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RESUMEN

Se evalué la induccidn de cuerpos parecidos a protocormos (PLBs) del hibrido Cymbidium ‘Rey
Arturo’ con segmentos de hojas y apices in vitro. Se estudiaron concentraciones (0, 0.45, 2.27 y 4.54
pMM) de Tidiazuron (TDZ) con fotoperiodo (16h luz/8h oscuridad) y oscuridad durante cuatro meses.
Se determind la sobrevivencia (%), total de PLBs formados y la induccién se analizé por histologia.
Se formaron maximo 30 y 67 PLBs solo de apices en 4.54 uyM de TDZ con fotoperiodo y oscuridad,
respectivamente. El analisis histologico confirmé la formacién via organogénesis directa como
alternativa potencial para la produccién de mdltiples de brotes.

PALABRAS CLAVE: Fotoperiodo, histologia, oscuridad, tidiazuron.

ABSTRACT

The induction of protocorm-like bodies (PLBs) in Cymbidium 'King Arthur' hybrid was evaluated
using leaf segments and shoot tips in vitro. Different concentrations (0, 0.45, 2.27, and 4.54 yM) of
thidiazuron (TDZ) were studied under photoperiod (16 h light/8 h dark) and darkness for four months.
Survival (%) and the total number of PLBs formed were determined. Induction was analyzed
histologically. Shoot tips only formed PLBs. A maximum of 30 and 67 PLBs were obtained with 4.54
UM TDZ under photoperiod and darkness, respectively. Histological analysis confirmed formation via
direct organogenesis as a potential alternative for producing multiple shoots.

KEYWORDS: photoperiod, histology, darkness, thidiazuron.


http://revistabiociencias.uan.edu.mx/
https://doi.org/10.15741/revbio.13.e2066
mailto:fabiolhernandez@uv.mx

http:/revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.13.e2066 @ 0SI0)

Introduccién

La especie Cymbidium es una orquidea considerada de crecimiento semi-terrestre, originaria de
Asia tropical y subtropical, altamente reconocida por su importancia ornamental y comercial (De,
2022). Esta especie ha sido objeto de estudio para programas de mejoramiento genético y se han
registrado mas de 18 000 hibridos ante el International Orchid Register de la Royal Horticultural
Society, los cuales han aportado mayor versatilidad para la comercializacion de plantas en maceta
ylo como flor de corte (Royal Horticultural Society, 2025). En la floricultura mundial, los hibridos de
Cymbidium destacan por sus flores extravagantes y multicolores que integran mejoras
sobresalientes en la longevidad, tamafio y calidad de la flor (Balilashaki et al., 2023). Estas orquideas
producen una gran cantidad de semillas, pero no germinan facilmente en la naturaleza por la
ausencia de endospermo, resultando casi imposible su reproduccion sexual (Cuervo-Andrade et al.,
2022). Adicionalmente, la propagacion convencional por la division de pseudobulbos resulta poco
practica, ya que solamente se obtiene una planta de cada pseudobulbo que tarda en florear entre
tres y cuatro afios (Park et al., 2021). En cambio, el cultivo in vitro es una estrategia biotecnol6gica
que garantiza la obtencion de multiples brotes y de gran cantidad de plantas libres de patégenos en
menor tiempo (Teixeira da Silva et al., 2015).

Para la micropropagacion comercial de orquideas se han utilizado meristemos, yemas,
inflorescencias, hojas y Cuerpos parecidos a Protocormos (PLBs) (Teixeira da Silva et al., 2015).
Estos Ultimos, presentan ventajas tales como la plasticidad y gran capacidad morfogénica al ser
tejidos poco diferenciados que forman protuberancias y cada una origina varias plantulas completas
(Fritsche et al., 2022). Los PLBs, pueden ser considerados embriones con un patrén de desarrollo
similar al de las etapas tempranas de germinacién de las semillas, pero provienen de células
sométicas (Pyati, 2023). Su homogeneidad genética al derivarse de estructuras protocormoides,
reduce el riesgo de variacién somaclonal. Por consiguiente, los PLBs son un magnifico candidato
para los programas de transformacién genética dada su capacidad de proliferacion y estabilidad
(Zhou et al., 2025).

