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RESUMEN

En este trabajo se hizo un seguimiento
morfologico de plantas de Laelia
eyermaniana Rchb. f. obtenidas in vitro.
Se realizaron preparaciones histologicas
para observar diferentes etapas, desde la
germinacion hasta la aclimatacion ex vitro.
Las fotomicrografias de las preparaciones
mostraron varios estadios transitorios. Se
identificaron y describieron siete estadios
relativos de desarrollo: semilla, protocormo
no fotosintético, protocormo fotosintético,
protocormo en diferenciacion, plantula con
hojas, plantulas con hojas y raiz, plantula
con hojas y dos raices. Asi como también,
dos fases transitorias: masa embrionaria
somatica (MES) y cuerpos parecidos a
protocormos (PLBs) por sus siglas en inglés,
obtenidos por embriogénesis somatica
indirecta. La densidad estomatica en las
hojas se duplico bajo condiciones ex vitro.
Este estudio contribuye al conocimiento del
desarrollo morfologico de L. eyermaniana
durante su cultivo in vitro y aclimatacion
ex vitro.

Palabras clave: aclimatacion, morfologia,
orquideas.

ABSTRACT

A morphological study of plantlets of Laelia
eyermaniana Rchb.f. cultured in vitro was
carried out. Histologic preparations were
made to observe different stages from seed
germination until ex vitro acclimatization
of plantlets. Photomicrographs showed
various transitional stages. Seven relative
stages of development were identified
and described: seed, non-photosynthetic
protocorm, photosynthetic protocorm,
differentiated protocorm, plantlets with
leafs, plantlets with leaves and roots, and
plantlets with leaves and two roots, as
well as two transitory phases: somatic
embryogenic mass (SEM) and protocorm-
like bodies (PLBs) obtained by indirect
somatic embryogenesis. Stomatal leaf
density doubled under ex vitro conditions.
This study contributes to the knowledge
of morphological development of L.
eyermaniana during in vitro culture and ex
vitro acclimatization.

Key words: acclimatization, morphology,
orchids.
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INTRODUCCION

Las orquideas son plantas poco frecuentes y
de dificil reproduccion natural; los periodos
para su establecimiento, desarrollo y flora-
cion, son largos, por lo menos de cinco
anos. Adicionalmente, son recolectadas
para su comercializacion sin control y todo
ello las pone en riesgo de extincion. Es
posible disminuir el tiempo de regeneracion
e incrementar las poblaciones a través de
técnicas de propagacion in vitro, paraello es
elemental realizar estudios relacionados con
su capacidad de germinacion y regeneracion,
en donde la respuesta depende de la especie
y de las condiciones de cultivo. En la
literatura se ha reportado que después de
la germinacion se forma una masa de células
denominada protocormo, el cual puede
diferenciarse en plantula o formar cuerpos
parecidos a protocormos (PLBs) (Arditti y
Ernst, 1993). El protocormo se diferencia en
una region apical, que consiste en pequefias
células que forman el apice de brote y la
parte basal conformada por grandes células
parenquimatosas que funciona como un
deposito organico (Free et al., 2003). En los
primeros estados de desarrollo se presentan
brotes de hojas y raices adventicias. Por
ejemplo, en Aerides crispum, se observaron
estructuras globulares originadas en las
capas subepidérmicas del protocormo,
constituidas por células pequefias, que
después de desarrollarse forman una
protrusion (Sheelavanthmath et al.,
2005). Los protocormos presentan alta
totipotencialidad (Batygina et al., 2003).
En ensayos de propagacion in vitro se
han empleado diversas estructuras como
explante, tal es el caso del meristemo
apical de Cymbidium, apices radicales
en Cattleya (Kerbauy, 1991); de hoja en
Oncidium Gower Ramsey (Chen et al.,
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1999 y Chen et al., 2002); protocormos en
Rhynchostele bictoniens (Espinosa, 2004)
y nudos de la rama floral de Phalaenopsis
(Kosir et al., 2004). Las plantulas obtenidas
in vitro realizan fotosintesis, sin embargo, al
transferirse a las condiciones ex vitro para
su aclimatacion, generalmente disminuye
el desarrollo y rendimiento fotosintético,
esto, debido a las condiciones particulares
del cultivo in vitro como son alta humedad
relativa, baja intensidad luminosa y baja
concentracion de CO, (Kadlecek et al., 2001).
Tales condiciones dan lugar a plantulas
morfologica, anatdomica y fisiologicamente
anormales (Pospisilova et al., 1999), por
ejemplo, en comparacion con una planta en
su ambiente natural, pueden presentar alta o
baja densidad de estomas, aparato estomatal
poco funcional y baja tasa fotosintética entre
otras caracteristicas. Para corregir estas
anormalidades se requiere de un periodo de
aclimatacion. Laelia eyermaniana Rchb. £,
es endémica de México, se distribuye en la
Sierra Madre Occidental y porcion sur de
la Planicie Central, es considerablemente
apreciada en los estados donde se localiza:
Chihuahua, Durango, Guanajuato, Jalisco,
Michoacan, Querétaro, Sinaloa, Sonora y
Zacatecas (Espejo y Lopez, 1997). Esto
por las caracteristicas arquitectonicas de
la inflorescencia (20-100 cm de longitud,
racimo de 3-12 flores, engrosamiento
verde en el apice de la superficie externa
de los sépalos), color de sépalos y pétalos:
rosa o lila y la fragancia delicada de sus
flores (Halbinger y Soto, 1997). A pesar
de su importancia comercial, hasta ahora
no existen reportes sobre el cultivo in vitro
de esta especie. Derivado de lo anterior, el
objetivo de este estudio fue identificar los
distintos estadios de desarrollo de plantas
de Laelia eyermaniana Rchb. f. generadas
in vitro, a través de una exploracion



