151

Germinacion y regeneracion In Vitro de Epidendrum falcatum LINDL

SANTIAGO-JERONIMO, Tomasita, CARBALLAR-HERNANDEZ, Santos y CHAVEZ-AVILA,
Victor Manuel

T. Santiago’, S. Carballar” y V. Chavez™”

" Instituto de Estudios Ambientales, Universidad de la Sierra Juarez. Avenida Universidad s/n, 68725. Ixtlan de Juarez,
Oaxaca, México.

"~ Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, Jardin Botanico del Instituto de Biologia, Universidad Nacional
Auténoma de México, 04510. México, D.F.

rosa_jmo@hotmail.com

E. Figueroa, L. Godinez, F. Pérez (eds.) Ciencias de la Biologia y Agronomia. Handbook T-1. -©ECORFAN, Texcoco
de Mora-Meéxico, 2015.



152
Abstract

Diverse human activities, such as forest fires and illegal logging, coupled with collector’s demand
that promote illegal plunder of seeds and plants of Epidendrum falcatum have provoked a strong
deterioration in the number of wild populations of this orchid species. In vitro propagation is a tool
that allows us to study short and long term plant vulnerability to extinction. The aim of the present
work was to establish an in vitro protocol for germination and regeneration of E. falcatum. Seeds
were used as explants and cultivated in 50 % Murashige and Skoog (MS) medium added with
different concentrations of organic compounds. The best response of germination (100%) was
obtained with a treatment of 10% coconut water. Furthermore, treatment supplemented with 10%
banana pulp had the highest regeneration capacity with a higher average number of PLB's. This
study represents a successful biotechnological method for in vitro regeneration and allows a
permanent acquisition of specimens for their study, conservation and use, thus reducing the
exploitation of their natural populations.

16 Introduccién

La familia Orchidaceae es la méas rica en especies dentro de las monocotileddneas, con un estimado
de 25 000. Esta familia, es cosmopolita y alcanza su mayor diversidad en las regiones tropicales.
Las orquideas son culturalmente importantes en muchas regiones del mundo, la belleza de sus flores
ha sido apreciada desde tiempos antiguos y actualmente tienen un lugar muy importante en el
comercio de plantas ornamentales y de flor de corte (Hagsater, 1978; Soto y Salazar, 2004). Sin
embargo, estas plantas, son de dificil reproduccién natural; los periodos para su establecimiento,
desarrollo y floracién, son largos, por lo menos de cinco afios (Francisco et al., 2011). Esto junto
con la destruccion y transformacion de sus habitats, el trafico ilegal de las especies, la depredacion
de ejemplares y el crecimiento urbano, han originado que un gran nimero de especies se encuentren
amenazadas y otras en peligro de extincion (Soto y Salazar, 2004; Hagsater et al., 2005; Avila y
Salgado, 2006).

Debido a la presion antropdgenica a la que estan sometidas las orquideas y a la dificultad
que presentan sus semillas para germinar en forma natural, se han desarrollado metodologias de
germinacion y propagacion in vitro (Yam y Arditti, 2009; Arditti, 2010; Francisco et al., 2011). Con
estas técnicas, se puede disminuir el tiempo de regeneracion e incrementar las poblaciones
produciendo de manera continua ejemplares de calidad, para reducir el saqueo de especies de sus
habitats naturales (Avila y Salgado, 2006; Yam y Arditti, 2009). No obstante, es elemental realizar
estudios relacionados con su capacidad de germinacién y regeneracion, pues se ha observado que
cada especie tiene diferentes necesidades de nutrientes para germinar, por lo que hay que investigar
cuales son las condiciones adecuadas para la propagacion cada una de ellas (Flores et al., 2008;
2011; Francisco et al., 2011; Ruiz et al., 2008).

En la actualidad, se han desarrollado estudios encaminados a definir los medios de cultivo
mas idoneos para propagar orquideas (Damon et al., 2004; Aktar et al., 2008; Ruiz et al., 2008).
Ademas, se ha probado el empleo de compuestos organicos para hacer mas eficiente la germinacion
en diferentes especies de orquideas (Minea et al., 2004; Arias et al., 2006; Moreno y Menchaca,
2007; Flores et al., 2008; 2011; Kaur y Bhutani, 2012). Aunque se ha generado mucha informacion
sobre la propagacion de orquideas terrestres raras y en peligro de extincion, se sabe poco de la
propagacion de la gran mayoria de las orquideas que son epifitas y litofitas, como Epidendrum
falcatum (Damon et al., 2004). Por lo tanto, en esta investigacion se establecieron las condiciones
de cultivo in vitro para germinar y regenerar a E. falcatum, a partir de semillas.
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16.1 Materiales y métodos

Material biologico. Las semillas de E. falcatum que se utilizaron para la germinacion provenian de
una capsula indehiscente que se obtuvo de la Unidad de Manejo Ambiental (UMA) “Campamento
de las Flores”, ubicada en la comunidad de Santa Maria Jaltianguis, Ixtlan de Juarez, Oaxaca.
Después de haber cortado la capsula de la planta madre, se colocé en una bolsa de papel estraza y se
conservo 17 dias hasta su utilizacion.