En general para las orquideas la induccién de PLBs se puede realizar a partir del cultivo de
apices caulinares o radicales, segmentos de hojas, inflorescencias, entre otros, dependiendo del
material disponible y del objetivo de la induccién (Pant, 2013). Los apices caulinares o meristemos
suelen ser los mas utilizados (Campol et al., 2024), aunque también se ha reportado la obtencién de
PLBs a partir de segmentos de hojas (Cardoso et al., 2020). No obstante, la estimulacién de este
proceso depende de la composicién del medio de cultivo, de las hormonas empleadas y de las
condiciones de incubacion (Mengxi et al., 2011). Los reguladores de crecimiento més utilizados son
Benciladenina (BA), Kinetina (K) y Tidiazuron (TDZ) (Naderi Boldaji et al., 2023). Entre ellos, TDZ es
considerado de los mas efectivos incluso a bajas concentraciones, lo que favorece su uso cuando
se utilizan explantes iniciales como apices (Campol et al., 2024) o segmentos de hojas (Cardoso et
al., 2020).

La evaluacion de un proceso de formacion de PLBs puede realizarse mediante estudios
histoldgicos, los cuales permiten analizar las distintas etapas de desarrollo e identificar las vias de
induccidn directa y/o indirecta, asi como el origen de la diferenciacion celular (Kaewubon et al., 2010).
El analisis histolégico representa una herramienta de utilidad que proporciona informacion ilustrada
para la mejor comprension de este sistema de cultivo in vitro y su validacién en la practica (Julkifle
et al., 2012; Kruglova et al., 2023).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar histolégicamente la induccién de PLBs utilizando el
hibrido Cymbidium ‘Rey Arturo’ Miller para validar el proceso morfogénico y proponer un
procedimiento alternativo de multiplicacion in vitro para esta valiosa orquidea de atractivo ornamental
y economico, que se respalda por su distribucion mundial. Los parametros experimentales
estudiados fueron: dos tipos de explantes, cuatro concentraciones de TDZ en el medio de cultivo y
dos condiciones de incubacion.
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Material y Métodos

Material Biolégico

Se utilizaron plantulas provenientes de la germinacioén in vitro de semillas del hibrido Cymbidium
‘Rey Arturo’ Miller en medio de cultivo basal MS (Murashige & Skoog 1962) semisélido,
suplementado con sacarosa 30 gL y gelificado con 3 gL* de Phytagel (Sigma-Aldrich, USA). Las
plantas in vitro se propagaron sistematicamente cada tres meses en la misma formulacién de medio
de cultivo y se mantuvieron expuestas a un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad con una
intensidad luminica de 36 umol m=2s-1 a una temperatura de 24 + 2°C. Para la induccién de PLBs se
usaron como explantes iniciales aislados de plantas in vitro después de tres subcultivos, segmentos
de hojas de 5 x 5 mm con cuticula y sin nervadura, colocando horizontalmente la superficie abaxial
sobre el medio de cultivo, asi como apices de aproximadamente 3 mm.

Induccién de PLBs

La induccion se realizé colocando los dos tipos de explantes (segmentos de hojas y apices) en
medio basal MS semisélido suplementado con 1-Fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-i) urea (TDZ) a las
concentraciones de 0, 0.45, 2.27 y 4.54 uM. Los cultivos se incubaron a 24 + 2 °C expuestos al
fotoperiodo (16 h luz/8 h oscuridad) o en oscuridad total. Los experimentos se monitorearon
mensualmente, se evalué la sobrevivencia (%) y el nimero de PLBs formados, asi como se
determiné el numero total de PLBs obtenidos y el porcentaje de explantes que los produjeron al cabo
de cuatro meses de cultivo. La unidad experimental fue n=10.