Nava, J.J.F. et al.: Estudio de la morfologia y aclimatacion de plantas de Laelia eyermaniana Rchb. f. generadas in vitro.

morfoldgica, que abarco desde la formacion
del protocormo hasta la generacion de planta
y aclimatacion de la misma.

METODOS

Material vegetal, acondicionamiento y
cultivo in vitro

Las capsulas de Laelia eyermaniana Rehb. f.
en madurez fisiologica (obtenidas de semillas
donadas en proceso de germinacion por el
Laboratorio de Cultivo de Células y Tejidos
Vegetales del Jardin Botanico del IB-UNAM
y cultivadas y subcultivadas en el Centro de
Desarrollo de Productos Bioticos (CEPROBI)
del Instituto Politécnico Nacional, fueron
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1%,
posteriormente se extrajeron las semillas y
fueron sembradas mediante el procedimiento
descrito por Arditti y Ernst (1993). Para
ello se utilizaron 30 ml de medio de cultivo
basal MS (Espinosa et al., 2010) al 50%
de nutrimentos suplementado con 30 geL!
de sacarosa, 8 geL! de agar como agente
gelificante y 0.5 geL! de carboén activado;
el pH del medio se ajusto a 5.8. Previo a su
esterilizacion en autoclave (1.04 Kgecm™
de presion durante 15 min), el medio se
deposito en frascos de vidrio tipo “gerber”;
se sembraron cuatro semillas por frasco. Las
condiciones de incubacion fueron: 25 + 1°C
de temperatura, fotoperiodo de 16 horas luz
y una intensidad luminica de 46 pmol m?s™!
proveniente de lamparas fluorescentes de 74
W colocadas a 50 cm de altura.

Identificacion y descripcién estructural

Después de ocho meses de inducida la
germinacion, se hizo la identificacion de los
diferentes los estadios o fases de desarrollo,
con base en las caracteristicas morfologicas

de las estructuras regenerantes reportadas
por varios autores (Batigyna et al., 2003;
Litz et al., 2004; Espinosa, 2004; Shimura y
Koda, 2004; Santos et al., 2005; Suarez et al.,
2007). Para ello se hicieron observaciones en
un microscopio estereoscopico (American
Optical) provisto con zoom optico de
1-10X . De igual manera se hicieron cortes
histolégicos los cuales se tifieron con la
técnica dicréomica safranina “O”-verde
rapido FCF (Sandoval, 2006) y se montaron
en resina sintética. Las observaciones se
realizaron en un microscopio foténico
(Carl Zeiss Modelo Axioskop), provisto
con una camara digital. Con base en las
fotomicrografias de cada estadio establecido,
se identificaron y describieron diversas
estructuras regenerantes tales como: a)
protocormos no fotosintéticos, fotosintéticos
y en diferenciacion; b) plantulas: con hojas,
con hojas y raiz, con hojas y dos raices y
¢) las fases transitorias: masa embrionaria
somatica (MES) y PLBs.

