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“Manual de Propagacion de Orquideas in-vitro”

“Handbook of in-vitro orchid’s propagation”

RESUMEN

Guatemala por su ubicacién en Mesoamérica se constituye en un centro de origen de una gran cantidad de
especies de orquideas, todas amenazadas con extinguirse debido a su extraccion inmoderada y principalmente a la
deforestacién, que segln el Informe del Estado Mundial de los Bosques (FAO, 1997), en un periodo de 5 afios se
perdi6 en el pais casi el 10% de la cobertura forestal. Debido a la problematica antes mencionada se hace necesario
la conservacién de este germoplasma, pero existen problemas para la propagacién de orquideas empleando métodos
tradicionales. En primer lugar la semilla carece de endospermo, lo que la limita de una fuente de energia para poder
germinar y crecer. Ademds la propagacién asexual se constituye en una tarea que requiere de mucho tiempo y que al
final la cantidad de plantas que se pueden obtener es muy reducida.

Basados en lo anterior se hace necesario contar con nuevas metodologias mas eficientes para la propagacion
de las orquideas. Una de las alternativas es la propagacién In-vitro, que no es mas que el proceso de propagacion
de plantas realizado experimentalmente en aislamiento, o sea separado del organismo, lo que nos permite propagar
especies vegetales en periodos cortos de tiempo. A partir de estas bases se elaboré el presente manual de
propagacién de orquideas in-vitro, concentrandose la mayor cantidad de informacién posible para la poder desarrollar
una reproduccién masiva y acelerada de dichas plantas.

El proceso inicia con la obtencién del material que se empleara como explante inicial, este debe de obtenerse
ya sea de campo o bien de colecclones privadas. Es Importante que dicho material sea seleccionado tomando en
cuenta la sanidad, para evitar que en el momento de la siembra se presenten problemas de contaminacion que
provoquen en un momento dado, que en lugar de adaptar un material a las condiciones del laboratorio, €ste se
sacrifique. Si la propagacion se realiza sexualmente, es dedir empleando semillas, se mantiene la variabilidad
genética lo que nos permite tener una herramienta dtil Para programas de conservacion de germoplasma. En el
proceso de micropropagacién sexual es preferible utilizar Ia cdpsula que ain no ha mostrado dehiscencia debido a que
en este momento las semillas adin se encuentran estériles Yy en el momento de la siembra los niveles de contaminacion

son bajos. Antes de realizar la siembra de las semillas es recomendable realizar observaciones al microscopio. Si €n
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las semillas se observa el embrién de forma redonda y de coloracion verde, germinaran en periodo de tiempo mucho
mas reducido debido a que este es el indicativo del estado de madurez ideal del embrion.

Si la propagacion se desarrolla asexualmente se deben utilizar diferentes tipos de explantes y los mas comunes
son yemas apicales o axilares, secciones de nudos y pedinculos florales. Se debe tomar en cuenta que para cada tipo
de explante existe un proceso de desinfeccion, del cual depende el éxito de su establecimiento bajo condiciones de
laboratorio.  Con la propagacion micropropagacion asexual se logra mantener la uniformidad genética de clones con
caracteristicas deseables y especiales como color, tamafio, forma, etc.  Obtenido el explante se procede a su
establecimiento bajo condiciones de laboratorio, para luego proceder a realizar subcultivos hasta la obtencién de un
nimero determinado de plantas. Como se menciona existen una gran diversidad de explantes y orquideas asi mismo
una serie de medios de cultivo especificos para algunas de ellas, por lo que en ocasiones se hace necesario propiciar
condiciones especiales de cultivo a determinado género o especie.

Luego de obtener plantas de provenientes laboratorio que alcanzan una altura de 5 a 6 cm y mas de tres
raices son trasladadas a invernadero. Es necesario tener mucho cuidado y seguir las recomendaciones para su
aclimatacion, debido a que en este momento las plantas son muy susceptibles al cambio brusco al que serdn
sometidas. Es en este paso se marca el éxito de la micropropagacion de las orquideas, debido a que si se les
. proporciona un manejo adecuado, se obtiene un alto grado de supervivencia de las plantas y los costos seran bajos.
En sintesis containos con la informacion necesaria para la propagacién de las orquideas y a la vez para su

rescate de una desaparicién inminente.

-




- L INTRODUCCION

Las orquideas como parte de la biodiversidad de Guatemala constituyen una familia de plantas muy
numerosa presentando alrededor de 800 especies diferentes en el pais. Existe un gran nimero de ellas
incluida nuestra flor nacional la “Monja Blanca",ci()me son cotizadas como ormamentales y las cuales son
propagadas y comercializadas principalmente por guatemaltecos de bajos recursos econémicos quienes se ven
beneficiados con esta actividad.

Actualmente la familia Orchidaceae se encuentran en peligro de extiicién debido a problemas como
depredacidn, tala inmoderada, el avance de la frontera agricola y los incendios forestales, lo que provoca que
paulatinamente desaparezcan. Todo esto se resume en extracciones inmoderadas y el mas importante la
destruccién del hébitat, en este caso Maldonado (28) reporta que en Guatemala se da una deforestacion de
82,000 hectdreas anualmente y un dato atin més critico es de que el 24.39% (20,000 hectéreas) del area
deforestada se encuentra dentro de los limites de las dreas protegidas.

Con la elaboracidn del manual, se estén aportando los conocimientos necesarios para poder propagar
tanto sexual como asexualmente las orquideas, es decir que se tienen los conocimientos necesarios para poder
producir una gran cantidad de plantas que en principio contrarrestaran el proceso de extincion de dichas
plantas, es decir métodos que contribuiran a propagar masivamente las especies sin recurrir a su depredacion
en el bosque.  Estas luego de obtenerse por siembra en un laboratorio, en cualquier momento se pueden
comercializar o bien se pueden utilizar para repoblacién de areas principalmente protegidas.

Es importante agregar que si la propagacién in-vitro se realiza sexualmente tendremos‘ la ventaja de

que como toda siembra a partir de las semillas contribuird a que se mantenga 1a variabilidad genética de 1as

especies.



IL PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA |

Actualmente en Guatemala, segiin reporta el Centro de Datos para la Conservacion (CDC) del Centro de Estudios
Conservacionistas (CECON) existen aproximadamente 800 especies de la familia Orchidaceae. Todas estas especies
se encuentran en peligro de extincién debido a factores como, deforestacion y depredacion.

En el primer caso Maldonado (28) reporta que en Guatemala en cinco afios se perdieron 412,000 hectareas de
cobertura boscosa (el 10% de la 'cobértura forestal del pais). Esto representa una pérdida anual de 82,000 hectareas
de las cuales el 24.39% (20,000 hectéreas) se han perdido en areas que se encuentran PBJ'O proteccién.

La deforestacién considerada como el factor més importante ocasiona que desaparezcan los habitats en donde
ademas de las orquideas se pierde una gran parte de la biodiversidad de nuestro pais.

En el segundo caso es mas selectivo pero en la mayoria de los casos las orquideas que son extraidas de los
bosques son vendidas a personas que desconocen de ios cuidados que deben de darles y corren lé} misma suerte.

Por un periodo de quince afios he dedicado tlempo al cultvo y propagacién de Qrgufdeas por métodos
tradicionales asi como por medio de cultivos in-vitro, 'pero los primeros han resultado ser demasiado lentos para la
obtencién de grandes cantidades de plantas. ‘ 1

Debido val peligro de extincién en que se encuentran sometidas las oquEd?BS y aDl’OVGChaﬂdo la experiencia en
Cultivo de Tejidos Vegetales, se e!aboro el presente Manual de Propagacion de Orquideas /n-vitro el cual presenta Ia
informacién necesaria para tener una alternativa para la reproduccién rapida de did‘as plantas, yas sea sexualmente
para mantener la vanabi!idad genétm de las especies o asexualmente para propagar materiales en los cuales se

requiere de umformidad genética de clones seleccionados por alguna caracteristica deseable. Esto se resume en

conocimientos que permiten su propagacién masiva y a la vez en el rescate de una desaparicién inminente.




III. MARCO TEORICO
3.1. ORQUIDEAS GENERALIDADES
3.1.1. INTRODUCCION

La familia Orchidaceae, constituye un grupo de plantas que se Incluyen dentro de las mas evolucionadas en la
naturaleza y de mayor distribucién en el dmbito mundial. Tyson(1970) reporta 13 tribus pertenecientes a dicha

familia, con una cantidad aproximada de 25,000 especies. Se debe tomar en cuenta que afio con afio se descubren
. ®

mas.

Todas ellas presentan diversidad de habitos y debido a esto se les dlasifica como epifitas, litdfitas y terrestres,
principalmente.  En lo que a tamafio se refiere existen desde grandes hasta llegar a las miniaturas (figura 1 a,b,).
Presentan colores fuertes a pélidos en donde se incluyen casi todos los colores (figura 1 c,d,) la mayoria presenta

combinaciones y muy pocas especies presentan flores de un solo color. Sus flores van de simples a muy complejas y

asimétricas (figuras 2y 3 ), es decir flores Irregulares o zygomorfas, que solo pueden ser divididas en un Unico eje

para obtener dos partes iguales.  Por su vistosidad se resumen en plantas extremadamente bellas y raras a la vez.

Otra de las particularidades de las orquideas es |a gran gama de fraganclas cuya funcién es la de atraer a los

agentes polinizadores.

Existen especies que producen flores que permanecen abiertas un dia o solamente parte del dia mientras que
hay otras en las que la inflorescencia puede tardar aproximadamente tres meses.

Las orquideas entre el 80 y 90% se encuentran distribuidas en las zonas tropical y subtropical del Ecuador.
En Guatemala se pueden localizar especimenes desde el nivel del mar hasta las montafias mas altas de la regién
occidental, es decir que se pueden encontrar materiales en todo el pais.

Dependiendo del tipo de crecimiento a las orquideas se les divide en dos grupos, simpodiales y monopodiales;
las primeras se caracterizan por presentar retofios individuales (figura No 4 a), de los rizomas que crecen
horizontalmente, desarrollan brotes o retofios laterales que dan origen a otros tallos y hojas que al madurar producen
flores. Normalmente dichos tallos son reservorios de alimentos y se les denomina pseudobulbos. Por otro lado 1as
orquideas monopodiales (figura No 4 b), poseen un tallo central en constante crecimiento y unicamente en una sola
direccion usualmente en forma vertical, el cual produce hojas altemas y las inflorescencias emergen entre las hojas

por lo que se les denomina inflorescencias axilares.



a) Orquidea grande b) Orquidea miniatura

Paphiopedilum hibrido Lephantes archilae

¢) Diferentes colores en el d) diferentes colores en el

género Cattleya género Phalaenopsis

Figura 1 Diferentes tipos de orquideas segdn su tamafio y color.




a) Masdevaliia,
c) Oncidium cristagalll. :

€) Maxiliaria sp.
g) Lycaste skinneri.

Figura 2

b) Eriopsis biloba.

d) Sigmatostalix sp.
f) Chisis sp.

Diferentes tipos de flores.




h) Laelia sp. i) Miltonia
j) Paphiopedilum sp. | k) Galeandra battemnani,
) Lemboglossum rossi. m) Roseoglossum williamsianum.

Figura3 . Diferentes tipos de flores.




b) Crecimiento tipo MONOPODIAL

Figura 4 Diferentes tipos de orquideas segiin su crecimiento.



3.i.2. PARTES DE LA PLANTA

La familla de las orquideas debido a su gran numero de especies presenta una gran variabilidad morfoldgica,
caracteristica que les permite adaptarse a una diversidad de ambientes.

A. Raices: posee notables variaciones (figura 5) dependiendo del ambiente al cual se encuentren
adaptadas, pero al igual que con el resto de plantas son empleadas para absorcion de nutrientes y anclaje de la
planta. La mayoria de las orquideas tienen habito epifito y a diferencia del resto, éstas desarrollan una serie de
pelillos denominados “velamen” que les permite absorber agua y minerales del aire, agua de lluvia o de la superficie de
troncos. También poseen la caracteristica de que dichas raices pueden fotosintetizar debido a esto se puede notar en

la porcién apical una coloracion verdosa.

C
a) Ralces carosas sin rizoma. | b) Ralces camosas con rizoma.
c) Races fibrosas. d) Raices aéreas.

Figura5 Diferentes tipos de raices.




B. Tallos o Pseudobulbos: son de tamaiio y formas muy variadas (Figura 6): ovalados, comprimidos,
esféricos, alargados, cortos, lisos, etc. Poseen un solo entrenudo como en los géneros Odontoglossum o Brassia o
bien varios entrenudos como en el género Dendrobium. Del dpice del pseudobulbo o de la parte media se originan
una o varias hojas. Las Inflorescenclas se originan de diferentes partes, ya sea de la base, la parte media o el

extremo apical.

N\N¥”
l
a) Maxillaria. b) Anguloa.
c) Trichophilia. d) Oncidium.
e) Brassavola ) Barkeria.
a) Encyclia h) Gattleya.