Disefio experimental. Para conocer el efecto de los compuestos organicos sobre la geminacion de
las semillas de E. falcatum, se establecio un disefio factorial (2 x 3) completamente al azar con dos
factores, el primer factor tuvo dos niveles con diferentes compuestos organicos, mientras que el
segundo tuvo tres niveles con diferentes concentraciones de compuestos organicos mas un testigo
que contenia solo medio MS basal para un total de siete tratamientos. Se hicieron cinco repeticiones
de cada tratamiento para un total de 35 unidades experimentales (frascos).

Medio de cultivo. EI medio de cultivo utilizado fue MS (Murashige & Skoog, 1962) modificado a
50 % de los macronutrientes, 100 % de los micronutrientes mas la adicion compuestos organicos
(agua de coco y pulpa de platano) a distintas concentraciones. Para tener concentraciones de 10, 20
y 30 % de cada uno de los complejos organicos, se agregd 100, 200 y 300 mL L™ de agua de coco
al medio MS basal. En el caso del platano, se adicioné 100, 200 y 300 g L™ de pulpa de platano al
medio. A todos los medios de cultivo se les ajusté el pH a 5.7, posteriormente, se les agregé 4 g L™
de gelrite y se esterilizaron en un autoclave durante 17 minutos (Moreno y Menchaca, 2007).

Desinfeccién del material bioldgico. La cédpsula se sumergidé en una solucion jabonosa por un
minuto bajo agitacion constante, se enjuago con agua destilada, y posteriormente en condiciones de
asepsia, en una campana de flujo laminar, se realizaron enjuagues en alcohol a 70 % y se flamed;
este Ultimo proceso se repitio tres veces (Ruiz et al., 2008).

Efecto de los compuestos organicos sobre la germinacién de E. falcatum. Una vez desinfectada
la capsula, en una caja de Petri previamente esterilizada, se le realiz6 un corte longitudinal
dividiéndola en dos partes iguales, para liberar las semillas de su interior; posteriormente, con la
ayuda de una espatula esterilizada; se pasaron las semillas a una caja de Petri y con la misma
espatula se tomd una pequefia cantidad de éstas y se dispersaron uniformemente en los medios de
cultivo de los siete tratamientos establecidos. Todos los tratamientos se mantuvieron en un
fotoperiodo de 16 horas luz y ocho horas oscuridad (McKendrick, 2000).

Después de 40 dias de iniciado el cultivo de las semillas de E. falcatum, se determind el
porcentaje de germinacion de manera cualitativa, considerando los cambios visibles y al
microscopio estereoscopico, en escalas de tiempo indefinidas, tomando como semillas germinadas
aquellas cuyo embrion emergio de la cubierta seminal. El porcentaje de germinacion se determind
de acuerdo con el area ocupada por las semillas germinadas en cada unidad experimental y
promediada por el total de las repeticiones de cada tratamiento (McKendrick, 2000; Ruiz et al.,
2008).

Efecto de los compuestos organicos sobre la respuesta morfogenética de E. falcatum. Se
establecio un disefio factorial (2x3x3) completamente al azar, con tres factores, el primero tuvo dos
niveles con diferentes compuestos organicos, mientras que el segundo tuvo tres niveles con
diferentes concentraciones y el tercero con tres niveles con diferentes explantes para un total de 21
tratamientos, incluyendo tres controles.
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Los controles consistieron de medio MS basal y los diferentes explantes. Para cada
tratamiento se realizaron cinco repeticiones, con lo que se tuvieron 105 unidades experimentales.

En los 21 tratamientos, se ensayaron protocormos cigdticos completos y secciones
ecuatoriales de éstos, para lo cual, fue necesario seleccionar protocormos que presentaban
primordios foliares y rizoides (Figura 16a). En una campana de flujo laminar bajo condiciones de
asepsia, se seleccionaron 350 protocormos; 175 fueron diseccionados ecuatorialmente (Figura 16.b)
obteniéndose 525 explantes, de los cuales 175 fueron completos, 175 porciones apicales y 175
basales. Se colocaron cinco explantes en cada uno de los 21 tratamientos que contenian medio MS
modificado y solidificado con 4 g/l de gelrite a un pH de 5.7. Todos los tratamientos fueron
mantenidos en un fotoperiodo de 16 horas luz y ocho horas oscuridad. De los 525 explantes que se
utilizaron en este experimento se determind la formacion de cuerpos parecidos a protocormos o0
PLB’s (Protocorm like bodies) por explante. Considerando como PLB s todas las estructuras
formadas.

