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Introduccion

La familia Orchidaceae constituye uno de zan en precios elevados (Avila y Salgado-
los grupos de plantas mas diversos, con Garciglia, 2006; Flores-Palacios y Valen-
alrededor de 20,000 y 30,000 especies co- cia-Diaz, 2007).

nocidas a nivel mundial (CITES, 2002;

Dixon, 2003; Hagsater et al., 2005), Méxi- Aunado a esta problematica la destruccion

co cuenta con una gran diversidad y se de sus habitats naturales va en aumento,

han registrado en el pais cerca de 1,260 es- empleado por areas agropecuarias, foresta-

les y de asentamientos humanos (Castro,
2008; CONABIO, 2010). Ademas, las pobla-

ciones estan declinando por el bajo o esca-

pecies y 170 géneros (Hagsater et al.,
2005), de las cuales 444 especies son en-

démicas (Soto-Arenas, 1996). Los estados

de Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Veracruz so reclutamiento de nuevos individuos por

y Chiapas, albergan la mayor riqueza de lo que muchas especies se encuentran en

orquideas en México (Téllez, 2011). riesgo de desaparecer, colocando a 186

especies en alguna categoria de riesgo en
A pesar de que México posee una gran ri- la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SE-
queza en orquideoflora la mayor parte de MARNAT, 2010).

las poblaciones de orquideas se han visto

seriamente afectadas, principalmente por De aqui la importancia de desarrollar técni-

la extraccién masiva e ilegal de la que ha €8S de conservacion ex situ especificas pa-

sido objeto, por el interés comercial, en la ra la propagacion y conservacion de las es-

pecies nativas de México, y aprovechar de

cual las plantas y las flores de corte se coti-

Fig. 1.- Capsula en
proceso de cultivo in
vitro de Stanhopea
oculata.




manera sustentable el potencial genético Es importante impulsar la propagacion me-
de las plantas silvestres de México. diante la micropropagacion de especies
amenazadas, endémicas o en peligro de

=12 ELETEY €8 12 Heeiles e IR extincion, para cubrir las demandas inter-

pagacion o cultivo in vitro, utilizada para la nas y externas, ya que en conjunto con el

conservacion y la propagacion masiva, del desarrollo de invernaderos, puede ser una

cual se obtienen plantas libres de patoge- actividad economicamente importante.

nos y enfermedades, ademas de obtener

una propagacion masiva en cortos perio- A través del apoyo a productores, las orqui-
dos (Hurtado y Merino, 1987). Por lo tanto, deas como plantas madres pueden ser utili-
el cultivo in vitro representa una herramien-  zadas para la micropropagacion y aprove-
ta importante para la comercializacion de chadas en viveros autorizados que cuen-
orquideas reduciendo la presion sobre las ten con una tasa de aprovechamiento bajo
poblaciones silvestres. el esquema de Unidades de Manejo Am-

biental (UMA) (Menchaca y Moreno, 2010).
Las técnicas de cultivo in vitro también con-

tribuye a mejorar los porcentajes de germi-  El presente manual de operacion muestra
nacion, en comparacion con la casi escasa los procesos de micropropagacion de or-
germinacion en condiciones naturales, con-  quideas que van desde la polinizacién de
servando la mayor diversidad genética, por la flor hasta la aclimatacion de las plantu-
lo que es importante para programas de re-  las generadas in vitro y entrega a producto-
introduccion de especies nativas en areas res.

de preservaciéon ecoldgica (Stewart y Kane,

2006).

Fig. 2.-
Cultivo de
Prosthechea
vitellina.
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La polinizacion es el proceso de transferencia del polen que se encuentra en la antera de
una flor al estigma de la misma (autopolinizacion) o al estigma de otra (polinizacion cruza-
da) Fig. 4.

- Autopolinizacion

Intercambio de polen en la misma flor ya que el estambre y el estigma estan en contac-
to, esto puede acarrear cierta ventaja como la de subsistir en un medio mas o menos es-
table teniendo como desventaja la de perder variabilidad genética y por ende mayor faci-
lidad de extincion.

 Polinizacion cruzada

Intercambio de polen en flores de plantas distintas debido a barreras genéticas o fisiolo-
gicas las cuales impiden este intercambio en la misma flor, con la polinizacion cruzada
se da entonces el intercambio de material genético durante el cual se producen nuevas
combinaciones genéticas mismas que aseguran la variabilidad de la especie y en conse-
cuencia la posibilidad de sobrevivir a los cambios ambientales.

Las flores presentan una serie de atributos que se relacionan con la atraccion y guia del
polinizador, lo que se conoce como sindromes de polinizacion. Dichos mecanismos pue-
den involucrar el ofrecimiento de una recompensa ya sea real o ficticia. Asi mismo otras
especies cuentan con diferentes polinizadores como por ejemplo, ratones, murciélagos
dipteros, mariposas, polillas y abejas principalmente de la tribu Euglossini “con lengua
verdadera” (Figura 2) (Principalmente de los géneros Euglossa, Eufriesea y Eulaema).

Fig. 4.-
Polinizacion y
desarrollo de
la capsula.




Fig. 5.-
Polinizacion
natural.

Fig. 6.-
Proceso de
maduracion
y dispersion
de semillas.

Los machos de estas abejas solitarias son los que ocasionalmente son

atraidos por los compuestos aromaticos de las flores de Gongora, Stanho-
peay Mormodes por citar algunos, despiden, lo que les sirve para atraer a
las hembras y reproducirse.

Durante este proceso transfieren las polinias de una antera al estigma de
otra flor de la misma especie quedando fecundado el ovario y posterior-
mente se da la formacidn del tubo polinico, lo que conlleva al engrosamien-
to y crecimiento del fruto o capsula que después de cierto tiempo, depen-
diendo del género, madurara y las semillas seran esparcidas por el viento
O por cualquier otro agente dispersor.

