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RESUMEN

La importancia ornamental de las orquideas se debe a las diversas formas,
tamafios y colores de sus flores. Desafortunadamente, la propagacion asexual y
sexual de estas especies lleva mucho tiempo y produce un nimero limitado de
propagulos comerciales. Por tanto, el cultivo de tejidos vegetales ha resultado una
alternativa adecuada para la micropropagacion. Sin embargo, algunos de los
materiales utilizados en esta técnica son caros. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue proponer un método alternativo para la propagacion in vitro que involucra el uso
de recipientes desechables y un medio de cultivo que no requiere autoclave. Se
evaluaron diferentes concentraciones de 6-bencilaminopurina (BAP: 0, 0.5, 1.0, 1.5,
2,0 y 2.5 mgeL?) en medio MS (Murashige y Skoog) autoclavado y no autoclavado,
seguido de aclimatacion. Luego de 45 dias de incubacion, se evaluo el porcentaje de
contaminacion, numero de brotes por explante, longitud de brotes, nimero de hojas,
namero de raices y longitud de raices. No se observé contaminacion utilizando el
método alternativo y autoclave. El mayor nUmero de brotes por explante (3.77) se
produjo en 1,0 mgeL* de BAP en medio de cultivo no autoclavado. Se observé una
tasa de supervivencia del 98 % durante la fase de aclimatacion. Estos resultados
pueden utilizarse como una alternativa para la micropropagacion comercial de
orquideas.

PALABRAS CLAVE:
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Medio no estéril, envases plasticos, propagacion comercial.

ABSTRACT

The ornamental importance of orchids is due to the various shapes, sizes, and
colors of their flowers. Unfortunately, the asexual and sexual propagation of these
species takes a long time and produces a limited number of commercial propagules.
Thus, plant tissue culture has been a suitable alternative for micropropagation.
However, some of the materials used in this technique are expensive. Therefore, this
study aimed to propose an alternative method for in vitro propagation that involves the
use of disposable containers and a culture medium that requires no autoclaving.
Different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, and 2.5
mgeL?1) in MS (Murashige and Skoog) medium autoclaved and non-autoclaved were
assessed, followed by acclimatization. After 45 days of incubation, assessed the
percentage of contamination, number of shoots per explant, shoot length, number of
leaves, number of roots, and root length. No contamination using the alternative
method and autoclave was observed. The highest number of shoots per explant (3.77)
was produced in 1.0 mgeL* BAP in non-autoclaved culture medium. A 98 % survival
rate was observed during the acclimatization phase. These results can be used as an
alternative for the commercial micropropagation of orchids.

KEY WORDS

Non-sterile medium, plastic packaging, commercial propagation.

Introduccién

La micropropagacion es una técnica que nos permite obtener un gran nimero de
plantas en un lapso corto de tiempo y en un reducido espacio (George, 2008; Pastelin-
Solano et al., 2020). Esta técnica ha sido utilizada con éxito en la propagacion in vitro
de diferentes especies de orquideas (Menchaca-Garcia et al., 2012; Yam & Arditi,
2017). Sin embargo, para realizar estas técnicas es necesario procesos complejos
que requieren equipos sofisticados que encarecen los costos de produccion, entre
ellos la esterilizacién del medio de cultivo en autoclave, el uso de recipientes
especializados como tubos de ensayo, frascos de vidrio, biorreactores, etc. (Salgado
& Pefaranda, 2019; Martinez-Rivero et al., 2020). Por tal motivo, se busca el uso de
alternativas para la micropropagacion de orquideas que permitan aminorar el costo
econdémico, asi como facilitar una parte del proceso de micropropagacion a través del
uso de envases plasticos.