Figura 6 Diferentes tipos de tallos o pseudobulbos en orquideas.
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C. Hojas: las orquideas poseen hojas simples con mérgenes enteros y casi por regla general son
angostas y alargadas (figura 7). Encontramos hojas membranosas y delgadas en las especies terrestres mientras que
las epifitas tienen hojas gruesas, con cuticula gruesa y cerosa. También encontramos hojas cilindricas en plantas de

clima calido caracteristica que les ayuda a reducir la deshidratacion y el sobrecalentamiento de la planta.

N
(A

e, f, ! h,

a) Omithocephalus. b) Gattleya. _
¢) Masdevallia. d) Vanda,

e) Brassavola. ' f) Encyclia.

g) Stanhopea. H) Sobraka.

Figura 7 Diferentes tipbs de hojas de las orquideas.
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D. La Flor: constituye la parte maés atractiva de las orquideas (figura 8). Se compone de: a)Sépalos:
normalmente en estos la clorofila estd ausente, conforman la funda del capullo y protegen la flor, al igual que con los
pétalos sirven de 6rganos de atraccién de polinizadores. b) Pétalos: se encuentran dentro de los sépalos como otra
serie de segmentos, dos de ellos son denominados pétalos y el tercero /abelo o labio usualmente< es el mas grande,
complejo y vistoso y funciona al igual que los sépalos y pétalos para la atraccion de polinigadores. C) Aparato
reproductor: existe una gran diferencia entre las orquideas y las flores de otras plantas a nivel del aparato
reproductivo. Las flores de las orquideas son bisexuales o perfectas, debido a que en cada una estan presentes los
drganos masculinos y femeninos. - Se encuentran fusionados en una sola estructura denominada columna (figura 9),
la cual en la parte inferior posee la parte receptiva del polen o superficie estigmitica. En la parte superior se
encuentra la antera con el polen, en la mayoria de los casos este se encuentra en forma compacta en cuerpos
redondos y aplastados denominados polinias. Algunas estan pegadas a una estructura alargada llamada estipite que
en la base posee una sustancia pegajosa llamada viscidio que permite que el polen se adhiera al polinizador y pueda
ser transportado a otra flor. Generalmente en fa columna hay un apéndice denominado rostellum el cual separa 13

parte masculina de la femenina. En la base de la columna se encuentra el ovario el cual contiene los Svulos que al

fertilizarse se convierten en las semillas. Existen excepciones como en el caso de los géneros Catasetumy Cycnoches

las cuales presentan flores unisexuales.

Columna

Pétalos

Labelo

Figura 8 Partes de que consta una flor de orquidea.
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Antera.
Polinias.
Caudicula.
Rostellum.
T Estigma.
Owvario.

Estigma.

b. Vista frontal. c. Corte longitudinal.

Flgura 9 Partes del aparato reproductor de las orqufdeas.
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3.2. PROPAGACION DE LAS ORQUIDEAS
Existen tres métodos principales para incrementar la cantidad de plantas de orquideas: por semilla; por

divisién de plantas grandes o removiendo pseudobulbos y plantulas y por meristemos en cultivo in-vitro.

3.2.1. METODOS TRADICIONALES

A. Propagacion sexual

Cultivar orquideas a partir de semillas es una operacién bastante delicada y compleja y ain més ambicioso el
llegar a obtener plantas floreciendo a partir de semilla. Todo esto se resume en una operacién en la que no sera facil
tener éxito, es por eso que debe de existir siempre mucha paciencia y perseverancia.

Las semillas de las orquideas son extremadamente pequenas (figura 10) a manera de polvo, poseen un
embridn rudimentario el cual no posee ninguin tipo de reserva alimenticia que permita en un momento dado tener una

fuente de energfa para poder germinar y crecer.

Tesa

Figura 10  Semilla de Lycaste skinneri var. Alba (Monja Blanca).
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Bajo condiciones naturales las semillas de orquideas son liberadas en el momento de que las capsulas abren y :
son esparcidas por accién del viento lejos de la planta madre. Estas pueden caer al suelo abierto, en el agua o bien

encima de otras plantas pero dondequiera que se presenten las posibilidades de sobrevivir son escasas.

Existe una peculiar interrelacién entre las orquideas y hongos, un amplio conocimiento de esta relacién es
necesaria para entender los procesos de germinacién de semillas de orquideas. Las semillas sélo pueden germinar si
entran en contacto con un hongo, siendo el méds comdn el género Rhizoctonia spp., llevando a cabo una coexistencia,
cada uno se verd benefidado de los alimentos producidos por el otro.  Este proceso de beneficio mutuo es
denominado simbiosis, y resulta de una situacién en la cual la hifa extendida de la semilla de la orquidea produce
excreciones que desdoblan compuestos orgénicos complejos a nutrientes simples, como carbohidratos y aminodcidos,
lbs cuales son transportados al interior del hongo y se encuentran disponibles para que la semilla germine y el embrion |
crezca. El éxito de la simbiosis depende del més delicado balance entre el huésped y el invasor.

Las semillas de orquideas también se pueden cultivar tomando en cuenta el sistema natural bajo el cual se
propagan y una manera mas facil de realizarlo es dejando caer las semillas de Ia capsula abierta sobre las raices de

otra orquidea en estado adulto o bien si se siembran en cultivos nutritivos en los Cuales se han adicionado esporas de
Rhizoctonia.

B. Propagacién Asexual

En este sistema de propagacién se indluyen un grupo de métodos tradicionales para otras plantas dentro de
los cusles se Incluyen los esquejes de tallo, esquejes de escapo floral (eje de inflorescencia), keikis y divisién,
Dependiendo del tipo de crecimiento de la orquidea, como de su morfologla asf ser3 el método que se emplee. |




= -
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a. Propagacién por esquejes de escapo o ejes de inflorescencia: Normalmente son pocos los
géneros que se pueden propagar por medio de este método y son Phalusy Phalaenopsis. Ademas de esto el proceso
es muy complicado debido a que se debe de cortar el eje floral cuando desaparece la tltima flor cortandose justo por
debajo de donde estuvo la primera flor y cerca del pseudobulbo o base de la planta. Luego los ejes son colocados en
recipientes conteniendo musgo himedo, se recomienda que los extremos en los cuales se han hecho los cortes se
deben cubrir con musgo también para evitar problemas de deshidratacién. Luego de transcurridos aproximadamente
2 6 3 meses empiezan a emerger plantas de los nudos, las cuales luego de comenzar a producir raices son

transplantadas a macetas.

b. Propagacién por esquejes de tallo vegetativo: Este método se puede emplear para la
propagacién de orquideas tanto monopodiales como simpodiales. Para las monopodiales se debe de tomar en cuenta
que la especie a propagar debe tener determinada altura por medio de la cual se definira el tamafio del esqueje, por
ejemplo para el género Vanda (figura 11), los esquejes normalmente tienen una altura de 30 a 37 cm. con 12 hojas ¥
presentan pocas raices aéreas. Es importante mencionar que la gran mayoria de orquideas monopadiales pueden
propagarse por este método y el tamafio del esqueje oscila entre 7.5 a 10 cm. El procedimiento normal consiste en
definir el punto de donde se obtendra la nueva planta y con la ayuda de una tijera de podar se corta y se planta en
una nueva maceta,

En el caso de las orquideas simpodiales por ejemplo el género Dendrobium (figura 12), se procede a cortar e
tallo y este se coloca en un recipiente conteniendo sustrato el cual después de un tiempo producira nuevas plantas €n

los entrenudos.



Figura11  Propagacién de una orquidea Monopodial (Vanda sp) por medio de esquejes de tallo.

16
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P . 2 .
ropagacién de una orquidea Simpodial (Dendrobium sp.) por medio de esquejes de tallo.

Figura 12
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C. Propagacion por medio de keikis:

Estos se producen en orquideas tanto simpodiales como

monopodiales pero cominmente se encuentran mas en las primeras, Yy poseen la caracteristica de ser plantas
pequefias que enraizan mientras estan unidas a la planta madre (figura 13). Cuando tienen suficientes raices pueden
ser cortados de la planta madre y transferidos a una maceta. En algunos casos el keiki produce una inflorescencia y si

se tienen los cuidados necesarios se puede separar de la planta madre y sembrar en una nueva maceta sin que la
inflorescencia sufra algln dafio.

a) Dendrobium tipo Phalaenopsis.  b) Pleurothallis sp.

Figura 13 Keikis en dos diferentes géneros de orquideas simpodiales.
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d. Propagacion por division de la planta madre: Las orquideas con crecimiento simpodial pueden
Propagarse de esta manera, el procedimiento consiste en dividir la planta madre. Es importante mencionar que la
planta madre debe de tener mas de seis pseudobulbos. El momento indicado para realizar la divisién es cuando la
planta deja de florecer, pues en este momento es cuando comienzan a emerger los hijos nuevos. Se debe tener una
cuchilla o tijera debidamente esterilizada para podar, con la cual se hace un corte en medio de los pseudobulbos
tercero y cuarto. El corte debe de ser a manera de cortar el rizoma que une dichos pseudobulbos (figura 14). Si la
planta se ha extraido de la maceta se siembran las dos partes en macetas por separado, pero también se puede hacer
el corte estando la planta en la maceta y los pseudobulbos més antiguos se trasladan a una nueva maceta vy el resto

de la planta permanece en la misma maceta.

Figura 14  Procedimiento para la divisién correcta de una orquidea simpodial (Cattleya).

Es importante mencionar que todos los métodos que se describen en los parrafos anteriores son demasiado lentos

Y poco funcionales para la propagacion masiva de las orquideas principalmente para las que poseen valor comercial.
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3.2.2 PROPAGACION in-vitro:

A diferencia de los métodos tradicionales para la propagacion de orquideas surge la propagacién por medio de
la técnica de cultivo de tejidos vegetales, especificamente la micropropagacién, la cual proporciona una serie de
ventajas por medio de las cuales se puede obtener una propagacion masiva de materiales, principalmente orquideas
con alto valor comercial o bien materiales en peligro de extincién. Por este método se obtienen grandes cantidades
de plantas para comercializacién como ornamento y para obtencién extractos de compuestos naturales (metabolitos
secundarios) como en el caso de la vainilla. Es importante mencionar que se pueden propagar materiales

desarrollando una multiplicacién clonal o bien sembrando semilla lo cual permite mantener la variabilidad genética de

determinada especie.

A. Propagacié6n a partir de semiilla:  Las orquideas forman parte de las pocas plantas que se

propagan por medio de cultivo de tejidos utilizando semilla.

En el afio de 1922 desarrollando investigacion en la Universidad de Comell, Louls Knudson (11), logré
demostrar que las semillas de las orquideas pueden germinar /n-vitro si no esta presente el hongo Micorriza para suplir |

las necesidades del embrién rudimentario. Esto lo logrdé incorporando al medio nutritivo artificial una fuente de

carbono, en este caso se emple6 sucrosa. Esta técnica actualmente se conoce como germinacion asimbidtica y en la

actualidad es la base para la Propagacién masiva en la industria de orquideas a nivel mundial.

A este tipo de propagacién también se le puede denominar micropropagacidn sexual de las orquideas y no es |

mas que la siembra de una manera aséptica, de las semillas en un medio de cultivo que permitira mantener la

variacién genética. A diferendia de la propagacién sexual que en condiciones naturales o métodos tradicionales se

obtiene un porcentaje de germinacién cercano al 5%, la propagacién in-vitro permite obtener la germinacién de casi

el 100% de las semillas. Fj método permite propagar materiales hibridos que poseen alto valor comercial, propagar

masivamente materiales que se encuentran en peligro de extincién, con 1o que se obtiene plantas a un menor costo,
lo que evitara que se siga depredando nuestra flora.

a. Siembra de capsula cerrada: Se deben de obtener las capsulas (figura 15) ya sea colectadas en e}

bosque o de colecciones privadas, dicha capsula debe de poseer una madurez de alrededor del 60%, es decir que
adn no ha ocurrido la dehiscencia; la manera mas sencilla de detectarlo es cuando la capsula empieza a cambiar de

color verde a un verde amarillento. Es importante conocer el tiempo que tardan ciertas especies para lograr alcanzar

et o



dicha madurez, lo que facilita que la persona que desarrolle la polinizacién controlada, conozca el momento en que
debe de cosechar la capsula.

Estando la cdpsula cerrada la semilla permanece estéril. Si la cdpsula no se almacena en condiciones
adecuadas la siembra debe de hacerse en breve tiempo, ya que se corre el riesgo de que esta se abra o bien que
pueda existir contaminacion. Si la siembra no se realiza en breve tiempo se pueden almacenar en un recipiente
hermético al cual se le coloca en la base una capa de unos 3 centimetros de Cloruro de Calcio, luego una capa de
algoddén y encima una capa de cartoncillo o cartén delgado, luego de esto se colocan las capsulas debidamente
identificadas y de preferencia colocarlas en tubos de ensayo o frascos pequefios con su debida tapadera (figura 16).

Esto permite prolongar su vida sin que estas se abran y la semilla se contamine al entrar en contacto con el ambiente.

Figura 15 Diferentes tipos de capsulas de la familia orchidaceae.

