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RESUMEN

Phalaenopsis es un género formado aproximadamente por 60 especies de orquideas
de la subfamilia Epidendroideae en la familia Orchidaceae. Son nativas del sudeste de
Asia, desde las montafias del Himalaya hasta las Filipinas, Indonesia y Norte de
Australia. La isla Orquidea de Taiwan, debe su nombre a estas orquideas. Los hibridos
de estas orquideas son las mas extendidas en Europa y América del Norte. Su
popularidad viene de su gran adaptabilidad y de la belleza de este cultivo. Su cultivo ha
sido desarrollado desde la mitad del siglo pasado porque muchos hibridos
interespecificos e intergenéricos fueron creados y comercializados con éxito por sus
obtentores. La explotaciéon comercial para flor cortada y el cultivo en maceta afecta a
unos cincuenta géneros cuyo cultivo se practica en muchos paises. A diferencia de
otras especies de orquideas, la forma de reproduccion es dificil, ya que su crecimiento
monopodial lento ha dificultado la multiplicacion vegetativa de materiales selectos y la
reproduccion sexual se ha visto agravada en algunos hibridos por la presencia de altos
niveles de esterilidad. Por ello, en el presente trabajo se realizaron cruzas de diferentes
hibridos comerciales de esta orquidea donde evaluamos el porcentaje de capsulas
obtenidas asi como las caracteristicas de las progenies conseguidas mediante las
cruzas realizadas, por otra parte se generd un protocolo de multiplicacion clonal in vitro,
donde pudimos evaluar el uso de diferentes fitohormonas y las reacciones y resultados

gue se obtuvieron con los diferentes explantes de esta orquidea.

Palabras clave: Orquidea, hibridos, cruzas, explantes y fitohormonas.
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ABSTRACT

Phalaenopsis is a genus consists of approximately 60 species of orchids of the
Epidendroideae subfamily in the family Orchidaceae. They are native to Southeast Asia,
from the Himalaya Mountains to the Philippines, Indonesia and northern Australia.
Taiwan Orchid Island is named after these orchids. Hybrids of these orchids are the
most widespread in Europe and North America. lts popularity comes from its adaptability
and beauty of this crop. Its cultivation has been developed since the middle of last
century because many interspecific and intergeneric hybrids were successfully created
and marketed by its breeders. Commercial exploitation for cut flowers and potted culture
affects some fifty genera whose cultivation is practiced in many countries. Unlike other
species of orchids, the form of reproduction is difficult because its slow growth has
hampered monopodial vegetative propagation of selected materials and sexual
reproduction has been aggravated in some hybrids by the presence of high levels of
sterility. Therefore, in this paper crosses of various commercial hybrids of this orchid
which evaluated the percentage of capsules obtained and the characteristics of the
progeny obtained through crosses made, moreover protocol clonal propagation in vitro
generated were performed, where we could evaluate the use of different plant hormones

and reactions and results obtained with different explants of this orchid.

Keywords: Orchid, hybrids, crosses, explants and plant hormones.
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l. INTRODUCCION GENERAL

La floricultura es una parte muy importante de la industria horticola, el valor
global de esta actividad se estima entre 100 y 150 millones de euros (150 millones de
dolares en EE.UU.) con los principales mercados en Europa, Norteameérica y Japon

(Chandler y Tanaka, 2007).

Segun estimaciones del Consejo Mexicano de la Flor, en México la superficie
para produccion de ornamentales es de 15 000 ha, de las cuales 63.81 % son de cultivo
a cielo abierto, 4.58 % en invernadero y 31.61 % en semi — invernadero; , la produccion
se concentra principalmente en los estados de México, Puebla, Morelos, Distrito Federal

y Michoacan (Betancourt - Olvera et al., 2005).

Un caso particular, con cada vez mayor interés en la floricultura es la produccion
de orquideas en maceta, la cual se ha incrementado dramaticamente a lo largo del
planeta en el Ultimo cuarto de siglo, debido a su gran valor econébmico y social
comparado con otras especies Yy, hoy en dia, constituyen uno de los principales grupos

de especies en el mercado floricola mundial (Ichihashi, 1996; Kindlmann et al., 2002).

Existen diversos géneros de orquideas con muy buenas caracteristicas para su
comercializacion; por ejemplo, entre 1993 y 2002, los mas vendidos en Japoén fueron:
Phalaenopsis (30 %), Dendrobium (20 %), Oncidium (20 %), Cymbidium (15 %) y

Cattleya (10 %).

12



En la actualidad las orquideas son el segundo cultivo con mayor valor entre las
flores cultivadas en maceta en los Estados Unidos, de éstas, entre el 70 y 90 %

corresponden a Phalaenopsis (Griesbach, 2002).

Debido a su belleza y los altos valores que alcanza la produccion de
Phalaenopsis, hoy en dia es motivo de cultivo por particulares e industriales como

plantas ornamentales y para flor de corte.

La participacion de México en la produccién de orquideas atractivas para el
comercio | mundial como Phalaenopsis, no corresponde con las ventajas que nuestro
pais posee, entre las que resaltan la ubicacién geogréfica ideal para facilitar su
comercializacion, asi como una infraestructura sélida en investigacion biotecnolégica de
plantas. Esto se debe a que en la produccion y comercializacion de Phalaenopsis se
utilizan variedades generadas en otros paises (Griesbach, 2002), lo que origina costos
de produccién elevados (por el pago de regalias) y disminucion de ingresos para los

productores.

Contribuir con nuevas variedades de Phalaenopsis para la industria floricola
nacional es importante, ya que este sector, aunque es de gustos muy exigentes,
siempre estd en demanda nuevos colores y formas de flores. Hasta el momento no se
ha dimensionado la importancia de generar variedades nacionales. Por ello, realizar
cruzas entre diferentes tipos de Phalaenopsis para obtener rasgos atractivos a nuevas
variedades, combinado con el uso de técnicas de vanguardia como el cultivo in vitro

para facilitar su multiplicacion y reduccion de tiempo, puede impactar positivamente el
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mercado floricola nacional. Adicionalmente, la manipulacién de plantas y flores también
aumentan el valor comercial de las mismas (Brown y Thorpe, 1995; Chen y Wang,

1996; Chen et al., 1998).

Por esto en la presente investigacion se plantean la hipétesis y objetivos siguientes:

Hipotesis

Es posible obtener progenies de Phalaenopsis con caracteristicas deseables

comerciales, por medio de cruzas intraespecificas y propagarlas in vitro a partir de

secciones de hojas

Objetivo general

Determinar el grado de compatibilidad entre hibridos de Phalaenopsis, evaluar sus
progenies y establecer un sistema de propagacion in vitro a partir de secciones de

hojas.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia cultural y econdmica de Phalaenopsis

Phalaenopsis es la flor nacional de Taiwan, esta orquidea fue descubierta y
colectada por primera vez por japoneses en Lanyu (Isla de las Orquideas) en 1897.
Posteriormente, con esta especie se ganaron dos campeonatos consecutivos en la
Exposicion Internacional de Orquideas en California, EE. UU. (1952 y 1953), fue de

este modo que logré popularidad y admiracién en todo el mundo (Chen y Wang, 1996).

Hoy en dia, la industria de Phalaenopsis en el mundo esta bien desarrollada y ha
avanzado a wuna produccion sistematizada bajo cubiertas en invernadero. Los
principales mercados exportadores son Holanda y Taiwan, estos representan en la
actualidad mas de 80 % de la cuota de mercado global de esta especie (Granada y

Acuia, 2010; SARGARPA, 2010).

El futuro de esta orquidea es brillante. En agosto de 2004, el New York Times
inform6 que hay un mercado mundial de dos mil millones ddlares para las orquideas, y
es Phalaenopsis la que lleva el liderazgo en ese mercado. También es reconocida
como una de las mas elegantes flores de interior por la American Orchid Society (AOS);
en 2002 el Sr. Ed Matsui, propietario de Matsui Nursery, el mayor productor de esta
especie en EE.UU., estimG un aumento cinco veces mayor para su mercado en los
proximos diez afios. Por otra parte, de acuerdo a la revista Flora Culture International

(2004), el mercado de Phalaenopsis, crecié 20 % anual en los Ultimos cinco afios. Es la
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flor mas vendida entre todas las cultivadas en macetas en Holanda y Japén. Ademas,
debido al incremento de ventas al menudeo como nuevo canal de distribucion, la
demanda ha aumentado, los costos de produccion han disminuido vy, las variantes de

color han impulsado las ventas de flores en los Ultimos afios (Griesbach, 2002).

Durante afios, se ha avanzado en la investigacion biotecnolégica de
Phalaenopsis en areas como termo-tolerancia, resistencia a patdgenos, control de la
floracion, color de la flor, diagnostico de virus y propagacion in vitro. El desarrollo
tecnoldgico es la base de la industria y aunque se necesita gran cantidad de tiempo e

inversion para construirla, es absolutamente esencial (Chen et al., 2011).

Todos estos factores han posicionado a esta orquidea como uno de los
productos de exportacion mas importantes del mundo. Con un clima éptimo para el
culivo de Phalaenopsis, México esta muy bien situado para su comercializacién, al

tener cerca a Estados Unidos y Canada lo que facilitaria la exportacion.
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2.2 Origen, clasificacion taxonémicay descripcion de la flor

La planta es epffita, monopodial y nativa del sudeste de Asia. Como resultado de su
extensa hibridacion, esta disponible en diversos tamafios y colores de flores. Su
nombre procede del griego phalaina = “mariposa” y opsis = “parecido”, debido a que las
inflorescencias recuerdan a mariposas en vuelo, por ello, se le conoce como “orquidea
mariposa” (Takasaki, 1989; Vasquez y Frier, 1991). Su clasificacion taxonémica de

acuerdo con USDA (2010) es la siguiente:

Reino: Plantae
Sub-reino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliopsida
Orden: Orchidales
Familia: Orchidaceae

Geénero: Phalaenopsis sp.

Esta orquidea se distingue por sus flores grandes y vistosas, de diversos colores y
tamafios, con tres sépalos y tres pétalos; uno de estos pétalos es conocido como labio
o labelo y suele ser diferente del resto en tamafio, forma y coloracién; es en general la
parte mas vistosa de la flor y tiene la funcién de atraer, guiar o servir como plataforma

de aterrizaje a los polinizadores (Figura 1).
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Figura 1. Flor de Phalaenopsis sp. S) Sépalos, P) Pétalos, L) Labelo y C) Columna.

Otra caracteristica distintiva de las flores de las orquideas la constituye la parte
reproductiva, ya que por lo general presentan fusion parcial que incluye los 6rganos
sexuales masculinos (estambres y anteras) y femeninos (ovario, estilo y estigma), para
constituir una estructura llamada columna o ginostemio, la cual se encuentra

generalmente en el centro de la flor (La Croix, 2000 y Hagsater et al., 2005).

2.3 Mejoramiento genético de Phalaenopsis

Los mejoradores de Phalaenopsis estan interesados en cuatro caracteristicas
florales; el tamafo, la forma, el color y su consistencia (Griesbach, 1981). En las
Phalaenopsis blancas la perfeccion en términos de tamarfio, forma y consistencia se
logr6 gracias a los resultados obtenidos por la poliploidia. La cual, ademas de

incrementar el nimero cromosémico, también conlleva a aumentar el volumen celular,

18



responsable del incremento en tamafio y consistencia de las flores, asi como en el

mejoramiento de su forma (Vaughn y Vaughn, 1973y Freed, 1978).

En la actualidad ademas de buscar tamafio, forma y la consistencia que poseen
las variedades blancas, se pretende que las nuevas variedades posean colores
novedosos Yy llamativos. Para lograr estos resultados, la poliploidia es uno de los
procesos clave. Hay diversas formas de inducirla, algunos de los protocolos son los
descritos por MacLeod en 1947 y Rotor en 1958; que conllevan el sumergir plantulas en

solucién de colchicina.

Otra técnica consiste en seleccionar los materiales parentales que se utilizaran
para generar cruzas y de esta forma obtener hibridos superiores y de excelente calidad
comercial (Chen et al., 1998). Las variedades de Phalaenopsis que se utilizan para el
mejoramiento, usualmente se dividen en dos grupos, el grupo estandar de flores

grandes y el grupo de novedad (Chen et al., 1999).