El proceso de esterilizacion de medios de cultivo se puede realizar a través de un
equipo especializado como la autoclave o de manera quimica (Martinez-Rivero et al.,
2020). Sin embargo, el equipo como las autoclaves tienen un alto costo en el
mercado, adicionalmente el uso de estas representa un consumo excesivo de energia
eléctrica pues su principio de funcionamiento se basa en el calentamiento de una
resistencia a través de la energia eléctrica para poder obtener la temperatura y
presion adecuada (Ormefo-Orrillo & Davila, 1999; DeSantis, 2021). Se menciona
que, durante la micropropagacion de orquideas, el gasto en energia eléctrica
asciende al 23 % del costo total de produccion. (Chen, 2016). Se menciona que el
consumo de energia eléctrica de la autoclave asciende al 3 % del costo de
produccién. Por otro lado, el uso de recipientes de vidrio es limitado por su
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disponibilidad y precio del mercado, debido a esto se implementa el uso de recipientes
de otros materiales (Saez et al., 2012; Vahdati et al., 2017). Por esta razon, se estan
evaluando alternativas para superar estas limitaciones, como el uso de esterilizantes
guimicos de bajo costo y facil acceso para el medio de cultivo, los instrumentos y los
recipientes de cultivo (Quiala et al., 2002; Martinez-Rivero et al., 2020). El hipoclorito
de sodio (NaOCI) se utiliza frecuentemente como desinfectante y se puede utilizar
para esterilizar recipientes de cultivo y medios utilizados para micropropagacion (Pais
et al., 2016; Suaib et al., 2018).

El género Cattleya tiene 114 especies de importancia econémica por sus grandes
flores y multiples colores (van den Berg, 2014; Caballero-Villalobos et al., 2017). En
este sentido, se han llevado a cabo investigaciones enfocadas al desarrollo de
hibridos comerciales con caracteristicas ornamentales atractivas (Cardoso et al.,
2016; van den Berg, 2019). Un hibrido con caracteristicas atractivas es la
Rhyncholaeliocattleya. Como la mayoria de las orquideas, tiene limitaciones de
propagacion debido al largo tiempo que tarda en producir pseudobulbos (Murguia et
al., 2016; Murthy et al., 2018), Mientras que la reproduccién sexual (semilla), se ve
limitada por los bajos porcentajes de germinacion de manera natural (Shao et al.,
2017; Yeh et al., 2021). Por tanto, el objetivo de este estudio fue proponer una
alternativa para la propagacion in vitro de Rhyncholaeliocattleya, a través del uso de
frascos desechables y medio sin esterilizacién en autoclave.

Material y Métodos

Material vegetal y germinacion asimbidtica

Se colecto una capsula de aproximadamente 8 meses de madurez de hibrido
comercial Rhyncholaeliocattleya (RIc). La capsula se obtuvo de autopolinizacién
asistida, fue pretratada mediante lavados con detergente comercial y enjuagado con
agua corriente. Posteriormente, la cipsula fue llevada a la campana de flujo laminar,
en donde se sumergio en etanol 96° durante 1 minuto bajo constante agitacion, luego
con ayuda de unas pinzas se retiré la capsula del etanol para flamearla en el mechero,
este paso se repiti6 en tres ocasiones. Posteriormente, se realizaron cortes
longitudinales en la capsula con un bisturi para extraer las semillas. Se sembraron en
medio MS (Murashige & Skoog 1962) adicionado con 30 geL*sacarosa y 2.5 geL*
Phytagel® como agente gelificante. Se dosificaron 20 mL de medio a cada frasco y
se esteriliz6 en autoclave a 1.5 kgecm?y 121°C durante 20 min. Finalmente, los
frascos de cultivo se incubaron a 25 + 2 °C bajo irradiacién de 50 pmolsm2es?
proporcionada por lamparas LED.