1) Lycaste skinneri var. Alba  2) Lemboglossum pulchelum. ~ 3) Stellis sp. 4) Encyclia aromatica.
5) Encyclia radiata. 6) Jackiniela gigantea. 7) Encyclia sp.  8) Encyclia baculus

9) Encyclia alata. 10) Lycaste guatemalensis. 11) Lycaste cruenta.
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Figura16  Almacenamiento de cipsulas de orquideas cerradas.
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i. Elaboracién del medio de cultivo: Se preparan las soluciones madre (ver apéndice) evitando que estas
Precipiten y luego se mezclan en un recipiente conteniendo agua destilada estéril o bien agua desmineralizada. En el
Caso del azicar u otros compuestos que se adiciona en cantidades grandes al medio de cultivo, no deben de
prepararse en soluciones madre, sino que en el momento de la preparacidn del medio se pesan y aplican. Luego de
esto se afora al volumen de medio que se desea preparar y se ajusta al pH y por Gltimo se mezcla el agente gelificante
que puede ser agar, Phytagel ®, Gelrite ® o Gelcarin ®. Se procede a calentar el medio para lograr disolver el
agente gelificante, luego de esto se procede a verter el medio en los recipientes de cultivo, luego se tapan para
Proceder a esterilizar el medio con la ayuda de una autoclave de 15 a 20 minutos a 121° Cy 1.1 kg/cm2 de presidn.

El iempo de esterilizacién dependéré del recipiente en el cual se verti6 y del volumen de medio en dicho recipiente.

il. Desinfeccién de la capsula: Se cortan los extremos de la capsula (figura 17) y se lava con detergente para
eliminar cualquier tipo de impureza. Ya en condiciones asépticas, es decir dentro de la cdmara de flujo laminar, se
transfiere a una solucién de etanol al 70% por 30 segundos y luego pasan a una solucién de cloro que va del 2.5 al
15% dependiendo del tamaiio de la cdpsula. Se puede adicionar un agente surfactante como Tween 20 a razén de 2
a 3 gotas por litro de solucién. Se realizan tres lavados con agua destilada estéril para eliminar los residuos del cloro.

Finalmente se realiza un nuevo corte en los extremos para eliminar las partes quemadas por la solucién de cloro.

ili. Siembra de la semilla: Colocar la cdpsula sobre una caja de petri, vidrio o papel debidamente esterilizado,
Y con la ayuda de pinza y bisturi, se realiza un corte longitudinal de la capsula, el cual permite que toda la semilla
quede expuesta, y entonces con la ayuda de una espdtula o bien con un bisturi se procede a tomar la semilla, la cual

se distribuir4 al golpear el Instrumento en la boca del frasco que contiene el medio de cuitivo (figura 17).



- Figura 17  Desinfeccién y siembra de capsula cerrada. a) Corte de pediinculo y verticilos florales. b) Capsula
limpia y lavada con jabdn. c) Etanol al 70% (30 segundos). d) Cloro 2.5 — 15% por 10— 15
minutos. e) Tres lavados en agua destilada estéril. f) Corte de extremos. g) Capsula con los

extremos cortados. h) Cépsula partida longitudinalmente. i) Siembra de la semilla.

Es importante que el frasco empleado sea flameado junto con su respectiva tapa, antes y después de la
siembra de la semilla. Se procede a la identificacion de los recipientes de cultivo en donde se incluye un nimero

correlativo, la fecha de siembra, un cddigo o el nombre de la especie, etc.
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iv. Condiciones de incubacién: Los recipientes son transferidos al drea de incubacién en donde se colocaran
en las estanterias bajo condiciones controladas. La temperatura del cuarto debe ser de aproximadamente 22° C con
un fotoperiodo de 16 horas. Luego de transcurridos 2 6 3 meses de la siembra, comenzaran a germinar las semillas
Y un mes después comenzardn a formarse los protocormos que finalmente daran origen a una nueva planta,

(figura 18 ).

Figura 18 Secuencia de germinacién de la semilla de orquidea. 1) Semiilla con el embrién maduro. 2) Embrion
rompiendo la testa. 3) Embrién desprendido de la testa. 4) Embridn engrosando. 5) Protocormo en

formacién. 6) Protocormo desarrollado. 7) Protocormo con raicillas y cotiledén. 8) Plantula en

desarrollo. 9) Emisién de foliolos y raices. 10) Plantula completa.
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b. Siembra de capsula abierta: Este procedimiento se realiza cuando las capsulas por determinada
circunstancia no pudieron ser almacenadas correctamente o bien maduraron en la planta madre y alli ocurrio la
dehiscencia (figura 19). Si la capsula liberé las semillas éstas también pueden ser almacenadas (figura 20) en

condiciones similares al almacenamiento de las capsulas sin abrir.

Figura 19 Capsula de Oncidium pusilfum mostrando dehiscencia.
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Figura 20 Almacenamiento de semilla de orquideas.

Desde el momento en que la cApsula abre y permite el contacto de las semillas con el ambiente, asumimos que

pueden estar contaminadas con esporas de hongos o bacterias, y de ser sembradas, todos los recipientes resultarian
contaminados. Estas esporas de hongos muchas veces tienen una cubierta resistente a procesos de esterilizacién
utilizando autoclave, y por otro lado las semillas no pueden ser esterilizadas utilizando el mismo procedimiento pues‘.
no sobrevivirian. Debido a esto las semillas deben ser sometidas a un proceso de esterilizacion eficiente para eliminar

las esporas. Se pueden utilizar una gran cantidad de quimicos para la esterilizacion de las semillas pero dentro de
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estos se puede utilizar exitosamente hipoclorito de sodio proveniente de un producto de uso doméstico, de las marcas

comerclales que cominmente encontramos en los supermercados.

i. Elaboracién del medio de cultivo: para la siembra de semilla de capsula abierta se utiliza el mismo medio

de cultivo que para cdpsula cerrada y los procedimientos para lograr elaborario son los mismos que se detallan en & |

inciso anterior.

ii. Desinfeccién de la semilla: (figura 21) debido a que la semilla se encuentra descubierta se puede tomar

una muestra y observarla al estereomicroscoplo, sl el embrién presenta forma redonda (figura 18 -1,23 y 4-), Y
coloracion verde es indicativo del grado de madurez y viabilidad ideal para su siembra. Las semillas se colocan en un

recipiente al cual se le agrega la solucion de cloro comerdial entre el 2 y el 10% v/v por un periodo de tiempo que

P —

puede ser de 3 a 15 minutos; a esta solucién se le debe de aplicar el surfactante Tween 20 a razén de 2 a 3 gotas por
litro de solucién. El porcentaje de cloro y el tiempo de inmersién es variable ya que se debe de tomar en cuenta el

tamafio y luego se debe considerar el tiempo que tiene la cpsula de haber ablerto, para inferir sobre el estado de
contaminadién que esta pueda presentar.

 Las semillas en la selucién deben de ser agitadas para que la desinfeccién sea més efectiva, luego de transcurrido
el tiempo se debe de decantar la solucién con todo y semillas en un embudo al cual previamente se le ha colocado
papel filtro, este proceso se realiza en la campana de flujo laminar. Luego se agrega agua destilada estéril casi al
nivel de la parte alta del embudo con lo que se inicia la limpieza de las semillas de los residuos de cloro, debido a que
las semillas pueden dafiarse o morirse por no eliminar los residuos del desinfectante. Este procedimiento se debe de
repetir por tres veces consecutivas cada vez que el agua aplicada termine de pasar a través del papel filtro colocado

en el embudo, para garantizar que las semillas desinfectadas estén libres de residuos de cloro.

iii. Siembra de la semilla: (figura 21)la semilla se puede sembrar de dos maneras, la primera es utilizando tal |
como en el inciso anterior, una espétula, un bisturi o bien una varilla de vidrio. Se toma un grupo de semillas, que al
contacto con el agua se adhieren facilmente a cualquiera de estos instrumentos y con mucho cuidado se acerca al' 1
medio de cultivo para colocar la semilla sobre la superficie de éste. La otra forma mas comdn es transferir la semilla a

otro recipiente y agregarle un poco de agua destilada estéril y luego con la ayuda de un gotero debidamente
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esterilizado se succionan las semillas en suspension y se van sembrando en a la superficie del medio de cultivo. Se
debe tomar en cuenta el flameo de los recipientes que contienen el medio y sus tapaderas antes y después de hacer
las siembras. Los frascos conteniendo la semilla sembrada deben de identificarse debidamente como se indica en la

metodologia para capsulas cerradas.

-
L3

ok de coro comencal (2 10%)
315 minuos,

Figura 21 Siembra de semilla a partir de capsulas abiertas.
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iv. Condiciones de cﬁltivo: al igual que con la semilla sembrada de capsula cen’ada,; los recipientes son
transferidos al drea de incubacién en donde se colocan en las estanterfas bajo condiciones controladas. La
temperatura del cuarto debe ser de aproximadamente 22° C con un fotoperiodo de 16 horas. El tiempo para la
germinacién de las semiilas es de 2 a 3 meses después de realizada la siembra.

c. Dias a la geminacién: el tiempo que tardan las semillas de orquideas en germinar es variable, y
muchas veces el tiempo varia dentro de un mismo género. En la tabla 1 se detalla el tiempo en dias para la
germinacion de algunas especies e hibridos, asi también el tiempo que debe de transcurrir a partir de la siembra para

que se inicie la formacién de protocormos que den origen a las plantas de orquideas.

Tabla 1 Dias a la germinacién y formacion de protocormos
de semillas en orquideas.

Diasala Dias a la formacion
Especie germinacién de protocormos.
Brassia girundiana 11 58
|Brassia grandifiora 21 60
Chisls sp. 60 62
Encyclia baculus 20 54
Encyclia radiata 12 19
Lacaena sp., 28 75
Lyc.deppei x Anguloa sp. 55 70
Lycaste deppei 56 80
Lycaste guatemalensis 54 70
Lycaste skinneri 42 56
Lycaste skinneri var. Alba 55 60
Maxillaria sp. 30 61
Stanhopea oculata 24 35

Fuente: investigacion personal.

d. Tiempo de maduracién de capsulas: el tiempo que debe de transcurrir para la madurez de una

capsula, es decir para poder cosecharla para su slembra es variable segiin la especie o género de orquidea y puede
ocurrir de 2 a 3 meses como en Pleurothallis o Lephantes o bien hasta 9 meses como en Lycaste skinneri.  En la
Tabla 2 se detallan los periodos de tiempo para madurez de capsulas de algunas especies de orquideas a las cuales se
les ha lievado un control luego de haberse efectuado la polinizacién.
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Tabla 2 Tiempo de cosecha para capsulas de algunas especies
de orquideas, dias después de la polinizacion.

Dias después de

Especie. la polinizacién.
Angraecum sp. 150
Barkeria skinneri 100
Bulbophyllum sp. 90
Calanthe rosea 120
Cattleya skinneri 270
Cattleya aurantiaca 120 - 140
Cymbidium sp. 210 - 270
Cypripedium sp 100 - 110
Dendrobium phalaenopsis 150
Epidendrum sp 120
Laelia sp. 120 - 170
Lephantes spp. 60 - 90
Lycaste guatemalensis 240 - 270
Lycaste skinneri var. Alba 270
Masdevallia sp. 200
Miltonia spectabilis 110
Odontoglossum 210
Oncidium spp. 120 - 210
Paphiopedilum 300
Phalaenopsis sp. 120
Stanhopea 210
Vanda teres 180

Fuente: Instituto Nacional de Aprendizaje de Costa Rica (INA).

B. Propagacién asexual a partir de yemas: el empleo de esta técnica tiene como objetivo obtener
plantas libres de patdgenos principalmente de problemas ocasionados por virus asi como también la propagacion
masiva de ciertos clones de los cuales existen muy pocos materiales y que tienen alto valor comercial o bien que s€
encuentren en peligro de extincién. También se le puede denominar micropropagacién asexual y para poder llevaria a
cabo se deben de utilizar diferentes tipos de explantes dependiendo del tipo de crecimiento que presenten las
orquideas o bien de la complejidad de su propagacion por otros métodos.

La propagacion asexual in-vitro de orquideas ademas de la limpieza y pureza de los materiales, garantiza también

la uniformidad genética.
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Dentro de los explantes empleados para la propagacion de orquideas tenemos las yemas ya sea apicales y/o
laterales, las secciones de nudos, los pedinculos florales, que son los que comunmente se emplean por los
resultados obtenidos en corto tiempo.

a. Propagacién por yemas apicales y/o laterales: La yema constituye un punto de crecimiento
formado por un conjunto de células meristematicas en constante division, situacién que favorece el crecimiento en
corto tiempo. Este tipo de yema se obtiene de un hijo nuevo, y en la base de esta estructura se encontraran yemas
laterales lo que permite obtener varios meristemos para la siembra. Es importante mencionar que si Unicamente se
tiene un ejemplar de la orquidea, no es recomendable la utilizacién de esta técnica porque puede representar el
sacrificar o perder dicha planta. Sl empleamos estd técnica bajo las condiciones estériles recomendadas podemos
llegar a tener grandes cantidades de plantas genéticamente iguales, aunque por la utilizacién de hormonas se puede
inducir a mutaciones. Para garantizar que dichos materiales no presentaran variaciones, se recomienda reproducir
alrededor de 10,000 plantas a partir de un meristemo, como maximo.

i. Desinfeccién: se selecciona un brote o hijo nuevo el cual debe estar sano y vigoroso, con una altura de 3 a
10 cm. y con la ayuda de un cuchillo con bastante filo o blen con un bisturi debidamente desinfectado se debe de
separar el brote de la planta madre realizando un corte lo més cercano posible a la base (figura 22). Si se trata de
una planta en la cual se observa bien el rizoma entonces hacer el corte en éste. S la planta posee hojas grandes,
entonces se procede a eliminar las mismas. El explante se lava con abundante agua y jabon preferiblemente
detergente antibacterial, para luego colocarlo en una solucién de cloro comercial al 10% agregando Tween 20 a razén
de 2 6 3 gotas por litro. Luego se introduce a la camara de flujo laminar y después de transcurridos 10 6 15 minutos
se procede a efectuar un lavado con agua destilada estéril.