Aclimatacion de las plantulas

Las plantulas para aclimatacion, se
subcultivaron en el medio MS, hasta que
presentaron dos o mas hojas y raices. Con
base en los criterios sugeridos por Rawsony
Gomez (2001), las plantulas se clasificaron
en: grandes (mayores de 3 ¢cm, con dos o
mas hojas y raices), medianas (1.5 a 3 cm;
1 a 2 hojas y raices) y pequefias (menores
1.5 cm con una hoja y raiz). Posteriormente
se transfirieron a macetas de plastico de 6.7
cm de altura y 6.0 cm de ancho, utilizando
como sustrato fibra de palma soyate (Brahea
dulcis (H.B.K.) (Francisco et al., 2007).
Las macetas se colocaron en charolas con
domo transparente y se expusieron a un
ambiente controlado [temperatura de 25
+ 2°C, fotoperiodo de 16/8 hr. de oscuridad
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y 46 pmolm?s de intensidad luminosa
(Quantum Meter Apogee Mod. QMSW-
SS)]. Cada 15 dias el domo se fue abriendo
de manera paulatina hasta que las plantulas
quedaron completamente expuestas, lo cual
ocurri6 a los 45 dias. Permanecieron bajo las
mismas condiciones hasta completar 90 dias
de cultivo. El porcentaje de superviviencia
se obtuvo al multiplicar el nimero de plantas
que sobrevivieron al final del periodo
de aclimatacion por 100, dividiendo el
resultado entre el nimero inicial de plantulas
sometidas a este proceso. Por otro lado, se
cuantificé el nimero de estomas por mm? en
laregion abaxial y adaxial en hojas de plantas
in vitro, y alos 90 dias de aclimatadas.

RESULTADOS

Identificacion y descripcién estructural
de los diferentes estadios

En la figura 1 se muestra una imagen de las
semillas de Laelia eyermaniana Rchb. f.
(primer estadio). Como se puede observar,
éstas fueron ovoides alargadas, de color café
amarillento opaco, la testa en forma de red
(estriada) y de consistencia esponjosa; el
embrion tenia una coloracion café verdoso
al centro y el pedicelo con el que se adhiere
a la placenta (suspensor) era corto; las
semillas presentaron germinacion sincronica
(estadios simultaneos) (Litz et al., 2005;
Suarez et al., 2007).

Durante la germinacion se observé un
hinchamiento del embrioén, el cual se separ6
de la testa para formar una estructura
globular compacta y translucida (Fig. 2A)
conformada por células con contenidos
celulares indeterminados. La porcion apical
corresponde al meristemo del embrion y la
porcion basal a la que origina los rizoides
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(Free et al., 2003). En la figura 2B se
observa la morfologia de las células la capa
uniestratificada de la epidermis.

Los protocormos translicidos, cambiaron
a una forma conico-esférica de tonalidad
verde y verde amarillento (Fig. 2C). La
coloracion en la epidermis del protocormo
indica la presencia de clorofila y por
lo tanto de cloroplastos. En el apice se
observaron células meristematicas y
en la base del protocormo, células con
abundantes contenidos indeterminados y de
mayor tamano que las del apice (Fig. 2D);
ademas de presentar rizoides de un tamafio
aproximado a un 1 mm (identificado como
tercer estadio).

En el cuarto estadio, los protocormos
continuaron diferenciandose (Fig. 2E y
2F); se observan los primordios foliares en
la region apical.

En el quinto estadio (Fig. 2G); el protocormo
se convirtio en una plantulade 0.5y 1 cm
de longitud, con una base globosa, dos
hojas en desarrollo y rizoides. En los cortes
histologicos se observo la formacion del
brote. (Fig. 2H).

El sexto estadio se caracterizo6 por presentar
estructuras tipicas de una planta: raices
de 1 a 2 cm, apergaminadas, inicialmente
envainantes, con tres a cuatro estructuras
foliares de 0.5 cm de largo. La raiz fue de
rapido crecimiento (aproximadamente 0.04
cm/dia) comparado con el de las hojas. Su
color fue blanquecino, aérea (geotropismo
negativo), de aspecto esponjoso, raramente
penetraba al medio de cultivo y de mayor
tamafio que el cormo de la planta (Fig. 21y
2J). Se observé un mayor numero de hojas
diferenciadas y la presencia de estomas. En
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Fig. 1. Fotomicrografia de la semilla de Laelia eyermaniana Rchb. f. (primer estadio).

el séptimo estadio, se desarroll6 la segunda
raiz y las plantas se consideraron aptas para
su traslado a condiciones ex vitro (Figs. 2K
y 2L), ya que de acuerdo a lo sefialado por
Steeves y Sussex, (1989), en este estadio
son organismos funcionales.