Cuando ha pasado el tiempo de maduracion del fruto comienza el proceso
de dehiscencia o abertura y con ayuda del viento, principalmente, las semi-
llas se esparciran hasta que lleguen al lugar en donde se encuentran las
micorrizas y germinaran. En este caso la germinacion de las semillas se lle-
vara a cabo mediante técnicas de propagacion in vitro en condiciones de
laboratorio controladas.




Orq u idari O U .V. Fig. 8.- Instalaciones

del Orquidario U.V.
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Fig. 9.- Cuarto
de incubacioén
del Orquidario
Uu.v.

De acuerdo a la demanda de los productores de orquideas por

plantulas para produccioén, el Orquidario U.V perteneciente al Cen-
tro de Investigaciones Tropicales (CITRO), realiza la micropropaga-
cion por medio de la siembra de semillas en un medio nutritivo, pa-
ra obtener un porcentaje alto de germinacién y apoyarlos con la en-
trega de plantulas. Asi como también se realizan estudios de con-
servacion en la realizacion de protocolos de cultivo in vitro de es-
pecies de la familia Orchidaceae y atreves del mantenimiento del
banco de germoplasma, el cual conserva y resguarda 5 especies
mexicanas del genero Vanilla (Vanilla planifolia, V. pompona, V. in-
signis, V. inodora, y V. odorata) y 2 hibridos (V. planifolia X pompo-
na 'y V. planifolia X insignis), estos 2 ultimos realizados para estu-
dios de mejoramiento genético.

El Orquidario U.V se mantiene una infraestructura de laboratorio
que facilite el proceso de micropropagacion manteniendo condicio-
nes de asepsia, para disminuir la contaminacion de microorganis-
mos como bacterias u hongos en el proceso de cultivo in vitro.



Area De Preparacion De Medios De Cultivo

Fig. 10.- Area de
preparacion de
medios de
cultivo
Izquierda.- plano
arquitectonico
Derecha.-
fotografia

Preparacion de medios de cultivo, que seran utilizados en
el transcurso de la siembra y subcultivo del material vege-
tativo. Esta area cuenta con gabinetes, para el almacena-
miento de reactivos, cristaleria y frascos, potenciometros,
balanza analiticas, parrillas de agitacion y calentamiento,
agitadores magnéticos y barras de agitacion magnética.
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Area De Lavado

En esta area se realiza el lavado de frascos, material de
cristaleria, el primer lavado de material vegetal, destilacion
de agua para preparacion de los medios y esterilizacion en
autoclave de los frascos de cultivo. Esta acondicionado
con un calentador solar para proporcionar el agua en la
temperatura ideal para lavado de los restos de agar de la
cristaleria y asi como el lavado de las raices de las plantu-
las que seran liberadas a invernadero. El sistema de drena-
je esta conectado a un biodigestor y una planta de trata-

Fig. 11.- Area de
lavado
Izquierda.- plano
arquitectonico
Derecha.-
fotografia

miento de aguas residuales.
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Area De Siembra

Fig. 12.- Area de
siembra
Izquierda.- plano
arquitectonico
Derecha.-
fotografia

El area de siembra es el espacio mas aislado del laborato-
rio, protegido de corrientes de aire del exterior, el acceso es
a través de un area de transfer para cambiado de batas, la
pared de este cuarto es lisa y con pintura lavable, en esta
area estan establecidas las campanas de flujo laminar con
luz ultravioleta que proporciona ademas aire estéril para la
siembra de los frutos de vainilla y orquideas amenazadas.
Se cuenta con un stock de frascos con medio de cultivo lis-
tos para la siembra de los frutos que entregan los producto-
res
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Area De Incubacion

Fig. 13.- Area de
incubacioén
Izquierda.- plano
arquitectonico
Derecha.-
fotografia

Una de las mayores fortalezas del laboratorio es el cuarto

de incubacion equipado con control de temperatura y foto-
periodo de luz automatico que puede tener en resguardo y
micropropagacion una gran cantidad de especies amenaza-
das como banco de germoplasma, donde se propagan or-
quideas bajo alguna categoria de riesgo y Vanilla planifolia
como una orquidea amenazada de gran interés para su con-
servacion.

Cuenta con un sistema de control de la temperatura a
25 = 2° C, control de fotoperiodo (16 horas de luz y 8 horas
de oscuridad) a través de timers de apagado automatico y
estanteria con lamparas de luz blanca donde se encuentran
los frascos de cultivos en incubacion.
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Invernadero O Sombreadero

Fig. 14.-
Invernadero

El vivero o sombreadero, es un vivero de malla sombra
que cuenta con mesas para el establecimiento de las
plantas, una bodega para el equipo, materiales y sustan-
cias utilizadas para el mantenimiento del vivero, y un
area de liberacidon y crecimiento de las plantulas prove-
nientes del laboratorio, el vivero esta protegido alrede-
dor por malla ciclonica y cuenta con un sistema de alar-
ma inalambrico que mantiene bien resguardadas a las
plantas.
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RecePCién De Fig. 15.- Capsulas
Capsulas

de Laelia anceps.




Fig. 16.-
Izquierda.-
Capsula cerrada
de Stanhopea
oculata
Derecha.-
Capsula abierta
de Sobralia
macrantha.

Las semillas pueden ser colectadas a partir de capsulas cerradas o

abiertas. La capsula verde que esta madurando, ya puede ser sem-
brada, ya que en su interior se encuentra llena de semillas y es mas
facil su manejo para el cultivo in vitro, es aconsejable utilizar semi-
llas frescas.

