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Resumen

La proliferacién de plantas a través del cultivo in
vitro constituye una herramienta esencial en la biotec-
nologia, particularmente en la generacién de plantulas
a partir de secciones vegetales, que no se reproducen
con facilidad por métodos convencionales. Por ello,
el presente proyecto se desarrollé con el objetivo de
evaluar tres formulaciones de medios de cultivo para
provocar el crecimiento de plantulas de dos variedades
de phalaenopsis (Albufeira - White Apple) a partir
de hojas mediante diferentes concentraciones de hor-
monas y con una correcta incubaciéon en condiciones

controladas.

Fereno, tengo 17 afios de edad y estudi6 en
la Unidad Educativa Agronémico Salesiano.
Me encanta leer libros, escuchar musica y
bailar danza folclérica. También me gusta
crear nuevas experiencias y viajar a nuevos
lugares. Lo mas importante para mi es mi
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Explicacion del tema

Las orquideas son plantas monocotiledéneas que
pertenecen a la familia Orchidaceae. Se estima que
tienen entre 25 y 35.000 especies caracterizadas por
sus diferentes formas, colores o aromas. No obstante,
la pérdida de orquideas endémicas y silvestres se ha

visto amenazada por el comercio ilegal en donde pese
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a tener leyes vigentes que prohiben esta practica, las
plantas se contintian recolectando y perjudicando di-
rectamente la estabilidad, disponibilidad y abundancia
de dicho recurso. Esto, como se indica en [1] genera en
el ecosistema un desequilibrio e incluso la desaparicién
de poblaciones. Ademaés, una condicién bioldgica im-
portante que limita la propagacién de las orquideas es
la no presencia de reservas nutricionales que permita la
facil germinacién y multiplicacién junto al embrién [2].
Por lo que, es importante proponer estrategias que
busquen la conservacion, con la necesidad de generar
investigacion, conocimiento y estandarizacién de pro-
cesos de propagacién en ambientes controlados [3].

Una de las estrategias empleadas para la propa-
gacién de plantas de orquideas en condiciones contro-
ladas es el cultivo in wvitro, técnica de reproduccién
que permite obtener ejemplares en tiempos reducidos
y en cantidades considerables. En [4] senalan que la
organogénesis es una herramienta biotecnologica ori-
entada a regenerar plantas a partir de una porciéon de
tejido vegetal mediante el uso de reguladores de crec-
imiento. Sin embargo, en [5] destacan que su efectivi-
dad depende del tipo de corte, la posicién del explante,
la concentracion de citoquininas y las condiciones fisi-
coquimicas del medio. Por lo tanto, el presente estudio
tiene como objetivo evaluar la eficiencia de tres for-
mulaciones en la regeneracién in vitro de plantulas a
partir de hojas de orquidea.

El trabajo experimental se llevd a cabo en el
Laboratorio de Meristemas de la Unidad Educativa
Agronémico Salesiano e inicié con la preparacién de
los medios de cultivo. La metodologia empleada se
basé en diversos autores, tales como [6-8|, quienes rea-
lizaron estudios sobre diferentes especies de orquideas
mediante el método de organogénesis in vitro. Ademas,
entre los materiales utilizados se destaca el uso de hor-
monas como citoquininas y auxinas, con el propésito
de inducir la formacién de brotes. Para garantizar la
efectividad del proceso de cultivo in wvitro, es impre-
scindible evitar cualquier tipo de contaminaciéon. Por

esta razén, se lleva a cabo una desinfeccién rigurosa

Una vez que se tiene los medios de cultivo esteriliza-
dos, se procede con la siembra de los explantes. El corte

para estos se desarrolla de las hojas de mayor tamafo

tanto del material vegetal como de los instrumentos y
superficies de trabajo. Asimismo, los operarios deben
utilizar el equipo de proteccién personal correspondi-
ente —mandil, guantes, mascari- lla y cofia— a fin
de mantener condiciones de asepsia durante todo el
procedimiento experimental.

La generacion de plantulas a través de la organogé-

nesis sigue un protocolo de diferentes pasos:

1. Desarrollo de los medios de cultivo, los cuales con-
tienen todos los nutrientes necesarios para que el
explante (porcién de tejido a utilizar como ma-
terial vegetal a experimentar) actie de acuerdo

al propésito requerido.

2. Los reactivos previamente se pesan en una balan-
za de acuerdo a las formulaciones previstas, para
ser colocadas en un Erlenmeyer junto con agua
destilada.

3. Colocacién de las hormonas con sumo cuidado
y de una forma lenta para que pueda disolverse
completamente con las sales minerales y la saca-

rosa.

4. Medicién del pH con las tirillas de papel hasta

obtener un valor entre 5.7 a 5.8.

5. Colocacion del agente gelificante (Agar Agar)
para luego ser sellado con algodén y papel de
aluminio y llevado a la autoclave durante 15

minutos a 120°C

6. Finalmente se dispensa en las cajas de Petri den-

tro de la camara de flujo laminar.

Es importante recalcar que, los medios contenian
Bencilaminopurina (BAP), agua de coco (AC) y 4cido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) como reguladores de
crecimiento, estos se colocaron en diferentes concentra-
ciones detalladas en la siguiente tabla en donde LB1:
Laboratorio Meristemas 1, LB2: Laboratorio Meris-

temas 2:

de las dos variedades de orquideas en cuadrados de
aproximadamente tres a cinco cm de lado, (véase en

la Figura 1). Luego se disponen cinco hojas por cada
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Tabla 1. Tratamientos evaluados de medios de cultivo para el brotamiento en hojas de orquideas, expuestos en ml.