Anélisis histolégico

Para el andlisis histologico se aplico la técnica en Resina JB-4 (Valley, 1976) y se monitored el
proceso de induccién mensualmente. Los tejidos se fijaron en 200 mL de glutaraldehido al 2 %
durante 24 h, se lavaron con agua destilada por 3 h y realizaron cambios cada 30 min.
Posteriormente, se procedié a la deshidratacion en acetona a concentraciones graduales (30, 50,
70, 85, 96 y 100 %) durante 3 h en cada solucion. Se retir6 la acetona remanente y se realizd una
pre-fijacion agregando 25 mL de la mezcla JB-4 Plus (Solucién A) y 225 mg de Catalizador JB-4
cubriendo completamente a los tejidos que se incubaron 48 h a temperatura ambiente.

Las muestras pre-fijadas se transfirieron a nuevos tubos y se agregaron 25 mL de la mezcla de
JB-4 Plus (Solucién A), 225 mg de Catalizador JB-4 y 1 mL de JB-4 Plus (Solucién B), hasta llenar
completamente los tubos, los cuales se cerraron herméticamente y mantuvieron a temperatura
ambiente durante 24 h. Transcurrido el tiempo de inclusién, los bloques sélidos JB-4 formados se
extrajeron cuidadosamente de los tubos, se seccionaron en bloques y se adhirieron en cuadrados
de madera de 2 x 2 cm utilizando un pegamento liquido transparente.

Se realizaron cortes longitudinales de 5 ym de grosor con ayuda de un microtomo marca
American Optical (AO) modelo 860 con cuchillas de acero y las muestras se colocaron
posteriormente sobre portaobjetos humedecidos con 3 gotas de agua y se tifieron con 3 gotas de
azul de toluidina durante 5 min. Seguidamente, se procedié a realizar el lavado de los portaobjetos
con agua destilada y se secaron a temperatura ambiente por 2-3 min. Se afiadieron 2 gotas de medio
de montaje Politec Luzitron (resina) e inmediatamente se colocaron los cubreobjetos. Las muestras
se dejaron secar a temperatura ambiente durante 8 h. Los cortes montados se observaron en un
Estereoscopio marca Nikon SMZ 1500 y se tomaron al menos 10 fotografias utilizando una camara
Nikon D4 con formato completo. Se visualizaron las distintas etapas del proceso de induccién y se
realiz6 el analisis histoldgico mensual del efecto de las concentraciones de TDZ y de las condiciones
de incubacion hasta los cuatro meses de cultivo.
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Resultados y Discusién

Efecto del tipo de explante

Bajo ninguna de las condiciones de cultivo estudiadas se logré la induccién de PLBs utilizando
segmentos de hojas como explantes. La oxidacién ocurrié a partir del primer mes, evidenciada por
una coloracion café que avanzé desde los contornos hasta cubrir totalmente las hojas y ocasioné un
dafio vital irreversible en los tejidos.

Estos resultados demuestran la necesidad de incorporar un antioxidante para evitar la pérdida
de viabilidad cuando se utilizan segmentos de hojas en la induccion de PLBs del hibrido Cymbidium
‘Rey Arturo’. Teixeira da Silva en 2013 demostré que la adicién de acido ascérbico, a-tocoferol o
carbén activado al medio de cultivo, si bien no influia en la produccion y desarrollo de PLBs del
hibrido Cymbidium Twilight Moon ‘Day Light’, evitaba la oxidacion de los meristemos utilizados como
explantes de induccién (Teixeira da Silva, 2013). Por consiguiente, estos antioxidantes pudieran ser
evaluados en futuros estudios como alternativas para la obtencién de PLBs.

En la Tabla 1 se presenta la evaluacidon mensual de la sobrevivencia de apices cultivados para
la induccién de PLBs. Cuando no se adicioné TDZ al medio MS y las muestras se incubaron
expuestas al fotoperiodo, la sobrevivencia de los explantes se mantuvo al 100 % durante los cuatro
meses de cultivo. Bajo esta condicion de incubacién, la sobrevivencia disminuy6 gradualmente
oscilando de 90 a 60 % a la concentracion de 0.45 uM entre el primer y cuarto mes. En cambio, para
las concentraciones de 2.27 y 4.54 uM de TDZ, se mantuvo al 80 % a partir del segundo mes.