El registro de la capsula, ya sea proveniente de vivero, campo o pro-
ductor debe ser reportada, con el fin de llevar un registro de la espe-
cie y conocer si se encuentra en alguna categoria de riesgo (de
acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT, 2010), procedencia, tipo de poli-
nizacion (cruzada u autopolinizacion) y estado de la capsula, es de-
cir, si presenta algun dafno causado por insectos, bacterias u hon-
gos (Anexo).

Es importante conocer el tiempo de maduracion de las capsulas, pa-
ra evitar la pérdida de las semillas durante la dehiscencia y reducir

el riesgo de contaminacion durante el cultivo in vitro. A continuacion
se anexa una tabla con el tiempo estimado de maduracion de los
frutos de los principales géneros de orquideas (Tabla 1)

16



Tabla 1.
Tiempo de
maduracion
de capsulas
de orquideas

Fig. 17.-
Izquierda.-
Yema axilar
de Vanilla
planifolia
Centro.-
Plantulas de
Vanilla
planifolia
Derecha.-
Banco de

germoplasma.

Género o especie
Acineta

Brassia verrucosa

Cattleya
Cymbidium
Cypripedium
Dendrobium
Prosthechea citrina

Prosthechea vitellina

Epidendrum

parkinsonianum
Brassavola
Encyclia
Gongora armeniaca
Vanilla planifolia
Bulbophyllum
Prosthechea citrina

Meses
7-9

4-5

11
10
3-5
12
8-9

6

12

6-9
5-6
3-4
9-12

10

Género o especie
Laelia anceps
Licaste aromatica/
deppei
Miltonia
Mormodes
Odontoglossum
Oncidium sphacelatum
Oncidium stramineum
Oncidium

cavendeshianum
Paphiopedilum

Chysis
Epidendrum
Stanhopea oculata
Maxillaria
Calanthe
Ryncholaelia glauca

Meses
4-5

10

5-6
4-5
6-7
4-6

12-14

Por otro lado, para el banco de germoplasma (Género Vanilla), se realiza

cultivo de tejidos en la cual, por medio de meristemos laterales (sin el inter-

cambio genético que se presentan en las semillas) se obtiene clones de es-

pecies silvestres para asegurar el resguardo del material genético, como

una alternativa de conservacion. Asi mismo, si existiera la pérdida del ejem-

plar silvestre por acciones antropogénicas, existe un replica en laboratorio

para asegurar su conservacion.

17



Almacenamiento De Capsulas Cerradas

El ingreso de alguna capsula cerrada (que aun no ha presentado dehiscencia), debera pa-
sar por un proceso de limpieza con agua y jabon, para evitar plagas o pudriciones, la cual

puede ser almacenada por algunas semanas, de preferencia en bolsas de papel previa-
mente etiquetadas a 4° C en un refrigerador, reduciendo el tiempo de maduracion y asi evi-
tar que se abra, como también evitar la pudricion temprana. Mantenerlas en observacion y

evitar que estén mucho tiempo almacenadas en bolsas de plastico, ya que la capsula al

ser muy suculenta, suda y aumenta el riesgo de pudricién.

Fig. 18.1.- Almacenamiento de capsula cerrada

Eliminar la parte apical y basal sobrantes de la capsula, para reducir la probabilidad de
contaminacion.

Fig. 18.2- Almacenamiento de capsula cerrada

18



Almacenamieto De Capsulas Abiertas

1.- La capsula se coloca en una bolsa
de papel, con silica gel (se recomienda
usarlo por corto plazo), almacenarla en
el cuarto de incubacion a 25 + 2°C, pre-
viamente etiquetado con el nombre o
simplemente dejar secar a la temperatu-

ra ambiente de una habitacidn, en cli-
ma seco , reduciendo la humedad, evi-
tar la pudricion por la aparicion de hon- Fig. 19.1.- Almacenamiento de capsula
gos o baterias que afecten las semi-
llas, y evitar la contaminacidn en la

siembra in vitro.

2.- Se pueden retirar las semillas de las
capsulas y colocarlas en pequefios so-
bres de papel o en frascos cerrados

(con etiqueta), las cuales pueden ser
almacenadas por meses en el refrige-

rador. Fig. 19.2.- Almacenamiento de capsula

Se puede conocer la viabilidad de las
semillas antes de sembrarlas con Cloru-
ro de 2-3-5 trifenil- tetrazolio (TTC), con-
siderado uno de los mejores indicado-
res para la viabilidad. En una caja petri
se coloca una pequefia porcion de semi-
llas y al agregar el TTC, se tornan de co-
lor rojo, el cual indica que son viables,
si no se observa ninguna coloracion las
semillas no son viables.

Fig. 20.- Prueba de viabilidad con TTC a)
semillas viable, b) semillas no viables.



Cultivo in vitro

Fig. 21.- Siembra in vitro
de semillas

La micropropagacion es un conjunto de

técnicas o métodos de cultivo in vitro, usa-
das para crecer células, tejidos u organos
vegetales bajo condiciones asépticas con-
troladas y libres de microorganismos

(Street, 1977; Calva y Rios, 1999); a partir
de una fragmento o explante (yemas, semi-
llas, raiz, hojas, etc.) se multiplican o propa-
gan plantas nuevas en grandes cantidades
en poco tiempo y libres de enfermedades.
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Las semillas de orquideas son muy peque-
nas y contienen poca o ninguna reserva ali-
menticia que le sirva para la germinacion,
por lo que mediante la técnica in vitro, se
germinan las semillas asépticamente en
frascos de vidrio o plastico sobre un me-
dio nutritivo gelificado que contiene azuca-
res y sales minerales necesarios para una
exitosa germinacion y buen desarrollo de
las plantulas.