Tratamiento Formulacion BAP 2-4 D AC

T1 LB1 10 40
T2 MS 1/2 2
T3 LB2 5 5 30

una en las cajas de Petri con la ayuda de una pinza

- -
quirtrgica. Este proceso se repite para las tres formu- —a
1 RESPUESTA
laciones.
' a=
S = +
EXPLANTE BROTAMBENTO DE PLANTULAS
., 2 RESPUESTA
-
SELECCION DEL EXPLANTE _‘._-.

. Figura 3. Posibles respuestas de los explantes en los
OFLANTE & UTILIZAR medios de C'llltiVO
Fuente: Autora

CORTH DL, XPLANTE

PLANTA i VITRO

Finalmente, el material trabajado se colocé en el

Figura 1. Diagramacién del Corte de la hoja a utilizar area.de incubacién, debidamente rO.t,uladO _COI_1 St res-
Fuente: Autora pectivo nombre y fecha de produccién. Asimismo, se
registré la cantidad de explantes utilizados y se man-

tuvo una temperatura constante entre 23 °C y 26 °C,

con una humedad relativa del 60 % al 80 %. Ademds,

Para finalizar, las cajas de Petri se cierran con fue necesario garantizar la oscuridad del entorno para
papel pléstico, se extrae todo y se procede a limpiar favorecer la accion de las hormonas en los cortes realiza-
dos en las hojas, lo que permitié observar dos posibles

o ) respuestas en el proceso de regeneracién (véase Figura
procedimiento se puede observar en la Figura 2. 4)

el area de trabajo y los materiales empleados. Este

Figura 4. Presencia de hongos en el tratamiento 3
Fuente: Autora

Transcurridas 24 y 72 horas, se procedi6 a evaluar

Figura 2. Desarrollo de siembra de explantes en medios g presencia de contaminacién en los tres tratamien-
de cultivo tos, evidenciandose su ausencia en todos los casos. Sin
Fuente: Autora embargo, al cabo de 38 dias se observé contaminacién
A: Difusién de alcohol al material a utilizar, B: Corte de fingica en dos de los tratamientos. Posteriormente, se
explantes, C: Colocacién de explantes en medio de cultivo, registré la contaminacién y oxidacién —manifestada
D: Etiquetado (nombre, fecha, medio, nimero de como pardeamiento del explante— en la totalidad del

explantes) tratamiento 3 (véanse Tablas 2 y 3).
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Tabla 2. Porcentaje de contaminacién de la variedad Albufeira

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

Contaminacién Contaminacién Contaminacién Contaminacién
Variedad: Albufeira 15 explantes 15 explantes 15 explantes
% Contaminacién 33.33% 33.33% 100%

Tabla 3. Porcentaje de contaminacion en la variedad White Apple

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

Contaminacién Contaminacién Contaminacién Contaminacién
Variedad: White Apple 15 explantes 15 explantes 15 explantes
% Contaminacién 0% 0% 66.66%

En el tratamiento 1, transcurridos 40 dias después
de la siembra, se obtuvieron resultados satisfactorios,
evidencidndose el desarrollo de pldntulas en el 60 % de
los explantes correspondientes a la variedad Albufeira
y en el 20 % de los explantes de la variedad White
Apple.

Porcentaje de Brotamiento

Los nuevos brotes se observan inicialmente como
pequenas circunferencias transparentes alrededor de la
hoja, las cuales posteriormente adquieren una tonali-
dad verde claro, indicando el inicio del desarrollo de
brotes. Para una mejor comprension del proceso des-

crito, consultese la Figura 6.

BT ET2 TS

B

MNbufEira

White Apple

Waredades

Figura 5. Porcentaje de brotamiento para las dos variedades con los tres tratamientos
Fuente: Autora

Figura 6. Resultados del tratamiento 1 con explantes procedentes de Albufeira
Fuente: Autora
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Conclusiones

Al finalizar este proyecto experimental, se puede con-
cluir que la organogénesis o cultivo in vitro constituye
una técnica exitosa y eficiente para la obtencién de
brotes, asi como un método factible para la multi-
plicacién controlada de orquideas. No obstante, para
alcanzar resultados satisfactorios, esta metodologia de-
pende de diversos factores, entre ellos el uso adecuado
de hormonas, la correcta seleccion del material vegetal
y el mantenimiento de condiciones ambientales y de
asepsia apropiadas.

Por otro lado, es importante sefialar que, a pesar de
las interrupciones eléctricas ocasionadas por el estiaje
nacional y de los episodios de contaminacién que re-
trasaron el desarrollo del proyecto, la técnica demostrd
tener un alto potencial, ya que se observaron respues-
tas significativas —dos positivas y una negativa— en
los tres tratamientos aplicados a las dos variedades de
orquideas Phalaenopsis. La variedad Albufeira mostré
un mejor desempeno que White Apple, pues al exponer
los explantes a las diferentes concentraciones de hor-
monas y agua de coco presentd un mayor porcentaje de
brotamiento de plantulas, mientras que White Apple
evidencié un nivel mas alto de oxidacién. Finalmente,
se concluye que el tratamiento LB2 4+ 5BAP + 5 2,4D
+ 30AC (Tratamiento 3) no es recomendable, ya que,
al desarrollarse en un medio liquido, favorece la pro-
liferacion de contaminantes y provoca la muerte del

explante.
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