Propagacion

El material utilizado en este trabajo consistio en plantulas de Rlc germinadas in
vitro (brotes individuales que miden ~ 1 £ 0.2 cm de longitud. Estas plantulas fueron
transferidas a medio MS adicionado con 30 geL"*sacarosay 2.5 g-L* Phytagel® como
agente gelificante. Se evaluaron diferentes concentraciones de 6-Bencilaminopurina
(BAP: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, and 2.5 mg-L*) como regulador del crecimiento vegetal
(PGR). Después de 45 dias de cultivo se evaluaron variables como porcentaje de
contaminacioén, numero de brotes, longitud del brote, niumero de hojas, nimero y
longitud de raices.
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Método con autoclave

Se dosificé un volumen de 20 mL a cada frasco de vidrio y se esterilizé en autoclave
a 1.5 kgecm?y 121 °C durante 20 min (Figura 1A). Los frascos se cubrieron con papel
de aluminio y se sellaron con una pelicula autoadherente. Finalmente, los frascos de
cultivo se incubaron a 25 + 2 °C bajo irradiacion de 50 50 pmolsm-2+ s proporcionada
por lamparas LED.

Método sin autoclave

Se vertieron 20 mL de medio en cada recipiente de plastico desechable de
polipropileno (PP) (Figura 1B-C). El medio de cultivo y los recipientes no fueron
esterilizados en autoclave; en cambio se utilizé el siguiente procedimiento para su
esterilizacion. Los recipientes plasticos (envases de poliolefina termoplastica de 250
mL de capacidad (plastico grado alimenticio) y sus respectivas tapas fueron lavados
con agua y jabon y se dejaron secar. En la campana de flujo laminar, se enjugaron
los frascos y tapas en una bandeja plastica con una soluciéon de 10 % NaClO (v/v)
(cloro doméstico con 6 % de ingrediente activo). Posteriormente, se humedecié una
franela limpia con esta solucién de NaClO y se colocaron por encima los frascos y
tapas boca abajo, se dejaron en la campana de flujo laminar hasta que se secaran
(este tipo de esterilizacion se realiza por medio de los gases del NaClO).
Posteriormente se taparon y mantuvieron en condiciones estériles. El medio de cultivo
se esteriliz6 calentandolo hasta el punto de ebullicion (100 °C) durante 1 min. Luego,
dentro de la cabina de flujo laminar, se transfirieron 20 mL de medio de cultivo a cada
recipiente desechable y se sembré el material vegetal. Los recipientes se sellaron con
una pelicula autoadherente. Finalmente, los frascos se incubaron a 25 + 2 °C bajo
irradiacion de 50 umolsm2ss? proporcionada por lamparas LED.

Enraizamiento y aclimatizacién

Los brotes de orquideas produjeron raices durante la fase de propagacion
(experimento con BAP); por lo tanto, no fue necesaria una fase de enraizamiento.
Para la aclimatacion se utilizaron 120 plantas Ric. Los brotes de 3 cm de longitud y
con adecuado desarrollo radicular se enjuagaron con agua corriente para eliminar los
residuos del medio de cultivo. Posteriormente se sembraron en un sustrato
compuesto de roca volcanica (tezontle) y agrolita (tipo de perlita) (1:1 v/v) (Leyva-
Ovalle et al., 2020), que habian sido previamente esterilizados por exposicion al sol
durante 72 h; se utilizaron bandejas plasticas de 60 pocillos con tapa. Después de
sembrar los brotes, se colocd la tapa de plastico encima de cada bandeja para
mantener una humedad relativa alta; los brotes se rociaron con agua una vez por
semana durante 14 dias. Después de este periodo, se retiré la tapa plastica y las
plantulas se regaron con agua corriente dos veces por semana y se fertilizaron con 1
g-L*! de Go Green® una vez por semana. El porcentaje de supervivencia se evalué
después de 60 dias de cultivo.

Analisis estadistico
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Se aplico un disefio experimental completamente aleatorizado para todos los
experimentos, incluyendo tres réplicas. En cada una de las réplicas se utilizaron 20
brotes por tratamiento. Los datos obtenidos fueron procesados estadisticamente con
el software IBM SPSS Statistics (version 21). Se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) seguido de una prueba de Tukey (p < 0,05) para determinar si las
diferencias entre tratamientos eran estadisticamente significativas.