En general, los programas de mejoramiento estan disefiados para mejorar el
tamafo y el color de las flores, asi como otras caracteristicas como: longevidad, largo
del tallo, forma de la hoja, facilidad de propagacion, resistencia a plagas y
enfermedades y mayor nimero de semillas viables; todo esto a través de la seleccion

de buenos materiales parentales para la hibridacién (So-Young et al., 2010).

El desarrollo de una variedad nueva de Phalaenopsis comienza desde que se realiza el

cruzamiento hasta que se obtiene la semilla, esto tarda aproximadamente seis meses;
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posteriormente desde la siembra en el laboratorio hasta la pequefia planta in vitro, un
afno y, desde la pequeiia planta in vitro hasta que florece, 1 afio y medio. Todo este
proceso puede alcanzar facilmente de 7 a 9 afios; sblo a partir de este punto puede

iniciarse el proceso de reproduccion en masa, lo cual requiere varios afios mas.

2.4 Cultivo in vitro de Phalaenopsis

El cultivo de las plantulas in vitro requiere condiciones especiales. Los beneficios
que ofrecen el cultivo de tejidos, son una menor pérdida de plantas y que acortan el
periodo de cultivo en unos 5 0 7 meses. Las plantulas del cultivo in vitro estan listas
para su trasplante cuando tienen 2 o 3 hojas de 10 a 14 cm de tamafio, aunque antes

de plantarlas en macetas deben primero clasificarse (Anthura, 2007 y 2010).

En 1909, Hans Burgeff de Alemania y Noel Bernard de Francia reportaron de
forma independiente que las semillas de orquideas germinaban sdélo en presencia de un
hongo simbiotico. Este descubrimiento hizo posible la producciéon de orquideas pero
aun asi la germinacién simbiética de Phalaenopsis continuaba siendo muy dificil y
altamente demandante de tiempo (Griesbach, 2002). Knudson L. (1946) en la
Universidad de Cornell describié un método mediante el cual era posible germinar las
semillas de orquideas solamente usando agar y sales minerales. Las técnicas de cultivo
in vitro, han permitido obtener grandes volimenes de Phalaenopsis con el fin de

producir plantas a gran escala para el comercio (Leva y Rinaldi, 2012).
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En décadas recientes, el uso de técnicas basadas en el cultivo in vitro, ha hecho
posible el desarrollo de herramientas biotecnolégicas para identificar problemas en el
mejoramiento de cultivos en la agricultura (Sakhanokho y Kelley, 2009). El cultivo in
vitro de tejidos vegetales ha sido ampliamente utilizado para la multiplicacion de plantas
a gran escala. También como herramienta en la investigacion, en los Ultimos afios ha
sido fundamental para las areas de propagacién vegetal, eliminacién de enfermedades,
mejoramiento genético y produccién de metabolitos secundarios (Akin-ldowu et al.,
2009). El cultivo in vitro de tejidos es considerado como la herramienta mas eficiente
para el mejoramiento genético de cultivos ya que puede generar la produccién de un
gran numero de variantes somaclonales y gametoclonales, y tiene el potencial de
producir plantulas de alta calidad con tolerancia a condiciones adversas y resistencia a
enfermedades (Brown y Thorpe, 1995). El cultivo in vitro de tejidos permite entender la
fisiologia y bioguimica de los cultivos en condiciones adversas (Benderradji et al.,
2012). Muchos estudios han reportado que el cultivo in vitro por si solo o combinado
con alguna otra técnica como la induccién con hormonas, agentes fisicoquimicos o
agentes bioldgicos pueden incrementar significativamente la variabilidad genética,
generando asi, una fuente potencial de nuevos cultivares comerciales (Orbovi¢ et al.,

2008; Predieri, 2001).

En orquideas, dada su importancia horticola, se han desarrollado diversos
métodos de propagacion in vitro, tanto sexual, a través de semillas (Leroy y Pike, 1976;
Arditti y Ernst, 1984; Sheehan, 1983.), como asexual con el cultivo de explantes

vegetativos (Arditti, 1977; Sheehan,1983; Sagawa y Kunisaki,1984; Chin-Chi, 1986).
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2.5 Citometria de flujo en orquideas

La citometria de fluo es un método conveniente y rapido que ha sido
ampliamente utilizado para la estimacion del tamafio del genoma en plantas (Dolezel et
al., 1998). En biotecnologia vegetal, es una de las herramientas mas utilizadas para
analizar la estabilidad genética a través del nivel de ploidpia de cultivos in vitro y de las

plantas obtenidas.

Aungue solamente se ha investigado el tamafio del genoma de alrededor del 1%
de la flora mundial (Bennett y Leitch, 1997), la correlaciéon general de tamafio del
genoma con el tamafio y duracién del ciclo celular indica un papel fundamental del
tamafio del genoma en muchos aspectos de la evolucidn de las plantas y su adaptacion
(Bennett, 1972, 1987; Price y Bachmann, 1976; Grime y Mowforth, 1982; Jasienski y
Bazzaz, 1995). La cantidad de ADN que se encuentra en los nucleos de un organismo
es el tamafio del genoma, y este se puede medir como picogramos (pg; i.e., 1x10° g) o
pares megabase (Mbp, 1pg = 978 Mbp; Dolezel et al., 2003). El tamafio del genoma
puede variar entre las especies aproximadamente hasta 800 veces (Fritillaria assyriaca,
1C =127.4 pg, vs. Arabidopsis thaliana, 1C = 0.165 pg (Bennett y Smith, 1976; Bennett
y Leitch, 1997). Sin embargo, las estimaciones de la misma especie son a veces muy
diferentes (Bennett y Smith, 1976; Heslop-Harrison, 1991; Bennett y Leitch, 1995,
1997). La existencia y el alcance de esta variacion intraespecifica en el tamafio del
genoma, actualmente esta recibiendo mucha atencion (Greilhuber y Ebert, 1994;

Bennett y Leitch, 1995; Baranyi y Greilhuber, 1996; Greilhuber y Obermayer, 1997).
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El método alternativo a la citometria es el conteo cromosoméatico, a menudo,
dificil de aplicar en el material lefioso debido al requerimiento de necesitar elevadas
tasas de divisiébn mitética. Por el contrario, la citometria de flujo no requiere células en
division (Dolezel, 1991). Muchos de estos estudios se enfocan en el efecto de las
condiciones y edad de los cultivos en la estabilidad de la ploidia de las plantas
obtenidas durante el proceso, de forma que se pueda certificar la adecuacion del
protocolo utilizado en la propagacién a gran escala de los genotipos seleccionados

(Bennetzen et al., 2005).

En orquideas no existe un procedimiento general, aunque ya se han descrito
muchos protocolos para el aislamiento de ndcleos (Galbraith et al., 1983,
Arumuganathan y Earle, 1991; Ulrich y Ulrich, 1991). La mayoria de estos protocolos
utiizan tejidos jovenes para evitar las altas concentraciones de almidones,
polisacaridos, cristales de oxalato de calcio y otro tipo de metabolitos que se
encuentran en tejidos viejos. La suspension de nucleos obtenido de las orquideas
normalmente presenta altos niveles de cristales de oxalato de calcio, estos cristales
bloguean el sistema de flujo del citbmetro, para resolver este problema, es posible
utilizar una columna de algodén y adicionar de polivinil pirrolidona-40 (PVP-40) al buffer
para remover impurezas fendlicas y compuestos citoplasmicos del nucleo de las
plantas, haciendo que la solucion sea adecuada para el citbmetro de flujo

(Arumuganathan y Earle, 1991).

23



Este simple y eficiente método consigue el aislamiento de nucleos intactos del
tejido vegetal de plantas que presentan altos niveles de polisacéaridos, cristales de

oxalato de calcio y otros metabolitos secundarios (Lee y Lin, 2005).

2.6 Requerimientos del cultivo de Phalaenopsis

En términos generales, las plantas se clasifican en dos categorias: plantas
grandes, con densidad poblacional dentro del invernadero de 37 plantas.m™ y pequefias
con densidad de 63 plantas.m™ (Cuadro 1). Las plantas pequefias requieren un periodo
de cultivo 3 0 4 meses mayor que las grandes. Si las plantas pequefias resultantes del
proceso inicial de clasificacion del cultivo se mantienen juntas, su crecimiento mejorara
al poder someterlas a un mayor control y al liberarlas de la presion que les supone
competir con plantas mas grandes. Trasplantar las plantas pequefias a semilleros

retrasa su crecimiento y supone un trabajo afiadido no recomendable (Anthura, 2007).

A su llegada, las plantas jovenes deben desembalarse y facilitar su aclimatacion
a las condiciones del vivero del cultivador. Una vez aclimatadas, después de algunas
semanas, ya pueden cambiarse de macetas. Las plantas se colocan en posicion vertical
en macetas vacias y se rellena con sustrato. En el momento de trasplantarlas es
importante comprobar que se colocan en posicién vertical, en el centro de la maceta 'y a
la altura correcta. Si se plantan a excesiva profundidad, su punto de crecimiento queda
mas expuesto al ataque de hongos; pero si se plantan demasiado cerca de la

superficie, no podrad sostenerse correctamente y sera inestable. Es importante no
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presionar demasiado fuerte el punto de crecimiento al plantarlas en macetas, ya que
podrian producirse deformaciones en las hojas o dafios irreversibles en el punto de

crecimiento (Wang, 1998).

Una vez trasplantadas, se escogen los ejemplares mas pequefios y los de menor
calidad y se colocan unos junto a otros. Los que cumplan con las caracteristicas de la
categoria superior seran separadas de las otras. EI microclima y el crecimiento sera
mejor si el periodo en que las hojas tardan en entrar en contacto unas con otras es
menor. Realizar la labor de espaciamiento en el momento adecuado es muy importante
si quiere evitar un empobrecimiento de la forma de la planta con hojas pequefias y
alargadas. Se debe tener en cuenta que las plantas pequefias que queden cubiertas
por el follaje de las plantas circundantes, interrumpiran su crecimiento y, por tanto, los
lotes de plantas resultantes serdn menos uniformes (Chen y Wang, 1996; Anthura,

2007 y 2010).

El cultivo de Phalaenopsis se divide en tres fases: desarrollo, enfriamiento y
terminacion (Cuadro 1). Las plantas pasan de la fase de crecimiento a la fase de
enfriamiento cuando 3 0 4 de sus hojas alcanzan los 20 cm de longitud como minimo;
es decir, cuando las plantas tienen el tamafio adecuado para promover la induccion
floral uniforme durante el periodo de almacenamiento a bajas temperaturas. La fase de
enfriamiento puede llevarse a cabo en cualquier época del afio, siempre y cuando se
alcance el descenso de temperatura necesario. Periodos cortos de enfriamiento
conlleva a floracion menos uniforme. Para la correcta floracién es necesario un periodo

de 5 o 6 semanas de frio con disminucion de temperatura de 6 °C aproximadamente.
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Las temperaturas bajas y la intensidad de luz elevada que la planta necesita para
desarrollar los ramilletes de flores, a veces propician que el follaje adquiera un tinte
rojizo. Cuando este tinte surge durante el periodo de enfriamiento no supone ningun
problema, ya que seguidamente las plantas pasan a la siguiente fase: la terminacion.
En esta Ultima fase las plantas se exponen a temperaturas ligeramente mas suaves a
fin de propiciar el desarrollo de la flor y que el follaje recupere su color original. Tanto la
fase de enfriamiento como la de terminacion pueden llevarse a cabo en el mismo sitio
aungque econdémicamente, resulta mas rentable llevar a cabo la fase de enfriamiento en
una habitacion mas pequefia. Ademas, en una habitacion especialmente dedicada a la
fase de terminacion es mas facil y rapido conseguir temperaturas ligeramente

superiores durante periodos de 24 horas (Anthura, 2010).