Se procede a eliminar dos hojas mas y se vuelve a colocar el explante en una solucién de cloro comercial al 5%
con Tween 20 por un periodo de 5 a 8 minutos y luego de esto se procede a lavar el explante tres veces con agua
destilada estéril. Con la ayuda de un estereoscopio se procede a obtener la yema de aproximadamente 2 mm.

ji. Siembra: Luego de obtener la yema, con la ayuda de una espatula delgada o bien con un bisturi de punta
fina, se procede a la siembra (figura 22) en el medio de cultivo, el cual puede ser el medio basal Murashige & Skoog

o bien un medio recomendado especificamente para la especie o variedad que se esté trabajando.
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iii. Condiciones de cultivo: El material sembrado, luego de ser identificado se transfiere al area de incubacion
en donde permanecera con un fotoperiodo de 16 horas, a una temperatura promedio de 26° C, en donde se llevaran
los controles respectivos. Si el material libera fenoles, se detecta facilmente solo con observar si el material o la parte
del medio de cultivo que estd en contacto con el explante se toma de una coloracién café. Al explante se le debe de

renovar el medio de cultivo hasta que inicie la formacién de yemas laterales, que luego podran ser multiplicadas para

lograr los incrementos deseados.

yema
aplcal.
yema
axdlar.
Figura22  Siembra de yemas de Cymbidium.
b. Propagacion por secciones de nudos: Este tipo de explante se utiliza para la propagacidn del

género Dendrobium. Dicho género presenta dentro de su morfologia pseudobulbos delgados y alargados en los cuales

se pueden observar varios nudos y entrenudos (figura 23). En cada uno de los nudos existe una yema latente 2 cual

puede ser estimulada para obtener de ella muchas plantas mas.
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i. Desinfeccién: Para obtener los explantes se debe de cortar un tallo de aproximadamente 6 a 8 cm. de
longitud, el cual se sumerge en una solucién de fungicida a razén de un gramo por litro. El tratamiento se realiza por
espacio de una hora y luego se procede a realizar un lavado con agua y jabon, de preferencia antibacterial.

El tallo debidamente lavado es introducido a la cAmara de flujo laminar en donde se le hace una inmersién en alcohol
al 70% por 30 segundos, luego se coloca en una solucién de cloro comerclal al 50% por un periodo de 15 minutos.
Luego de transcurrido este tiempo se procede a realizar tres enjuagues con agua destilada estéril.

El material nuevamente es colocado en una solucién desinfectante de cloro comercial al 20% por un periodo de 3
minutos y después se procede nuevamente a realizar tres enjuagues con agua destilada estéril.

ji. Siembra: ya teniendo el‘lallo desinfectado se procede a seccionarlo, las secciones deben tener una longitud
aproximada de 1 a 1.5 cm. las cuales son sembradas en el recipiente conteniendo el medio de cultivo Knop's sin agar
(Cuadro 13A).

Nudos (1-1.5 an)
listos para slembra.

Figura 23  Siembra de nudos de Dendrobium.
iii. Condiciones de cultivo: Ya sembradas las secciones en el medio liquido, los cultivos son transferidos al
rea de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas y una temperatura entre 24y 26° C. Bajo estas condiciones los
cultivos permanecen por cuatro dias y después son transferidos a medio fresco con las mismas caracteristicas pero en

estado sélido en donde permanecen por un lapso de 2 meses, sl dentro de este tiempo se presentan problemas de
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oxidacion se debe de realizar subcultivos a medios frescos . Transcurrido este tiempo, si no existen problemas de
contaminacion los explantes comienzan a formar protocormos, el explante tiene que ser seccionado en cuatro partes
iguales las cuales son sembradas en medio liquido nuevamente por cuatro dias para volver a medio sdlido, en donde
al mes de transferido comienza la induccién multiple de brotes.

C. Propagacién utilizando el pediinculo floral: El grupo de orquideas con crecimiento monopodial
presentan mucho problema para su propagacién por medio de las dos técnicas anteriormente descritas, debido a que
solamente poseen un meristemo apical y su utilizacién implica el sacrificio de la planta madre. Es por eso que se ha
desarrollado otra técnica en el género Phalaenopsis, la cual permite cultivar /n-vitro los pedinculos florales ya sean los

jévenes (figura 24) que auin no han florecido o bien los maduros (figura 25) que han dejado de florecer.

i. Desinfeccién:
a) Pedinculo floral joven: Consiste en un eje floral con 4 6 5 nudos de una planta que todavia no ha empezado

a florecer, la cantidad de nudos se cuentan de la parte superior del escapo hacia abajo. El eje se lava con agua Y
jabén para eliminar cualquier tipo de suciedad superficial, después se introduce a la cdmara de flujo laminar en donde
se coloca en una solucién de alcohol al 70% por 2 6 3 minutos, luego se transfiere a una solucién de cloro comercial
al 20% a la cual se le agregan unas gotas de Tween 20. En esta solucion el tejido permanecera por un periodo de 20
a 25 minutos. Después se realizan tres lavados con agua destilada estéril. Luego el material es cortado en secciones
de aproximadamente 1 cm., ya sean nudos o entrenudos, son colocados en una solucién de cisteina-HCl (100 ma/l)
por 10 minutos para finalmente proceder a la siembra.

b) Pedinculo floral maduro: Consiste en un eje floral en el momento de que ha caido la vltima flor. La parte del
eje que se toma es precisamente la que se encuentra por debajo de la primera flor que se abri¢. En este caso 2
diferencia del pedinculo joven, se utilizan tnicamente los nudos, realizando un corte 2 cm. por debajo y 2 cm. por
arriba de cada nudo. Los segmentos que se obtienen son introducidos a la camara de flujo laminar y colocados en una
solucién de cloro de 10 a 20 % con unas gotas de Tween 20 por 10 6 15 minutos, para luego proceder a realizar
tres lavados vigorosos con agua destilada estéril. Tenlendo el material vegetal debidamente desinfectado se procede
a eliminar los extremos con ayuda de bisturies y pinzas estériles para realizar la siembra.

ii. Siembra: Al obtener los explantes de pedinculos florales jovenes, éstos son sembrados en un medio tiquido

en agitacién constante por cuatro semanas, después son transferidos a medio de cultivo sélido en donde se dara 1
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proliferacién de protocormos, los cuales dan origen a nuevas plantas. Para el caso de pediinculos florales maduros €l
explante es sembrado directamente en el medio sélido y luego de tres meses empezara a formarse una nueva planta @
partir de una yema ubicada en el nudo, la cual se transfiere a un medio para estimular la proliferacion de yemas

laterales y asi obtener mas plantas.

Figura 24 Slembra de ped(inculo floral joven de Phalaenopsis.
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ili. Condiciones de cultivo: independientemente de! tipo de explante utilizado y de las variaciones empleadas

en el medio de cultivo, el material debe de tener un fotoperiodo de 16 horas, una temperatura promedio de 26° C y

una intensidad luminica de 2000 lux.

Planta madre.

AR
Lavados. Lavados. |

A invemadero. Multiplicacién.

Figura 25  Siembra de pedinculo floral maduro de Phalaenopsis.
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C. Medios de Cultivo: Para el cultivo de las orquideas es necesario utilizar un medio de crecimiento
que permita proveer a la planta de los nutrientes basicos, que junto con condiciones ambientales como luz, humedad
relativa y temperatura van a incidir en el éxito del cultivo.

El medio de cultivo esta constituido por una serie de compuestos dentro de los que se incluyen macronutrientes,
micronutrientes, quelatos de hierro, carbohidratos (normalmente sacarosa). Ademas de lo anterior puede adicionarse
al medio compuestos organicos como las vitaminas, aminoéacidos y reguladores de crecimiento los cuales permitiran
que se obtengan mejores resultados con el cultivo.

En la mayoria de los casos se emplea un agente gelificante o material inerte el cual le da la consistencia al medio
de cultivo y a la vez le sirve de sdpo:te al inéculo. El que mds frecuentemente se emplea para este propdsito es agar,
aunque existe una serie de materiales de soporte de marcas comerciales como Phytagel ®, Gelrite ® o Gelcarin ®.

Para tener éxito en los cultivos es muy importante la esterilizacién de dicho medio,

a. Preparacion: Todos los ingredientes que se utilizaran y dependiendo de la férmula a preparar, deben de ser
pesados cuidadosamente con la utilizacién de una balanza de precision, preferiblemente una balanza analitica, luego
se procede a mezclar todos los ingredientes uno por uno para evitar cualquier tipo de reaccién no deseada en el medio
de cultivo. Normalmente al preparar un litro de medio de cultivo se agrega una cantidad de alrededor de 300 a 400
ml de agua destilada, luego se disueiven los compuestos o sales inorganicas, luego las vitaminas, aminoécidos y
reguladores de crecimiento; algunas formulas caseras contemplan la adicién de extractos de algunas frutas como
panano, manzana O tomate. En muchas férmulas desarrolladas a nivel de laboratorio se agrega agua de coco en
cantidades que van desde 100 ml hasta 250 mi por litro de medio. Y finalmente se agrega la sacarosa (2—4 %).

Luego de mezclar todos los compuestos se procede a aforar el medio en un recipiente volumétrico, que

preferentemente
1 - 1.0 N de NaOH y/o 0.01 - 1.0 N de HCI.  Es iImportante que tanto para el ajuste del pH como para las mezclas

sea de alta precisién como un balén de aforar; se ajusta el pH del medio con Ia ayuda de soluciones

0.0
el medio que se esta preparando debe de estar en agitacién. Como Gltimo paso en la elaboracién del

anteriores,
medio de cultivo € procede a a aplicacidn del agente o compuesto de soporte, el agar, y este debe de disolverse en
agitadores con plancha de calentamiento (estufa con agitador). Si no se cuenta con este equipo se puede calentar y
agitar constantemente con una espatula, mientras se calienta hasta llegar a punto de ebullicién para luego ser

distribuido en los reciplentes de cultivo que se utilizardn en forma definitiva para la siembra. No se debe dejar que el
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medio hierva por mucho tiempo, debido a que los compuestos organicos son termolabiles y pueden degradarse y
restarle efectividad al medio.

b. Esterilizacién: El proceso de esterilizacion es variable y depende en gran parte de la cantidad de medio
preparado y del volumen que se coloque en los recipientes de cultivo. Normalmente cuando se utilizan recipientes que
contienen alrededor de 20 m! de medio de cultivo, €l proceso de esterilizacion se realizara en una autoclave u olla de
presién a 1.1 Kg/cm2 por un periodo de 15 a 20 minutos a 121° C. El medio ya estéril puede ser almacenado por un
periodo aproximado de un mes, si se refrigera se puede lograr mas tiempo de vida.

c. Tipos de medio especificos para algunos géneros: Existe una serie de orquideas las cuales poseen
caracteristicas especiales de flor er{ cuanto a su comercializacién, dentro de las cuales se pueden mencionar el color,
tamafio, cantidad de flores, tiempo de duracién después de corte, etc. Esto representa que dichas especies posean un
. alto valor econémico por 1o que es necesario propagarias por métodos asexuales para asi poder mantener dichas
caracteristicas.  Esto representa la utilizacion de diversos tipos de explantes, para lo cual también los medios de
cultivo tendrdén que cumplir otro tipo de requerimientos en cuanto a los componentes o bien presentar ciertas
variaciones, dentro de las cuales puede haber aumento 0 disminucdién de componentes o bien adiciones de otros
compuestos ya sean Inorgénicos o naturales. Es Importante menclonar que asf como existen diferentes tipos de
medios de cultivo para cada tipo de explante, se emplean diferentes medios de cultivo para una misma especie Y
normalmente es el medio de Iniciacién, el de multiplicacion y en algunos casos el de enraizamiento, las diferencias
para cada uno de ellos se detallan en el apéndice.

i. Medios de Cultivo para el género Phalaenopsis spp: El género Phalaenopsis posee un gran nimero de
especies y todas con inflorescencias largas, en algunos casos de aproximadamente 50 centimetros de longitud, con
muchas flores de colores variados y muy vistosos, lo cual justifica su multiplicacién por clonacién.  Para poder
desarrollar su multiplicacién se puede emplear diferentes tipos de explantes y como consecuencia diferentes tipos de
medio.

Para el cultivo de explantes provenlentes de pedinculo floral se emplea una modificacién del medio basal
Murashige & Skoog (Tabla 8), tanto para la fase de Iniclacién como para el medio de multiplicacién, mientras que en

la fase de enraizamiento se utiliza un medio preparado a partir de un fertilizante foliar sintético de uso en

omamentales de interior llamado Hyponex ® [7(N) - 6(P) — 1%(K)]. € cico de propagacién empleando este tipo de
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explante normalmente se realiza en un periodo de 12 meses. Las especificaciones de los medios se detallan en la

tabla 3.