La germinacién in vitro puede ser: simbioti-
ca (presencia del hongo que realiza la aso-
ciacion micorrizica) o asimbidtica (sin la
presencia del hongo). Esta ultima es utiliza-
da en la propagacion de orquideas, ya que
tienden a crecer facilmente en un medio
complejo que contiene los nutrientes orga-
nicos e inorganicos, y azucares disponi-
bles para la orquidea (Téllez, 2011).

Obteniendo la ventaja de usar semillas co-
mo explante, las orquideas nativas de im-
portancia ecoldgica, alimentaria, ornamen-

Fig. 22.- Plantulas en
desarrollo in vitro

tal, medicinal, en alguna categoria de ries-
go, etc., pueden mantener el pool genéti-
co, situacion que no sucede con la micro-
propagacion clonal (Stenberg et al, 1998).
Al usar dicha técnica se pueden obtener
plantulas en menor tiempo y mayor nume-
ro de ejemplares libres de enfermedades.

Los factores que determinan la germina-
cion, el desarrollo y el crecimiento de las
plantulas de orquideas in vitro de acuerdo
con Arditti(1993) y Hurtado y Merino (2001)
son:

- La genética de las plantas.
 Tiempo y viabilidad de las semillas.

* Nutrimentos, agua, macronutrientes y mi-
cronutrientes.

* Luz, temperatura y humedad.

* pH, concentraciones de oxigeno y bioxi-
do de carbono.

- Sustancias organicas, reguladores de
crecimiento, vitaminas, aminoacidos, etc.

21



Medio MS

Para la micropropagacion, es necesario realizar medios de cultivo que ayu-
den a optimizar la germinacion, regeneracion y desarrollo de las plantas, para
lo cual es necesario brindarles a las semillas los nutrientes necesarios para
su germinacion sin la presencia de un hongo micorrizico. El medio de cultivo
mas utilizado es MS (PhytoTechnology Laboratories, LLC™), el cual se com-
pone de diversos macro y micro-nutrientes (tabla 2).

M519 Murashige & Skoog (MS) Basal Medium w/ Formula (mg/L)
Vitamins

Macronutrientes

Sulfato de magnesio -H20 180.7
Cloruro de Calcio 332.2
Nitrato de Potasio 1900
Nitrato de Amonio 1650

Fosfato de Potasio Monobasico 170
Sulfato de Amonio 170
Micronutrientes
Sulfato Ferroso-7H20 27.8
Sulfato Manganoso 16.9
Sulfato de Zic-7H20 8.6
Sulfato Cuprico -5H20 0.025
loduro de Potasio 0.83
Cloruro de Cobalto-6H20 0.025
Acido Bodrico 6.2
Molibdato de Sodio 0.025
Vitaminas
Myo-Inositol 100
Thiamina 0.1
Acido nicotinico 0.5
Pyridoxina 0.5
Glicina 2

Tabla 2.- Macro y micronutrientes de medio MS



Preparacion

En una probeta de un litro se miden 500 ml| 5. Medir el pH a 5.6 con un potenciome-
de agua destilada, se vacia en un vaso de tro, el pH se regula con HCL (-) IN vy
precitado, (el vaso de precipitado se rotula NaOH 1.0 N. (+).

dependiendo el medio de cultivo que con-

tenga) y se coloca en un parrilla de agita- 6. Pesary agregar 3 gL-1 de gelrite a la

cion con una barra magnética. solucion o la cantidad recomendad segun
la marca.

1. Pesarlos 4.43 gL-1 del medio MS
7. Se toman 25 ml de la solucidn con

2. Pesar 20 gL-1 de sacarosa o 25 gL-1 una jeringa y se vacia en frascos de vidrio
de azlcar morena comercial en una balan- y se tapan (rotulados con el nombre del
za analitica calibrada. medio utilizado y porcentaje).

3. Vaciar el medio y la sacarosa en el va- 8. Se colocan en la autoclave.
so de precipitado*(suplementos organi-
cos). Nota: Para la sub-cultivo de plantulas se

le agrega al medio de cultivo 2gL-1 de car-

4. \erter la solucion en la probeta y aforar bon activado.

a 1 litro con agua destilada.

T |- Agregar 5_;
Fig. 23.- Pasos - : i
! ouosup. 4
para la | » (opdonal)

preparacion de
medio de cultivo
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Suplementos

La adicion de compuestos organicos en el cultivo in vitro, como la homogenizado de plata-

no, agua de coco, peptona, triptona, levadura de fermentacién, hidrolizado de caseina, ju-

go de pina, jugo de tomate y extracto de papa, de los cuales los mas utilizados es la pul-

pa de platano y el agua de coco, por su alto contenido de azucares, aminoacidos, y agen-

tes promotores del crecimiento (Arditti, 1993), beneficiando el crecimiento y desarrollo de

las semillas asi como también aumenta el porcentaje de la supervivencia ex vitro de las or-

quideas, (Moreno y Menchaca, 2007), sin embargo la composicidon exacta de aminoaci-

dos, vitaminas y hormonas no es definida.

Tabla 3.-
Suplementos
organicos y
sus
sustancias
organicas.

SUPLEMENTO
ORGANICO

AGUA DE COCO

JUGO DE PINA

JUGO DE
TOMATE

MACERADO DE
PLATANO

SUSTANCIAS ORGANICAS.

Rica en Magnesio y fosfatos. Alto contenido en
azucares indispensables para el desarrollo de las
plantulas, como también aminoacidos, vitaminas,
hormonas, acidos organicos, enzimas y factores de

crecimiento.

Alto contenido de acido citrico, el cual previene o

reduce la oxidacion de semillas o protocormos.

