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ABSTRACT. Orchid micropropagation of species Euchile mariae was achieved from the in vitro culture of
protocorms sections, obtained from the germination of seeds. The top and bottom protocorms sections, used
as explants, were cultivated in modified MS culture medium, added with different concentrations of a-naph-
thaleneacetic acid (NAA) and 6-benzylaminopurine (BA). The morphogenetic response obtained of both
types of explants, was the formation of protocorm like bodies (PLB’s), that gave place to the formation of
new plantlets. Of two tested explants the biggest formation of PLB’s was obtained from the bottom proto-
corms sections. The acclimatization of the plantlets was successful, with a 100% percent survival. Plant cell
tissue culture represents a useful alternative for the study, conservation and massive propagation of this and

other endangered species.
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Introduccion

México es un pais megadiverso, se estima que
alberga mas del 12% de la biota del planeta
(Mittermeier 1988, Toledo 1994), ocupando el cuar-
to lugar en diversidad vegetal a nivel mundial
(Magaiia & Villasefior 2002), resultado de la combi-
nacién de distintos factores como su historia geologi-
ca, posicion geografica, diversidad de altitudes, cli-
mas y orografia que presenta (Ramamoorthy et al.
1993). Aunado a estos factores presenta una gran
cantidad de endemismos; se estima que entre el 10%
y 15% de los géneros y 54.2% de las especies de
plantas vasculares de México son endémicas
(Magafia & Villasefior 2002), siendo las
Orchidaceae una de las familias de plantas con
mayor nimero de especies endémicas. De las 20, 000
a 30, 000 especies de orquideas que se reportan a
nivel mundial (Dressler 1981, Arditti 1992, Dressler
1993, Espejo et al. 2002, Hagsater et al. 2005),
Meéxico cuenta con aproximadamente 1106 especies
y subespecies mexicanas descritas, distribuidas en
159 géneros, de las cuales el 40% son endémicas, es
decir, aproximadamente 444 especies (Soto 1996).
Un dato mas reciente sugiere que se distribuyen

cerca de 1300 especies, agrupadas en 170 géneros
(Soto & Salazar 2004). Desafortunadamente,
México presenta graves problemas ambientales y
sociales que ponen en peligro parte importante de su
biodiversidad (Hagsater et al. 2005); de manera que
la orquideoflora mexicana se encuentra seriamente
amenazada, principalmente por actividades humanas,
tales como la deforestacion, erosion de suelos, reduc-
cién y fragmentacion de habitats y la extraccion ile-
gal de especies (UICN /SSC Orchid Specialist Group
1996). Esto demuestra que es urgente e indispensable
establecer estrategias de conservacion para esta fami-
lia de plantas.

Euchile mariae (Ames) Withner, es una orquidea
epifita y endémica de México que se distribuye en
los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo,
Guanajuato, Querétaro, Puebla y Veracruz. Habita en
bosques de encino, pino-encino y liquidambar, a una
altitud de 800 a 1350 metros sobre el nivel del mar
(Soto 2002). Se encuentran catalogada por la Norma
Oficial Mexicana (NOM-059-ECOL-2001) como
una especie amenazada (SEMARNAT 2002), esto
debido principalmente a la destruccion de su habitat
y al saqueo y comercio ilegal de plantas silvestres.
Asi mismo, al igual que muchas otras especies de
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orquideas es una especie de lento crecimiento y largo
ciclo de vida por lo que existe escaso reclutamiento
de nuevos individuos en condiciones naturales (Avila
& Oyama 2002). En este sentido, el Cultivo de
Tejidos Vegetales proporciona una excelente herra-
mienta para el estudio, propagacion y conservacion
de estas especies. El presente estudio describe un
protocolo para la micropropagacion de Euchile
mariae mediante el cultivo de secciones de protocor-
mos y el efecto de los reguladores de crecimiento
ANA y BA para inducir una respuesta morfogenéti-
ca a partir de estos explantes.