Table 1. Effect of TDZ concentration (uUM) on survival (%) of shoot-tips of the hybrid
Cymbidium ‘King Arthur’ grown under two incubation conditions for four months.

Sobrevivencia (%)"

Condicién Concentracién TDZ (uM)
de incubacion Meses 0 0.45 2.27 4.54
1 100 90 95 100
Fotoperiodo 2 100 80 80 80
(16 h luz/8 h oscuridad) 3 100 70 80 80
4 100 60 80 80
1 100 90 95 100
. 2 90 80 80 100
OscugiaN 3 80 70 80 100
4 80 60 80 100

Fuente: Elaboracion propia en base a resultados.

Cuando no se adicion6 TDZ al medio de cultivo y las muestras permanecieron en total oscuridad,
la sobrevivencia de los explantes se redujo del 100 al 80 % a partir del tercer mes (Tabla 1). No
obstante, se evidencio la misma tendencia que la obtenida con el fotoperiodo a las concentraciones
de 0.45 pM (disminucion de 90 a 60 %) y 2.27 pM (disminucidn de 95 a 80 %). En cambio, con la
adicién de 4.54 uM de TDZ, la sobrevivencia se mantuvo al 100 % independientemente del tiempo
de cultivo en oscuridad.

De manera general, los porcentajes de sobrevivencia obtenidos bajo las condiciones
experimentales estudiadas demostraron como primer requisito, que minimo el 60 % de los explantes
de induccioén permanecieron vivos para potencialmente generar PLBs.
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En la Tabla 2, se muestran los resultados obtenidos en la induccién de PLBs. Se puede observar
que la formacion inicié a partir del primer mes en todos los medios y muestras cultivadas con
fotoperiodo. EI nimero maximo (30) de PLBs se logré adicionando la concentracién mas elevada
(4.54 uM) de TDZ. El nimero total de PLBs formados y el porcentaje de explantes que los formaron
después de cuatro meses de cultivo, oscil6 desde 4 del 40 % de los explantes en el medio MS, hasta
30 del 70 % de los explantes en el medio suplementado con 4.54 yM de TDZ.

Para las muestras cultivadas en total oscuridad, la aparicién de PLBs se retras6 hasta el
segundo mes en el medio con menor contenido (0.45 uM) de TDZ y hasta el tercero, en el medio MS
desprovisto de hormona. En cambio, la formacion de PLBs ocurri6 a partir del primer mes en aquellos
medios que contenian TDZ a las concentraciones mas elevadas (2.27 o 4.54 yM). El nimero de
PLBs a los cuatro meses de cultivo superd practicamente al doble lo producido a las mismas
concentraciones de TDZ con la exposicién a la luz. En oscuridad, se alcanzé un nlmero maximo de
67 PLBs formados del 80 % de los apices.

De manera general, se detecté que no todos los explantes vivos formaban PLBs y que los
porcentajes de los tejidos que los produjeron aumentaron en la medida en que se increment6 la
concentracién de TDZ para ambas condiciones de incubacion.

Posterior a los cuatro meses, no se detecté mayor proliferacion ni siquiera en las mejores
condiciones de cultivo (datos no mostrados). Simultaneo a la produccion de PLBs, se observo la
generacion adicional de algunos brotes a partir del mismo explante inicial. Su desarrollo
organogénico fue directo a través de tejidos elongados bien definidos con sus respectivos primordios
foliares. La coloracion verde intensa fue distintiva del cultivo en fotoperiodo y la blanquecina, la de
los brotes cultivados en oscuridad.

En la Figura 1 se ilustra el proceso de formacion de PLBs mediante el cultivo de apices en medio
suplementado con 4.54 uM de TDZ a las dos condiciones de incubacién estudiadas: (Figura 1a-c)
fotoperiodo y (Figura 1d-f) total oscuridad.