También se pueden cultivar explantes provenientes de porciones de hoja de Phalaenopsis y para esto se puede

utilizar otro tipo de modificacién del medio Murashige & Skoog (Tabla 15).

Tabla 3 Fases del cultivo y modificaciones en el medio para
el cultivo de Phalaenopsis.
Fases del cultivo. |Duracidén. Medio de Cultivo.
Iniciacidn. 1 mes 1/2M &S + 0.5 mg/l de 2,4-D +

3 mg/ide BA + 2 mg/ideKin +

5 mg/t adenina + 200 cc de agua de

. coco + 10 g de manitol + 10 g de

glucosa + 10 de sucrosa.

Multiplicacién. Subcultivos cada |Medio de cultivo igual al de iniciacion
30 dias adicionéndole 8 g de agar.

(méaximo 6)

Enraizamiento. 2 meses Hyponex 2.5 g + carbén activado

1.2g +sacarosa30g + agar8g +

vitaminas (M & S).

Nota: el ciclo total de cultivo es de 12 meses.

Fuente: Instituto Naclonal de Aprendizaje, (INA), Costa Rica.

ii. Medios de Cultivo para el género Dendrobium spp: E| género Dendrobium posee también una gran
diversidad de plantas con diferentes tipos de inflorescencia. Especificamente Dendrobium tipo Phalaenopsis, posee
inflorescencias alargadas de aproximadamente 50 centimetros y son muy cotizadas para flor de corte en la confeccién
de arreglos florales, es por eso que en paises como Tailandla se propagan grandes cantidades por medio del cultivo
de tejidos vegetales.

para el cultivo de este género se emplean diferentes tipos de explantes y como consecuencia diferentes tipos de

medio de cultivo. Para el cultivo de explantes de brotes vegetativos se emplea una modificacién del medio de cultivo
de Vacin y Went (1949), al cual se le agregan 150 mi de agua de coco y 20 gramos de sacarosa (Tabla 10). Para la
siembra de ejes florales jévenes se puede utilizar un medio resultante de la modificacién del medio basal Murashige &
Skoog al 50%, al cual se le adiciona 0.5 mg de 2,4-D, 3.0 mg de BAP, 2.0 mg de cinetina y 5.0 mg de adenina asf

como 200 mi de agua de coco y 10 gramos de cada uno de los siguientes compuestos: manitol, glucosa y sacarosa.
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Para la siembra de nudos de este tipo de orquidea se emplea el medio de cultivo Knop’s (Tabla 16) al que se le
adicionan 2.0 mg de BAP por litro y 20 gramos de aztcar.

En el caso de brotes vegetativos y de explantes de ejes florales, el medio de cultivo es liquido y los explantes se dejan
cultivando en agitacion por un perfodo de 45 dias, tiempo durante el cual se formara una masa verde, y a los tres
meses de efectuada la siembra se observara la formaddén de protocormos. Luego de este tiempo el material se
subcultiva por periodos de 6 semanas, el proceso es mucho mas exitoso si se multiplican los tejidos que aun no
presentan hojas bien formadas, o bien si los explantes con estas caracteristicas son cortados longitudinalmente. A
diferencia de los explantes anteriores, los nudos son sembrados en medio solido, introduciendo la mitad del explante
en el medio de cultivo, en donde l;s yemas comienzan a emerger después de 4 éemanas y las plantas se desarrollan
aproximadamente a los 45 dias, para luego enralzar en aproximadamente 2 semanas mas. Existen otros medios de
cultivo empleados por el Instituto Nacional de Aprendizaje de Costa Rica, los cuales se emplean para cultivo de nudos,
tallos florales jovenes y para yemas, los cuales se detallan en el apéndice (Tablas 12, 13 y 14 respectivamente).

iii. Medios de Cultivo para el género Cattleya spp: Este género es uno de los mas variados en cuanto a
especies y variedades, con inflorescendas cortas con flores grandes y en variados y llamativos colores. Este es uno
de los géneros mds Importantes en lo que a flor de corte se reflere y debldo a esto se han desarrollado muchas formas
y medios para su propagacién clonal y dentro de estas tenemos las siguientes:

Para la siembra de yemas de Cattieya se emplea el medio de cultivo Lindemann et-al, 1970 (Tabla 6), para e
primer estado se slembra el explante en medio liquido contentendo 0.1 mg de ANA, 0.2 mg de cinetina, 150 m! de
agua de coco y 0.5 gramos de sacarosa, esto por un periodo aproximado de 2 meses en un agitador orbital. El
explante ya engrosado se transfiere al mismo tipo de medio con 0.18 mg de ANA, 0.35 mg de 4cido giberélico, 0.22
mg de dnetina, de 50 a 150 ml de agua de coco, 100 mg de caselna hidrolizada y 20 gr de sacarosa, en donde
comienza la proliferacién de protocormos y callo. Se reallzan los subcultivos cada 2 6 3 meses para alcanzar un buen
nimero de plantas para luego ser transferidos a medio de cultivo Knudson C (Tabla 5), medio en el cual se iniciara el
enraizamiento después de dos semanas.

Otras alternativas de propagacién Induyen el cultivo de yemas pero utilizando otros medios de cultivo y dentro de
estos podemos mencionar los medios de Reinert and Mohr, 1967 (Tabla 9); Vacin and Went, 1949 (Tabla 10);
Knudson C modificado (Tabla 5) y Morel, 1965 (Tabla 7).  En los primeros dos medios después de la desinfeccion del

e
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explante se siembra en medio liquido en donde el meristemo se desarrollara entre 3 a 8 semanas y se forma callo 0
bien protocormos, los cuales son transferidos a un medio sélido y después de 3 6 5 semanas inicia la proliferacién de
protocormos. Es importante mencionar que dichos protocormos producen raices, por lo que no es necesario utilizar
algiin medio de cultivo espedial péra el enraizamiento de dichos explantes. Para los medios Knudson y Morel, el
explante se siembra directamente en un medio sélido, en donde después de 2 meses comenzara a proliferar tejido
verde, el cual dara origen a protocormos, los cuales se convertiran en plantas.

Para la siembra de porciones basales de hojas de Cattleya, se utiliza el medio Champagnat, Morel & Mounetou,
1970 (Tabla 4), suplementado con 1.0 mg de cinetina, 20.0 gr de sacarosa y 8 gr de agar, en dicho medio
comienzan a proliferar pmlsooonnos los cuales darén origen a nuevas plantas. Este mismo medio puede utilizarse sin
agar para la slembra de dpices de hojas, las cuales al mantenerse en agitacién constante produciran una masa de
tejido después de 10 6 15 ser;léhas de donde se originardn protocormos, que luego se transfieren a un medio de
cultivo Knudson C para la formadon de plantas.

Existe otro gran nimero de medios de cultivo utilizados para Cattleya (Arditti, 1974) pero los que se utilizan con
mas frecuenda son los mencionados anteriormente.

iv. Medios de Cultivo para el género Cymbidium: Esta fue la primera orquidea propagada a partir de
meristemos (Morel, 1960) y al igual que los géneros antes menclonados poseen una gran variabliidad en cuanto @
color y tamafio. Existen varios medios de cultivo, los cuales se emplean para propagacién, pero se utilizan
basicamente para la propagacién de yemas obtenidas de pseudobulbos jévenes que empiezan a crecer. Dentro de 0
medios que se utilizan con mas frecuencia se encuentra Vacin & Went, 1949, suplementado con 20 gr de sacarosa ¥
16 gr de agar; Wimber, 1963 (Tabla 11), suplementado con 2 gr de triptona y 20 gr de sacarosa.

Después de sembrado el material y transcurridas de 6 a 8 semanas, comlenzan a formarse los protocormos, 108
cuales pueden ser subcultivados ya sea enteros o bien seccionandolos. Los primeros al ser colocados en medio fresco
comienzan a formar primordios y raices, mientras que los otros siguen multiplicindose. Si no son alterados 05
protocormos darén origen a nuevas plantulas después de transcurridos 2 V2 meses.

D. Transp!ahte o Subcultivo de orquideas: Se define como la transferencia de las plantulas deé
orquideas de un ambiente con una densidad alta (figura 26) en un medio nutritivo agotado en el cual existe

competencia por alimentos y espacio, a otro medio fresco o nuevo en el cual se disminuye la cantidad de plantas en el
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espacio disponible para la siembra. Para los subcultivos se necesita utilizar pinzas o espatulas que permitan la
dispersion o siembra del material en el medio nuevo. En el caso de los protocormos, se debe de tomar en cuenta de
que son muy susceptibles a la manipulacion, por lo que es necesario esperar a que se diferencien un poco para que
sean mas manejables con los instrumentos empleados para su transplante. Una de las consideraciones que se deben
de tomar en cuenta es que las plantulas o bien los protocormos que se empiezan a diferenciar son muy pequefios, en
el momento en que se desarrolla el transplante creceran en el medio fresco, por lo que se deben sembrar a una
densidad tal que en el momento de crecer no permita que exista mucha competencia que obligue a realizar nuevos

subcultivos muy frecuentes.

a) Miltonia hibrido. b) Gattleya guatemalensis.

Figura 26  Frascos con alta densidad de plantas listas para ser subcultivadas.

Es importante mencionar que el tiempo entre cada subcultivo es variable y depende en gran parte del género, la
especie o la variedad, y se tiene un rango que va de 6 semanas a 3 meses. Después de realizar 3 6 4 subcultivos Y
cuando las plantulas estan grandes, la densidad sera de aproximadamente 10 6 15 plantas por frasco de cultivo de
100 ml de capacidad o bien de 20 6 30 plantas por erlenmeyer de 500 ml.

El proceso del trasplante o subcultivo de orquideas consta de varios pasos que se describen a continuacion
(figura 27): Primero se toma uno de los recipientes que contienen las plantas o protocormos a transferir ¥
debidamente desinfectado se introduce a la camara de flujo laminar. De la misma manera se introducen los frascos
conteniendo medio fresco debidamente esterilizado. (Se flamea la parte superior del frasco luego se destapa Y S€

procede a flamear también la tapadera y la boca de dicho recipiente para luego con la ayuda de instrumentos (pinza




y/o espatula) esterilizados se extraen las plantulas. gi es necesario se realiza la separacion de los grupos de
plantulas, todo esto se realiza sobre una superficie estéri| que puede ser una caja de petri, un blogue de vidrio o bien
hojas de papel. Es importante mencionar que si en el gypo de plantulas que se extraen, se observan plantas con
malformaciones o bien amarillentas, éstas se deben de gliminar, debido a que normalmente estos materiales al ser
sembrados tienen la tendencia a morir y liberar fenoles lps cuales pueden afectar el crecimiento de las plantas que
estén sanas.

Sigulendo el mismo procedimiento de flameo para log frascos con medlo fresco, se procede entonces a transferir
o subcultivar las orquideas, dependiendo del desarrolly, en grupos o plantas individuales. Las plantulas en el
momento de ser transferidas, :det;en de quedar ligeramente sumergidas en el medio de cultivo y a la vez distribuidas
homogéneamente dentro de la superficie del medio que sa tiene disponible para la transferencia. Por ditimo, cuando
tenemos las plantas ya sembradas, flameamos nuevamente la boca y la tapadera del recipiente para luego proceder a
sellarfo. Se identifica correctamente ya sea individualmente o por lotes y luego son trasladados al area de incubacion
para esperar ya sea el préximo subcultivo o bien el desarrgjio de las plantas para su transplante final a condiclones de
invemadero.

E. Oxidacién de Tejidos: Tanto en la fase de iniciacién como en la fase de multiplicacién o subcultivos
de las orquideas, existe el riesgo de oxidacién como proqucto de la liberacién de derivados de fenoles y polifenoles
por el explante, y éstos al acumularse en el medio de cultivo pueden llegar a intoxicar las plantas provocando la
pérdida del material, por lo que se recomienda que si esta situacidn se presenta, tomar alguna de las siguientes
medidas:

a. Adicionar carbén activado: a razén de 0.5 - 1 g por litro de medio.

b. Adicionar un agente antioxidante asf:

- L-Cisteina a razén de 1 — 2 mg por litrq de medio.

- Acido ascdrbico a razén de 5 — 10 mg por litro de medio.

- Acido citrico a razén de 5 — 10 mg por litro de medio.
c. Utilizar medio liquido en agitacién constante.

d. Utilizar medio liquido con puentes de papel filtro.



45

Frasco con plantulas por Uariéplantan

f i

Frasco con medio fresco.

Frasco con plantulas transplantadas.

Figura 27 Transplante o subcultivo de orquideas
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F. Enraizamiento de plantas in-vitro: Normalmente todas las orquideas al ser cultivadas en el
laboratorio producen inicialmente pequeiias raicillas, las cuales luego se convertirdn en raices que permitirdn que las
plantas estén listas en determinado momento para ser transplantadas a condiciones de invemadero. Es importante
mencionar que en casos muy aislados existe el problema de que algunas especies o variedades presentan problemas a
la hora de enraizar.