Cuadro 1. Fases de desarrollo del cultivo de Phalaenopsis y espacio entre plantas

Tamafo de Plantas por
Fase Operacion ) POT Semanas
maceta m
Trasplante desde el _
Trasplante Caja/charola 344 20 - 30
envase

12 Crecimiento Trasplante 12 cm 63 22 - 27
22 Enfriamiento Espaciamiento 12 cm 37 6
32 Terminacion 12 cm 37 10-12

La duracion total del culivo en macetas de 12 cm es de 50 semanas

(aproximadamente).
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2.6.1 Sustrato

El sustrato debe presentar particulas gruesas que faciliten el drenaje y particulas
finas (no polvo) que faciliten la retencion y distribucion del agua y los nutrientes. No
debe contener excesiva cantidad de polvo porque compactaria el sustrato que hay en el
fondo de la maceta. La mezcla usada frecuentemente en los Paises Bajos consiste en
cortezas (12-16 mm) y 2-3 kg m™> de musgo. El uso de fibras de coco y granulos
también es frecuente. No obstante, las fibras de coco se resienten cuando la capa del
sustrato se reseca demasiado; ademas, el soporte que se introduce en la maceta para

sujetar las flores pierde estabilidad con este tipo de sustrato (Anthura, 2010).

Aparte del sustrato que se usa en la maceta, el drenaje es otro factor a
considerar para que el agua de riego no permanezca demasiado tiempo en el fondo de
la maceta. Es importante garantizar que el sustrato permanezca humedo durante el
primer mes y que la capa superior del sustrato no se reseque demasiado. Cuando
durante las primeras semanas se producen fluctuaciones prolongadas del grado de
humedad en el sustrato, serd muy dificil corregir este error mas adelante (Stubbings,

2006).

2.6.2 Sistema de riego

Phalaenopsis requiere una fertilizacion rica en urea y se desarrolla en sustratos
muy poroso, el agua debe suministrarse al cultivo mediante una red de tuberias de

riego por aspersion o pulverizadores a presion. El agua no debe contener productos
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quimicos ni signos evidentes de contaminacion. El nivel de sodio y cloro no debe
superar los 50 mg L™ y el nivel de carbonatos tampoco puede ser elevado. A falta del
suministro de agua de calidad se recomienda utilizar agua obtenida por ésmosis
inversa. La cantidad que las plantas necesitan varia en funcién del clima, del sustrato y
de la edad del cultivo. El sistema de riego debe estar preparado para suministrar entre 5
y 12 littos de agua m™? hora™ por dia. Normalmente se utilizan macetas de 12 cm?,
aungue Phalaenopsis pueden crecer tanto en bancales como en macetas. El método de
cultivo a escoger dependera de la velocidad de rotacion, del grado de automatizacion

de la operacién y de la cantidad de mano de trabajo necesaria (Anthura, 2010).

Resulta importante garantizar que las plantas disponen del sistema de drenaje
adecuado y que puede abastecerse el cultivo con el agua necesaria (Huang et al.,

1996).

2.6.3 Nutricién

El cultivo de Phalaenopsis admite fertilizantes compuestos, asi como fertilizantes
con nitrato y amonio (Cuadro 2). Las necesidades pueden ser diferentes para cada una
de las variedades. El nivel de pH puede oscilar entre 5.2 y 6.2. La conductividad
eléctrica (CE) de la solucién debe mantenerse entre 0.8 y 1.2 mS cm™. Se debe evitar
el uso excesivo de nitrégeno en forma de amonio y urea para que el follaje no resulte
demasiado exuberante. Esta orquidea no necesita gran nivel de CO,, por lo que no

precisan una provision suplementaria (Anthura, 2007).

28



Cuadro 2. Recomendaciones de fertilizacion para el desarrollo de Phalaenopsis.

Sistema de tanque mezclador de 1000 litros de capacidad
Suministro de agua: 100 % de agua de lluvia

Solucién A concentrada 100 veces

Nitrato de calcio Ca(NOs), 19.0 % Ca, 155 % N 28.0 Kg
Nitrato amonio NHsNO3 18 % N (9.0 % NO3 y 9.0 % NHy) 23.0 Kg
Quelato de hierro 3 % DTPA 3.0 Kg

Solucién B concentrada 100 veces

Nitrato de potasio KNO3 38.2 % K, 13.0 % N 20.0 kg
Sulfato de potasio KoS0444.8 %K, 223 %P 21.0 kg
Sulfato de magnesio MgSO4 9.9% Mg, 13.0S 10.0 kg
Sulfato de manganeso  MnSO; 32.5 % Mn, 55¢
Borax Na,B40;11.3 % B 100 g
Sulfato de zinc ZnSQOy4 22.7 % Zn 55¢
Sulfato de cobre CuS0O4 255 % Cu 5009
Quelato de molibdeno  DPTA 259
Urea CO(NH2)2 10.0 kg

2.6.4 Temperatura

Phalaenopsis es tropical y, por lo tanto, no tolera temperaturas inferiores a 15 °C
ni superiores a 32 °C. Para obtener un crecimiento adecuado, durante esta fase debe
mantenerse entre 26 y 27 °C y en la fase de terminacion entre 19 y 21 °C. Durante la
fase de enfriamiento la temperatura debe estar entre 18 y 20 °C. Mantener una

temperatura de 18 °C es esencial sobre todo en los casos en los que la induccion de
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flores se lleva a cabo bajo condiciones inadecuadas de luz o bajo temperaturas diurnas

demasiado elevadas (Chen y Wang, 1996).

2.6.5 Intensidad luminosa

Para obtener un buen desarrollo del follaje y raices, el cultivo debe tener luz
suficiente. Alta intensidad luminosa puede causar quemaduras en el follaje, pero si es
insuficiente produce esparcimiento y empobrecimiento en la calidad de las plantas,
escaso desarrollo de las raices y ramilletes defectuosos. En dias soleados, con
radiacion maxima de hasta 1,400 Watt m™?, el cultivo necesitard un porcentaje de
sombreado del 80-85 %, que puede conseguirse mediante el encalado del plastico y/o

mallas sombra (Wang, 1998).

El cultivo en los paises tropicales precisa una malla sombra que garantice un 85-
90 % de proteccion. Se recomienda, preferentemente, el uso de dos mallas sombras,
por ejemplo, una fija que proporcione el 65 % y una segunda moévil que proporcione el
25 % de protecciéon. La malla mévil puede cerrarse en periodos de sequia y al mediodia
a fin de evitar los periodos de mayor intensidad luminica. Se recomienda el uso de
pantallas de plastico cuando las plantas se cultivan en regiones muy lluviosas, ya que
proporcionan mayor proteccion al cultivo y disminuyen la posibilidad de padecer
enfermedades bacterianas y fangicas. Otro beneficio es la reduccion en la lixiviacion de
nutrientes del sustrato. Ello mantiene en estado Optimo la concentracion de nutrientes

en la maceta y, en consecuencia, garantiza el crecimiento rapido de las plantas. Se
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recomienda emplear intensidades especificas de luz a nivel de las plantas para cada

una de las fases (Cuadro 3).

Cuadro 3. Requerimientos de luz para Phalaenopsis.

Requerimientos de luz
Crecimiento 5,000 8,000 lux
Enfriamiento 7,000 9,000 lux
Terminacién 8,000 12,000 lux

En paises con intensidad luminosa constante a lo largo del afio, se permite
afiadir a estas cifras 20 % mas de luz, siempre y cuando sea difusa. Debe tenerse en
cuenta que, cuanto mayor sea la intensidad luminosa, mayor debe ser también la

humedad relativa (Huang et al., 1996).

2.6.6 Humedad relativa

Aungue las plantas de Phalaenopsis estan capacitadas para protegerse en casos
de humedad relativa excesivamente baja, su crecimiento se vera favorecido si la
humedad relativa es mayor. Sin embargo, un nivel de humedad relativa elevado junto
con temperaturas elevadas, aumenta el riesgo de enfermedades bacterianas. La
humedad relativa debe permanecer entre el 60 y el 80 %. Cuando es demasiado baja y
la temperatura es elevada, se aconseja instalar sistemas que incrementen el grado de

humedad, pero que no humedezcan el cultivo (por ejemplo, sistemas de alta presion en
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las zonas superiores del invernadero, una red de tuberias de riego por aspersion debajo

de las macetas, sistemas de ventilacion, etc).

Elevadas temperaturas diurnas y altas intensidades de luz son validas siempre y
cuando el cultivo se lleve a cabo en paises con humedad relativa elevada, para
proporcionar temperaturas constantes y garantizar la correcta circulacion de aire

(Anthura, 2007).

Con el propoésito de obtener un andlisis exhaustivo de los posibles problemas de
cualquier cultivo, se deben monitorear los parametros climaticos mas importantes, como
la intensidad de la luz, la temperatura y la humedad relativa. Estas mediciones deben
realizarse por medio de un ordenador climatico o un medidor portatil y los datos

registrados deben grabarse con los valores diarios maximos y minimos (Lin, 1977).
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Resumen. El género Phalaenopsis representa uno de los grupos de orquideas mas
apreciados por su amplia gama de colores y su larga vida de anaquel. A diferencia de
otras especies de orquideas, la forma de reproduccién es un tanto dificil debido a que
su crecimiento monopodial es muy lento lo que ha dificultado su propagacion y se ha
visto agravada en algunos hibridos por la presencia de altos niveles de esterilidad. Por
lo anterior, para la determinacion de compatibilidad en la obtencion de hibridos
intervarietales de Phalaenopsis, se realizaron cruzas entre ocho variedades
comerciales, donde las variedades Dallas y Woodstock mostraron el mejor desempefio
al ser usada como material parental masculino, por otra parte, la progenie donde la
variedad Dallas fue utilizada como parte de su material genético mostré los mejores
resultados en todas las variables agrondmicas estudiadas. Por otra parte, los estudios
de citometria de flujo indicaron que las variedades de Phalaenopsis evaluadas como
parentales se obtuvieron cantidades de ADN nuclear entre los rangos de 1.911 a 2.251
pg, pero no hubo diferencias significativas entre ellas. Por, la fluorescencia relativa en

los histogramas, se infiere que todas las variedades son diploides.

Palabras Clave: Cruzas, progenie y cantidades de ADN nuclear.
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Abstract. The genus Phalaenopsis is one of the most prized orchids groups for its wide
range of colors and its long shelf life. Unlike other species of orchids, the form of
reproduction is very difficult because its monopodial growth is very slow wich has
hampered its spread and has been aggravated in some hybrids by the presence of high
levels of sterility. Therefore, to determine the compatibility for obtaining intraspecific
hybrids of Phalaenopsis, crosses were made between 8 different commercial varieties,
where the varieties Dallas and Woodstock showed the best performance when we used
as male parental material, moreover, the progeny where the variety Dallas was used as
part of its genetic material showed the best results in all agronomic variables studied,
moreover, the flow cytometry studies showed that all the varieties of Phalaenopsis have
ranges between 1.911 to 2.251 pg of nuclear DNA amounts, however they were not
statistically meaningful, but thanks to the relative fluorescence histograms obtained we

can infer that all varieties are diploids.

Keywords: Crosses, progeny and nuclear DNA amounts.



l. INTRODUCCION

Una de las estrategias mas importantes para ser lider en la produccion de ornamentales
en el mundo, es el cultivo y desarrollo de nuevas variedades a través de la
biotecnologia, ya que la industria mundial se nutre de la novedad, por lo que durante
muchos afios se han buscado medios para ampliar el acervo genético de la floricultura y
generar nuevas variedades comerciales. Este conocimiento se esta aplicando en una
amplia gama de especies ornamentales para generar modificaciones en la forma y el
color de sus flores, también se basa en las capacidades de transformacion de las

plantas, que continlan su expansion a un ritmo acelerado (Clark et al., 2004).

Phalaenopsis es una de las orquideas comercialmente mas importantes, con flores que
son Unicas y especializadas en forma y color. En México, la produccion de orquideas
genera el mayor valor de la produccién entre de las ornamentales, con $ 4,533,000.00 .
ha-!, seguido de las hortensias con $ 3,150,000.00 y el ciclamen con $ 2,990,000.00
(Granada y Acufa, 2010). A pesar de la alta rentabilidad que tienen las orquideas, se
les destina menos del 4 % de la superficie cultivada con ornamentales, y de ésta, la
mayor parte es para Phalaenopsis (CONMEXFLOR, 2010; SAGARPA, 2010). Esto se
debe a que 100 % del material vegetativo de orquideas que se producen en México se
importan de otros paises, principalmente Holanda, y la inversion inicial para el
establecimiento del cultivo es muy elevada. Ademas, las variedades que ingresan al
pais no son tan novedosas como las usadas en el mercado internacional.