Analisis histologico durante el proceso de formacién de PLBs

En las Figuras de la 2 a la 4, se muestran como ejemplo cortes histoldgicos realizados a 4pices
cultivados en total oscuridad a la concentracion de 4.54 uM de TDZ. Se selecciond esta condicién
por ser en la que se indujo mayor proliferacion de PLBs. La Figura 2a y b ilustra apices recién
cultivados que presentan células en diferentes fases de division celular. Al mes de cultivo se
evidencid el inicio de la deformacion del explante en las zonas de concentracion de células
meristematicas y junto a ellas, células grandes del parénquima con granulos de almidén (Figura 2c,
d, ey f). A los dos meses de cultivo, continué la deformacién de las zonas meristematicas de
crecimiento y el desarrollo morfolégico de dichas estructuras, ademas, se apreciaron células
parenquimatosas en expansion con paredes delgadas y onduladas (Figura 3). A los tres meses de
cultivo, los PLBs se observaron completamente definidos con nddulos de células y nucleos de
distintos tamafios, evidenciandose un proceso de disgregacion del explante inicial (Figura 4ay b). A
los cuatro meses de cultivo, se completd la individualizacién de estructuras globulares definidas
como PLBs (Figura 4c), las cuales posteriormente continuaron diferencidndose en brotes.
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Table 2. Effect of TDZ concentration (UM) on the formation of Protocorm-Like Bodies
(PLBs) from apices of the hybrid Cymbidium ‘King Arthur’ grown for four months exposed to
photoperiod or darkness.

NUumero de PLBs formados

Condicién Meses Concentracion TDZ (uM)
0 0.45 2.27 4.54
Fot ind 1 1 1 1 2
otoperiodo
(16 h luz/8 h 2 L 3 3 3
oscuridad) 3 1 2 2 11
4 1 1 16 12
No. total de PLBs 4 7 22 30
formados
Explantes que
formaron PLBs (%) 40 50 60 /0
1 0 0 3 2
. 2 0 2 5 12
Oscuridad 3 5 5 11 21
4 2 6 24 32
No. total de PLBs 4 13 43 67
formados
Explantes que 50 60 70 80

formaron PLB (%)
Fuente: Elaboracion propia en base a resultados. n=10

Figure 1. Stages of PLBs formation during culture of hybrid Cymbidium ‘King Arthur’ apices
on medium supplemented with 4.54 yM TDZ under two incubation conditions. Photoperiod
(16 h light/8 h darkness): a) Apice after 15 days of culture; b) Formation and growth of PLB during
the second month; c) Four-month PLBs growth. In total darkness: d) Ethiolated apice from 15 days
of culture; e) Formation and growth of PLB during the second month; f) Four-month PLBs growth.
Fuente: Elaboracion propia en base a resultados.
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Figure 2. Histological analysis of obtained PLBs from apices of the hybrid Cymbidium
‘King Arthur’ cultured in darkness on medium supplemented with 4.54 yM TDZ. a)
Freshly grown apices (1X), md: meristematic dome, pl: primordia leaf, b) meristematic cells in
different phases of cell division (100X), n: nuclei, circle: vacuolated cells; c) Deformation of the
meristematic zone (1X); d) oval: Cell growth nodules during PLB formation (1X); e) Arrows:
Cell division between the nodules (100X); f) Arrows: large number of parenchymatous cells
with starch grains, circles: intercellular spaces (100X). Fuente: Elaboracion propia en base a
resultados.

Figure 3. Histological analysis of obtained PLBs from apices of the hybrid Cymbidium ‘King
Arthur’ after the second month of culture in darkness on medium supplemented with 4.54
MM TDZ. a) Continuity of deformation in the meristematic zone (1X); b) Oval: group of cells in full

cell division activity, forming PLB (1X); ¢) Thin, wavy walls of expanding parenchymal cells (100X);

d) Arrows: Active cell division (100X). Fuente: Elaboracién propia en base a resultados.
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Figure 4. Histological analysis of obtained PLBs from apices of hybrid Cymbidium ‘King
Arthur’ after the third month of culture in darkness on medium supplemented with 4.54
MM TDZ. a) Start of PLB individualization (1X); b) Circle: Nodule of cells with nuclei of
different sizes (100X). c) Arrow: individualization of three globular structures defined as PLB
(1X) at the fourth month of culture. Fuente: Elaboracién propia en base a resultados.