Cuando empleamos inicialmente semillas, los protocormos producen raices por arriba de un 90%. Debido a la
cantidad de semillas que germinan, el material que no llegase a enraizar se puede desechar, mientras que cuando
utilizamos un explante inicial diferente, es decir vegetativo, el nimero de protocormos obtenidos serd mucho menor
el nimero de plantas que se obtienen, y se deben de abrovechar todas los que se obtengan. Es por eso que si no
enraizan se pueden transferir a un medio de cultivo suplementado con agua de coco como Knudson C modificado, en

dicho medio los explantes enraizaran debido a la gran cantidad de compuestos orgéanicos (aminoacidos, vitaminas,

hormonas, etc.) que presenta el agua de coco.

G Transplante a condiciones de invernadero: La adaptacién de las plantas a estas condiciones es
el punto que marca el éxito de la micropropagadén de orquideas, debido a que el buen manejo que se les
D ione en esta etapa, dard como resultado el alto grado de supervivendia de las plantas y los costos seran bajos.

Un punto muy importante a conslderar esta dado por las diferencias que existen entre plantas propagadas por los
métodos tradicionales y las plantas producidas por micropropagacién.

Dentro de las principales caracteristicas de las plantas obtenidas in-vitro estan:

e El cultivo /n-vitro se desarrolla bajo condiclones asépticas.

e Las condiciones de cultivo durante la propagacion son controladas (temperatura, humedad relativa y luz).

e Es necesario durante el proceso proporcionar una fuente de carbono exdgena debido al crecimiento
heterotréfico de las plantas.

» La humedad relativa en la que se desarrollan es alta (cerca del 100%).

s Presentan células en las hofas con grandes espacios Intercelulares y la presencia de estomas es baja.
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e La fotosintesis se da en condiciones anormales.

e Normalmente la cuticula se encuentra disminuida o ausente.

Cuando las plantas van a ser sembradas en invemadero es deseable que tengan una altura aproximada de 5 6 6
centimetros y aproximadamente 3 6 mas raices. En la mayoria de las ocasiones es preferible realizar un proceso de
dimatizacion la cual consiste en colocar los frascos conteniendo el material vegetal en el invernadero por un periodo
de 2 6 3 semanas. Los factores que mdas afectan el crecimiento de las plantas al momento de la aclimatacién son la
humedad relativa, la temperatura, la iluminacién y la estadén del afio.

a. Mexcla de Sustrato: El sustrato a utliizar en el Invemadero no es el que comiinmente se emplea para la
siembra de las orquideas adultas y debe ser especialmente preparado para el efecto. Existen diferentes tipos de

mezclas de sustrato, las mas utilizadas son las siguientes:

Mezcla de sustrato Proporcién de Mezcla
Turba : Carbdn vegetal : Arena pémez 1:1:1
Sphagnum : Chipe : Arena pdmez 1:1:1
Sphagnum : Duroport (estereofdn) : Fibra de coco 2:1:1

Corteza de encino : arena 31

Es importante que los componentes de la mezcla a utilizarse deben de ser pasados por un tamiz. Por ejemplo en
el caso de la corteza de encino se debe utilizar un tamiz de % de pulgada. En el caso de la arena pémez debe de
utilizarse un didmetro aproximado de 2 a 3 mm y el carbén debe de ser granulado.

Si los componentes de la mezcla no estan desinfectados se pueden esterilizar utilizando vapor hiimedo, exposicion
directa a los rayos del sol o bien aplicando algiin compuesto guimico.

La mezcla preparada y debidamente esterilizada debe colocarse en los recipientes (macetas, bandejas, bolsas),
debe de tener la capacidad de mantener la humedad, pero no debe de compactarse mucho para evitar problemas por
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mal drenaje o aireacion. Es importante agregar inicialmente a los recipientes material de drenaje a 1/3 de su
profundidad y luego se agrega el sustrato llenando hasta dejar libre entre 1 %2 y 3 cm al borde del recipiente.

Si es segunda vez que los recipientes se van a utilizar se pueden desinfectar por inmersién en una solucién de
cloro comercial al 10% por un ben'odo de 10 6 15 minutos.

b. Siembra de las orquideas: Para la siembra se procede a la extraccién de las plantas con la ayuda de una
pinza y se colocan en un recipiente con agua a temperatura ambiente; se eliminan los residuos de medio de cultivo
con agitacién y si estan muy adheridos se utiliza una pinza o bien una espétula pequefia. Las plantas se dlasifican por
tamafio y luego los grupos son sumergidos en una solucién de fungicida (Dithane ®, Benlate ®,) a razén de 1 a 2
gramos por litro de solucién por 2 6 3 minutos. Con la ayuda de una pinza o una espétula se hace un pequefio agujero
en el sustrato con un tamafio similar al del sistema radicular y se siembran las plantas para luego presionar
suavemente el sustrato alrededor de las raices. Es importante que mientras se esta realizando la siembra con un
" atomizador se debe aplicar agua para evitar el dafio por deshidratacién. Se debe de identificar cada uno de los
reciplentes (fécha, especie, nimero de plantas, etc.) para luego ser transferidos al invernadero.

c. Ferﬁlizécién: Luego de tener los materiales ordenados en el invernadero se realiza una fertilizacién leve con
Peters ® [20(N) — 20(P) ~ 20(K)+Elementos menores] a razén de 15 gramos por galén y luego se sigue fertilizando
cada S dias, Incrementando el fertilizante en 2.gramos por cada fertilizacién hasta establecer una aplicacién de 42
gramos de fertilizante por galén. A partir de este momento la fertilizacién debe de realizarse cada 15 dias. En
ocasiones se coloca un techo extra de saran para mantener alta la humedad relativa.

d. Riego: El riego debe de realizarse de preferencia con nebulizadores y el tiempo en intervalos depende de

cada una de las especies.
e. Aclimatizacién: Inicialmente las plantas deben ser sembradas en macetas comunales (figura 27 a), es decir

se slembran un gran numero de ellas en una sola maceta y conforme transcurre el tiempo las plantas desarrollaran y -

el espado en el que estdn sembradas serd insuficiente, por lo que deben de ser trasladadas a recipientes individuales
(figura 27 b), un poco mas grandes.

Tomando en cuenta los géneros o especies que se propagan in-vilro, se pueden obtener plantas floreciendo a los
dos afios como en Phalaenopsis (figura 28 b) o bien a los 6 afios como en Cattleya.
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Cﬁando se necesitan aclimatar plantas con mucha urgencia, pero estas aun no han formado raices con un
tamafio aceptable para ser adaptadas a condiciones de invernadero, se pueden sacar a invernadero y si se cumple con
el programa de fertilizacion estas se adaptarén y las raices desarrollardn (enraizamiento ex-vitro). La caracteristica
ideal es que la planta posea al menos 3 raices de aproximadamente 2.5 cm vy determinada altura para poder ser
aclimatada. Si las plantas se sacan con raices muy pequefias pueden ser causa de pérdida de algunas plantas por lo

que es preferible tener bastante paciencia y esperar a tener un buen desarrollo del sistema radicular.

L
£

b

P v GBS

a) Maceta comunal con plantas de Brassia sp.

S
g

b) Bandeja con plantas de Phalaenopsis en pilones individuales.

Figura 28  Orquideas en diferentes fases de invernadero.
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b) Plantas de Phalaenopsis floreciendo después de 2

afnos en invernadero.

Figura 29 Transplante de Phalaenopsis a macetas individuales.
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IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:
Elaborar un manual de propagacin de orquideas por medio de cultivo de tejidos, el cual permita en un futuro su

propagacién masiva, asi mismo su rescate de una inminente extincion.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO:

Describir las principales metodologias para la propagacion de orquideas por medio de cultivo de tejidos.
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5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7
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V. CONCLUSIONES

La familia Orchidaceae al igual que un sinnimero de plantas, se encuentran en la actualidad en peligro de

desaparecer debido a extracciones inmoderadas y a los niveles de deforestacion que se tienen a nivel nacional.

La propagacién de las orquideas por métodos tradiclonales, tanto sexuales como asexuales es una tarea que se
lleva a cabo de una forma bastante lenta y permiten que un lapso grande de tiempo se obtenga una cantidad

muy reducida de plantas.

El cultivo de tejidos vegetales, es una altemativa para la propagacién masiva de las orquideas. Lo que permite

que en un periodo de reducido tiempo se pueda obtener un gran nimero de plantas.

La utilizacién de las capsulas como explante inicial para la propagacién masiva de las orquideas, es decir la

micropropagacion sexual, pérmite mantener la variabilidad genética de las especies por propagar.
La utilizacién de la cépsula cerrada para siembra de semilla, ayuda a bajar los niveles de contaminacién.

Cuando la semilla presenta el embrién redondo y de color verde, es el momento adecuado para la siembra de la

semilla de las orquideas, debido a que el proceso de germinacién es mucho mas rapido.

La mayoria de especies sembradas a partir de semilla, germinan y desarrollan sin ningun problema en el medio

de cultivo Knudson C modificado.

La micropropagacion asexual, es una hemramienta importante para la clonacién de orquideas que poseen

caracteristicas especiales en cuanto a color, tamafio, forma, etc.
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VI. RECOMENDACIONES

La utilizacién de las metodologias de propagacion de orquideas por medio de cultivo de tejidos vegetales, se

pueden emplear para propagar masivamente las orquideas y rescatarlas de su inminente extincién.

Utilizar la siembra de semilla de las orquideas para fines de conservacién de germoplasma.

En el momento de la siembra de orquideas a partir de semilla, es importante observar la sanidad supetficial de la

capsula asi como también es preferible que se mantenga cerrada, sin haber liberado sus semillas.

En la micropropagacion asexual se deben tomar en consideracién los procesos de desinfeccién de explantes para

tener éxito en el establecimiento de la especie bajo condiciones de laboratorio.

Al igual que Hyponex ®, realizar ensayos con abonos foliares sintéticos, para la propagacion de orquideas,

para que en un momento dado se puedan redudir los COStos.
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VIII.- APENDICE



Tabla 4A. Medio de Cultivo para porciones basales de hojas (Champagnat, Morel
& Mounetou, 1,970)

Componente Cantidad a agregar por litro de medio
Macroelementos:
Sulfato de amonio (NH4)2504 1gr
[Cloruro de potasio, KCl 1gr
Sulfato de magnesio, MgS04.7H20 125 mg
Nitrato de calcio, Ca(NO3).4H20 500 mg
Fosfato de Potasio, KH2PO4 125 mg
Microelementos:
Sulfato de zinc, ZnS04.7H20 1mg
Sulfato de manganeso, MnS04.4H20 0.010 mg
Sulfato de cobre, CuS04.5H20 0.030 mg
Cloruro de aluminio, AICI3 .. . 0.030 mg
Cloruro de niquel, . NiC12.6H20™ K 0.030mg
Ioduro de %tasiofc: K ' 0.010 mg .
Cloruroféirico,. Fe(13.6H20" -- 1 mg
Hormonas:
Cinetina 1mg_
Aziicar:
Sacarosa 20 gr
Solidificante:
Agar 8gr

Fuente: Arditti, Joseph. 1,977.

58

EE-X |



59

Tabla 5A. Medio de Cultivo Knudson C (1,946) !
Componente Cantidad a agregar por litro de medio |

Macroelementos: ?i
Sulfato de amonio (NH4)2S04 500 mg ;
Sulfato de magnesio, MgS04.7H20 250 mg
Nitrato de calcio, Ca(N0O3).4H20 1gr |
Fosfato de potasio, KH2PO4 250 mg !

i Sulfato ferroso FeS04.7H20 278mg

i Na:EDTA 37.3mg

T Microelementos:

§ Sulfato de zinc, ZnS04.7H20 033i1mg

[ Sulfato de manganeso, MnS04.4H20 7.5 mg

P Sulfato cliprico anhidro, CuSO4. 0.040 mg

| Acido bérico H3BO3 0.056 mg

{ Acido molibdico, Mo03 0.016 mg

| Hormonas:

" ninguna

r Azacar:

i Sacarosa 20 gr
Solidificante: .
Agar 8gr

Fuente: Arditti, Joseph. 1,977.

Nota: El medio Knudson C modificado a diferencia del anterior (nicamente se le agregan 100 ml

de agua de coco.




Tabla 6A. Medio de Cultivo Lmdemann para meristemos de glezg

Componente Cant:dad a agregar por Intro de medio
Macroelementos: I
Sulfato de amonio (NH4)2S04 1gr
Cloruro de potasio, KCl 1050 mg
Sulfato de magnesio, MgS04.7H20 120 mg
Nitrato de calcio, Ca(NO3).4H20 500 mg
Fosfato de potasio, KH2PO4 135 mg
Citrato de hierro, FeCeHs07.3H20 54mg
Microelementos:
Sulfato de zinc, ZnS04.7H20 0.565mg
Sulfato de manganeso, MnS04.4H20 ._0.068 mg
Sulfato de cobre, CuS04.5H20 0.019 mg _
" [Cloruro de aluminio, AlCI3 0.031 mg_
Cloruro de niquel, NiCl2.6H20 0.017 mg
Toduro de potasio,  KI 0.099 mg
Acido borico, H3BO3 1.014 mg
Hormonas:
ANA 0.1 mg
Cinetina 0.2 mg
Aziicar: -
Sacarosa 20 gr
Solidificante:
Agar 0.50 ar
Otros:
|Agua de coco 150 mi

Fuente: Arditti, Joseph. 1,977.