Para obtener variedades de orquideas mediante un programa de mejoramiento, es

necesario contar con una amplia base genética que garantice suficiente variabilidad
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para tener probabilidades de seleccionar genotipos valiosos (So-Young et al., 2010).
Esencialmente estos programas consisten en tres fases: generacion de la variabilidad
genética, seleccion de genotipos y evaluacién de los genotipos seleccionados con
caracteres agronomicos ideales (Novak y Brunner, 1992). Las variedades de
Phalaenopsis utilizadas como material parental para su mejoramiento genético son
usualmente divididas en dos grupos: el grupo estandar y el grupo de novedad, el
primero se encuentra compuesto por plantas de flores grandes, usualmente blancas y
rosas y el grupo de novedad son normalmente flores pequefias o con colores

especiales, algunas con fragancias (Chen etal., 2000).

So-Young et al. (2010) determinaron la herencia genética del cultivar "Hishou",
cruzandola con plantas criollas. Algunos hibridos intraespecificos, que fueron
confirmados por analisis de PCR-RFLP, tenian flores con un sépalo mediano petaloide
y el labelo como sépalos laterales en el primer verticilo, indicando que se trataba de
caracteres dominantes. Dado que el resto de los hibridos intraespecificos tenia flores
criollas, estos caracteres deben ser heterocigotos en plantas "Hishou". Aunque las
plantas "Hishou" tenian flores no resupinadas, las flores de hibridos intraespecificos
eran resupinadas, aunque tenian el sépalo mediano petaloide y el labelo como sépalos
laterales. Este resultado indica que la no resupinacion debe ser un caracter recesivo. La
sépalo-petalizacion y los caracteres de labelo triples de "Hishou" se heredan
dominantemente, estos caracteres pueden ser utilizados para el mejoramiento de

especies de Habenaria mediante cruzas intra e interespecificas.
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Los materiales modernos de Phalaenopsis se desarrollaron a través de la hibridacion de
poblaciones reproductoras de diferentes fuentes, incluidas las granjas locales y muchos
materiales de diferentes paises como Japon, Paises Bajos y los EE. UU. Basados en
estos materiales, se desarrollaron hibridos grandes, bien formados, de flores blancas y

con morfologia uniforme (Chen et al., 2004).

La hibridacion intraespecifica para transmitir rasgos deseables a las variedades
comerciales de Phalaenopsis es un proceso muy largo, que puede llevar afios en ser
alcanzado. Ademas, algunas especies resultan incompatibles al ser cruzadas y por
ende, limitan el trabajo de mejoramiento de variedades. El conocer el tamafio del
genoma es un dato importante en muchas areas de la investigacién vegetal, porque
ahorra tiempo en el mejoramiento genético. Esta informacion puede ser obtenida
mediante diferentes técnicas como la citometria de flujo que tiene aplicaciones directas
en estudios moleculares, particularmente para un correcto planteamiento de bibliotecas
gendmicas (Fay et al., 1991). Adicionalmente, este conocimiento permite la realizacion
de estudios comparativos a gran escala, como por ejemplo, estudios de la variaciéon del
contenido en ADN a lo largo de la evolucion de las plantas superiores (Leitch et al.,
2005). Finalmente, diversos estudios han evidenciado el caracter predictivo del tamafio
del genoma en diversos caracteres fenotipicos, fenologia, comportamiento ecologico,
entre otros (Bennett et al., 1998; Bennett y Leitch, 2005).El tamafio de genoma es un
parametro fundamental en muchos estudios genéticos y de biologia molecular. El
conocimiento del ADN nuclear es importante para estudios basicos y con aplicaciones
en la organizacion del genoma, relacion de especies, analisis de expresion de genes y

mejoramiento del germoplasma (Bennett, 1986). Por ejemplo, una de las aplicaciones
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directas es para la construccion de librerias de ADN (Clarke y Carbon, 1976; Frischauf,
1987). También es necesario para el desarrollo de mapas genéticos con fines de
mejoramiento y a su vez poder estimar las distancias de recombinacion de los genomas
nucleares y correlacionar sus distancias genéticas con distancias fisicas (Meagher et
al., 1988). Finalmente, esta informacion puede ser util para evaluar la compatibilidad
somatica y reproductiva, importante para el mejoramiento de especies y para los
programas de seleccion, especialmente para aquellos que utilizan cruzas

intraespecificas (Baird et al., 1994).

Por lo anterior, el utilizar nuevos enfoques y técnicas como el cultivo in vitro y la
citometria de flujo ayudan con el objetivo de producir de forma mas rapida y mejor
nuevas variedades de Phalaenopsis, ya que aumenta la posibilidad de encontrar
selecciones de interés (Santana et al., 1996). En un sistema de mejoramiento in vitro se
tiene la posibilidad de encontrar de 10 a 20 veces mas variantes que en un sistema
donde se produce variacion somaclonal espontanea; sin embargo, las condiciones

Optimas para el cultivo puede variar dependiendo de la especie (Gutiérrez et al., 2003).

México a pesar de estar geograficamente bien ubicado para la comercializacion de esta
orquidea y tener las condiciones climaticas adecuadas, no cuenta con variedades
propias. Por esto, el presente trabajo tiene como objetivo realizar cruzas entre diversas
variedades de Phalaenopsis, determinar cual de éstas genera el mayor nimero de
descendientes con caracteristicas deseables, determinar qué cruzas presentan

incompatibilidad entre ellas y cuantificar el ADN nuclear de las variedades parentales.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cruzas intervarietales de Phalaenopsis

Se efectuaron cruzas entre ocho diferentes variedades comerciales de Phalaenopsis

(Figura 2). A los tres meses se registraron las cruzas viables y las cruzas que mostraron

incompatibilidad.

Figura 2. Variedades de Phalaenopsis utilizadas para las cruzas. 1) Dublin, 2) Darwin,
3) Helena, 4) Ravena, 5) Dallas, 6) Manhattan, 7) Woodstock y 8)
Katmandu.

Posteriormente se realizd una segunda etapa de polinizacion entre las diferentes
variedades de Phalaenopsis (Figura 3) con el objetivo de validar los primeros resultados
y poder descartar problemas de incompatibilidad por factores ambientales y/o

mecanicos e identificar las posibles variedades que presentaron este problema. El éxito
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de las cruzas se determind a partir de la relacién entre el nUmero de capsulas formadas

y el nimero de flores que se fecundaron, los datos se expresaron en porcentaje (%).

Figura 3. Método de polinizacion en Phalaenopsis. 1) Extraccion de polen de material
parental, 2) Formacién de capsulas.

En las dos etapas de polinizacion el disefio experimental utilizado fue Totalmente al
azar con tres 0 mas repeticiones, para intentar obtener frutos. La unidad experimental
consistié en una flor polinizada de Phalaenopsis. El porcentaje de formacion de frutos
se someti6 a un analisis de varianza y prueba de Tukey (a = 0.05) para las

comparaciones de medias entre tratamientos (SAS, 2003; version 9.0).
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2.2 Obtencién de plantulas mediante cultivo in vitro

Una vez concluidos los dos ciclos de cruzamientos, se cosecharon capsulas de
Phalaenopsis y las semillas obtenidas se cultivaron in vitro en frascos de vidrio de 100
mL que contenian 20 mL de medio MS (Murashige y Skoog, 1962) al 50%
suplementado con tiamina (0.4 g L), mio-inositol (100 mg L™), sacarosa (30 g L) y
agar (6 g LY). Después de la germinacion, los protocormos obtenidos se subcultivaron

en cajas magenta con 50 mL del medio MS (Figura 4).

Ciento cincuenta dias después de la siembra (DDS) se registraron las variables mas
importantes como criterios de calidad para la seleccion de fenotipos superiores
(Anthura, 2007 y 2010): peso fresco, nimero de plantulas, nimero de hojas y nimero

de raices.

Las plantulas obtenidas se aclimataron a condiciones de invernadero para observar si

conservaron las caracteristicas después de la regeneracion.

\

Figura 4. Cultivo in vitro de progenies de Phalaenopsis. 1) Plantulas generadas de las

cruzas, 2) Plantula de Phalaenopsis de cinco meses de edad, lista para
medir variables agronémicas.
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2.3 Medicion del contenido de ADN nuclear mediante citometria de flujo

Para obtener mas informacion de los materiales parentales se ajustd el protocolo
planteado por Arumuganathan y Earle (1991), para verificar el tamafio de ADN nuclear
mediante citometria de flujo y poder explicar la incompatibilidad que presentan algunas
cruzas de Phalaenopsis. Este proceso se efectud en tres pasos: 1) liberacion de los
nlcleos de las células vegetales, 2) tincion con yoduro de propidio y 3) medicién de la

fluorescencia con el citometro de flujo.

Para liberar los nicleos de las células vegetales, se tomaron 100 mg de tejido fresco de
plantulas de Phalaenopsis previamente cultivadas in vitro, se cortaron con una navaja
en pequefias piezas en una caja Petri con 150 pL de solucion buffer de MgSO,
(Preparacion de 100 mL de solucion Buffer MgSO4: 10 mM MgSO,4, 50 mM KCI, 5 mM
HEPES, 0.1% Triton X-100 y pH de 8.0; Van den Engh et al., 1984). Posteriormente las
muestras se filtraron a través de un filtro de nylon de 30 um de tamafio. La solucion
filtrada con los nucleos se colocdé en una centrifuga a una velocidad de 12,000
revoluciones por minuto, una vez terminado el ciclo de centrifugado se deseché todo el
sobrenadante de los tubos eppendorf dejando solamente el pellet, el cual
posteriormente fue resuspendié en 500 pL de solucion buffer de MgSQO4 adicionada con
5 UL de RNAase, las muestras se colocaron durante 15 minutos en bafio maria a 37 °C
(Figura 5). Para tefiir la solucién se agregaron 10 uL de yoduro de propidio (PI). La
solucién con los nucleos tefiidos se mantuvo en obscuridad durante 30 minutos previos
al andlisis (Lin et al., 2001; Chen et al., 2011). Se realizaron tres repeticiones de cada

uno de los materiales parentales de Phalaenopsis.
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Figura 5. Proceso de extraccion de ADN nuclear de Phalaenopsis para su analisis en
citometria de flujo. 1) Plantulas de 5 meses de edad, 2) Cortado de los
explantes para liberar el ADN de los nucleos, 3) Centrifugacién de la solucion
y 4) Solucion de ADN nuclear con yoduro de propidio.

La solucién de ndcleos fue analizada en un citometro de flujo Attune® Acoustic

Focusing Cytometer con luz azul/violeta equipado con un laser de iones de argon de

488 nm. Para poder validar una muestra esta tenia que contar con al menos 5000 a

10000 particulas contadas usando el citémetro de flujo. La media fue registrada en los

histogramas.