Anélisis estadistico. Para saber si existian diferencias significativas entre los tratamientos de los
experimentos establecidos, se realiz6 un andlisis de varianza factorial y para contrastar los valores
promedio se empled la prueba de Tukey. Estos analisis se llevaron a cabo con el programa
STATISTICA version 8.0 (STATSOFT, INC. 1996). Previo al analisis estadistico, los datos
porcentuales se transformaron aplicandoles la funcion arcoseno.

Figura 16 a) Protocormo con primordios foliares y rizoides y b) secciones apicales y basales de los
protocormos

16.2 Resultados

Efecto de los compuestos organicos en la germinacion de E. falcatum. Después de realizada la
siembra de las semillas se observaron cambios en la coloracion, pasando por diferentes tonalidades,
comenzando por el blanco-amarillento, amarillo, verde-amarillento y verde. También se aprecié una
hidratacion y aumento de tamafio de las semillas, asi como la ruptura de la testa seminal que dio
lugar a la formacion de estructuras esféricas de color verde, denominadas protocormos,
evidenciandose la germinacion.

La germinacion de E. falcatum se logro después de 35 dias de iniciados los cultivos y se
observé que el tipo de complejo organico y las diferentes concentraciones usadas tuvieron un efecto
altamente significativo (p < 0.01) sobre el porcentaje de germinacion, el cual varié desde 80 hasta
100 %. El mayor porcentaje de germinacion se obtuvo en el tratamiento que contenia medio MS
basal con agua de coco al 10% y el menor en el tratamiento control que solo contenia MS basal.
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Figura 16.1 Efecto de los complejos organicos sobre la germinacion in vitro de E. falcatum. Medias
con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (p < 0.01) por la prueba de Tukey

F(6, 14)=13.369, p=.00004
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Efecto de los compuestos organicos sobre la respuesta morfogenética de E. falcatum. En
algunos casos los protocormos completos y las fracciones no respondieron favorablemente a la
posicién a la que se colocaron en el medio de cultivo, ya que en algunos explantes se evidencio
deshidratacion y oxidacion. Hasta 40 a 45 dias después de haber colocado los explantes se
empezaron a manifestar cambios en el crecimiento como respuesta a los diferentes tratamientos. El
primer cambio perceptible fue un aumento de tamafio, la region en donde se comenzé a apreciar un
crecimiento celular fue la parte basal del explante mismo que estaba hidratado con una apariencia
suculenta. Posteriormente se observé una apariencia nodular en la base del explante, a los 50 a 60
dias, los nodulos formados mostraron un cambio en su tamafio y morfologia, éstos comenzaron a
adquirir una forma redonda semejante a la de un protocormo, denomindndose a las estructuras
formadas cuerpos parecidos a protocormos o PLB’s (protocorm like bodies), que surgieron de
manera directa del explante (Figura 16.2a). A los 80 a 90 dias ya era evidente el crecimiento de los
PLB’s formados, éstos se alargaron y desarrollaron mas hojas, con longitudes muy variables (Figura
16.2b).

Figura 16.2 a) Respuesta morfogenética de E. falcatum obtenida a partir del cultivo in vitro de
secciones basales de protocormos y b) PLB’s formados a partir de un explante basal. Barra =1 cm
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El nimero promedio de PLB’s generados por explante vario entre 0.44 y 8.8. Al analizar el
efecto de los complejos organicos y las diferentes concentraciones sobre la respuesta morfogenética
de las secciones apicales, basales y protocormos completos, se observaron diferencias altamente
significativas en los tratamientos (p < 0.01). El tratamiento que contenia pulpa de platano al 10% en
la seccion basal presentd el mayor nimero promedio de PLB’s, seguido del tratamiento con MS
adicionado con agua de coco al 10% en la seccion basal, con un promedio de 8.8 y 8.0 PLB’s por
explante respectivamente. El tratamiento que presentd el menor numero promedio de PLBs por
explante fue el que presentaba MS adicionado con platano al 30% en la seccién basal. Durante el
transcurso de ocho meses, tiempo que durd el experimento para la evaluacion de la respuesta
morfogenética, se obtuvieron 1 247 plantas completas a partir de los 525 explantes utilizados
inicialmente.