Resultados y Discusion
Germinacion asimbiodtica

Después de 45 dias de cultivo, se observo germinacién en aproximadamente el
100 % de las semillas plantadas.

Método con autoclave vs método sin autoclave

Para la propagacion (utilizando brotes individuales), no se observé contaminacion
en los contenedores desechables utilizando el método de autoclave y el método sin
autoclave. En general, las variables evaluadas fueron mayores en el método sin
autoclave que en el método con autoclave (Figura 1) (Tabla 1).

Figura 1. Propagacion in vitro de Rhyncholaeliocattleya. A) Frascos de vidrio con medio
de cultivo autoclavado, B) Recipientes plasticos con medio de cultivo no autoclavado, B)
Recipientes plasticos utilizados en la micropropagacion de Rlc. Fuente: Elaboracion propia
con base en resultados.

El mayor numero de brotes por explante (3.77) se obtuvo en medio de cultivo no
autoclavado suplementado con 1.0 mgeL* de BAP (Figura 2E), seguido de 3.50 en
medio de cultivo no autoclavado suplementado con 0.5 mgeL* de BAP. 3.14 brotes
en medio de cultivo no autoclavado suplementado con 1.5 mgeL* de BAP (Figura 2F).
El menor nimero de brotes por explante (1.52) se observo en el medio de cultivo
autoclavado sin BAP (Figura 2A).

Por otra parte, la longitud de los brotes fue de 3.26 cm en medio de cultivo no
autoclavado suplementado con 1.5 mgeL* BAP (Figura 2F), seguido de 2.47 cm en
medio de cultivo no autoclavado con 1.0 mgeL* BAP (Figura 2E). La longitud mas baja
de los brotes (1.23 cm) se observé en el medio de cultivo autoclavado sin BAP (Figura
2A). El mayor numero de hojas fue de 2.56 cm en el medio de cultivo no autoclavado
suplementado con 1.5 mg-L* de BAP (Figura 2F), seguido de 2.23 cm en el medio de
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cultivo autoclavado con 1.5 mgeL? de BAP (Figura 2C). La longitud de brotes mas
baja (1.22) se observé en el medio de cultivo autoclavado suplementado con 2.5 mgeL
! de BAP. En cuanto a las raices, el tratamiento suplementado con 1.5 mg-L* de BAP
mostré los resultados mas altos: 2.57 raices por explante de 2.39 cm de longitud
(Figura 2E). En contraste, el medio de cultivo autoclavado con 2.5 mg-L?! de BAP

mostré los resultados mas bajos (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de diferentes concentraciones de BAP y método de esterilizacién
sobre la multiplicacién in vitro de Rlc.

Cogg;ntramoq de Ndmero de Longitud de NUmero de Numero de Longmfd de
(mgeLt) b ; A las raices
rotes brotes (cm) hojas raices (cm)
Método con autoclave
0 1.52 + 0.26¢ 1.23+0.12¢ 1.30 + 0.09¢d 1.44 £ 0.21° 1.48 +0.29b
0.5 2.46 £0.21° 1.25+0.10° 1.35+0.11% 2.00 * 0.22b¢ 1.68 +£0.21°
1.0 2.58 £ 0.24¢ 1.86 £0.14>  1.85+0.10%° 2.10 £ 0.17%¢ 2.16 £ 0.262
15 2.09 +£0.12¢ 215+0.19° 2.23+0.11° 2.63 +£0.18° 2.28 £0.152
2.0 2,17 £0.19¢ 2.05+0.15¢ 1.68 +0.08° 1.98 £ 0.24¢ 1.14 £0.17°¢
2.5 1.82+0.141¢ 1.28 + 0.07¢ 1.22 +0.13¢ 1.05+0.19¢ 1.09 + 0.20°
Método sin autoclave
0 2.57 £0.20¢ 1.65+0.13¢ 1.41 +0.10° 1.60 + 0.24¢ 2.00 £0.322
0.5 3.50 £ 0.22° 1.64 +£0.11¢  1.59 +0.09¢ 2.14 + 0.25b¢ 1.73+0.212
1.0 3.77£0.272 247 +0.12° 1.92+0.12° 2.50 + 0.22° 2.36 £ 0.262
15 3.14 £ 0.14¢ 3.26+0.222  2.56+0.132 3.57 £0.202 2.39+£0.272
2.0 2.88 +0.26¢ 2.34+0.17° 1.84 +0.10 3.00 + 0.30% 1.41 £0.14°
2.5 2.50 £ 0.18¢ 1.44 +0.11° 1.52 £+ 0.10¢ 1.25 + 0.25°¢ 1.20 + 0.20°

