CULTIVO DE TEJIDOS DE ORQUIDEAS: Catleya, Eneyelia, Oncedium y Starnhopea.
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INTRODUCCION

La reproduccion de orquideas bajo condiciones
naturales es sumamente dificll. Esto es debido a que las
capsulas son rarmente formadas a causa de la baja
polinizacién vy fentilizacidn de los dwulos. Adicional-
mente, las semillas de orquideas presentan re-
guerimientos climaticos y bicticos (micorrizas] muy
particulares por lo menos del 5% de éstas germinan,
Por el contrarlo, mediante el cultivo de embriones se
tiene un control de las condiciones ambientales v los
medios nutritivos posibilitan la germinacion asimbidtica
de las semillas. Esto hace posible la obtencion de un
alto nimero de plantas a partir de una sola capsula

aumentando substancialmente la multiplicacion de la
especie (Knudsan, 1946, Arditti, 1977).

Dentra de las especies siivestres de alto potencial
econdmico se encuentran las pertenecientes a los
géneros Oncydium, Cattleya, Laefia, En-
cychia, Epidendrum y Stanhopea las cuales actualmente
se comercializan en el mercado nacional, Sin embargo,
en la mayoria de éstas no se tienen técnicas
economicamente redituables para su reproduccion
comercial. Indudablemente, una de estas formas de
propagacion seria mediante la técnica de cultivo de
tejidos. Aungue ya se han establecido las metodologias
para propagar diferentes géneros comerciales de
orguideas, es necesario su adaptacion debido a que es
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muy conocida la existencia de respuestas diferenciales
por efecto de géneros, especies y cultivares [Dalla vy
Laneri, 1977 y Arditti af al., 1981)

Actualmentg existen muchos trabajos en los gue
s& han determinado algunos medios de cultivo para la
exitosa germinacion de semillas de algunos géneros de
orquideas de clima tropical, sin embargo, aun no se
tienen medios nutritivos que posibiliten un adecuado
desarrollo de estas plantas, asi como lampoco existe el
conacimienta del efecto de algunas condiciones de cul-
tivo en el fenomeno biclégico anteriormente men-
cionado. En consecuencia de este trabajo fue deter-
minar el mejor medio de cultivo e intensidad de luz en la
etapa de desarrollo en el cultivo in vitro de semillas de
los geéneros de orquideas Cattleya, Encycfia Oncidium y
Stanhopea.

REYISION DE LITERATURA

Factores que afectan la germinacion in vitro de
semillas de orquideas.

MNutricion mineral. En investigaciones iniciales en
la germinacion de semillas de orquideas se usaron
varios medios de cultivo. Urma solucion que fue
definitivamente  superior para la germinacion vy
crecimiento de plantulas es la denominada Jnudson B.
Esta se utilizd ampliamente para la germinacion de
muchos géneraos de orguideas tales como Cattleya,
Epidendrum, Onoydium, Laefa, Odontoglossum,
Phafaenopsis, Cymbidium y otros (Knudson, 1946). Sin
embargn, con el posterior desarrollo de otros medios
nutritivos se observaron diferentes respuestas en las
semillas. Muchas investigaciones realizadas con
diferentes especies del género Cattleya han reportado
al Knudson C y sus modificaciones como el mejor (Ar-
ditti, 1967). Otro medio utilizado ampliamente en el cul-
tivo de semillas del género anterior y de algunos otros,
lales como Brassavola, Broughrtonia, Epidendrum,
Dendrobivm, Oncidium, Aerides, Dorflfs, Phalaenopsis,
Repanthera y Vanda es el de Vacin y Went (1949) Al-
mayor y Sagawa, 1967).

Comparando los medios de cultivo Knudson C,
Vacin y Went (1949} y Murashige y Skoog (1962) en un
hibrido de Caitleya Enid alba Xfaelfa anceps var. veitchii,
los resultados obtenidos mostraron que el mejor medio
fue el Murashige y Skoog debido a que presentd el
menor nidmero de dias para que las semillas se tornaran
verdes y mayor peso seco, los valores oblenidos fueron
de 24.8 dias y 27.2 mg, respectivamente (Zeigler et af.,
1967}

Efecto de aditivos complejos. E! agua de coco
se ha usado en gran cantidad de experimentos de
germinacion. Se ha reponado al agua de coco como un
componente estimulante en la germinacion de semillas
de Oncidium, Epidendrum, Cattleya, Cydidium y Bras-
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savola (Valmayor y Sagawa, 1967 y Dalla y Laneri
1977). Otras investigaciones realizadas con los géneros
Vanda, Vanilla, Cattleya y Paphiopedilum reportan un
aumento en el crecimiento y una mejor germinacion al
adicionar peptona al medio de cultivo (Arditti, 1977).