Para estimar los valores de 2C de las Phalaenopsis se utilizO maiz (Zea mays L.)
CIMMYT-“Poblacién 21”7 con contenido de ADN de 4.75 pg/2C como estandar (Serrato
et al., 2000). Antes de cada andlisis la muestra se ajustdé para que el citbmetro de flujo
estuviera en los rangos de 50 a 1000. Los valores de la fluorescencia del ADN nuclear

se estimaron con la formula siguiente (Arumuganathan y Earle, 1991):
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(Media de la posicion del pico nuclear de Phalaenopsis en las fases G /G )
Tasa _ " x475

de fluorescencia (Media de la posicion del pico nuclear del Mp21 en las fases GO/G1)

Los valores de las medias de las variedades parentales de Phalaenopsis se dividieron
entre el valor de la media del estandar (Maiz pob 21) y posteriormente se multiplicaron
por 4.75 pg (valor reportado por Serrato et al., 2000) para poder estimar la cantidad de

ADN nuclear.
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lll. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Cruzas entre variedades de Phalaenopsis

Después de dos etapas de polinizacion no se encontraron diferencias estadisticas
significativas en la formacion de capsulas entre las variedades cuando estas fungieron
como progenitores femeninos; aunque si se obtuvieron diferencias cuando se
utilizaron como progenitores masculinos (Figura 6). Las variedades con mayores
porcentajes de formacion de frutos cuando se utilizaron como progenitores masculinos
fueron Dallas (84 %) y Woodstock (83 %), estadisticamente superiores a Manhatan y
Ravena, pero iguales con el resto. La variedad Ravena tuvo la menor proporcién de
formacion de capsulas (8 %) pero resultd estadisticamente igual a Manhattan(Figura 6).
Bermudez et al. (2015) en su trabajo observaron que la variedad Ravena al ser utilizada
como progenitor masculino no formaba capsulas con las demas variedades y cuando

ésta se utiliz6 como progenitor femenino las capsulas formadas no generaron semillas.
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Figura 6. Porcentaje de capsulas formadas cuando las ocho variedades de
Phalaenopsis fungieron como progenitores masculinos. Letras distintas en
las barras indican diferencias significativas. DMS=Diferencia minima
significativa (Tukey, 0.05).
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Las cruzas entre las variedades Manhattan con Helena no formaron capsulas en
ninguna de las dos etapas de polinizacién (Cuadro 4). En este sentido, Chuang et al.
(2008), mencionan que en un sistema de cruzas intraespecificas de Phalaenopsis
comunmente se presentan problemas de esterilidad, esto debido a que las variedades
comerciales o hibridos tienen diferentes niveles de ploidia, pudiendo ser una de las
principales causas de la esterilidad. Por otra parte, Griesbach (1985), indica que existen
muchos factores que influyen en el éxito de la fecundacion, uno muy importante es la
condicion del polen (salud, frescura, madurez, esterilidad) y el nivel de compatibilidad
de la cruza. La condicién del polen es extremadamente importante para determinar el
éxito de la cruza, ya que el primer paso de la polinizacién es la unién del polen y el
estigma, posteriormente el polen emerge para formar el tubo polinico para alcanzar el

6vulo.

Cuadro 4. Relacion de frutos formados entre nimero de intentos de polinizacion en

cruzas de ocho variedades de Phalaenopsis

¥ 9/c W Dublin Darwin Helena Ravena Dallas Manhattan Woodstock Katmandu
Dublin (5/5) (213) (313) (013) (33) (313) (313) an)
Darwin 213) (213) 213) an) (33) (213) (313) (213)
Helena 213) (213) (313) (0/4) (33) 0/3) (313) (213)
Ravena ) (213) 213) (013) 213) ) 213) (414)
Dallas (313) (33) 213) (013) (214) (0/3) (213) (313)
Manhattan 213) (213) 013) an) (33) (0/3) (2/3) (213)
Woodstock (313) (213) 213) (013) 213) (213) (313) (213)
Katmandu (1/3) (2/3) (4/4) (0/3) (3/3) (2/3) (2/3) (2/3)

Asimismo Soeryowinoto y Soeryowinoto (1977), mencionan que los problemas de
polinizacion en cruzas Intraespecificas y cruzas intergenéricas de Phalaenopsis por lo

general se encuentran con alguna anomalia en la meiosis, la baja fertilidad y esterilidad
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del polen. Por su parte, Purwantoro et al. (2005), indican que con base en las
caracteristicas morfolégicas de la flor, la compatibilidad de las cruzas se muestra por la
capacidad del progenitor femenino para formar cépsulas. Wang (1963), clasificd la
compatibilidad de las cruzas de la siguiente manera, se considera que una cruza es
compatible si esta puede formar arriba del 20 % de capsulas formadas, cuando el total
de capsulas formadas ronda entre el 10 y 20 % se considera que las cruzas son
parcialmente compatibles y cuando el total de capsulas formadas es menor al 10 % se
considera que esas cruzas son incompatibles. Basados en la clasificacion Wang, las
cruzas intraespecificas realizadas de Phalaenopsis en este estudio mostraron un alto
indice de compatibilidad, ya que la variedad que mostré el menor porcentaje (50 %) fue
Manhattan, y aun asi, es un 30 % mayor a los porcentajes propuestos en su trabajo.
Por otra parte, Bermudez et al. (2015) determinaron la viabilidad de las semillas
mediante la prueba de tretrazolio de los frutos de estas ocho variedades de
Phalaenopsis. Sus resultados muestran que la cruza entre Darwin x Woodstock produjo
la mayor cantidad de semillas con embrion (98.6 %) todas ellas viables y solo el 1.4 %
de semillas sin embrién. La menor cantidad de semillas con embrion la obtuvieron de la
cruza de Darwin x Darwin (69.6 %) de las cuales solo el 38.5 % eran viables. La cruza
entre Katmandu x Dallas presentd la menor viabilidad con un 13.6 % de semillas
viables. Estos resultados indican que el trabajo no termina con la obtencién de frutos,
hay mucho mas que hacer, ya que existen variedades que pueden generar muchas
semillas pero la mayoria de ellas no son viables como en el caso de Katmandu x Dallas,
por lo que es importante seleccionar materiales parentales que produzcan progenies de

calidad.
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3.2 Calidad de las plantulas obtenidas mediante cultivo in vitro

En el peso fresco (g) destacaron cuatro progenies (con alrededor de2 g) en las cuales
la variedad Dallas siempre contribuyé con su material genético, ya sea como progenitor
masculino o femenino (Figura 7). Al respecto, Nicola y Basoccu (1994) y Dufault (1998)
mencionan que el obtener plantulas de calidad es uno de los factores mas importantes,
ya que pueden afectar la tasa de crecimiento posterior al trasplante. En este sentido,
Sallaku et al. (2009) consideran que la distribucién de productos fotosintéticos en hojas,
tallos y raices son los principales pardmetros de calidad en plantulas de hortalizas, de
tal manera que plantulas con mayor acumulacion de materia en raiz y parte aérea, son
de mejor calidad (Herrera et al., 2008; Rosca, 2009). En general, plantulas de calidad
resisten los efectos de patégenos y la incidencia de enfermedades (Elmer, 1997,

Velasco, 1999).
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Figura 7. Peso fresco de plantulas de Phalaenopsis obtenidas de las cruzas realizadas
entre ocho variedades:Db) Dublin, Dr) Darwin, HI) Helena, Rv) Ravena, DI)
Dallas, Mh) Manhattan, Wd) Woodstock y Kt) Katmandu. En las cruzas, el
primer factor corresponde al progenitor ¢masculino? Letras distintas en las
barras indican diferencias significativas. DMS=Diferencia minima significativa
(Tukey, 0.05).
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En el nimero de progenies obtenidas sobresalieron seis cruzas:. Dallas x Darwin,
Dallas x Dublin, Manhattan x Dallas, Woodstock x Dallas, Katmandu x Dallas y Darwin x
Dallas; que generaron entre 7 y 12 plantulas aproximadamente). Como es muy claro de

observar, en todas estas cruzas, también estuvo involucrada la variedad Dallas (Figura

8).
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Figura 8. Numero de plantulas obtenidas de las cruzas realizadas entre ocho
variedades de Phalaenopsis. Db) Dublin, Dr) Darwin, HI) Helena, Rv)
Ravena, DI) Dallas, Mh) Manhattan, Wd) Woodstock y Kt) Katmandu. En las
cruzas, el primer factor corresponde al progenitor ¢masculino? Letras
distintas en las barras indican diferencias significativas. DMS=Diferencia
minima significativa (Tukey, 0.05).

Para nimero de hojas, las cruzas Darwin x Dallas, Dallas x Dublin, Dallas x Darwin,
Manhattan x Dallas, Woodstock x Dallas y Katmandu x Dallas; generaron el mayor
nimero (entre 14 a 19 hojas) por unidad experimental. De igual forma que con las
variables anteriores, el material Dallas, ya sea como material parental masculino o

femenino se encuentra involucrado en todas las cruzas que generaron los mejores
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resultados (Figura 9). Sallaku et al. (2009) mencionan que el tener un nimero de hojas
elevado, asegura una mayor produccion de fotoasimilados y por lo tanto un gran indice
de calidad para la producciéon de plantulas. Asi mismo, Herndndez et al. (2015)
mencionan, en el caso del tabaco, que el rendimiento se encuentra determinado en

gran medida por el nimero de hojas y el desarrollo que alcance la superficie foliar.
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Figura 9. Numero de hojas de plantulas de Phalaenopsis obtenidas de las cruzas entre
ocho variedades: Db) Dublin, Dr) Darwin, Hl) Helena, Rv) Ravena, DI) Dallas,
Mh) Manhattan, Wd) Woodstock y Kt) Katmandu. En las cruzas, el primer
factor corresponde al progenitor ¢masculino? Letras distintas en las barras
indican diferencias significativas. DMS=Diferencia minima significativa
(Tukey, 0.05).

La progenie de las cruzas Dallas x Dublin, Dallas x Darwin, Woodstock x Dallas y
Katmandu x Dallas, presentaron el mayor nimero de raices (8 a 10 por frasco de vidrio
de 100 mL), en este caso también la variedad Dallas se encontraba como parte del
material genético ya sea como progenitor masculino o femenino (Figura 10). Al

respecto, Quiroz et al. (2014) sembraron plantulas de Acacia dealbata en contendores
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de poliestireno expandido de volimenes 24, 43, 56, 75, 80 y 100 cm®. Mencionan que
los mayores crecimientos los obtuvieron en aquellas plantas con volumen radical de
100 cm?®, y concluyen que las plantulas deben de presentar un sistema radicular sano y
exuberante, ya que este ayuda a reducir pérdidas después del transplante porque
aumentan la absorcion de agua y nutrientes. De igual forma, Barrera (2005), encontro
en plantas de Castanea sativa Mill. producidas en contenedor de 1000 cm?, un
crecimiento significativamente superior en comparacion a volimenes mas pequefios
(490 y 200 cm®) en las variables altura total, biomasa seca del tallo y biomasa seca de
la raiz, menciona que el tener un sistema radicular vigoroso se genera mayor capacidad

de supervivencia y altas tasas de crecimiento en condiciones climaticas severas.
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Figura 10. Namero de raices de plantulas de Phalaenopsis por frasco de vidrio de 100
mL. obtenidas de la cruza de ocho variedades. Db) Dublin, Dr) Darwin, Hl)
Helena, Rv) Ravena, DI) Dallas, Mh) Manhattan, Wd) Woodstock y Kt)
Katmandd. En las cruzas, el primer factor corresponde al progenitor
¢masculino? Letras distintas en las barras indican diferencias significativas.
DMS= Diferencia minima significativa (Tukey, 0.05).
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Los resultados del presente trabajo muestran la importancia que tienen las variables
peso fresco, nimero de plantulas, numero de hojas y numero de raices para la
obtencion de plantulas de calidad mediante cultivo in vitro. El tener buenos resultados
en cualquiera de estos rubros representa a largo plazo un mejor desarrollo de plantas

adultas y mayor supervivencia en condiciones biolégicas adversas.

3.3 Medicion del contenido de ADN nuclear mediante citometria de flujo

Los valores obtenidos por el citbmetro de flujo en las ocho variedades fueron de 1.911 a
2.251 picogramos. Los resultados no mostraron diferencias estadisticas significativas
entre variedades pero se considerd importante indicar los valores obtenidos (Cuadro 5).
Los coeficientes de variacion entre 1.29 y 2.47 % se encontraron dentro de los rangos
aceptables, ya que el coeficiente valido de variacion de una muestra debe ser menor a

5 % (Dolezel, 1991).

Los histogramas obtenidos por el citbmetro de fluyjo no mostraron diferencias en el
contenido de ADN nuclear entre variedades de Phalaenopsis pero si entre ellas con
respecto al control Maiz pob 21 (Figura 11). La variacion en el tamafio del genoma
entre especies relacionadas se le atribuye principalmente al contenido de
heterocromatina (Flavell, 1982; Kubis et al., 1998). Estudios previos muestran que
nueve especies representativas de Phalaenopsis poseen el mismo nimero de
cromosomas (2n= 2x= 38) (Sagawa, 1962; Sagawa y Shoji, 1968), pero sus cariotipos

difiieron marcadamente (Woodard, 1951; Shindo y Kamemoto, 1963). Al respecto, Lin
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et al. (2001), encontraron que el contenido de heterocromatina constitutiva esta
positivamente correlacionado con el contenido de ADN nuclear. Kao et al. (2001)
sugieren que la acumulacion diferencial de heterocromatina constitutiva es una de las
mayores causas para la variacion entre cariotipos. Sus resultados de Genomic in situ
hybridization, Fluorescence in situ hybridization, y Genomic Southern hybridization
demostraron que las variedades de Phalaenopsis poseen diferentes cantidades de

secuencias de ADN repetidas.