Se representa la media + error estandar. Letras diferentes expresan diferencias significativas (Tukey, p
<0.05).

Fuente: Elaboracion propia con base en resultados.

Figura 2. Efecto de la 6-bencilaminopurina y el método de esterilizacion sobre la
multiplicacion de Rhyncholaeliocattleya. A-C) Medio de cultivo autoclavado (0, 1.0y 1.5
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mge-L* BAP, respectivamente), D-F) Medio de cultivo no autoclavado (0, 1.0 y 1.5 mgeL?
BAP, respectivamente). Fuente: Elaboracion propia con base en resultados.

En orquideas, la micropropagacion ha sido una alternativa para producir una gran
cantidad de propagulos comerciales (Bhattacharyya et al., 2018; Leyva-Ovalle et al.,
2020). En este sentido, la produccién de un alto numero de plantas de orquideas de
interés ornamental traerd una mayor utilidad econdmica para los productores (Murthy
et al., 2018). La proliferacion de diferentes especies de orquideas se ha logrado
principalmente mediante la suplementacidbn con 6-Benzylaminopurine (BAP).
Pastelin-Solano et al. (2020) micropropagaron Vanilla planifolia con 2 mgeL* BAP,
produciendo 7.9 brotes por explante. Souza et al. (2021) micropropagaron Cattleya
crispata con 0.5 mg-L* BAP, obteniendo 5 brotes por explante. Estos hallazgos son
consistentes con nuestros resultados ya que obtuvimos 3.77 brotes por explante de
Rhyncholaeliocattleya utilizando medio suplementado con 1 mgeL™* BAP. Esto indica
que el BAP es un regulador de crecimiento que puede ser utlizado en la
micropropagacién de diferentes especies de orquideas, particularmente de este
hibrido del género Cattleya.

El medio de cultivo no autoclavado presentd valores superiores en las variables
evaluadas en comparacion con el medio de cultivo autoclavado. Martinez-Rivero et
al. (2020) mencionaron que en el medio de cultivo que no se sometié a condiciones
de autoclavado (altas temperaturas y alta presion), hubo menor degradacién de
nutrientes y reguladores de crecimiento. Harabi et al. (2016) disefiaron un filtro
cerdmico util en la esterilizacion de medios de cultivo utilizados en la
micropropagacion de plantas, concluyendo que no calentar los medios de cultivo
durante su esterilizacién contribuye a preservar la calidad de las sustancias organicas
termolabiles.

Para la propagacion in vitro de orquideas se pueden utilizar diversos tipos de
recipientes (frascos de vidrio, cajas magenta, tubos de ensayo, etc.) (Saez et al.,
2012; Vahdati et al., 2017; Singh, 2018; Gago et al.,, 2021). Sin embargo, la
disponibilidad de estos recipientes limita la propagacion in vitro de estos cultivos. Por
ello, el presente estudio demuestra la idoneidad de las botellas de plastico
desechables para este fin, lo que podria traducirse en menores costes de produccion.
En nuestro estudio, el uso de hipoclorito de sodio permitié la correcta desinfeccion de
los recipientes de cultivo. Weber et al. (2015) determinaron que el NaCIO al 0.1 % v/v
funcioné para esterilizar recipientes mediante inmersion de tapas y fondos, para la
micropropagacion de papa.