16.3 Discusion

Efecto de los compuestos organicos en la germinacion de E. falcatum. El porcentaje de
germinacion promedio varié de 80% hasta el 100% y con diferencias significativas entre los
tratamientos (Figura 17.1). Estos resultados son similares a los encontrados por Moreno y
Menchaca (2007), quienes reportan un porcentaje de germinacion de 90 % para Sthanopea tigrina.
Ademas, son mas altos que los encontrados por Flores et al. (2008 y 2011) quienes reportan un
porcentaje de germinacion de 48 y 57 % para las especies Oncidium stramineum y Brassia
verrucosa, respectivamente. La alta germinacion obtenida en el presente estudio pudo deberse a que
los complejos organicos presentan contenidos de nutrientes (Arditti y Ernest, 1993), como nitrégeno
y potasio, que ayudan a la germinacion de las semillas (Kauth et al., 2008). Ademas, este resultado
indica que la mayoria de las semillas se formaron completamente y presentaban embriones viables.

Agregar extractos organicos al medio de cultivo para la germinacion de las semillas de E.
faltatum resultd positivo, pues se obtuvo un porcentaje de germinacion significativamente mayor en
el tratamiento que contenia agua de coco a 10 %. Resultados similares fueron hallados por Salazar
(2012), quien obtuvo el mejor porcentaje de germinacion de Cattleya mendelii en el medio de
cultivo MS con 200 mL L™ de agua de coco. También concuerda con lo reportado por Ruiz et al.
(2008) para la germinacién in vitro de Encyclia adenocaula, utilizando diferentes medios de cultivo
y compuestos organicos.

El alto porcentaje de germinacion obtenido en el tratamiento con agua de coco a 10 %,
puede explicarse porque a esta concentracion se tiene un contenido de azlcares, aminoacidos,
antioxidantes, minerales, &cidos organicos y agentes promotores del crecimiento vegetal adecuados
para la germinacion (Arditti y Ernest, 1993; Arias et al., 2006). Aunado a esto, se ha observado que
en algunas orquideas, particularmente las epifitas y litofitas, el proceso de germinacion puede ser
afectado de manera negativa a altas concentraciones de compuestos organicos, ya que generalmente
viven en habitats con deficiencia de nutrientes (Damon et al., 2004; Flores et al., 2008).

En este trabajo se muestra que los compuestos organicos, particularmente a bajas
concentraciones, estimulan la germinacion de las semillas de E. falcatum. Ademas, indica que las
semillas son un explante conveniente a emplear para iniciar el cultivo in vitro, pues a partir de su
germinacion se logra la obtencion de plantulas libres de agentes patégenos y se conserva e
incrementa de forma natural la variabilidad genética de las plantas (Ruiz et al., 2008). Una de las
ventajas de agregar complejos organicos al medio de cultivo es su bajo costo, comparado con el de
los reguladores de crecimiento, como las auxinas y las citocininas que se utilizan de manera
frecuente en la germinacion de las orquideas (Moreno y Menchaca, 2007).
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Sin embargo, se desconoce su composicion quimica exacta y, por la fuente de los
compuestos orgénicos, las subsecuentes aplicaciones propiciarian una variabilidad de los resultados.
No obstante, los beneficios han demostrado que su aplicacion es recomendable, pues algun factor
desconocido resulta benéfico para las orquideas (Minea et al., 2004; Arias et al., 2006; Flores et al.,
2008; 2011; Kaur y Bhutani, 2012).

Efecto de los compuestos organicos sobre la respuesta morfogenética de E. falcatum. En las
orquideas, después del proceso de germinacion se forma una masa de células con una alta
totipotencialidad Ilamada protocormo, el cual puede diferenciarse en una plantula o formar cuerpos
parecidos a protocormos (PLB’s). El protocormo se diferencia en una region apical, que consiste en
pequefias células que forman el apice de brote y la parte basal formada por células grandes
parenquimatosas que funcionan como un dep6sito organico (Fehér et al., 2003). En la propagacion
vegetativa intensiva de orquideas, los PLB’s formados a partir de protocormos completos o
secciones apicales y basales son los explantes de mayor demanda debido a su rapido desarrollo in
vitro; ademas, se tiene la certeza de la semejanza fenotipica con los progenitores (Sagawa, 1991).
Esta ventaja esta basada en el hecho de que los protocormos adventicios y en este caso los PLB’s
corresponden realmente a embriones somaticos generados por los embriones cigoticos procedentes
de las semillas. La condicion meristematica de las células de estos embriones cigdticos donde existe
un estricto control en la division celular asegura no solo la semejanza fenotipica sino también la
genotipica, aunado a la citada capacidad de propagacion rapida, intensa e ilimitada.