Contiene azucares como fructuosas y glucosa las
cuales son fuente importante de energia

indispensable para el crecimiento.

Fuente importante de 4cido citrico y vitaminas, que
favorecen el crecimiento de las plantulas. Debe ser
utilizado simultdneamente con el carbono activado

para evitar su oxidacion.

Es fuente importante de carbohidratos como
almidones y fructuosa. Debe ser suplementado con
acido citrico, acido ascorbico o carbon activado para

reducir la oxidacion.
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Para hacer uso de los suplementos organicos, se debe de seguir el mismo procedimiento
mencionado en la seccion previa (preparacion del MS) modificando el paso 3 ya que es
aqui donde se agregan, al después de hacerlo se debe de aforar y continuar con el proce-

dimiento.

 En el caso de la pulpa de platano se
agregan 100g/L previamente machacado
y hervido.

« Agregar el agua de coco 120 ml/L
previamente filtrada

* Ambas preparaciones son por separado
aunque se pueden combinar con las

mismas medidas antes mencionadas

Nota: Todo este proceso se debe mantener en agitacion constante con la barra magnética

para disolver y evitar la sedimentacion.

Fig. 24.- Plantulas
en medio de cultivo
con sustratos
organicos, pina (1),
fécula de maiz (2) y
combinado (3)
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Esterilizacion

Fig. 25.- Métodos de esteriliza-
cion utilizados durante el proce-
so dela siembra in vitro.

Metodos de
esterilizacion

Agentes
fisicos

L

Radiacion Luz U.V Calor humedo

Calor seco

Agentes
Quimicos

Hipoclorito de
sodio

Alcohol etilico

( Afecta las
' moleculas de ADN

{Desnaturalizacion
|

de las proteinas.

Desecacion de la
célula

El proceso de esterilizacion, es aquel en el
cual se elimina todo microorganismo, ya
que al utilizar medios nutritivos, hongos o
baterias pueden aprovecharse de este, li-
berando toxinas provocando la inhibicion
de la germinacion de las semillas y en su
caso el crecimiento o desarrollo de las es-

pecies, por lo que es necesario cuidar to-
dos los procesos de asepsia, durante el
proceso de micropropagacion. Existen dife-
rentes formas de esterilizacion, sin embar-
go la mas utilizada en este proceso es el
de calor hiimedo, a través de la autoclave.
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Campana De Flujo Laminar

Los pasos a seguir para realizar la estiliza-
cion del material que se usara en la campa-
na de flujo laminar son:

1.-Seleccionar el material que sera esterili-
zado (pinzas, asas, bisturi, agujas, cajas
petri) y seran envueltos en papel aluminio
(papel craft 6 bolsas de polipapel) suficien-
te para cubrir cada material.

2.- El material se colocara en un Autoclave
de 1.5 kg/cm2 y 120-121 °C

. Medio de cultivo 15-20 min.

. Instrumentos pinzas y bisturies y cris-
taleria 20 min.

. Sustratos (tierra, tepezil, etc.) 20-25
min.

3.- Se tapa y cierra la autoclave. Posterior-
mente se enciende la autoclave a tempera-
tura maxima esperando un alcance de 5
PSI. Se libera la presion abriendo la valvu-
la hasta que el aire salga caliente, este pro-
ceso es conocido como “purgado”. Se
vuelve a cerrar la valvula.

Fig. 26.-
Esterilizacion
de material y
medio de
cultivo.

4.- Cuando la autoclave alcance 1.5 kg/
cm2 y una temperatura de 120 °C, se regu-
la a temperatura media y se toma un tiem-
po de 15- 20 minutos, una vez concluido
los 15- 20 minutos se apaga y se desco-
necta la autoclave.

5.-Esperar y no liberar la presion inmediata-
mente

6.- Se deja enfriar liberando la presion len-
tamente, sacar el material (rociarlo con al-
cohol al 70%) y colocarlo en una campana
de flujo laminar previamente desinfectada
con alcohol al 70% o con luz UV de 20- 30
min.

7.- Los recipientes con medio de cultivo,
se sellan con clean pack para evitar que
estos se contaminen.

El medio se puede almacenar a temperatu-
ra ambiente por 2 semanas o aumentar el

tiempo de almacenamiento en refrigerador.
Se debe preparar el medio fresco siempre
que sea posible.
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Procesos De
Siembra De Semillas

Fig. 27.- Flameado de
capsula

El cultivo in vitro, inicia con la desinfeccion
superficial de las semillas con hipoclorito
de sodio para la eliminacion de contami-
nantes externos como lo son hongo y bac-
terias, por o que es necesario aplicar dis-
tintos métodos, dependiendo de las condi-
ciones de la capsula y del material vegetal
disponible.

Una vez desinfectadas las semillas, es ne-
cesario mantener las condiciones de asep-
sia, posteriormente en el cuarto de siem-
bra, bajo condiciones de esterilidad apro-
piadas se procede a la siembra in vitro de
semillas, el trabajo realizado en un area es-
téril, proporcionado por una camara de flu-
jo laminar de aire, reduce la probabilidad
de contaminacion.
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Proceso De Siembra De Capsula Cerrada

Para la previa desinfestacion del fruto, este
debera ser lavado con una solucion jabono-
sa, con la ayuda de un cepillo suave o fibra
para trastos y sera secado.

Preparacion de solucion de hipoclorito
de sodio para desinfeccion de la capsula.

1. En una probeta graduada se miden 20
ml de hipoclorito de sodio (NaClO) y se afo-
ra a 100 ml con agua destilada, anadir 2 go-
ta de tween (Polyoxyethylenesorbitan mono-
laurate) por cada 100 ml de solucion, de 15
— 20 min.