El material de los recipientes utilizados para los cultivos in vitro es de suma
importancia debido a la difusion de la luz a través de ellos, lo que deberia permitir que
los brotes cultivados muestren una mejor respuesta morfogenética (Emara et al.,
2018; Sarikhani et al., 2021). En este sentido, el presente estudio demostré que los
recipientes plasticos desechables permitieron una adecuada difusion de la radiacién
luminosa, lo que produjo una respuesta morfogenética normal.

Ademas, los costos operativos de un laboratorio de cultivo de tejidos vegetales,
incluida la electricidad, aumentan los costos de produccion (Cardoso et al., 2018;
Dhiman et al., 2021). Para reducir el consumo de energia, este estudio evalué un
medio de cultivo que no fue esterilizado en autoclave (electricidad), sino a través del
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punto de ebullicion. Asi como frascos esterilizados mediante esterilizacion quimica
(vapor de NaClO). Esto evit6 la contaminacion de los medios de cultivo y posibilitd la
micropropagacion de Rhyncholaeliocattleya. Este hallazgo es extremadamente
relevante, ya que el método de esterilizacion evaluado representa un ahorro en el
gasto de energia durante los procesos de propagacion in vitro.

Enraizamiento y Aclimatizacion

Durante la fase de multiplicacion, las orquideas produjeron raices (Figura 3A); por
lo que no fue necesaria una etapa de enraizamiento. Con respecto a la aclimatacion,
se observo una supervivencia del 98 %, independientemente de si provenian del
medio autoclavado o no autoclavado (Figura 3B).

Figura 3. Aclimatacién de Rlc. A) Plantas in vitro en fase de multiplicacion; B) Plantas en
proceso de aclimatacién 30 dias. Fuente: Elaboracién propia con base en resultados.

Como mencionan Manokari et al. (2021), las plantas necesitan sistemas
radiculares para una correcta absorcion de nutrientes, los cuales implican una
facilitacion para asegurar la supervivencia de la planta. Las raices pueden adherirse
a una estructura que les brinde soporte fisico, como una corteza, una vara de madera
o de bambu; ademas, en las orquideas, la fotosintesis también se lleva a cabo en las
raices, por lo que la presencia de estas estructuras es de suma importancia (Ma et
al., 2019).

La aclimatacion se considera la fase mas critica en el proceso de micropropagacion
debido a que es el ultimo paso que define el éxito de todo el proceso (Hazarika, 2003;
Naaz et al., 2019). Un gran numero de autores mencionan que la aclimatacion es una
de las etapas mas complejas, y que se generan tasas de supervivencia bajas
(Varshney & Anis, 2012; Indacochea-Ganchozo et al., 2017; Valencia-Juarez et al.,
2019).

En el presente estudio, logramos una supervivencia del 98 % de las plantas
producidas mediante cultivo de tejidos. Aunque se han reportado casos exitosos de
aclimatacion en una amplia variedad de orquideas, es importante destacar que cada
una de estas especies requiere un protocolo particular para asegurar la supervivencia
de las plantas obtenidas. En la actualidad, se han reportado casos de
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micropropagacion de orquideas del género Cattleya, como el estudio de Menezes-Sa
et al. (2021), quienes propagaron Cattleya tigrina in vitro, y Mantovani et al. (2017),
guienes micropropagaron Cattleya guttata utilizando silicio y silicato de sodio.

Conclusiones

En este estudio se proponen técnicas alternativas para la micropropagacion de
orquideas (Rhyncholaeliocattleya) que podrian ser utilizadas en la produccion y
propagacion a gran escala de varios tipos de hibridos de este género. Los resultados
del presente trabajo apoyan la hipétesis de factibilidad de establecer estas técnicas
alternativas para la micropropagacion in vitro, es decir, el uso de 1 mg-L* de BAP,
recipientes plasticos de cultivo esterilizados con una solucién de hipoclorito de sodio
y la esterilizacién del medio de cultivo sin autoclave (simplemente por ebullicion).
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