Otro aditive ampliamente utlizado para estimular
el crecimiento de plantulas es la pulpa de platanc. La
adicidn de 2-6 ml de homogenizado de platano por 25
ml de medio sdlido de Knudson C produjo un
crecimiento cinco veces mayor al obtenido en el tes-
tigo. Algunos reportes tambien mencionan el efecto
favorable de este componente sdlo y en comhbinacion
con carban activado en el crecimiento de plantulas de
Cattleya, Phalaenopsis y Paphiopedifum (Dalla y Laneri,
1977).

Efecto de la luz. Las semillas de orguideas varian
considerablemente en sus respuestas al fotoperiodo e
intensidad de luz. Algunas requieren luz para
germinacion, mientras que otras pueden germinar en la
oscuridad. Las semillas de Vanilla germinan bien en la
oscuridad, pero se ven afectadas con intensidades de
aproximadamente 8600 lux (Arditti 1967).

Otras especies germinan bien, tanto en luz, como
en oscuridad, pero las plantulas que crecen en luz
difieren de las que estuvieron en oscuridad.La mayoria
de las investigaciones reportan gue las semillas de Cat-
fleya germinan exitosamente en la luz, con un
fotoperiodo que varia de 10 a 18 horas, desarrollando
un primordio de hoja a los 21 dias (Arditi, 1967 vy
Mishimura, 1981).

En otros géneros como Epidendrum, Encyclia y
Stanhopea, los requerimientos de luz no se han es-
tudiado o exisle poca informacion. En el primer género
se obtiene éxito en la germinacion cuando se utiliza luz
continua y una intensidad de 1290 lux (Valmayor y
Sagawa, 1967).

En trabajos realizados en la germinacion de semi-
llas de Oncigium se emplea un fotoperiodo de 16 horas
o luz continua. En la etapa de crecimiento, no obstante
gue la plantula parece requerir oscuridad para la
formacion de hojas y raices normales en esas con-
diciones, el crecimiento en condiciones de luz es mayor
(Arditti, 1967},

MATERIALES ¥ METODOS

Cultivo fn vitro de semillas. En este trabajo se
utilizaron plantiulas de orguideas en la elapa de
protocarmao, sin o con una hoja, de las especies Cat-
Heya atrantiaca (Balem) P.N., Encyclia belizensis
subsp. parviflora (Regel) Dressler v Pollard, Oncidium
levcochifum Bateman ex Lindley y Stanhopea inter-
media Klinge. Estas se obtuvieron mediante la
germinacion in vitro de semillas en el medio Vacin y
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Went {1949) modificado por la adicién de 27.8 mg.”' de
FeS04-7H20 y 37.3 mg." de NazEDTA y 25 % vjv de
agua de coco {Sagawa y Valmayor, 1967} en con-
diciones de cultivo de 25 1/2 C, fotoperiodo de 16 h,
intensidad luminosa de 1500 lux v pH del medic de cul-
fivo de 5.2. Las capsulas se desinfectaron en etanol
70% durante un minuto y con 30% vjv de hipoclorito
de sodic comercial que contiene 6% de producto ac-
tivo.

En la sala de incubacion se mantuvo Una
temperatura de 25 p 1 1/2 C y un fotoperiodo de 16 h.
La intensidad luminosa fue un factor de estudio de este
trabajo: los niveles que se probaron fueron 500, 1000 y
1500 lux. El pH del medio de cultivo fue de 5.2 p0.1.

Los medios de cultivo gque se probaron fueron los
siguientes:

Vacin y Went I(1&'~Jnfl£i.i] (VWS) modificado por la
adicién de 27.8 mg.l" de FeS04-7H20 y 37.3 mg.l'' de
MazEDTA vy 25% de agua de coco (Sagawa y Val-
mayor,1967).

Knudson (1946) (KPC) modificado por la adicién
de 60 gI"' de pulpa de platano verde y de 2 gI”' de
carbdn activado (Dalla y Laneri, 1967).

Knudson (1946) (KMP} modificado por Maorel
(1965, 1970) suplementado con B0 g.i'1 de pulpa de
platano (Arditti, 1967).

