lento en esta especie al emplear medio MS
(Murashige y Skoog) y MS suplementado con hormonas; el autor también reporta que las
hojas se marchitaron. Barkeria skinneri es otra especie en la que se ha observado
crecimiento muy lento, en la que después de 18 meses de cultivo desde la germinacion

crecid maximo dos centimetros (Lopez-Selva, 2018).
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En general, la mayoria de las investigaciones orientadas hacia la generacion de protocolos
en el cultivo in vitro en orquideas, han demostrado que es una alternativa eficaz para la
multiplicacion y desarrollo de diferentes especies en un tiempo relativamente corto
(Moreno-Bermudez et al., 2021; Santiago-Jeronimo et al., 2024; Ramirez-Mosqueda y
Cruz-Cruz, 2024; Mora-Herrera et al., 2025). Sin embargo, como se evidencia en esta
investigacion, después de 23 meses en cultivo in vitro G. aruntiaca el crecimiento fue
lento. Esto confirma que, mediante la biotecnologia para la conservacion de especies de
orquideas es necesario implementar protocolos especificos para cada especie debido a
que los requerimientos de cada una pueden variar.

Los resultados obtenidos con G. arauntiaca son muy contrastantes con los encontrados
en las microplantas de L. anceps, en la que sin subcultivos frecuentes las microplantas
crecieron hasta 4.76 cm y, ademads, en el precultivo con AS se observaron diferencias
significativas (p<0.05) en las variables de longitud de raices y de hojas, nimero de hojas
y peso fresco, destacando que estas microplantas desarrollaron hasta 3.99 cm en la
longitud de hojas (Fig. 18), a diferencia de G. arauntiaca que solo alcanzo6 en promedio
1.0 cm de longitud (Fig. 12), lo cual demuestra la respuesta diferencial entre las especies
y a los tratamientos con AS.

En este trabajo los tratamientos con AS no fueron letales para las dos especies evaluadas,
como también lo reportaron Olivares-Aguilar (2021) y Mora-Herrera ef al. (2025) para
L. autumnalis, Epidendrum sp. y Encyclia sp.; los autores que también emplearon hasta
100 uM de AS, entre sus resultados destaca que concentraciones bajas de AS 1y 10 uM
favorecieron el crecimiento y la supervivencia. En otra especie de orquidea Dendrobium
officinale el AS aument6 el contenido de polisacaridos a una concentracion de 100 uM
(Yuan et al., 2014). En ninguno de los estudios anteriores se reportaron efectos adversos
por el AS, inclusive en concentraciones mas altas de 100 uM en Epidendrum sp. (Mora-
Herrera et al., 2019).

En otros trabajos, Mantovani (2020) evalu6 concentraciones de AS considerablemente
altas como 400, 500 y 1000 uM, en dos especies de orquideas epifitas Cymbidium
atropurpureo 'y Phanelaenopsis 'Golden Poker' en condiciones in vitro. El autor reporta
que el AS redujo el nimero de hojas y de raices, longitud de raices, la masa seca y el area
foliar; demaés, incrementod la fuga de electrolitos, lo que consecuentemente indujo
toxicidad en ambas especies. No obstante, C. atropurpureo mostré mayor tolerancia al

AS en comparacion con Phanelaenopsis 'Golden Poker', este ultimo resultado coincide
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con lo obtenido en este trabajo, siendo la especie G. arauntiaca mas sensible al AS que
L. anceps.

Se han estudiado concentraciones ain mas altas por Garcia-Vara (2025; datos no
publicados) para conservacion en bancos de germoplasma, en microplantas de
Epidendrum sp. precultivadas en AS durante 465 dias con dosis de 1000 y 5000 uM. La
autora reporta que el AS inhibi6 la longitud de tallos y raices hasta 71.35 % y 90.44 %,
no obstante, pese a que son dosis muy altas el AS no fue letal. Esto comprueba que
algunas especies de orquideas pueden tolerar concentraciones muy altas de AS,
considerando que algunas investigaciones han revelado que el AS es capaz de inducir
respuestas fisiologicas a concentraciones extremadamente bajasen el intervalo
femtomolar (0.1 fM) y picomolar (100 pM), concentraciones que en Catharanthus roseus
promovieron el crecimiento radicular (Echevarria-Machado et al., 2007).

Una respuesta no esperada en L. anceps es que forma brotes de novo y estos se
incrementaron en las microplantas cultivadas en AS y, aunque esta variable no fue
cuantificada en esta investigacion, dicha respuesta es muy importante en la generacion de
protocolos para la propagacion (Fig. 26). La induccion de organogénesis mediada por
salicilatos ha sido previamente reportada en microplantas de papa (Mora-Herrera, y
Lopez-Delgado, 2012) asi como en otras especies de orquideas, como Epidendrum sp.
(Garcia-Vara 2025; datos no publicados). No obstante, dicha respuesta no se presentd en
G. aurantiaca bajo las mismas condiciones experimentales.