2.- Posteriormente se prepara una solucion
de alcohol al 70 % (en un probeta gradua-
da se miden 70 ml de alcohol y se afora con
agua destilada a 100 ml) y se vierte en un va-

so de precipitado por 1 min.
Siembra de semillas

1. Prender la luz UV de 20- 30 min de la
campana de flujo laminar (se recomienda
que este apagada).

2. Apagar la luz UV y prender la campana
20 minutos antes de sembrar.

3. Desinfectar la campana con alcohol al
70%.

45 Prender el mechero.
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5. El operador de siembra debera desin-
fectarse las manos y antebrazos con alco-
hol del 70%, usar cubre bocas (evitar hablar
lo menos posible), gorro y bata de laborato-
rio.

6. Los frascos con medio se rocian con
alcohol al 70% dejar secar el alcohol y pa-
sar por la flama.

7. Los frascos se deben de abrir en direc-
cion al filtro de la campana de flujo laminar.

Siembra de semillas de un fruto verde.

1. Una vez desinfestado el fruto se lleva a
campana

2. Se rocia con alcohol al 96% y se fla-
mea.

3. Colocar el fruto en una caja petri, cortar
la parte basal y floral, posteriormente reali-
zar un corte longitudinal a lo largo del exo-
carpo del fruto dejando expuestas las semi-
llas.

4. Con un asa bacterioldgica, se toman
las semillas de la capsula y se colocan en el
medio.

Nota: La tapa y boca del frasco se pasaran
por la flama antes y después de la siembra.
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Proceso De Siembra De Capsula Abierta

Método de sobre

1. Con un papel filtro se elabora un sobre de
aproximadamente 5 cm, (este dependera de la
cantidad de semillas disponibles en la capsula)
se colocan las semillas dentro del sobre sellan-
dolo con grapas

2. En un vaso de precipitado se coloca el so-
bre en una solucion de hipoclorito de sodio al
1% adicionado 2 gotas de Tween por cada 100
ml. Durante 20 minutos se mantiene en agita-
cion constante.

3. Pasar el vaso de precipitado a la campana
de flujo laminar previamente desinfectada con
Etanol al 70%.

4. Se transfiere el sobre a un vaso con agua
destilada estéril agitando por cinco minutos,
(Repetir este procedimiento 3 veces).

5. Al concluir el paso 4, el sobre se pasa a
una caja petri estéril, abrirlo y sembrar en me-
dio de cultivo.

Método por filtracion

1.  Mantener el material estéril dentro de la
Campana de flujo laminar encendida.

2. Colocar las semillas directamente en una
solucion de Hipoclorito de sodio al 1% por 15
minutos, manteniéndola en constante agitacion.
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3. Pasando los 15 minutos verter las
semillas con la solucién de hipoclorito
de sodio en un embudo de cristal con
papel filtro estéril. Y enjuagar con agua
destilada estéril. Repetir este proceso
2 veces

4. Colocar el papel filtro con las semi-
llas en una caja petri desinfectada.

5. Con un asa bacteriologica se to-
ma una pequefa porciéon de las semi-
llas y se coloca en el medio de cultivo
correspondiente.

Método de la “jeringuilla”.

Se debe tomar una jeringa de 5 ml y co-
locar un filtro en la punta a base de al-
godon, envuelto de tela y amarrado
con una liga. Posteriormente se inserta
el embolo para asegurarse de que no
esta completamente taponeado.

1. Sacar el embolo de la jeringa, ver-
ter una pequena cantidad de semillas e
insertar nuevamente.

2. Preparar una solucion de Hipoclori-
to de sodio al 1% anadiendo una gota
de Tween

3. Absorber con la jeringa 4 ml de la
solucién antes preparada y agitarla du-
rante 5 minutos, asegurandose de que
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la semilla se mojen completamente y
que no queden atrapadas en burbujas.
Expulsar esta solucion y repetir el pro-
ceso.

4. Lavar las semillas de 3 a 4 veces,
absorbiendo agua destilada y esteriliza-
da en la jeringuilla, agitando por un mo-
mento y luego expulsando el liquido.

5. Sembrar las semillas en el medio
de cultivo, expulsando el exceso de
agua, sacando el algodén con unas pin-
zas y colocando las semillas en el me-
dio.
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Su bCU |tiVO Fig. 28.- Plantula de

Prosthechea vitellina

Posterior a la germinacion
de las semillas en condicio-
nes in vitro, se realizan
sub-cultivos, los cuales
consisten en resembrar las
plantas en un medio de cul-
tivo fresco, esto para redu-
cir el estrés en las plantas
y evitar la muerte de las
mismas, causado por diver-
sos factores como la falta
de nutrientes y la limitacion
del espacio, entre otras. El

medio de cultivo utilizado
para el subcultivo, es medio MS basal, sacarosa 25 gr/l, gel rite 3 gr/l, carbon activado 3
gr/l, con pH de 5.6; medio que puede ser complementado son suplementos organicos co-
mo agua de coco, platano o pifia. De esta manera las plantulas alcanzan el buen desarro-
llo de hojas y raices o en ocasiones se observa hasta la presencia de pequefios pseudo-
bulbos, favoreciendo el proceso de aclimatacion.

Es necesario adicionar carbon activado en el medio de cultivo, ya que absorbe muchas
moléculas organicas e inorganicas del medio, elimina los contaminantes del medio de culti-
vo, elimina productos secundarios secretados por los tejidos, regula el suministro de deter-
minados reguladores de crecimiento, asi como también debido al oscurecimiento del me-
dio simula las condiciones del cuelo generando raiz y estimula la embriogénesis.
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Proceso de subcultivo

1. Se utiliza el material estéril (frascos con
medio de cultivo con carbdn activado, pinzas,
agua destilada, alcohol) dentro la campana de
flujo laminar.