Cuadro 5. Contenido de ADN nuclear obtenidos mediante citometria de flujo, de ocho

variedades parentales de Phalaenopsis.

Coeficiente de

Variedad ADN (pg) variacion (%)
Dublin 1911 2.47
Darwin 1.992 1.60
Helena 2.076 1.66
Ravena 1.996 1.82
Dallas 2.215 1.66

Manhattan 2.126 1.29

Woodstock 2.013 2.32

Katmandu 2.251 1.70

Maiz Pob 21 4.75 0.71

En el presente trabajo, los histogramas obtenidos en el citbmetro de flujo mostraron
picos muy definidos, lo que significa que no se tuvo problemas con metabolitos

secundarios como fenoles que son muy normales en esta especie 0 con impurezas.
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También se puede observar que todas las variedades de Phalaenopsis utilizadas en el
presente trabajo mostraron caracteristicas similares en sus niveles de ADN nuclear. Las
ocho variedades de Phalaenopsis presentaron fluorescencia relativa cercana a 2, a
diferencia del control que mostré estar cercano a 4, estas muestras son representadas
mediante el pico que se encuentra en la etapa Go/G; en la Figura 12. De manera
similar, Lin et al. (2001) estimaron el contenido de ADN nuclear de 18 especies de
Phalaenopsis Blume y Doritis pulcherrima Lindl. El contenido de ADN nuclear fue de
2.74 pg en P. sanderiana Rchb.f. hasta 16.61 pg en P. parishii Rchb.f. Sus resultados
sugieren que el contenido de ADN nuclear medido por citometria de flujo de
Phalaenopsis sp. esta correlacionado con su nimero cromosomatico, por ejemplo,
confirmaron que el nidmero cromosomatico de los diferentes clones de P. aphrodite
fueron 2n= 2x= 38 para W01-38; 2n= 3x= 57 para W01-41; y 2n= 4x= 76 para W01-22.
El contenido nuclear de las muestras diploides, triploides y tetraploides de P. aphrodite
tuvieron fluorescencia relativa cercana a 2:3:4, correspondiente a su numero
cromosomatico, 38, 57 y 76. Es decir, la relacion linear entre el contenido nuclear de
ADN vy el nimero de cromosomas de estos tres clones confirmaron la precision del
citometro de flujo. Meesawat et al. (2008) estimaron el contenido de ADN nuclear
mediante citometria de fluo de plantas adultas cultivadas bajo condiciones de
invernadero y plantulas in vitro de la orquidea Dendrobium crumenatum Sw. Los
resultados de valores 2C obtenidos de las plantas adultas y de las cultivadas in vitro
durante su primer ciclo de cultivo variaron en el rango 2.30 pg a 2.43 pg, con humero
cromosomatico de 2n= 2x= 38 mostrando especies diploides. Sin embargo, los niveles
de ploidia de hojas tomadas de plantulas cultivadas in vitro durante un segundo ciclo de

cultivo mostraron individuos triploides (2n= 3x= 57) y tetraploides (2n= 4x= 76). Estos
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niveles de ploidia se confirmaron mediante conteo de cromosomas. Los individuos
triploides mostraron un contenido de ADN nuclear de 3.40 pg mientras que los
individuos tetraploides tuvieron aproximadamente el doble de contenido de ADN nuclear
(490 pg) que los diploides. Estas variantes pudieron ser resultado de cultivo

prolongado en presencia de factores exégenos como reguladores de crecimiento.
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Figura 11. Histogramas obtenidos en plantulas de ocho variedades de Phalaenopsis
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Lépez et al. (2014) analizaron un total de 64 accesiones de Pfaffia glomerata (ginseng
brasilefio) para determinar el contenido de ADN nuclear de sus especies diploides y su
nimero cromosomatico. En sus resultados, no se pudieron observaron diferencias entre
ninguna de las accesiones, los valores variaron de 2.37 a 2.60 pg con un CV de 2.2 %,
con un ndimero cromosomatico de 2n= 2x= 34. Una vez obtenidos estos resultados
procedieron a afadir orizalina y colchicina para inducir poliploidia. Los tratamientos con
orizalina no produjeron ningun efecto, mientras que los tratamientos expuestos a la
colchicina produjeron muestras tetraploides con un contenido de ADN nuclear de 4.79

pg con un CV de 2.06 %.

Los trabajos propuestos por Lin et al. (2001), Kao et al. (2001), Meesawat et al. (2008);
y Lépez et al. (2014), muestran niveles de fluorescencia similares a los obtenidos en el
presente trabajo y la relacion que estos niveles muestran con la ploidia de las especies,
esto indica que las ocho variedades de Phalaenopsis estudiadas en la presente
investigacion que presentaron niveles de fluorescencia relativa cercana a 2 son
especies diploides (2n= 2x= 38) tal como lo describen los trabajos previos propuestos
por Sagawa (1962) y Sagawa y Shoji (1968) en las especies P. amabilis var. grandiflora,
P. schilleriana, P. lindenii P. equestris, P. luddemanniana, P. luddemanniana var.

ochracea. P. boxallii, P. mannii, P. violacea, y P. pulcherrima (Dorites pulcherrima).
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IV. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se concluye que las cruzas intervarietales de
ocho variedades de Phalaenopsis tuvieron indices de compatibilidad mayores de 50 %,

es decir, altos.

No hubo diferencias en el nimero de cépsulas formadas entre variedades, cuando
éstas se utilizaron como progenitores femeninos; pero cuando se utilizaron como

progenitores masculinos, destacaron las variedades Dallas y Woodstock.

La variedad Dallas utilizada como progenitor masculino o femenino se asocié con los
mejores resultados en peso fresco, nimero de plantulas, nimero de hojas y nimero de

raices.

De acuerdo con el contenido de ADN nuclear entre las variedades de Phalaenopsis se
infiere que todas son diploides y que la incompatibilidad observada entre las cruzas

realizadas se atribuye a otros factores.
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Resumen. Phalaenopsis es el género mas conocido de la familia de las orquideas. A
pesar de la alta rentabilidad que demuestra su cultivo, todas las variedades producidas
en México se importan del extranjero. Por lo anterior es importante establecer sistemas
de propagacion vegetativa que nos ayude a reducir costos de produccién y también a
activar el mercado floricola nacional. Para cumplir con este objetivo, la investigacion se
dividié en tres experimentos en los que se utilizaron dos tipos de hormonas (ANA y BA)
en diferentes concentraciones. El resultado mas satisfactorio del primer experimento se
encontrd con la concentracion de 1 mg L™ de ANA y 10 mg L™ de BA con un 85 % de
formacién de brotes via organogénesis directa. En el segundo experimento los
tratamientos que presentaron resultados con diferencias significativas fueron los que
contenian 10 mg L™ de BA. En el tercer experimento los explantes expuestos a una
concentracion de 10 mg L™ de BA fueron los que tuvieron mayor respuesta morfogénica
y los explantes expuestos a la concentraciéon de 6mg L™ de BA fueron los que
generaron mayor numero de brotes y presentaron los mejores resultados en las
variables altura y ancho de brotes. Con estos resultados fue posible la regeneracion in

vitro de Phalaenopsis.

Palabras Clave: Propagacion vegetativa, hormonas y organogénesis directa.
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Abstract. Phalaenopsis is best known genus of the orchid family. Despite the high
profitability that this crop demonstrates, all the varieties that are produced in México are
imported from abroad. Therefore it is very important to establish a vegetative
propagation protocol to help us to reduce production costs and also enable the national
floriculture market, to accomplish this objective; the research was divided into two
experiments where they were used two different types of hormones (ANA and BA) in
different concentrations. The successful outcome of the first experiment was accomplish
with the concentration of 1 mg L™ ANA and 10 mg L™ BA with 85% of shoot formation
via direct organogenesis. In the second experiment the treatments that presented
results with significant differences were containing 10 mg L™ BA. In the third experiment
the explants expose to a concentration of 10 mg L™ of BA have better morphogenic
response and the explants that were expose to a concentration of 6 mg L of BA
generate a higher number of shoots and they present better outcome in the variables
height and width of shoots .With this results it was possible the vegetative regeneration

of Phalaenopsis.

Keywords: Vegetative propagation, hormones and direct organogenesis.
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l. INTRODUCCION

Los hibridos comerciales de Phalaenopsis tienen un alto valor en el mercado
internacional tanto para flores de corte como para flores en maceta. Estas plantas
poseen numerosos atributos comerciales que incluyen arquitectura exoética y estilizada,
flores con gran variedad de colores, patrones y vida de florero mayor a ocho semanas

(Runkle, 2007).

La propagacidon vegetativa de Phalaenopsis a partir de division de plantas es un
proceso lento, por esto es comun el uso de técnicas de cultivo in vitro para la
germinacion asimbidtica de las semillas. Con este método es posible obtener miles de
plantulas a partir de un fruto maduro (Griesbach, 2002). Sin embargo, la variabilidad de

estas plantulas se expresan durante su cultivo en invernadero.

Para la produccion comercial de plantas terminadas de alta calidad se requiere
encontrar alternativas al sistema de propagacion por semilla. Generar un método de
propagacion clonal tendria como principales ventajas producir plantas jévenes de
caracteristicas fenotipicas uniformes vy libres de patdgenos, incluidos los virus (Runkle,
2007). Ademas, es posible acortar ciclos reproductivos para acelerar procesos de
cruzamiento y conservar genotipos superiores que determinen caracteristicas genéticas

favorables.

Existen algunas investigaciones que muestran avances sobresalientes para la

obtencién de protocormos o brotes adventicios a partir de hojas obtenidas de escapos
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florales (Tanaka y Sakanishi, 1985; Tanaka, 1992). Los protocormos son estructuras
Unicas de las orquideas incluyendo a Phalaenopsis, que se forman durante el desarrollo
temprano de los embriones (Ishii et al., 1998). La proliferacion de protocormos o de
cuerpos como protocormos (PLBs) normalmente significa un incremento en el nimero

de orquideas reproducidas.

En un esfuerzo por obtener mayor nimero de brotes o formacién de protocormos, los
propagadores han utilizado medios enriquecidos con distintos niveles de hormonas
(Arditti, 1977). Con &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y thidiazuron (TDZ) adicionado
en medio liquido o sélido es posible acelerar la tasa de crecimiento, pero también
generar mutaciones no deseables (Vajrabhaya, 1997). Estos efectos secundarios poco
deseables pueden ser reducidos o eliminados utilizando un medio sin fitohormonas o
con concentraciones bajas de éstos (Gu et al., 1987), pero adicionado con productos

como agua de coco y homogenizado de platano, entre otros (Yam et al., 1991).

Para inducir embriogénesis somética directa, se han usado segmentos de hoja
cultivados en el medio MS al 50 % con 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), kinetina (Kin),
N6-benciladenina (BA) y tidiazuron (TDZ) (Kuo et al., 2005). Como fuente de carbono
Islam et al. (1998), observaron que los medios adicionados con sorbitol o sacarosa

mejoraron el desarrollo in vitro de Phalaenopsis.

Tanaka y Sakanishi (1985), sefialan que es posible la regeneracién de protocormos a
partir de segmentos de hojas jovenes no expandidas de Phalaenopsis maduras

colocados en medio MS con 1 mg L™ de NAA, 10 mg L™ de adenina y 10 mg L™ de BA.
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So-Young et al. (2002), regeneraron Phalaenopsis de secciones de hoja de cuatro
cultivares en medio MS suplementado con BA (88.8 uM) y NAA (5.4 puM); en promedio
la produccion fue de 10 a 13 protocormos después de 12 semanas. Los PLB’s lograron
un desarrollo adecuado en un medio modificado de Hyponex (1 gI* de la formula, 6.5N
— 45P — 19K + 1 gI* de la formula 20N — 20P — 20K + 2 gl'* peptona + 3 % (p/v)

homogenizado de papa + 0.05% de carbon activado).