Tabla 7A. Medio de cultivo Morel (1,965)
Componente Cantidad a agregar por litro de medio

Macroelementos:

Sulfato de amonio (NH4)2S04 igr

Sulfato de magnesio, MgS04.7H20 250 mg

Nitrato de calcio, Ca(NO3).4H20 500 mg

Fosfato de potasio, KH2PO4 250 mg

Sulfato ferroso FeS04.7H20 25mg

Nitrato de amonio, NH4NO3 500 mg

Cloruro de potasio, KCI 250

Microelementos: :

Sulfato de manganeso, MnS04.4H2 _7.5mg

Hormonas:

ninguna

Azdcar:

Sacarosa 20gr

Solidificante:

Agar 8- 169!

Fuente: Arditti, Joseph. 1,977.
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Tabla 8A. Medio de Cultivo Murashige & Skoog (1,962)
Componente Cantidad a agregar por litro de medio

Macroelementos:
Nitrato de amonio, NH4NO3 1650 mg
Nitrato de potasio, KNO3 1900 mg
Cloruro de calcio, CaCl2.2H20 440 mg
Sulfato de magnesio, MgS04.7H20 370 mg
Fosfate de potasio, KH2PO4 170 mg
Microelementos:
Sulfato de zinc, ZnS04.7H20 8.6 mg
Sulfato de manganeso, MnS04.4H20 16.9 mg
Sulfato de cobre, CuS04.5H20 0.025 mg
Acido borico. H3BO3 6.18 m
Ioduro de potasio, KI 0.83 mg
Molibdato de sodio, NaMo04.2H20 0.24 m
Cloruro de cobaito, CoCl2.6H20 0.024 mg
Hierro:
Sulfato férrico, Fe2(S04)3 27.8 mg
Na2EDTA 37.2- $g
oo 4
Vitaminas:
Tiamina HCI 0.1 mg
Acido nicotinico 0.5 mg
Piridoxina HCI 0.5m
Myo-inositol 100 mg
Aminoacidos:
Glicina 2.0 mg
Hormomnas:
IBA 1.75 mg
ANA 1.75 mg
Azicar:
Sacarosa 15-30gr
Solidificante:
Agar 6 gr
Otros
Acido citrico 150 mg

Fuente: Hurtado y Merino 1,391.
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Tabla 9A. Medio de Cultivo para yemas laterales de Cattleya (Reinert and

Mohr, 1,967)

Componente Cantidad a agregar por litro de medio
Macroeiementos:
Sulfato de amonio (NH4)2S04 400 mg
Cloruro de potasio, KCi 300 mg
Sulfato de magnesio, MgS04.7H20 400 mg
Nitrato de calcio, Ca(NO3).4H20 1000 mg
Fosfato de potasio, KH2PO4 250 mg
Microelementos:
Sulfato de zinc, ZnS04.7H20 0.03 mg
Sulfato de manganeso, MnS04.4H2 7.5mg
Sulfato de cobre, CuS04.5H20 0.001 mg_
Acido bérico. H3BO3 0.030 mg
Hierro: 07
Sulfato férrico, Fe2(S04)3 0.70mg
Na2EDTA 22.40 mg
Vitaminas:
Tiamina HCI 0.1 mg
Acido nicotinico 0.5 mg
Piridoxina HCI 365 m
Myo-inositol 0 mg
Aminoacidos: 50
Glicina VMg
Hor nas:
1BA o 1.75 mg_
Cinetina 1.0 mg
Azacar:
Sacarosa 15 - 30 gr
Solidificante: 3
Agar &
Otros
Acido citrico 150 mg

Fuente: Arditti, Joseph. 1,977.
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Tabla 10A. Medio Modificado para el Cultivo de explantes de brotes

vegetativos de Dendrobium y Cattleya (Vacin y Went 1,949)
Comp-;nente Cantidad a agregar por litro de medio
Macroelementos:
Trifosfato de calcio, Ca3(P04)2 200 mg
Nitrato de potasio, KNO3 525 mg
Sulfato de magnesio, MgS04.7H20 250 mg
Fosfato de potasio, KH2PO4 250 mg
Sulfato de amonio, (NH4)2504 500 mg
Tartarato férrico, Fe2(C4H406)3 28 mg
Sulfato de manganeso, MnS04.4H20 7.5 mg
Hormonas:
[ninguna 1 mg
Azucar:
Sacarosa 20 gr
Solidificante:
Agar 9 gr
Otros:
|Agua de coco 250 ml

Fuente: Arditti, Joseph. 1,977.




Tabla 11A. Medio de Cultivo para meristemos de Cymbidium

(Wimber, 1,963) _ _
Componente Cantidad a agregar por litro de medio
Macroelementos:
Fosfato dicalcico, CaHPO4 200 mg
Nitrato de potasio, KNO3 525 mg
Sulfato de magnesio, MgSQ04.7H20 250 mg
Fosfato de potasio, KH2PO4 250 mg_
Sulfato de amonio, (NH4)2S04 500 mg
Hierro:
Tartarato ferrico, Fe2(CaH406)3 300 mg
Azacar:
Sacarosa 20 gr
Otros:
Tryptona 2gr

Fuente: Arditti, Joseph.

1,977.
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Tabla 12A.

Medio de Cultivo para nudo de Dendrobium

Co‘inponente

Cantidad a agregar por litro de medio
Nitrato de calcio, Ca(NO3).4H20 500 mg
Nitrato de potasio, KNO3 125 mg
Sulfato de magnesio, MgS04.7H20 125 mg
Fosfato de potasio, KH2P0O4 125 mg
Citrato de hierro, FeC6H507.3H20 10m
Acido borico, H3BO3 0.056 m
Cloruro de manganeso, MnCl2.4H20 0.036 mg _
Cloruro de zinc, ZnCl2 0.152 mg_
Cloruro de cobatito, CoCl2 0.02 m
Cloruro de cobre, CuCi2.2H20 0.054 m
Molibdato de sodio, Na2Mn04.2H20 0.025 mg
Cloruro férrico, FeCl3.6H20 0.5 mg_
Na2EDTA 0.8 mg
Tiamina HCl 0.4 mg
BAP 2.0 mg
Azucar 20 gr
|Agar 13 gr

Fuente: Instituto Nacional de Aprendizaje C.R.

Tabla 13A. Medio para tallos florales jévenes de Dendrobium,
Componente Cantidad a aw

MS al 50%

2, 4-D T

BAP 3.0m

Cinetina 50 mg

Sulfato de adenina s

|Agua de coco 200@3_

Mannitol ML

Glucosa Togr

Sacarosa T

Agar 8gar

Fuente: Instituto Nacional de Aprendizaje C.R.
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Tabla 14A. Medio para yemas de Dendrobium.
Componente Cantidad a agregar por litro de medio

Ca3(P04)2 200 mg

KNO3 525 mg

KH2PO4 250 mg

[MgS04.7H20 250 mg

(NH4)2S04 500 mg

Fe(CaH406)3 28 mg

MnS04.4H20 7.5 mg

Azucar 20 gr

|Agua de coco 150 mi

Fuente: Instituto Nacional de Aprendizaje C.R.

Tabla 15A. Medio para cultivo de hoja de Phalaenopsi.
Componente Cantidad a agregar por litro de medio

MS al 75%

ANA 1.0 mg

BAP 10.0mg

Sulfato de adenina 10.0mg

GA3 1.0mg

Azucar 20 gr

Agua de coco 200 ml

|Agar 6.5gr

Fuente: Instituto Nacional de Aprendizaje C.R.
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Tabla 16A. Medio de Cultivo Knop's modificado para el cultivo de
secciones de nudos de Dendrobium.

Componente Cantidad a agregar por litro de medio
Macroelementos:
Nitrato de potasio KNO3 125 mg
Sulfato de magnesio, MgS04.7H20 125 mg
Nitrato de calcio, Ca(NO3).4H20 500 mg
Fosfato de potasio, KH2PO4 125 mg
Hierro
Citrato férrico, FeCeH507.3H20 10 mg
Na2EDTA 0.8 mg
Microelementos:
Cloruro de zinc, ZnCl2 0.152 mg
Cloruro de manganeso, MnCi2.4H20 0.036 mg__
Sulfato de cobre, CuS04.5H20 0.030 mg
Cloruro de cobalto, CoCl2 0.02 mg
Cloruro de cobre, CuCi2.2H20 0.054 mg_
Cloruro férrico, FeCl3.6H20 0.5mg
Molibdato de sodio, NaM004.2H20 0.025 mg _
Acido bérico H3BO3 0.56 mg
Hormonas:
Acido trans-cinamico 1.5 mg
6-Bencilaminopurina 20mg
Vitaminas
Tiamina-HCl 0.4 mg
Azucar:
Sacarosa 20 gr
Solidificante:
Agar 13 gr

Fuente: Arditti, Joseph. 1,977.
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Procedimiento para la preparacién de medios de cultivo
. . 1R do
La preparacion de los medios de cultivo es un proceso que debe llevarse a cabo minuciosamente. Utilizan
' 4 . ’ i k
como base el medio de cultivo mas comdn para micropropagacién es dedir el medio basico M&S o Murashige & Skoog,

a continuacién se explica el procedimiento para la preparacién de un medio de cultivo.

bla 18)
1. PREPARACION DE SOLUCIONES MADRE: normalmente estas soluciones se preparan por separado (Ta

. . it hormonas,
y se dividen en soluciones madres de macronutrientes, micronutrientes, quelatos de hierro, vitaminas,

antioxidantes, etc., y se elaboran de Ia siguiente manera:

e Secoloca una pequefia cantidad de agua destilada o blen agua desmineralizada en un recipiente de 1 litro.

» Pesar con mucha precisién cada uno de los reactivos y luego agregarlos al recipiente conteniendo el agua.

o Revolver con la ayuda de un agitador para que se disuelva. En la mayoria de las soluciones se mezcla mas de un
reactivo. No se deben incorporar varios reactivos a la vez debido a que ocurren problemas de precipitacion, se
deben de ir disolviendo uno a uno.

o Cuando tenemos todos los componentes en la solud6n se cambia a un redipiente de mayor precisién (balén de
aforar), teniendo el cuidado de lavar dos veces el primer recipiente y el agua agregarla al recipiente nuevo para
luego ajustar al volumen deseado.

« Yateniendo la solucién preparada se cambia a un recipiente de polietileno o bien de vidrio principalmente de color

ambar, para evitar el paso de la luz y por tltimo se almacena en el refrigerador.

Quelatos de Hierro;
2 3 - & LA - H r
o adiferencia de la solucién anterior, esta se compone Unicamente de dos compuestos los cuales se disuelven po

separado en agua caliente.

o Luego de estar disueltos se mezclan en otro reciplente con la capacidad de la solucién que se desea preparar.
e Seespera a que se enfrie la solucién para poder agregar el resto de agua para alcanzar el volumen deseado.

. Almécenar en un recipiente que no deje pasar la luz y luego refrigerar.




solucién se procede a congelar.

* Cada vez que se utilice la solucién se debe de esperar a que descongele por completo.

Hormonas: para preparar una solucién madre de 500 mi a una concentracién de 100 mg/ 1,000 ml.

* Pesar 50 mg de la hormona y depositario en recipiente de 500 ml.

transparenhe.-
* Adicionar agua destilada o desmineralizada hasta llegar a un volumen aproximado de 400 ml;
e Transferir 3 una probeta de 500 ml y agregar agua hasta completar el volumen de 500 ml.
e Se debe de guardar congelada en la refrigeradora.

» Cuando se va a utilizar, se espera hasta que la solucién descongele por completo.

Tabla 17A. Diferentes tipos de hormonas y sus respectivos solventes.

Nombre de la Hormona
Disolucién
Forma de BA Cinetina ANA AIA AIB 2,4-D GA3
Agua caliente 50°C * * * _ _ _ _
5-10 ml de alcohol al 99 % * » > — — — —
i ml de alcohol al 99 % — _ — * * * _
@ ml de NaOH al 0.1 N * - — — — — _
* Adecuado -——- Inadecuado

Fuente: Principlos Basicos de Cultivo de Tejidos, ICTA, JOCV.