Digsefio del exfefimentu. El disefio experimental
fue un factorial 4X3° en un arreglo de bloques al azar
generalizado desbalanceado con submuestrea, en al
cual se considerd como bloque el factor intensidad de
luz y como tratamientos, las combinaciones de los
cuatro géneros y los tres medios de cultivo, El nimero
total de tratamientos fue de 36 y e de repeticiones fue
variable, debido a la pérdida de algunas unidades ex-
perimentales por contaminacion. La unidad experimen-
tal consistid de un recipiente con medic de cultivo con-
teniendo de 5 a 10 plantulas. El tamafio de la muestra
varid de 2 a 4 plantas debido a la mortalidad, sin embar-
go, en la mayor parte de los tratamientos se
muestrearon 4 plantas.

Variables respuesta. Las variables respuesta que
se midieron fueron, nimero de hojas {(NOHO) v raices
(NORA), altura de planta (ALTU), longitud de raices
(LORA), ganancia de peso fresco por planta (PEFR),
porcentaje de moralidad por unidad experimental
(MOTT} vy relacién ralz/pante aérea considerando el
nimero de hojas y raices (RRPN) en un caso, y la lon-
gitud de raices y altura de planta(RRPL) en &l otro.

Analisis estadistico. En todos los experimentos
se realizo el andlisis de varianza y comparacion de
medias mediante la prueba de Tukey utilizando & pa-
guete estadistica SAS. También con el proposito de ob-
tener homogeneidad de varianzas se utiliza la

Asdsla Chapings, Sarie Hofloulbens, Kim, 1. 1894,

transformacion angulo = arco seno X, donde X es el
porcentaje de mortalidad.

RESULTADOS

Tedas la variables respuesta presentaron efectos
altamente significativos en la fuente de variacidn de
tratamientos y génerc. En el factor intensidad de luz se
tuvieron diferenclas estadisticamente significativas en
casi todas las variables, con excepcidn en el nimero de
hojas, ganancia de pesa fresco, nimero de raices en ol
primer muestreo, y altura de planta. De manera similar,
el factor medio de cultivo no presentd efecto sig-
nificativo (nicamente en la variable relacion raiz/parte
aérea, cuando se considerd la longitud de la raiz y al-
tura de planta. Con tespecto a las interacciones entre
los factores de estudio, todas tuvieron significancia en
las variables altura, longitud de raices, mortalidad vy
relacion raiz/parte aérea. Sin embargo, la interaccion in-
tensidad de luz-género, no presenta diferencias sig-
nificativas en las variables ganancia de peso fresco y
nimero de hojas y raices en el primer muestreo; la
interaccidn de intensidad de luz/medio de cultivo no fue
significativa solamente en las variables ganancia de
peso fresco y nimero de hojas en ambos muestreos,
mientras que la triple interaccidn no tuvo significancia
en las variables numero de hojas y raices en el primer
muestreo ¥ en la ganancia de pesc fresco.

En el factor intensidad de luz se tuva que el nivel
de 1500 lux fue estadisticamente superior con respecto
a los demds niveles {Cuadro 1}, mientras que los
géneros probados Encycle fue el que tuvo mayor
crecimiento comparado con los demas, con excepcion
an el ndmero de hojas y raices y la relacion raiz/parte
agrea donde las medias obtenidas  fueron
estadisticamente menores o iguales al género Cattleya.
Con respecto a los medios de cultivo probados, en el
segundo muestreo el medio YWS5 fue estadisticamente
supetior a los demads, no obstante de que en las vari-
ables ganancia de peso en fresco el medio KPC tuvo un
promedio estadisticamente igual y en la mortalidad de
plantas vy relacion ralz/parte aérea (RRPL) los
promedios en la prueba de comparacion de medias
fueron iguales. Sin embargo, en el primer muestrao este
mismo medio de cultivo presentd un nimero de raices
estadisticaments menor que el medio KPC (Cuadro 2).

Finalmente, debido a las interacciones entre los
factores se selecciono el mejor medio de cultivo e inten-
sidad de luz para cada género considerando cada
tratamiento. En el género Caftfeya el medio VWS v una
intensidad de luz de 1000 y 1500 |ux presentaron
promedios estadisticamente superiores con respecto a
los demdés. Similares resultados se obtuvieron con los
géneros Encyclia y Oncidium pero, a diferencia del
género anterior, la mejor intensidad de luz fue la de



1500 hoe. Por el contrario, en el género Stanhopea el
mejor medio resultd el KMP bajo la misma Intensidad de
luz que los géneros anteriores.