Sin embargo, el cultivo in vitro utilizando secciones de hoja en Phalaenopsis aun se
encuentra con problemas como la exudacién de fenoles, necrosis de los explantes y

variacion somaclonal, entre otros (Chugh et al., 2009).

Por lo anterior, la presente investigacion tiene como objetivo establecer un protocolo

para la regeneraciéon in vitro de Phalaenopsis via organogénesis directa, a partir de

secciones de hoja.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Se tomaron hojas de plantulas de Phalaenopsis previamente cultivadas in vitro, se
cortaron en secciones de aproximadamente 1 cm? (Figura 12) y se colocaron en
frascos de vidrio de 100 mL™ de capacidad con 20 mL* del medio de cultivo Murashige
y Skoog (MS) (1962) a 50 % de su concentracion, adicionado contiamina (4 m L), mio-
inositol (100 mg LY, sacarosa (30 g L) y agar (6 g L™}), el pH de las soluciones se

ajustd a 5.7 £ 0.1.

En un primer experimento, los explantes se sometieron a 15 tratamientos formados por
tres concentraciones de a-acido naftalenacético (ANA) (0, 1 y 5 mg L) combinadas con

cuatro de benciladenina (BA) (0, 2.5, 5.0, 10 y 20 mg L™).

Figura 12. Establecimiento del cultivos in vitro de Phalaenopsis a partir de secciones de

hoja. 1) Plantulas de Phalaenopsis de 6 meses de edad, 2) hojas
seccionadas, 3) secciones de hoja colocadas en frascos para su
regeneracion.
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Se estableci6 un segundo experimento con hojas completas de plantulas de
aproximadamente 5 meses cultivadas in vitro y se colocaron en el medio MS descrito
anteriormente, mas 20 mg L™ de cisteina. Tomando como base el mejor tratamiento del
ensayo anterior (1 mg L' de ANA mas 10 mg L de BA), se probaron 16 tratamientos
constituidos por cuatro concentraciones de ANA (0, 0.5, 1 y 2 mg L) combinadas con

cuatro de BA (0, 10, 15y 20 mg L™).

Figura 13. Establecimiento del cultivos in vitro de Phalaenopsis a partir de hojas de

plantulas. 1) Seleccion de hojas de Phalaenopsis, 2) hojas separadas y
listas para ser establecidas, 3) experimento establecido en la camara de
crecimiento.

Para un tercer experimento se tomaron hojas completas de plantulas de Phalaenopsis
de 5 meses de cultivo in vitro. Los explantes se sometieron a 14 tratamientos
conformados por la combinacion de siete concentraciones de benciladenina (0, 1, 2, 4,
6, 8y 10 mg L™) y dos tipos de medio de cultivo: medio MS normal y MS modificado

compuesto por NHsNO3 2.5 mM, KNO3 1.25 mM, MgSO4 7H,O 1.50 mM, Ca(NOs) 4



H,O 6.0 mM, EDTA 0.10 mM, Fe 0.09 mM, MnSO4 H,O 5.00 uM, H3zBO3 100 uM,

ZnS0O, 5H20 30 UM, Na,MoO4 2H,0 1.0 HM, COC|2 GHZO 01 UM (Raya et aI., 2009).

En los tres ensayos, el disefio experimental fue completamente al azar con arreglo de
tratamientos factorial con cinco repeticiones, cada unidad experimental consistié en un
frasco de 100 mL™* con cuatro explantes. Quince dias después de establecido el
experimento (DDE), se descartdé el material contaminado por hongos y bacterias.
Sesenta DDE (primer ensayo) y 30 DDE (segundo ensayo) se registro el porcentaje de
explantes con presencia de exudados fendlicos, con respuesta morfogénica y
porcentaje de explantes necréticos. Para el tercer ensayo las variables que se tomaron
en cuenta fueron: nimero de explantes vivos, nimero de explantes con respuesta
morfogénica, nimero de brotes, altura y ancho de brotes. La respuesta morfogénica se
defini6 como cualquier cambio en el desarrollo de los explantes, es decir, crecimiento,
formacion de callo, raices o brotes. Las variables se sometieron a un analisis de
varianza y prueba de Tukey (a = 0.05) para las comparaciones de medias entre

tratamientos (SAS, 2003; versién 9.0).
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lll. RESULTADOS Y DISCUSION

En el primer experimento, la interaccion ANA*BA resultd altamente significativa en todas
las variables estudiadas. En cuanto a los efectos principales ANA afecté el nimero de
explantes con respuesta morfogénica y el nimero de explantes necréticos; mientras
que BA modificé la respuesta morfogénica de los explantes vy la liberacion de fenoles

de los explantes (Cuadro 6).

Cuadro 6. Cuadrados medios y significancia del analisis de varianza para el efecto del
acido naftalenacético (ANA) y benciladenina (BA) en explantes de
Phalaenopsis.

Explantes con Explantes Explantes con
'\:/l;?igtg (;j: Glri?)i?tzge respuesta necroticos exudados
morfogénica (%) (%) fendélicos (%)
ANA 2 8430.55** 3166.66** 793.88"
BA 4 1513.88** 555.55"° 1782.77**
ANA * BA 8 1841.26** 1160.71** 1352.22**
ERROR 30 97.22 291.66 355.00

NS. No significativo, * Significativo, P<0.05 y ** Significativo, P<0.01

El analisis de la interaccion ANA*BA indicO que es necesario el uso de fitohormonas
para inducir respuestas morfogénicas en los explantes. Asi, en el tratamiento sin ANA ni
BA, los explantes no formaron brotes ni raices. También en ausencia de ANA con
niveles bajos de BA (2.5 y 5.0) la respuesta morfogénica fue baja o nula. Con 1 mg L*

de ANA y 10 mg L™ de BA se obtuvieron los mejores resultados (Figura 14).
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Figura 14. Respuesta morfogénica in vitro de secciones de hojas de Phalaenopsis a la
interaccion de acido naftalenacético (ANA) y benciladenina (BA) en
diferentes concentraciones. Letras distintas en las barras indican
diferencias significativas. DMS=Diferencia minima significativa (Tukey,
0.05).

La morfogénesis in vitro es un proceso muy complejo afectado por numerosos factores
enddégenos y externos con efectos acumulativos. La expresiéon del potencial
embriogénico/organogénico solo ocurre en células donde los explantes son
competentes 0 muestran respuesta favorable a medios de cultivo especificos que
permite diferenciarlos entre embriones u 6rganos. Factores como la edad, condiciones
ontogenéticas Y fisioldgicas, y el grado de diferenciacién afectan la respuesta de los

explanes en las condiciones in vitro (Elhiti y Stasolla, 2011).

Kuo et al. (2005) también observaron que concentraciones altas de BA (13.32 uM) y de
TDZ (13.62 pM) como citocininas, promueven la formacion de brotes en segmentos de

hoja de Phalaenospsis. Chen y Chang (2006) utilizaron la concentracion mas alta de
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TDZ (3 mg'dm™) en explantes de hojas de Phalaenospsis y lograron obtener embriones
sométicos directamente de las células de la epidermis sin pasar por formacién de callo
después de 30 dias de cultivo. Esto indica que las citocininas en altas concentraciones,

promueven una mayor generacion de brotes en explantes en esta orquidea.

La necrosis de los explantes se redujo hasta 35 % con el tratamiento de 1 mg L™ de
ANA en combinacién con 2.5 mg L™ de BA. Con1 mg L' de ANAy 10 mg L de BA, la
necrosis también disminuyd notablemente. En cambio, alcanzé el 100 % en ausencia
de ambas fitohormonas. Algo similar ocurrié cuando se aplicaron 2.5 mg L de BA sin

ANA o con 5 mg L de éste (Figura 15).
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Figura 15. Influencia de la concentracion de benciladenina (BA) y acido naftalenacético
(ANA) sobre la necrosis de explantes de secciones de hojas de
Phalaenopsis cultivadas in vitro. Letras distintas en las barras indican
diferencias significativas. DMS=Diferencia minima significativa (Tukey,

0.05).
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Al respecto, Chen y Chang (2006) colocaron explantes de hojas de Phalaenopsis en un
medio suplementado con ANA a diferentes concentraciones (0, 0.1, 1 mgdm?®) y
reportaron que todos los explantes tendieron a convertirse en necréticos y no
encontraron embriones vivos, pero con 1 mg:dm™ de TDZ, se regeneraron embriones

somaticos a los 20 dias de cultivo.

La necrosis u oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro, se puede definir como la
oxidacion por radicales libres de diferentes componentes celulares, también como la
oxidacion de compuestos fendlicos catalizado por la enzima polifenol oxidasa (PPO)
para producir quinonas, las cuales son sustancias quimicas muy reactivas y propensas

a reaccionar, generando dafio y muerte celular (Amiot et al., 1996; Bray et al., 2000).

Los explantes del tratamiento formado por 5 mg L™ de ANA y 2.5 mg L™ de BA fueron
los que presentaron menor porcentaje de exudados fendlicos (35 %) Por el contrario, la
elevada concentracién de BA (20 mg L™) asi como la ausencia o bajos niveles de ANA

promovieron la liberacién de exudados fendlicos (Figuras 16).

Es importante cuidar el porcentaje de exudacién fendlica, ya que su liberacion inducen
en los explantes la formacién de cicatrices en las zonas de corte, lo cual evita la

formacion de nuevos brotes adventicios (Chugh et al., 2009).
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Figura 16. Influencia de la concentracion de benciladenina (BA) y acido naftalenacético
(ANA) sobre la liberacién de fenoles al medio de cultivo de explantes de
secciones de hojas de Phalaenopsis. Letras distintas en las barras indican
diferencias significativas. DMS=Diferencia minima significativa (Tukey,
0.05).

El oscurecimiento enzimatico de los tejidos, causado por la descomposicién de
compuestos fendlicos para formar quinonas, estd principalmente catalizado por las
enzimas polifenol oxidasa (Fraignier et al., 1995), la tasa de oxidacion fendlica puede
ser disminuida mediante la reduccién en la actividad de las enzimas oxidativas o la
disminucion del sustrato disponible para su oxidacion (George, 1996). La actividad de
las enzimas relacionadas con la biosintesis y oxidacion de los fenoles puede ser
manipulada, y disminuye en ausencia de luz, como lo muestran diversos estudios
(Villalobos y Arias, 1987; Marks y Simpson, 1990; Sudripta et al., 1996, Seneviratne y
Wijesekara, 1996; y Ledn et al., 1997). Asimismo, Ichihashi y Kako (1977) plantean la

alteracion del pH del medio de cultivo como una forma de reducir la actividad de las
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PPQO’s, la cual es alta a pH de 6.5 y decrece a pH menores. Por ejemplo, Huang et al.
(2002) encontraron correlacion directa entre la actividad de la PPO’s con el
oscurecimiento de explantes en Dendrocalamus latiforus y Phyllostachys nigra, indican
gue la actividad de la PPO’s en los explantes fue mayor a pH 8 en el medio de cultivo, y
decrece a pH menores. En su estudio demostraron, con extractos de la PPO, que su
actividad enzimatica es casi nula a pH menores de 7 y considerablemente alta a 9. Asi,
el uso temporal de un medio de cultivo mas acido reduciria los problemas de oxidacion

en explantes de Phalaenopsis.

También, George (1996) considera importante el tipo de gelificante que se utiliza, pues
algunos tipos de agar presentan altos contenidos de cobre, cofactor enzimético, y en los
explantes propensos a oxidarse puede ser un problema serio. Ademas indica, que el
potencial osmético del medio de cultivo puede aumentar o inhibir la biosintesis de

compuestos fendlicos, su difusién y oxidacion.

En el segundo experimento, resultaron significativos los factores ANA, BA y la
interaccion ANA*BA en las variables explantes con respuesta morfogénica y explantes

necroticos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el efecto del balance de
acido naftalenacético (ANA) y benciladenina (BA) sobre tres variables
estudiadas en explantes de Phalaenopsis cultivados in vitro.