En esta investigacion la respuesta morfogenética obtenida a partir del cultivo in vitro de
secciones de protocormos, resulto ser diferencial dependiendo de la region del protocormo de que
se trate. EI nimero promedio de PLB’s generados por explante oscilé entre 0.44 y 8.8. Al analizar
el efecto de los complejos organicos y las diferentes concentraciones sobre la respuesta
morfogenética de las secciones apicales, basales y protocormos completos, se observaron
diferencias significativas (p < 0.01) entre los tratamientos. La mayor cantidad de PLB’s se obtuvo
en las secciones basales de los protocormos a una concentracién de 10% para ambos complejos
organicos (agua de coco y pulpa de platano). Resultados similares reporté Suarez (2006) en la
regeneracion de Euchile mariae; ya que, obtuvo la mayor formacién de PLB’s a partir de las
secciones basales de los protocormos, con un promedio de 11.4 + 9.64 PLB’s por explante. Asi
mismo, Francisco (2011) en Trichocentrum carthagenense encontr6 que el nimero de PLB’s
generados es mayor en la seccién basal de los protocormos. Estos resultados se pueden explicar
considerando la diferenciacion celular y dominancia apical. Hacia el &pice existe una mayor
diferenciacion celular de los tejidos que conforman al protocormo, puesto que en esta zona se forma
el primer meristemo apical del brote (Taiz y Zeiger, 2006). Sin embargo, como se trata de una
region de crecimiento activo es probable que no permita la formacion de otros centros
meristematicos o de otras yemas laterales. Por otro lado, hacia la base del protocormo el tejido se
encuentra menos diferenciado y por lo tanto presenta una mayor capacidad morfogenética (Garcia
et al., 2006).

Actualmente se sabe que el potencial de regeneracion de explantes de protocormos (en
términos de porcentaje de regeneracion, nimero promedio de PLB y brotes producidos por
explante) es fuertemente influenciado por la calidad y cantidad de suplementos organicos afiadidos
al medio (Sinha y Roy, 2004; Aktar et al., 2008; Kaur y Bhutani, 2012). En este trabajo se obtuvo
una mayor generacion de PLB’s en el tratamiento que contenia compuestos organicos a
concentraciones bajas (10%) comparado con el tratamiento testigz. Esto concuerda con lo reportado
por Kaur y Bhutani (2012) quienes encontraron que altas concentraciones de pulpa de platano y
agua de coco resultan perjudiciales para el desarrollo y sobrevivencia de los PLB’s de Cymbidium
pendulum.
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Bajas concentraciones de compuesto organicos promueven la frecuencia de regeneracion, el
crecimiento de las partes renovadas, lo que permite que los PLB’s generados puedan diferenciarse
en brotes y raices (Kaur y Bhutani, 2012), lo cual puede explicar el haber encontrado un mayor
numero de PLB’s a bajas concentraciones de compuesto organicos. Ademas, se ha observado que el
contenido de sacarosa en concentraciones bajas de homogenizado de platano mejora la regeneracion
y formacion de PLB’s en especies del genero Dendrobium (Aktar et al., 2008) y aumenta la
longitud de los brotes en la orquidea Vanda teres (Sinha y Roy, 2004). Por otro lado, el efecto
positivo del agua de coco en la generacion de PLB’s puede estar relacionada con su capacidad de
inducir divisiones celulares en las células que no lo harian, por lo tanto, promueve la diferenciacion
temprana del protocormo. Aunado a esto, se ha observado la presencia de reguladores de
crecimiento en el agua de coco (por ejemplo citocinina) que promueven la division y diferenciacion
celular (Sinha y Roy, 2004; Aktar et al., 2008; Kaur y Bhutani, 2012).

16.4 Conclusiones

El mayor porcentaje de germinacion se obtuvo mediante la utilizacion del medio de cultivo MS
modificado mas la adicion de agua de coco a 10 %.

La mayor formacion de PLB’s se logro en el tratamiento que contenia MS mas pulpa de
platano al 10% en la seccion basal.

De los 525 explantes utilizados para evaluar la respuesta morfogenética se regeneraron 1247
plantas completas en los 21 tratamientos evaluados.

El empleo de técnicas de cultivo in vitro resultd eficiente para la germinacion y regeneracion
de E. falcatum, lo cual proporciona una alternativa para reducir la presién que se ejerce sobre las
poblaciones silvestres, contribuyendo de esta manera a su conservacion y aprovechamiento
sustentable.
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