Materiales y Métodos

Se utilizé una capsula de Euchile mariae antes de
su dehiscencia, ésta se colocd en una solucion de
hipoclorito de sodio al 30% (v/v), durante 30 minutos
en agitacion constante, seguido de tres enjuagues con
agua destilada estéril dentro de la campana de flujo
laminar, en donde se coloco sobre una caja petri esté-
ril y se disectd con ayuda de pinzas y bisturi. Con una
espatula se tomaron las semillas de la capsula y se
sembraron en frascos de 125 ml de capacidad conte-
niendo 25 ml de medio MS modificado (Murashige &
Skoog 1962).

El pH del medio de cultivo se ajustd a 5.5 con solu-
ciones de NaOH y de HCl a 0.1, 0.5 y IN, antes de
agregar 4 g/l de gelrite. Los frascos con el medio de
cultivo fueron esterilizados en un autoclave a 121° C
y 15 kg/cm2 durante 15 minutos. Todos los cultivos
fueron incubados a 25 + 1° C, con un fotoperiodo de
16 h luz y 8 h de obscuridad y 50 pMol/m/s de inten-
sidad luminosa.

Los explantes utilizados para iniciar los ensayos de
induccion fueron mitades de protocormos cuando
éstos tenian un tamafio promedio de 2-5 mm de longi-
tud y presentaban el primer primordio foliar. En con-
diciones de asepsia, los protocormos se colocaron
sobre una caja Petri estéril, en donde fueron disecta-
dos transversalmente con ayuda de pinzas de disec-
cion y bisturi, obteniéndose asi secciones apicales y
basales de protocormos. Ambas secciones de proto-
cormos fueron sembradas en medio MS modificado,
en presencia de distintas concentraciones de acido a-
naftalenacético (ANA) (0, 0.1, 0.5, 1 mg/l) y bencila-
denina (BA) (0, 1,2 y 3 mg/l).
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Con un microscopio estereoscopico se cuantifico el
nimero de PLB’s formados por explante para cada
tratamiento. Los datos obtenidos fueron sometidos a
un analisis de varianza de una via (ANOVA) y se
aplico un analisis de Tukey y Kramer (SAS 2000)
para determinar las diferencias de medias estadistica-
mente significativas entre tratamientos. Después de
165 dias de cultivo, los PLB’s obtenidos fueron indi-
vidualizados y subcultivados en el mismo medio MS
modificado pero sin reguladores de crecimiento con
el fin de incrementar su talla hasta formar plantas
completas. Las plantas obtenidas fueron colocadas en
troncos de encino y tepozan para su aclimatizacion.
Sobre las raices se agregd una pequeiia cantidad de
Sphagnum y agrolita (proporcion 3:1) y a su vez
sobre éste fue colocada una porcion de gasa adhirién-
dola a los troncos con hilo de caflamo.

Resultados y Discusion

La germinacion de las semillas se registrd a los 15
dias después de realizada su siembra en el medio MS
modificado y fue mayor al 90%. El porcentaje de ger-
minacion obtenido para Euchile mariae, es similar al
reportado para diferentes géneros de orquideas utili-
zando frutos atin no dehiscentes (George &
Sherrington 1984). Hernandez et al. (2001), reportan
la germinacion de semillas de Laelia anceps y
Catasetum intergerrinum cercana al 100% en medio
Knudson C a partir de capsulas indehiscentes. En
nuestros cultivos, se observo una hidratacion de las
semillas y ruptura de la testa seminal dando lugar a la
formacion de protocormos, en los que después de 30
dias de cultivo se formaron hacia el dpice los prime-
ros primordios foliares. Los protocormos obtenidos
en esta etapa de desarrollo al ser seccionados en mita-
des apicales y basales y cultivados en medio MS
modificado adicionado con distintas concentraciones
de acido a-naftalenacetico (ANA) y benciladenina
(BA), presentaron una apariencia nodular que se hizo
evidente a partir de los 30 dias de cultivo (Fig. 1A). A
los 65 dias de cultivo los nddulos formados mostraron
un cambio en su tamafio y morfologia, éstos comen-
zaron a adquirir una forma redondeada semejante a la
de un protocormo, denominandose a las estructuras
formadas cuerpos parecidos a protocormos o proto-
corm like bodies (PLB’s) que surgieron de manera
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directa del explante (Fig. 1B). A los 120 dias de cul-
tivo era notoria la elongacion que estaba iniciando en
los PLB’s formados (Fig. 1C). A los los 165 dias los
PLB’s presentaban hojas mas desarrolladas y comen-
76 la aparicion de la primer raiz (Fig. 1D).