Fuente de  Grados de Explantes con Explfslr)tes Explagte(;s con
variacion libertad respuesta necroéticos exudados
morfogénica (%) (%) fendlicos (%)
ANA 3 430.91™ 2660.79** 458.06">
BA 3 532.64"° 3377.89** 265.08"°
ANA * BA 15 1530.76** 1563.40** 199.83N°
ERROR 62 412.80 477.31 237.90

NS. No significativo, * Significativo, P<0.05 y ** Significativo, P<0.01

Al igual que en el primer experimento, la interaccion ANA*BA indico que es necesario el

uso de fitohormonas para inducir respuesta morfogénica favorable en los explantes y

confirma que la mayor respuesta morfogénica se obtuvo con el tratamiento de 1 mg L™

de ANA en combinacién con 10 mg L™ de BA (Figura 17). Concentraciones mayores de

10 mg L' pueden causar toxicidad en los explantes. Una elevada produccion de

polifenoles esta influenciada por los reguladores del crecimiento que son agregados al

medio de cultivo (George 1996). No obstante, su efecto y relacion con la toxicidad de

los explantes no es consistente, pues un mismo regulador que induce oscurecimiento

en una especie en otra no tiene este efecto. Debido, segin Van Staden et al. (2006) a

las diferencias genéticas entre los materiales.
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Figura 17. Respuesta morfogénica de explantes de hojas de Phalaenopsis en
respuesta a diferentes concentraciones de benciladenina (BA) y éacido
naftalenacético (ANA).

Estos resultados muestran la importancia de las citocininas en la respuesta morfogénica
de los tejidos vegetales; sin embargo, es necesario considerar que la respuesta final
depende mas del balance hormonal que de la cantidad. En ese sentido, los niveles
enddégenos del material empleado tienen un papel decisivo (Margara, 1988; Pierik,

1990).

Los tratamientos donde se utilizaron altos niveles de hormonas incrementaron la
necrosis de los explantes de Phalaenopsis. Por el contrario, el menor porcentaje de
necrosis se obtuvo en ausencia de ambas fitohormonas (Figura 18). Esto se debe a que
excesos de fitohormonas puede ocasionar un desbalance hormonal;, el tipo,
combinacion y concentracién de reguladores del crecimiento agregados al medio de

cultivo, puede generar un estrés oxidativo, de tal manera, que los ROS generados
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alteran diferentes vias metabdlicas y respuestas fisiologicas del explante, incluso puede

provocar su muerte (Van Staden et al., 2006).
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Figura 18. Explantes de hojas de Phalaenopsis que presentaron necrosis por efecto de

los tratamientos en diferentes concentraciones de BA y ANA (Experimento
2).

En este sentido, Pedroza (2009) reporta que el desarrollo vegetativo de protocormos de
Epidendrum elongatum se afectd con la interaccion del acido indolacético (AIA) y 6-
benciladenina (BA) en sus concentraciones mas altas (0.5 mg Lt y 1.0 mg L.
Respuesta que de acuerdo con Azofeifa (2009), se atribuye a que las auxinas y
citocininas son los grupos de reguladores del crecimiento mas relacionados con el
problema de necrosis en explantes. Dentro de

las auxinas, el acido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D), y en las citocininas, la 6-benciladenina (BA), son los
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reguladores con mayor nimero de referencias que asocian su uso con problemas de

necrosis.

La concentracion de ANA influyd significativamente en la formacion de explantes
necroéticos; la menor cantidad (33 %) se obtuvo en ausencia de este regulador de
crecimiento y conforme se incrementd su concentracion, aumentdé el porcentaje de

explantes necroticos (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del acido naftalenacético (ANA) en diferentes concentraciones sobre

la necrosis de explantes de hojas de Phalaenopsis cultivadas in vitro
(Experimento 2).
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Respuesta similar encontr6 Mathur (1993), ya que logré la formacién de callos de
Nardostachys jatamansi en un medio MS adicionado con 1.6 uM de ANA. Los callos
cultivados en las concentraciones mas elevadas de ANA mostraron altos niveles de
oxidacion y muerte de tejidos. Por su parte, Baker y Wetzstein (1994) cultivaron
cotiledones inmaduros de Arachis hypogaea en niveles crecientes de auxinas, utilizaron
acido naftalenacético (ANA) en concentraciones de 20 a 50 mg L* y 24 D en
concentraciones de 5 a 60 mg L. Estos autores sefialan que conforme aumentaron los
niveles de auxinas en el medio de cultivo se incrementaron los problemas de oxidacion

en los explantes.

De igual forma que con el factor ANA, las concentraciones bajas de esta BA tuvieron
efecto poco significante en la necrosis de los tejidos, pero al aumentar su concentracion

se increment6é significativamente (60 %) el porcentaje de explantes necroticos (Figura

20).
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Figura 20. Efecto de la concentracion de benciladenina (BA) sobre la necrosis de
explantes de hojas de Phalaenopsis cultivadas in vitro.
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En general, los tratamientos sometidos a una concentracién de 10 mg L™ de BA,
formaron brotes a partir de la yema axilar presente en la parte basal de la hoja (Figura

21).

Figura 21. Formacion de brotes a partir de hojas de Phalaenopsis cultivados in vitro y
expuestos a concentraciones de 10 mg L™ de BA.
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En el tercer experimento, sélo resultd significativo el factor BA en las cinco variables

estudiadas (Cuadro 8).

Cuadro 8. Cuadrados medios del analisis de varianza para el efecto del medio de
cultivo y la concentracibn de benciladenina (BA) en cinco variables

estudiadas durante la micropropagacion de Phalaenopsis.

Explantes con

Fuente de Grados respuesta Explantes  Numero  Altura Ancho
variacion de morfg énica necroticos de de de
libertad ((3)) (%) brotes brote brote

Mceudl't‘i)vge 1 0.52" 0.48" 002"  490™ 690

BA 6 0.80* 2.56** 0.75* 6.93* 51.83*

Medio * BA 6 0.70™ 1.45N 0.67"  3.07% 37.16"
ERROR 34 0.29 0.70 0.36 1.62 37.01

NS. No significativo, * Significativo, P<0.05 y ** Significativo, P<0.01

Con 4 mg L1 %

concentraciones, resultaron estadisticamente iguales entre si (Figura 22).
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Figura 22. Efecto de la benciladenina (BA) sobre la respuesta morfogénica en
explantes de hojas de Phalaenopsis cultivadas in vitro (Experimento 3).

También se confirma que la BA es una hormona que causa necrosis en los tejidos de
Phalaenopsis, ya que los tratamientos con cualquiera de las concentraciones evaluadas

la necrosis fue mayor y estadisticamente diferentes al control (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la concentraciéon de benciladenina (BA) sobre la necrosis de

explantes de hojas de Phalaenopsis cultivados in vitro.
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En orquideas, la concentracion de BA también esta relacionada con la supervivencia de
los explantes. En este sentido, Espinosa et al. (2008) al utilizar BA en diferentes
concentraciones (5.73, 7.64, 9.55, 11.46 uM) para la propagacion in vitro de vainilla
(Vanilla planifolia), obtuvieron los mejores resultados de supervivencia de explantes en

el medio con menor contenido hormonal (5.73 uM).

La concentracion de BA que generd el mayor nimero de brotes fue 6 mg L sin
embargo, resultd estadisticamente similar al resto, con excepcién de 4 mg L™ (Figura

24).
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Figura 24. Efecto de la concentracion de benciladenina (BA) sobre el nimero de brotes
generados en explantes de hojas de Phalaenopsis cultivadas in vitro.
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La altura y ancho de brotes mostraron un comportamiento similar, la concentracién de
benciladenina que generé la mejor y peor calidad de brotes fue 6 mg Lty 1 mg L?,
respectivamente. Los demas tratamientos resultaron intermedios y estadisticamente

iguales entre si. (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de la concentracion de benciladenina (BA) sobre la altura y ancho de
brotes generados en explantes de hojas de Phalaenopsis cultivadas in vitro.
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IV. CONCLUSIONES

Es necesario utilizar fitohormonas para generar respuesta morfogénica en los explantes

de Phalaenopsis.
Los explantes expuestos a la concentracion de 10 mg L' de BA mostraron mayor
respuesta morfogénica en los experimentos realizados. Aunque incrementos en las

concentraciones de hormonas provoca un mayor porcentaje de explantes necroticos.

El factor BA en concentraciones bajas o muy altas genera mayor porcentaje de

exudados fendlicos en los explantes de Phalaenopsis.

El mayor numero, altura y ancho de brotes se logré con la concentracién de 6 mg L™

de BA.
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ANEXOS

Primera etapa de polinizacion

Cruza Capsuladelacruza

9.5 mm

Darwin x Darwin

Darwin x Ravena

5.4 mm

5cm

10.05 mm

Darwin x Dallas

6.5cm
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Cruza Capsuladelacruza

7.45 mm

i~

~—35cm ————™

Helena x Helena

8.33 mm

Helena x Dallas

—45cm ———

7.5mm

Katmandu x Dallas

~——55cm—mm™
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Segunda etapa de polinizacion

Cruza Capsuladelacruza

Dublin x Dublin

10.66 mm

10.53 mm

6cm

Dublin x Helena

8.21 mm

3.5cm

£
£ .
®
«
e

7cm
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Cruza Capsuladelacruza

Dublin x Manhattan

9.18 mm

5cm

12.17 mm
(Y

7 cm

Dublin x Katmandu

11.5 mm
l\

Dublin x Darwin

10.1 mm

5cm
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Cruza Capsuladelacruza

Darwin x Darwin

| p—

4cm

Darwin x Helena

8 mm
.'-.f_\\

Darwin x Ravena

5.77T mm

2cm—

Darwin x Dallas

10.13 mm

+—5.5cm

113



Cruza Capsuladelacruza

Darwin x Manhattan

7.57 mm

Darwin x Woodstock

11.76 mm

5cm

11.55 mm
| ey

Darwin x Katmandu

5cm

10.03 mm

Helena x Dublin

4 cm
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Cruza Capsuladelacruza

9.93 mm

Helena x Darwin

4 cm

Helena x Helena

7.6 mm

—25cm ——

Helena x Dallas

9.65 mm

4cm

Helena x Katmandu

10.41 mm

4iecm ————
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Cruza Capsuladelacruza

£
£
. ©
Helena x Katmandu <
e
4cm ————

£

£

Ravena x Dublin S

=)

-

6 cm

Ravena x Darwin

9.85 mm

5cm

Ravena x Helena

9.73 mm

6cm
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Cruza Capsuladelacruza

o ———

11.25 mm

7cm

Ravena x Manhattan

11.52 mm

——6¢cm

13.3 mm

11.24 mm
‘¢

6cm
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Cruza Capsuladelacruza

e

+——6cm

12.12 mm

11.57 mm

—

5cm

e

R
[=2]

wn

D

4.5 cm

11.88 mm

55cm
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Cruza Capsuladelacruza

Dallas x Woodstock

12.82 mm

Dallas x Katmandu

10.85 mm
l‘

55cm

Manhattan x Dublin

10.02 mm

5cm

= Manhattan x Darwin

10.46 mm

5cm
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Cruza

Capsuladelacruza

© Manhattan x Helena

© Manhattan x Dallas |

anhattan x Woodstock

Manhattan x Katmandu

£

2 b
o

2

[To]

1.5 cm

£

£

N

©

(<]

4cm

E ~
£

<

-]

——4cm

10.88 mm

+—5cm
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Cruza Capsuladelacruza

Woodstock x Dublin

14.14 mm

o
o
3

Woodstock x Darwin

12.27 mm

7cm

Woodstock x Helena

9.41 mm

Woodstock x Manhattan

12.14 mm

8.5cm
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Cruza Capsuladelacruza

€
E )
Woodstock x Woodstock N
6cm
:
Woodstock x Katmandu - (7 ©
~
N —
A

—7cm

Katmandu x Dublin

11.29 mm

5em——

Katmandu x Darwin

13.16 mm

6.3cm
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Cruza

Capsuladelacruza

Katmandu x Helena

Katmandu x Dallas

Katmandu x Manhattan

13.16 mm

l E——

11.48 mm

—7.5cm

13.83 mm

6.3cm

| a————

—6.5cm

15.5 mm

—85cm —m—mm
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Cruza

Capsuladelacruza

Katmandu x Katmandu

15.52 mm
i"-,_ L

7cm
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