Algunos de los protocormos en crecimiento
formaron cumulos de masa callosa amorfa
en un periodo de 15 dias, a los que se les
denomindé masa embrionaria somatica
(MES), (Batygina et al., 2003; Shimura
y Koda, 2004). Su forma fue irregular,
facilmente disgregables y de color verde-
amarillento a blanquecino (Fig. 2M).
Con base en los cortes histologicos de L.
eyermaniana, se observo que la MES se
caracterizo por grandes células asimétricas,
seguida de una inmediata organizacion
(30 dias) y formacioén de multiples
regiones o brotes meristematicos (Fig.
2N). Posteriormente esta masa callosa dio
lugar a la formacion de cuerpos parecidos a
protocormos (PLBs), (Figs. 20 y 2P).

Aclimatacion

La supervivencia ex vitro en fibra de palma
soyate, a los 90 dias de haber iniciado el
proceso de aclimatacion fue en promedio
de 46.9%, obteniéndose un valor mas alto
con plantas grandes. El mayor porcentaje
de mortalidad, ocurrié entre los 60 y 90
dias, principalmente en plantulas pequefias
(21.87) y medianas (31.25). Por otra parte,
la densidad de estomas en la region abaxial
en hojas de 90 dias de aclimatacion se
duplicd, pasando de 56 (Fig. 3A) a 103
por mm? (Fig. 3B); mientras que en la
adaxial tanto de plantas in vitro, como de
aclimatadas fue muy baja (un promedio de
2.5 por mm?).

DISCUSION

Al observarse esta region con luz polarizada
(imagenes no presentadas) se identificaron
granulos de almidén que presentaron una
coloracidn azulosa caracteristica, asi como
la cruz de Malta. Estas particularidades
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Fig. 2. Fotomicrografias de los estadios: segundo al sexto en la germinacion de Laelia
eyermaniana Rchb. F; (A, C, E, G y I) observacion del espécimen completo con microscopio
estereoscopico; (B, D, F, Hy J) observacion del corte histologico con microscopio optico.
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Fig. 2 (cont.). Fotomicrografias de los estadios: séptimo en la germinacion, MES y PLBs

de Laelia eyermaniana Rchb. f. (K, M y O) observacion del espécimen completo con

microscopio estereoscopico; (L, Ny P) observacion del corte histolégico con microscopio

optico. A partir del segundo hasta el séptimo estadio, el ciclo tarda aproximadamente 210

dias con diferencias entre 30 y 35 dias para cada uno de los ciclos. Los estadios MEB y
PLBs se repitieron de manera ciclica, en periodos de uno a dos meses.
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Fig. 3. Fotomlcrograf' as dela region abaxial de las hO_]aS de L. eyermaniana: (A) cultivada
in vitro 'y (B) después de 90 dias de aclimatacion.
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coincidieron con lo reportado por Batygina
et al. (2003) para diversas orquideas.
Tales autores observaron que la region
apical esta conformada principalmente por
células pequefias, las cuales daran lugar a
la formacion del apice del brote; mientras
que la parte basal esta formada por grandes
células parenquimatosas que dan lugar a las
estructuras rizoidales y que tienen la funcion
de un “deposito organico”.

Cabe senalar que en Dactylorhiza maculata,
los protocormos se reportaron como
pequeiias protuberancias (Batygina et al.,
2003).

En la fase transitoria del primer subcultivo
de explantes de MES en medio MS sin
reguladores del crecimiento (Fig. 20) se
observo que en el 20% de los explantes, la
formacion de cuerpos globosos provenientes
del protocormo tardé ocho semanas; éstos se
diferenciaron en un apice y una base (Fig.
2P) o protocormos parecidos a embriones
somaticos (origen no cigotico) (Kobayashi
etal.,2001)y que se han denominado como
PLBs; caracteristica que coincidié con lo
reportado por otros autores (Chavez y Litz,
1992; Arditti y Ernst, 1993; Batygina et al.,
2003 y Litz et al., 2004). Posteriormente
cada region meristematica de los PLBs,
formaron plantulas o mas PLBs y no MES;
particularidad que evidenci6é una masa
embriogénica somatica. Cabe sefialar que
en la propagacion vegetativa intensiva de
orquideas con alto valor comercial, los PLBs
son los explantes de mayor demanda debido
a su rapido desarrollo in vitro; ademas
de que con ellos, se tiene la certeza de la
semejanza fenotipica con los progenitores
(Sagawa, 1991).
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De esta manera, los protocormos tienen la
capacidad de transitar del segundo al tercer
estadio o bien de diferenciarse en plantula.
La MES se presenté de manera temporal.
Batygina et al. (2003) reportaron resultados
semejantes para Dactylorhiza maculata;
quienes observaron un estado transitorio
entre protocormo y plantula, conformado
basicamente por masa callosa.