Los estudios realizados en este trabajo con el hibrido Cymbidium ‘Rey Arturo’ demostraron la
factibilidad de formar PLBs mediante el cultivo de apices de plantas in vitro bajo dos condiciones de
incubacion y favorecida por el incremento (de 0.45 a 4.54 uM) de la concentracién de TDZ adicionada
al medio MS. Otros autores en cambio, observaron la formacidn espontanea de PLBs a partir de
apices del hibrido Cymbidium Twilight Moon ‘Day Light’ sin la adicién de reguladores de crecimiento
pero en el medio VW (Teixeira da Silva, 2013). Las diferencias en este estimulo morfogénico pueden
deberse a la composicién del medio de cultivo. La formulacién VW se considera clasica para el
desarrollo in vitro de orquideas especialmente del género Cymbidium (Teixeira da Silva, 2013). Sin
embargo, el medio MS ha resultado ser mas efectivo que VW para la formacion de PLBs, la
germinacién de semillas y produccion de plantulas en Cymbidium aloifolium (L.) Sw. (Bhowmik &
Rahman, 2017). La utilizaciéon de TDZ en el medio MS ha sido también reportada con éxito para la
produccion de PLBs en otras orquideas como vainilla (Retheesh y Bhat, 2011) y un hibrido de
Doritaenopsis (Park et al., 2002).

Respecto a las condiciones de incubacién, se ha comprobado que la exposicion a la luz puede
retrasar el proceso de embriogénesis y a su vez, contribuir a la necrosis de los explantes. Asi ocurrié
con dos especies de Phalaenopsis (Gow et al., 2009) y con la orquidea tropical Oncidium flexuosum
(Mayer et al., 2010), para la cual el cultivo en oscuridad fue un factor crucial en la proliferacion de
PLBs. Esos resultados coinciden con los de este trabajo y la conveniencia de mantener los explantes
de Cymbidium ‘Rey Arturo’ en oscuridad para lograr mayor produccion de PLBs. Sin embargo, la
exposicion al fotoperiodo, especialmente a diferentes espectros de luz LED ha demostrado ser mas
efectiva en la induccion, proliferacion y regeneracion de PLBs en otras orquideas debido a su impacto
en la reprogramacion y divisién celular, aspectos criticos para la formacién y desarrollo de PLBs
(Naderi Boldaji et al., 2023).

A través del andlisis histologico se observo la presencia de células de parénquima al lado de
células meristematicas (Figuras 3 y 4). Las células parenquimatosas pueden considerarse
meristemos potenciales, ya que en determinadas condiciones se pueden desdiferenciar y retomar
su divisién celular (Zhao et al., 2007). La multiplicacion a través de PLBs representa una
caracteristica Unica de las especies de orquideas que puede ser eficazmente aprovechada para la
produccion de plantas a gran escala. Su mayor ventaja radica en la gran cantidad de PLBs que se
puede obtener a corto plazo a partir de un solo explante o material de induccién (So Young et al.,
2000).

Conclusiones
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En este trabajo se definid y validé histolégicamente, una propuesta metodolégica efectiva para
la produccion de PLBs a partir de apices provenientes de plantas in vitro del hibrido Cymbidium ‘Rey
Arturo’. La mayor capacidad de respuesta se obtuvo cuando se adicion6 TDZ al medio MS semisélido
a una concentracion de 4.54 yM y se mantuvieron los cultivos a la oscuridad durante cuatro meses.
Los fragmentos de hojas in vitro del mismo hibrido no resultaron ser un explante adecuado para este
propdsito. El andlisis histolégico confirmé la formacion de PLBs como un proceso organogénico
directo, demostrando el potencial de esta estrategia biotecnoldgica para la obtencion masiva de
plantas genéticamente estables. A pesar de que se han realizado diversos estudios con otras
orquideas, hasta la fecha, no existen reportes metodolégicos sobre la induccion de PLBs en el hibrido
‘Rey Arturo’ perteneciente al género Cymbidium.
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