En general, el crecimiento de microplantas de orquideas precultivadas en AS, al
establecerse en condiciones in vitro y ex vitro, tuvo una respuesta diferencial dependiente
de la especie y de la concentracion de AS en la que fueron precultivadas.

En las microplantas de G. arauntiaca preincubadas en AS y después aclimatadas en
invernadero, se observé una disminucion en la supervivencia ex vitro, con respecto al
testigo. Por el contrario, en microplantas de L. anceps se observo un incremento en la
supervivencia ex vitro, especialmente en las precultivadas con 10 y 100 uM de AS, con
respecto al testigo (Fig. 9). Este ultimo resultado, se relaciona con los de Mora-Herrera
et al. (2025), quienes reportaron que en microplantas de L. autumnalis, Epidendrum sp.
y Encyclia sp., precultivadas con 10 pM de AS, incrementaron significativamente la
supervivencia con respecto al testigo. Este comportamiento también se ha identificado en
Epidendrum sp. con un 93.3 % de supervivencia con 10 uM (Garcia-Vara, 2025; datos

no publicados).
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De acuerdo con lo anterior, es claro entonces que se deben implementar protocolos
especiales para orquideas como G. arauntiaca, ya que esta especie es mas vulnerable por

su lento desarrollo.

9. CONCLUSIONES

El crecimiento y desarrollo en condiciones in vitro presentd una respuesta diferencial
entre las dos especies evaluadas; en Laelia anceps el desarrollo fue hasta 3 veces mayor
y en menor tiempo, en contraste con el de G. aurantiaca.

Los pretratamientos con AS a 10 y 100 uM incrementaron la supervivencia en
condiciones ex vitro en microplantas de L. anceps.

El precultivo con 10 uM AS es potencialmente Util para la aclimatacion ex vitro en L.

anceps.

10. PERSPECTIVAS

En la micropropagacion de orquideas, una de las etapas mas criticas e importantes es la
aclimatacion a condiciones ex vitro. En este sentido, los resultados obtenidos en esta
investigacion generaron informacion basica para complementar los protocolos del cultivo
in vitro en las especies evaluadas, los cuales también pueden ser aprovechados para la
conservacion y/o la comercializacion legal.

Como se reporta en esta investigacion, las respuestas fisioldgicas de las orquideas en la
micropropagacion son muy diversas, por lo que es necesario continuar con mas estudios
enfocados en conocer y optimizar los mecanismos del AS para la induccién de tolerancia
al estrés en cada especie, considerando las siguientes lineas de investigacion especificas:
Desarrollar protocolos de cultivo in vitro adaptados a las caracteristicas fisioldgicas de G.
aurantiaca, incluyendo la evaluacion de distintos medios de cultivo con diferentes
nutrientes, hormonas o inclusive antioxidantes.

Evaluar concentraciones significativamente mas bajas de AS en G. arauntiaca.
Cuantificar la formacion de brotes inducidos por el AS en L. anceps.

Realizar investigaciones comparativas entre diferentes géneros de orquideas para
identificar patrones comunes y especificos como respuesta al AS.

Ampliar los estudios de aclimatacion, enfocandose en la adaptacioén fisiologica y

morfologica de las microplantas tratadas con AS.
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12. ANEXOS

Figura 17. Almacigo con vitroplantas de G. arauntiaca en aclimatacion ex vitro.

62|Pagina


https://tesis.unsm.edu.pe/bitstream/11458/3824/1/AGRONOM%c3%8dA%20-%20Henry%20Manuel%20Vera%20Tudela%20Ramirez.pdf
https://tesis.unsm.edu.pe/bitstream/11458/3824/1/AGRONOM%c3%8dA%20-%20Henry%20Manuel%20Vera%20Tudela%20Ramirez.pdf
https://www.dgcs.unam.mx/boletin/bdboletin/2023_239.html
http://dx.doi.org/10.1016/j.sajb.2014.08.007

LAN

|
AS [pM]

100 |

Figura 18. Vitroplantas de G. arauntiaca después de la aclimatacion ex vitro.
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Figura 19. Almacigo con vitroplantas de L. anceps en aclimatacion ex vitro.
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Figura 20. Vitroplantas de L. anceps después de la aclimatacion ex vitro.

Nota: Las flechas indican los brotes observados en esta especie.
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