Se preparan igual que la primera solucién con la diferencia de que en al momento de tener el volumen deseado de

Agregarle el reactivo que ayude a disolverla (Tabla 17) y agitar levemente hasta que la solucién se vuelva



Tabla 18A. Preparacion de Soluciones Madres de Medio Murashige y Skoog (M&S)
Nombredela| Cantidad Nombre Cantidad del Cantidad de Cantidad de
Solucién de solucién| Del compuesto | compuestoa | compuesto a solucién a
Madre a preparar agregar por | agregarpara | agregar para
litro de medio| prepararla preparar un
(mg/1) solucién madre | litro de medio
Nitrato d i 1650 Ll
j e amonio 16.50
Macro . Nitrato de potasio 1900 19.00 100 m|
I 1 Litro [cioruro de caldo 440 4.40
Macro .
IT 1 Litro Sulfato de magnesio 370 3.70 100 m|
Macro 1 Litl’O Fosfato de potasio 170 1.70 100 m|
111 7 - . - -
Sulfato de zinc 8.6 8.600
Sulfato de manganeso 16.9 16.900
Sulfato de cobre 0.025 0.025
. i Acido bérico 6.18 6.18
MICI"O 1 thl'O Yoduro de potasio 0.83 0.83 1 m|
Molibdato de sodio 0.24 '0.24
Cloruro de cobalto 0.024 0.024
: : Sulfato ferroso 27.8 2.78
Hierro 1 Litro (3230 372 =2 10 ml
Acido nicotinico 0.5 0.25
] . . Tiamina 0.1 0.05
Vitaminas | ] Litro [Ppiridoxina 0.5 0.25 2 mi
Glicina 2 1
| Myo-Inositol 100 __ 50
BAP 100 mi Bencilaminopurina 3 0.1 3 ml
ANA 50 mi Acido naftalenacético 1 0.05 1 mi
Antioxidante 500 ml L-Cysteina 25 0.50 2. 5 m|
Carbdn activado 500 - 1000
Agar 8000
Az(car 30000

Fuente: Investigacion personal.
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2. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO: Para preparar un litro de medio de cultivo se procede de la

siguiente manera:
Se agrega de primero alrededor de 300 a 400 ml de agua destilada en un recipiente adecuado.

Adicionar el volumen necesario de cada una da las soluciones madre preparadas con anterioridad. Por ejemplo de

la solucién madre denominada Micro (microelementos), solamente se agrega 1 ml para preparar el litro de

medio de cultivo.

Se agrega el aziicar de acuerdo con la Tabla 17.

Se agrega el volumen necesario de la hormona u hormonas.
Transferir a un balén de aforar o una probeta y agregar agua destilada hasta alcanzar el volumen requerido.

Regular el pH del medio entre 5.7 y 5.8, agregandole una solucién de KOH o NaOH 1 N. para aumentar el valor

o bien HCl 1 N. para reducir el valor.
Agregar el agente gelificante o de soporte, calentar y mantener en agitacion para disolverlo.
Ya disuelto por completo el agente gelificante se distribuye el medio en los recipientes que se utilizaran para el

cultivo.
Esterilizar en autoclave a 120°C, por un tlempo de 15 a 25 minutos.

Almacenar en lugar fresco, seco y libre de contaminantes.

3. AGENTES GELIFICANTES VENTAJAS Y DESVENTAJAS:
Agar: Se utiliza con mucha mas frecuencia que otros agentes, debido a la facilidad de conseguirlo en el mercado

nacional. Sin embargo, se debe de utilizar con alto grado de pureza, pues de lo contrario el crecimiento de las
plantas se puede ver inhibido. Normalmente se adiclona al medio en una proporcién que va del 0.6 al 1 %.

Geirite ® (Phytage! ®): Fue desarrollado para micropropagacion de plantas. Requiere de un ién positivo para
gelificar, puede ser K+, Ca+ (35). Es mas transparente que el agar. Gelifica utilizando cantidades menores a las del

agar. Se puede volver a disolver por recalentamiento.  Es resistente al calor y a enzimas y produce una mezcla

homogénea.
Geicarin ®: Se utiilzan las mismas cantidades que el agar, pero su consto constituye aproximadamente una quinta

parte del. consto del agar. Es transparente al igual que Gelrite ®.

P
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4. DIFERENTES TIPOS DE MEDIO PARA CADA FASE DEL CULTIVO: a pesar de que las plantas de orquideas se
multiplican y enraizan en un mismo medio de cultivo, a continuacidn se da una breve explicacién sobre la utilizacion
de diferentes medios para cada fase del cuitivo:

Medio de Iniciacién: Este medio tiene como funcidn basica, el ser utilizado para establecer el explante bajo
condiciones asépticas y luego obtener diferentes resultados como: a) geminacién de semillas, b) induccién a la
formacién de yemas o brotes adventicios a partir de diferentes partes de la planta, y ¢) induccidn a la formacién de
callo. Es importante mencionar que el tiempo de esta fase puede ser muy variable dependiendo de la especie y va de
5 a 8 semanas, esto pude provocar que durante este periodo se realicen cambios a medio fresco pero con las mismas
especificaciones. |

Medio de Multiplicacién: Ya establecido el explante, se traslada al medio de multiplicacién. En este medio nuevo
lo que se pretende es de que el explante sea inducido a formar un gran nimero de brotes, todos emergiendo de una
pase comin. Es este medio el mas utilizado debido a que la fase de multiplicacién normalmente se divide en varios
subcultivos dentro del mismo medio. Muchas veces se utiliza el mismo medio que se empleo en fa iniciacién pero con
la diferencia de que a este se le aumenta la concentracién de hormonas especificamente de citocininas.

Medio de Enraizamiento: Con este medio lo que se pretende es preparar las plantas para ser transplantadas de su
ambiente heterétrofo al ambiente autétrofo de un invernadero y luego a un recipiente definitivo. Normalmente a
este medio se le suprimen las citocininas y se le adicionas auxinas. En algunas ocasiones se pueden reducir las sales

inorgénicas. El medio en esta fase también puede ser preparado sin adicionarles hormonas.




M

74

IX. GLOSARIO

2,4-D: Auxina sintética. Se utiliza en dosis altas como
herbicida. Aunque funciona estimulando Ia

divisién celular y la formacidn de callo. Puede

causar mutaciones.

Acido Giberélico: (AG3) hormona perteneciente al
grupo de las giberelinas las cuales se utilizan

para inducir a la proliferacion de yemas

adventicias y su elongacidn.

Agente Gelificante: También se le llama solidificante
y es la sustancia que le da la consistencia
sélida o semisdlida a un medio de cultivo.
Dentro de los compuestos utilizados el Agar y

el Gelrite son los mas comunes.

Agente humectante o surfactante: Agente para
disminuir la tensién superficial.
AIB: hormona del grupo de las auxinas, se utiliza
para promover la division celular y
principalmente para la induccién a la formacién

y diferenciacién de raices.

ANA: hormona del grupo de las auxinas y se utiliza

para promover la division celular y Ila

diferenciacion de raices.

Antioxidante: Sustancia que se adiciona al medio de
cultivo para evitar o reducir la oxidacién del

explante.

Asépsia: Hace referencia a condiciones de trabajo
libre de agentes contaminantes, tales como:
hongos, bacterias, virus, etc.

Asimbiético: proceso que se da en ausencia de
simbiosis.

BAP: regulador de crecimiento, perteneciente al
grupo de las citocininas, que actda sobre la

divisién celular y fa elongacién celular.

Camara de flujo laminar: aparato que contiene un
filtro del tipo HEPA, que elimina el 99.99% de
las particulas mayores de 0.3 micras Yy

proporciona condiciones asépticas de trabajo.



Cépsula: del latin capsa, que significa caja; termino
empleado ya por GOmez Ortega en su
traduccion de Duhamel “Tratado de Siembras”.
Fruto sincarpico seco y dehisente. Dentro de
este género de frutos cabe una grandisima
variedad de ellos. Para Becky de Pascher y
Pohl, el concepto todavia resulta menos
preciso, porque para ellos no es menester que
el fruto sea seco para que constituya una

capsula.

Carbén activado: se adiciona al medio nutritivo para
absorber los materiales inhibitorios del
crecimiento vegetal. Sin embargo, se debe
tener cuidado ya que puede ser que absorba
también algunos nutrimentos necesarios para

el vegetal.

Caudicula (estipite): rabillo o pediculo (soporte)
que sostiene las polinias en las flores de las

orquideas.

Cinetina: fitohormona perteneciente al grupo de las
citocininas y se adiciona al medio para
promover la division celular y la diferenciacion
de yemas y brotes adventicios de callos ¥

organos.
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Clonacién:  obtencién de plantas propagadas

asexualmente, provenientes de un mismo
individuo y que son genotipica y
fenotipicamente iguales a la planta madre.
Progenie vegetativa obtenida a partir de un

ancestro comun.

Columna: dentro de las orquideas la estructura en la

cual se encuentran fusionados los 6rganos

reproductivos.

Cuarto de incubacién: Es el sitio o lugar donde se

colocan los materiales sembrados para su
crecimiento. Estos cuartos estan provistos de
condiciones ambientales favorables para el
crecimiento de las plantas como temperatura,
fotoperiodo, humedad relativa e intensidades

de luz.

Epifito (hébito): Adjetivo, aplicase a los vegetales

que viven sobre otras plantas si obtener de
ellas su nutrimento; no se trata por lo tanto de
parasitos, ya que el hospedante, en este caso

No presta mas que soporte.



Escapo floral (eje de inflorescencia): (Del latin
scapus, tallo de las plantas) es el tallo que,
arrancando del rizoma, bulbo, etc., estd
desprovisto de hojas y trae las flores en el
apice. Los escapos son frecuentes en las

monocotiledéneas.

Esquejes: (del latin schidiae) fragmento de un tallo
o rama, cogollo, que se introduce en un
sustrato (tierra, arena, etc.) para que prenda
y poder asi multiplicar la planta.

Explante: parte de la planta que se cultiva a nivel /n-
vitro para la micropropagacién de una especie.
Un explante puede ser una yema apical o
axilar, una porcion de hoja, raices, polen,

cotiledones, embriones, €tc.

Fenoles: al igual que los polifenoles son productos
liberados por el tejido del explante al momento
de realizarse un corte.

Flamear: (lat. flammare)  quemar alcohol para

esterilizar algo. Colocar un objeto en la llama

del alcohol para desinfectarlo.
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Fotoperiodo: Termino propuesto por Garner Yy Allard
1,920, usado para designar la duracién del
tiempo diario en que los organismos estan

expuestos a la accion de la luz.

Gelificante: agente o compuesto encargado de darle
soporte o0 consistencia gelatinosa al medio de

cultivo.

Geminacién asimbiética: en las orquideas, se le
denomina asf al proceso de germinacién de las
semillas en ausencia del hongo Micorriza, todo

esto bajo condiciones de laboratorio.

Heterotrofismo u Heterétrofo: aplicase al vegetal
que segiin su forma de alimentarse, no puede
sintetizar los hidratos de carbono de

elementos inorganicos y necesita tener a su

alcance una fuente para de ellos para poder

crecer.
Hifa: en los hongos, cada uno de los elementos
filamentosos que constituyen su aparato

vegetativo.

Hyponex ®: Abono foliar sintético.



In-vitro: Se refiere a aquel proceso biologico
realizado experimentalmente en aislamiento,
es decir, separado del organismo.
Literalmente hace referencia a “en vidrio”, por

ejemplo, en tubo de ensayo.

Keikis: plantula pequefia que se origina en la parte
media o alta de los pseudobulbos de las
orquideas y que tiene la caracteristica de

enraizar mientras esta unida a la planta madre.

Labelo o labio: pétalo modificado en las orquideas y
usualmente es el mas vistoso y al igual que el
resto de verticilos florales sirve de atrayente

para los polinizadores.

Latencia o latente: yema fructifera que permanece

en estado rudimental, que no se desarrolla.

Litéfitas: plantas proplas del suelo fisicamente seco,

por consistir en 1a roca viva.

pux: Unidad de medida de iluminacién. Cantidad de
iluminacién irradiada por una bujia a una
distancia de 1 metro, sobre una superficie de

un metro cuadrado.
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Medio M & S: medio nutritivo de Murashige & Skoog.
Se desarrollé originalmente para el cultivo de
callos de tabaco, pero actualmente es él mas

utilizado. -

Meristemo: tejido embrionario o no diferenciado que
se encuentra en los puntos o regiones de
crecimiento de los vegetales. Dase el nombre
a todo tipo de tejido cuyas células crecen y se
muitiplican. Punto de crecimiento en que la
divisién celular es muy activa. Tiene forma de

cupula.

Micropropagactén: propagaclén masiva de plantas

mediante técnicas /in-vitro.

Monopodial: tipo de crecimiento que se compone de
un eje prindpal, en cuyo &pice se halla

perdurablemente el punto vegetativo.

Polinia (polinio): masa de granos de polen que
comprende la totalidad de los granos de cada

teca en la antera.
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Protocormos: en las orquideas, cuerpo tuberiforme
que se desarrolla para propidar la
diferenciacién embrional, el cual se fija al

substrato mediante rizoides.

Pseudobulbos: engrosamiento bulbiforme caulinar

(tallo) de algunas orquideas.

Rostelo (lat. Rostellum): drgano de las flores de
las orquideas constituldo por una masa de
tejido generalmente un poco prolongada a
modo de piquito y correspondiente al estigma
impar anterior estéril. Su funcién es la de

mantener la humedad del estigma fértil,

saran: Malla que se utiliza para cubrir parclalmente

la luz.

Simbiosis: vida en comiin de dos o mas organismos
distintos con beneficio mutuo.
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Simpodial: tipo de crecimiento que consiste en una
serie de brotes unidos por sus extremos en un
solo cuerpo axial.

Sphagnum: género de muscineas (musgos), crece
en €l seno de las aguas de los pantanos con
poco oxigeno.

Turba: materia carbonacea blanda, parda, mas o

menos obscura constituida por restos vegetales

variados en diverso grado de descomposicién.

Tween: véase agente humectante o surfactante.

Viscidio: cuerpo viscoso 0 pegajoso.

Zygomorfa: se le denomina al tipo de flor que
unicamente puede ser dividida en Unico eje

para poder obtener dos partes iguales.
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