La induccion de una respuesta morfogenética en
Euchile mariae, a partir del cultivo de mitades de pro-
tocormos (apicales y basales) en medio MS modifica-
do, fue diferencial respecto al nimero de PLB’s for-
mados. La mayor formacion de PLB’s se registrd a
partir de las secciones basales de protocormos, en
donde al termino del periodo de induccion (165 dias
de cultivo) se obtuvieron un promedio de 11.44 +
9.64 PLB’s por explante, mientras que para las sec-
ciones apicales se formaron en promedio 4.98 + 5.33
PLB’s por explante. Al cultivar las secciones apicales
de protocormos, la mejor respuesta morfogenética se
obtuvo en el medio MS modificado adicionado con 1
mg/l de ambos reguladores de crecimiento, donde se
formd el mayor nimero de PLB’s por explante (11.00
+ 9.55) (Tabla 1).
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FIGURA 1. Formacion de PLB’s y desarrollo de plantulas de Euchile mariae a partir del cultivo in vitro de secciones api-
cales y basales de protocormos en medio MS modificado. A) Desarrollo de nédulos en la superficie del explante a los

30 dias. B) Formacion directa de PLB’s a partir del explante, a los 65 dias. C) Elongacion de los PLB’s, a los 120
dias. D) Desarrollo foliar y radicular, a los 165 dias. Fotografias tomadas por Isabel Pineda Hernandez.

Resultados similares fueron observados en el culti-
vo in vitro de mitades de protocormos de Laelia
anceps donde obtuvieron la mayor formacion de bro-
tes por explante en cultivos en medio Knudson C adi-
cionado con 0.5 mg/l de BA y con 1 mg/l de ANA
(Hernandez et al. 2001). Asi mismo, Mauro et al.
(1994), sugieren utilizar altas concentraciones de BA
y bajas concentraciones de ANA para lograr la forma-
cion de un gran nimero de brotes y PLB’s en
Cattleya aurantiaca en medio MS, encontrando la
maxima formacion de PLB’s utilizando 10 mg/l de
BA en combinacion con 0.1 mg/l de ANA.

En el caso de las secciones basales de protocormos,
el mayor numero de PLB’s se formo en el medio MS
modificado adicionado con 1 mg/l de BA, sin la adi-
cién de ANA, obteniéndose un promedio de 33.07 +
20.75 PLB’s por explante (Tabla 2). Nuestros resulta-
dos coinciden con los reportados por Baltazar (2004),
quien al cultivar mitades de protocormos de
Oncidium tigrinum, encontr6 que el mejor tratamien-
to para la formacion de PLB’s y su desarrollo a plan-
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TABLA 1. Promedio de PLB’s por explante obtenidos a los
165 dias de cultivo, a partir de secciones apicales de
protocormos de Euchile mariae, en medio MS modifi-
cado adicionado con distintas concentraciones de ANA
y BA.
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TABLA 2. Promedio de PLB’s por explante obtenidos a los
165 dias, a partir de secciones basales de protocormos
de Euchile mariae, en medio MS modificado adiciona-
do con distintas concentraciones de ANA y BA.