Se sabe que las orquideas como L.
eyermaniana son plantas que presentan
metabolismo del acido crasulaceo (CAM)
y por lo tanto, cuentan con estructuras
anatomica y fisiologicamente adaptadas a
ambientes epifitos que tienen por objeto,
reducir la pérdida de agua. Entre ellas
destacan hojas con una baja relacion entre
superficie de transpiracion-volumen de
agua ocluida, cuticulas gruesas, células
grandes profusamente vacuoladas y con una
gran capacidad de turgencia, asi como una
reduccion del tamafio y/o nimero estomatal
(Cushman, 2001). Como consecuencia,
diferentes organos tales como las hojas y
el pseudobulbo, les permiten almacenar
una mayor cantidad de agua durante los
primeros dias de desarrollo (Santos et al.,
2005). Por otra parte, la funcion principal de
los estomas es la de regular el intercambio
gaseoso y con ello, evitar la excesiva pérdida
de agua (Fan ef al., 2004). En este caso las
hojas de L. eyermaniana en condiciones de
aclimatacion, a pesar de haber diferenciado
un mayor numero de estomas, el tamafio
de éstos se vio reducido (Figs. 3A y 3B)
probablemente como respuesta al cambio en
las condiciones ambientales (estrés abidtico),
a pesar de que el acondicionamiento se
realizd6 de manera gradual (PospiSilova et
al., 1999). En este sentido, sera interesante
realizar estudios morfométricos para
esta especie tanto de la cuticula y de la
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superficie de transevaporacion (Kadlecek
et al., 2001), como del tamaiio celular y su
organizacion (Cushman, 2001; Litz et al.,
2004). Por otra parte, se observo que las
plantas pequefias murieron a diferencia de
las grandes, probablemente por no presentar
un pseudobulbo desarrollado y por lo tanto,
no tener la posibilidad de acumular agua en
cantidades suficientes como para lograr su
sobrevivencia.

Estos resultados en conjunto, sugieren que las
plantas de L. eyermaniana micropropagadas
deberan colocarse por lo menos 60 dias en
un ambiente controlado. Asi también, el
proceso de aclimatacion tendra una mayor
probabilidad de llevarse a cabo exitosamente
cuando las plantas tengan un tamaifo
superior a 3 cm, cuenten con un mayor
numero de hojas y de raices (mas de cuatro)
y con pseudobulbos mas conspicuos; con
ello se estaria asegurando el contenido de
humedad necesario para lograr su adecuado
desarrollo. Durante la aclimatacion, las
raices crecieron entrelazadas y se dafiaban
o rompian facilmente, debido a que en su
mayoria fueron aéreas; por lo que se opto
colocarlas en cimulos de plantulas (3-6) por
maceta obteniéndose un total de 150 plantas.
Se clasificaron como: grandes, medianas y
pequenias.

El pH del sustrato se mantuvo en 7.5, sin
embargo, a los 90 dias se observo una
ligera disminucion de éste (en promedio
0.5 unidades) posiblemente debido a la
degradacion del sustrato y la liberacion
de compuestos que son producto de su
descomposicion (Aguilera, 1989).

Al presentar estomas en ambas regiones
laminares se definen como plantas
anfistomaticas.

CONCLUSIONES

Se logré la propagacion in vitro de la
orquidea silvestre Laelia eyermaniana
Rchb. f. mediante la germinacion de
semillas y a través de PLBs. El desarrollo
morfolégico desde su germinacion hasta
la formacion de plantas, presentd siete
fases regenerantes claramente definidas.
La aclimatacion de las plantas se logro a
los 60 dias de exposicion a un ambiente
controlado en ejemplares de tamafio grande,
que presentaron pseudobulbo, y de dos a
cuatro hojas y raices desarrolladas. Las
condiciones ambientales predominantes
durante la adaptacion a las condiciones ex
vitro, indujeron la duplicacion de la densidad
estomatal.
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