DISCUSION

Las intensidades de luz no tuvieron mucho efecta
en la estimulacion del desarrollo de la parte aérea (enla
altura y formacidn de hojas) pero sin el desarrollo del
sistema radical (Cuadro 1). Aungue no se conocen los
mecanismos sobre como la luz afecta el desarrollo de

&1

ha observado que la luz favorece el crecimiento de la
parte aérea siempre y cuando las plantulas se en-
cuentren en una etapa de desarrollo avanzada (Yates y
Curtis, 1943).

Con respecto al desarrollo de las plantulas en los
diferentes medios de cultivo, se tuvo que el medio VWS
fue el que produjo mejores resultados, con excepcion
del género Stanhopea, Esto es contradictorio a los
resultados gue se ha obtenido con algunos componen-
tes organicos complejos. Dalla y Laneri (1977) en-
contraron gue la adicidn de pulpa de platano en el

Cuadro 1. Efeclos simples de la intensidad de Juz en las difereries variables respuesta en el desarrollo de planiulas de diferantes

especies de orquideas.

Wariables
Intengidad de luz NOHO HNORA ALTL LORA PEFR MOTT ARFM ARFL
1 2 1 2
500 2.259a 5.138a D.EE1ab 1.431c 1.765a 0.968c 0.434a 16.253a 0.275¢ 0.485¢
1000 2.130a 531Ba 0.536h 2.076b 1.970a 1.376b 0.388a 165.474a 0.3830 0.6660
1500 2.155a 5.251a 0.640a 2.852a 1.850a  1.850a 04158  12.533b  (.520a 1.021a
Cuadre 2. Efectos simples del medlo de cultive en el crecimients de diferentes especies silvestras de orquideas.
Yariables

Medioc de

cultiva WOHO, + MORA + ALTL LORA FEFR MOTT RAFN RARPL
1 2 1 2

VWS 2.367a E.448a 1.625b 2.776a 2.186a 1.614a 0.433ab 14.766a 0.490a 0.766a
KPC 2.437a 4.553b 1.012a 19190 1.745h 1.246b 0.486a 15.642a 0410k 0.740a
KMP 1.834b 5.535a 0.136c 1615p 1.657b 1.287b 0.334b 12.226a 0,279 06772

raices in vfiro, algunos autores han observado sus efec-
tos en esta parte de la plantula. Ernest {1974) sefala
que la obscuridad del medio de cultivo, proporcionada
por el carbon activado, estimuld el crecimiento de
raices de plantulas de Paphigpedifum, siendo mayor su
nimero y longitud comparado con el testigo. Otro
aspecto que resulta importante, es |a falta de significan-
cia de los efectos de la luz, asi como en la mayoria de
diferentes variables que midieron el desarrollo de la
parte aérea de las plantulas; una explicacion posible de
esto es esta porcion que podra estar mayormente in-
fluenciada por la disponibilidad de nutrimentos en el
medio de cultivo. Otros autores mencionan gue este
estimulo preferencial de la luz en la plantula dependen
de los requerimientos particulares de cada género de
orquideas, asl como la etapa de desarrollo de ésta
(Kundson, 1922); en diferentes géneros de orquideas se

medio nutritivo produjo mayor desarrollo en plantulas
de Cattlya en comparacion con el medio con agua de
coco, similares resultados obtuve Ernst (1974) con
plantulas de Paphiopedilum. Sin embargo, es probable
que e medio VWS suministre de una forma tan
adecuada los nutrimentos ¥ que no sea necesario la
adicion de otros compuestos estimuladores del desar-
rollo, tal es el caso del resto de los medios de cultivo
probados.

CONCLUSIONES

En la seleccidn del mejor medio de cultivo se debe
considerar las interacciones de este factor con el
género a cultivar y la intensidad de luz a emplear.

La mejor intensidad de luz para los géneros
probados en la etapa de desarrollo fue de 1500 Jux y el
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mejor medio de cultivo para los géneros Cattleya, En-
cyclia y Oncidium correspondio al Vacin y Went {1849
suplementado con 25% de agua de coco, mientras que
para stanhopea el de Knudson (1946} modificado por
Morel (1965, 1970) suplementado con 60 gl" de pulpa
de platano (Arditti, 1977).
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mejor medio de cultivo para los géneros Cattleya, En-
cyclia y Oncidium correspondid al Vacin y Went (1549)
suplementado con 25% de agua de coco, mientras que
para stanhopea el de Knudson (1946} modificado por
Marel (1965, 1970) suplementado con 60 g’ de pulpa
de platano {Arditti, 1977).
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