2. En la campana de flujo laminar se desta-
pa el frasco que contiene las plantulas que se
encuentran en condiciones in vitro.

3. Se toman las plantulas con las pinzas es-
tériles (si es necesario se pasan las plantulas a
la caja Petri y se separan o se les retira las par-
tes muertas) y se colocan en el medio de culti-
vo de forma que la parte de la raiz de las plan-
tulas se introduzcan en el medio.

4. Los frascos resembrados se sellan con
clean pack y se rotulan para posteriormente
colocarlos en la camara de incubacion.
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Rotulacion

Terminada la siembra los frascos han de ser sellados con clean pack vy rotulados con el
nombre completo de la especie, medio de cultivo utilizado y fecha.

Al terminar el rotulado, los frascos de deben colocar en un estante dentro del cuarto de in-
cubacion.

Fig. 29.- Frascos rotulados.
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Cuarto de incubacion

Los cultivos se encuban en un cuarto apropia-
do o en gabinetes o camaras de crecimiento;
esas pueden ser mas eficientes en cuanto
control ambiental, pero son mas costosas. El
area de incubacion o crecimiento in vitro de-
be proporcionar un buen control de la tempe-
ratura (25 = 2°C) de iluminacion (variable, se-
gun las necesidades: 1,000 a 5,000 lux) y de
la humedad relativa (70 %- 80%).Es necesa-
rio propiciar una buena distribucion del aire
en este cuarto para evitar zonas de recalenta-
miento por efecto de las luces.

La regulacion de la temperatura se puede lo-
grar por medio de aparatos de aire acondicio-
nado de pared o de un sistema central. En
cualquier caso, es necesario tomar precaucio-
nes para evitar el calentamiento excesivo, ins-
talando alarmas y controles.

En el caso de las orquideas las plantulas cre-
cen en gavetas a 40 cm de distancia de la
fuente luminosa, bajo tubos fluorescentes de
20 watts en un cuarto de crecimiento que es-
ta regulado a 25 + 2°C, con un fotoperiodo de
16 horas de luz y 8 horas de obscuridad. Es-
tas recomendaciones pueden variar, depen-
diendo del origen de las plantas que van a
sembrase.
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Achmatacién _De
Plantulas in vitro

Fig. 29.- Plantulas ex vitro
de Stanhopea tigrina

Lograr la aclimatacion de plantulas proce-

dentes de cultivo in vitro es dificil, puesto
que se deben adaptar a las condiciones ex-
ternas, dependiendo de la especie, ya que
provienen de un ambiente aséptico, medio
rico en nutrientes, humedad relativa entre
el 90 y 95%, las plantulas presentan cuticu-
la delgada, la densidad de estomas es ba-
ja. Ademas, la temperatura, nutrientes que
se le proporciona deben ser controladas. A
pesar de esto se pueden obtener plantulas
ex vitro. Una manera de obtener un alto
porcentaje de sobrevivencia y aclimata-
cion de las plantulas es teniendo una fase
de pre-aclimatacion.

La pre-aclimatacion consiste en transpor-
tar los frascos con plantulas in vitro, proce-
dentes del cuarto de incubacion, al lugar
donde los productores las cultivaran. Di-
chas plantulas deben tener un sistema de
raiz bien desarrollado y hojas de 3 a 5 cm
de longitud. Las plantulas deben pertene-
cer en los frascos durante 15 dias en el vi-
vero o el lugar donde se van a aclimatar,
como un proceso de adaptacion para pos-
teriormente empezar con el proceso de
“aclimatacion”.
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Sustratos

El sustrato utilizado para la liberacidn de plantulas in vitro puede ser organico o inorganico

y se puede ocupar de forma pura o mezclado (dependiendo del requerimiento de las plan-
tas que se vayan a cultivar), es un material que suministra materia organica a las plantulas.

Dicho sustrato, ademas de aportar nutrientes, cumplen la funcién de fijar y dar soporte a

las plantas, proporcionandoles una buena aireacién y drenaje dentro de las macetas o do-
moS.

Cada sustrato tiene sus propias caracteristicas y dependiendo de la especie a cultivar se-
ra el sustrato a utilizar, ya sea de forma pura o mediante una mezcla entre otros. Los sus-
tratos que se utilizan con mayor frecuencia en orquideas y que son faciles de conseguir
son:

1. Corteza de arboles.- Es un material or-
ganico, ligero y con pocos nutrientes; tiene
buen drenaje, pero es de corta duracién.

2. Troncos de café o citricos.- Es un ma-
terial organico, donde se ocupan troncos o
ramas para dar soporte a plantas epifitas
(plantas que generalmente viven sobre arbo-
les)

3. Fibra de coco.- Es un material organico
que retiene agua y tiene buena aireacion,
ademas de retener nutrientes de abonado,
liberandolos poco a poco.

4. Sphagnum.- Es un musgo de alta poro-
sidad, capaz de acumular y retener gran can-
tidad de agua; es antibacteriano para preve-
nir enfermedades y plagas.
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5. Peat moss.- Es un material pardo obscuro, con
buena retencion de humedad, buena aireacion y alto
contenido de materia organica.

6. Carbon vegetal.- Es un material muy ligero que

no guarda humedad. Se debe ocupar mezclado con

otros sustratos como corteza de arboles, hojarasca,

sphagnum, etc. Tiene la propiedad de absorber el ex-
ceso de sales minerales que se acumulan con la apli-
cacion de abonos y sanea el sustrato.