Tratamiento Ne total de PLB’s | Promedio de PLB’s Tratamiento Ne total de PLB’s | Promedio de PLB’s
hormonal por explante + D.S hormonal por explante + D.S
ANA/BA (mg/l) ANA/BA (mg/l)
1/1 440 11.00+9.552 0/1 1323 33.07+20.752
073 388 9.70 + 8.06 2 0/0 954 23.85+16.25b
0.1/3 385 9.62+11.792 0.5/3 853 2132415610
13 348 8.70 +9.07 2b 03 823 20.57+11.89 b
0/1 199 4.97 +531bc 0.1/1 452 11.30 £9.75¢
0/0 183 457 +434bc 0.1/3 435 10.87 + 8.58¢
0.5/3 176 4.40 +6.18 be 0/2 393 9.82+11.08 €
0/2 149 3.72+4.46°¢ 0.1/0 317 7.92+556°¢
0.1/1 145 3.62+329€ 0.5/2 309 7.72+£824°¢
0.5/1 127 3.17+457°¢ 1/0 296 7.40+8.12°¢
0.1/2 123 3.07+£2.67°¢ 0.172 282 7.05+6.79 €
12 100 285+286€ 1/1 232 5.80 £8.48 €
0.5/2 113 2.82+3.67°¢ 0.5/1 224 5.60+892°¢
0.1/0 102 2.55+3.78 ¢ 0.5/0 155 3.87+447°€
0.5/0 101 252+291¢ 1/3 140 3.50£520°¢
1/0 98 245+£2.69¢ 12 122 3.48+457°€

(p <0.0001). D. S.= Desviacion estandar, PLB’s = Cuerpos parecidos
a protocormos.

tulas, fue el que presentaba solamente 1 mg/l de BA,
obteniéndose a su vez en éste el porcentaje mas eleva-
do de sobrevivencia para los explantes.

La funcion del ANA al parecer no jugd un papel
preponderante en la formacion de PLB’s, mientras
que la adicion de BA al medio de cultivo favorece la
formacion de éstos tanto en las secciones apicales
como basales de los protocormos. Taiz (1998), esta-
blece que la aplicacion directa de citocininas al medio
de cultivo estimula el crecimiento de yemas laterales
en muchas especies, anulando el efecto inhibidor del
meristemo apical de brote.

Una vez concluida la etapa de induccion, después
de 165 dias de cultivo, los PLB’s obtenidos a partir
de las secciones apicales y basales de protocormos de
Euchile mariae, al ser individualizados y subcultiva-

(p <0.0001). D. S.= Desviacion estandar. PLB’s = Cuerpos parecidos
a protocormos.

dos en medio MS modificado sin reguladores de cre-
cimiento, después de 60 dias se desarrollaron hacia la
formacion de plantulas completas (Fig. 1E). A los 90
dias, hacia la base del tallo se observo un ensancha-
miento, que correspondio a la formacion del pseudo-
bulbo (Fig. 1F).

Las plantas obtenidas a partir del cultivo de ambas
secciones de protocormos (Fig. 2A), fueron estableci-
das en condiciones ex vitro exitosamente en troncos
de encino y tepozan (Fig. 2B), obteniéndose en
ambos casos un porcentaje de sobrevivencia del
100% (Fig. 2C).

Los resultados obtenidos en este trabajo ofrecen
una alternativa viable y de gran utilidad para la
micropropagacion de Euchile mariae, como una
herramienta que permita reducir la presion que se
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FIGURA 2. Establecimiento ex vitro de las plantas micropropagadas. A) plantas obtenidas a partir de mitades apicales y
basales de protocormos de Euchile mariae. B) Montaje de las plantas micropropagadas sobre troncos de tepozan. C)
Plantas de E. mariae después de 35 dias en condiciones ex vitro. Fotografias tomadas por Moénica Vazquez Cortés.

ejerce en sus poblaciones silvestres y que a su vez,
sirva como modelo para la propagacion masiva de
otras especies de orquideas, que se encuentren ame-
nazadas y/o en vias de extincion, contribuyendo a su
conservacion y aprovechamiento sustentable.
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