7. Grava volcanica.- Es una piedra que tiene un
excelente drenaje y retiene poca humedad, ademas
da estabilidad a las macetas y buen soporte a las rai-
ces; no tiene nutrientes, por lo que se deben fertili-
zar con frecuencia.

8. Tepetzil.- Es una piedra muy liviana y util para
mejorar el drenaje, mezclada con la grava y otros
materiales, resulta ser un buen sustrato.

9. Perlita.- Es un material muy ligero que se debe
ocupar mezclado con otros materiales para mejorar
el drenaje de la mezcla de sustrato.

10. Mezcla de sustratos.- Combinacion de 2 o
mas sustratos, principalmente se hace con grava, te-
petzil, carbon activado y algun material organico; de-
pendiendo de la especie a cultivar.
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Aclimatacion

Proceso de aclimatacion de plantulas ob-
tenidas de cultivo in vitro de distintas es-
pecies de la familia Orchidaceae.

1.- Seleccionar las plantulas que han desa-
rrollado raiz y hojas. Deben tener un tama-
no promedio de 5 cm de altura, depen-
diendo de la especie.

2.- Se aflojan las tapas de los frascos gra-
dualmente para permitir la entrada de ai-
re.

3.- Se selecciona y esteriliza el sustrato.
Es recomendable trasplantar las plantu-
las a un sustrato inerte o inorganico, en el
que se mantengan en humedad para pos-
teriormente colocarlas en un sustrato de
crecimiento.

4.- Cuidadosamente se retiran las plantu-
las del medio de cultivo y con pincel se
les retira todo el agar (enjuagar con agua
corriente).

5.- Las plantulas se sumergen en un fungi-
cida de tipo sistémico y posteriormente
en bactericida para evitar pérdidas de
plantulas por contaminacion de hongos o
bacterias.

6.- Se plantan en el sustrato selecciona-
do.
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7.- A la maceta con la plantula se le coloca una bol-
sa sostenida con una liga, para evitar la pérdida de
humedad y se aclimaten a las condiciones ambienta-
les.

8.- Poner las plantulas en un invernadero para asegu-
rar la alta humedad durante la fase de establecimien-
to.

9.- Después de siete dias, perforar las bolsas gra-
dualmente y 15 dias posteriores a la perforacion, reti-
rar las bolsas.

10.- En un mes las plantas logran aclimatarse, con
hojas y raices funcionales. Al mes de aclimatadas,
puede iniciarse un sistema de fertilizacion.

11.- Fertilizar 1 vez cada 7 o 15 dias

12.- Observar diariamente a las plantas para asegu-
rar que se encuentren en buen estado.

13.- Evitar lugares muy humedos 6 con mucha som-
bra, ya que puede ocasionar la aparicion de hongos
o bacterias que dafien o maten la plantula.

14.- Evitar el sol directo, ya que las plantulas son
muy susceptibles a la deshidratacion.
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Vinculacion

'

PV L 0,

A partir de una reflexién que refleja la ca-
rencia de vinculacion del sector académi-
co con trabajos comunitarios, el Orquida-
rio Universitario decide incursionar de ma-
nera directa en el apoyo a pequefos pro-
ductores de orquideas, promoviendo accio-
nes para la conservacion de los recursos
fitogenéticos a través del aprovechamiento
sustentable de estos.

Fig. 30.- Vinculacion con
productor.

Con el fin de coordinar y apoyar estas ac-
ciones, en el Orquidario se desarrolla un
esquema de trabajo que finaliza con la en-
trega de plantulas (generadas en condicio-
nes in vitro) a los pequenos productores,
para ser aprovechadas comercialmente en
sus UMA’s. Esta vinculacidén permite la inte-
raccion con la gente poseedora de los re-
cursos, para que a través de la reproduc-
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Fig. 31.- Invernadero
de orquideas.

cion contralada de estas plantas y un asesoramiento legal res-
pecto a las UMAs, ellos puedan realizar labores de conserva-
cion y desarrollo econdémico.

Los productores eligen el material que desean propagar bajo
condiciones in vitro (ya sea material genético propio o del Or-
quidario) y este es propagado en el laboratorio. Parte del ma-
terial sirve para realizar labores de Investigacion de algunas
tesis de Licenciatura y Postgrado, mientras que otra parte del
material genético es entregado a los productores.

Estas plantulas son resguardadas por ellos en sus predios, pa-
ra ser comercializadas cuando alcancen el tamano adecuado.
Cuando las plantas hayan producido sus capsulas (que contie-
nen a las semillas), los productores regresan al laboratorio pa-
ra que se realice la misma operacion.
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Desarrollo y obtencion de
capsula de orquidea

Aprovechamiento : .y .
sustentable por Desinfeccion y cultivo in
productores vitro de semillas

reintroduccion de especies
amenazadas

Desarrollo
crecimiento de
plantulas.

y

o

e- aclimatacion de
plantulas cultivadas in vitro

Desarrollo de plantas
cultivadas in vitro en vivero

Aclimatacion de plantulas

Fig. 22.- Protocolo del proceso de micropropagacion in vitro
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Anexo

Bitacora de semillas para siembra.

Nombre de

Fecha de I
Donante/ i Fecha de Fecha del Técnicoy
] Origen del fruto entrega al i Estado del fruto .
viveroy colecta i cultivo observaciones
. laboratorio
procedencia
Auto-p p- cruzada Abierto Cerrado
Bitacora de registro de siembra.
Nombre del Hora de Hora de Control de uso de i
) Fecha Actividad . Observaciones
usuario entrada salida campana
Fecha Actividades
Bitacora de registro cuarto de siembra
. . .. . ) No. de .
Género Especie Actividad Medio de cultivo Fecha Firmas

repeticiones

Siembra Sub-cultivo
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