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RESUMEN

La especie de orquidea Catasetum integerrimum se encuentra ampliamente distribuida en Centroamérica y
es usada como agente medicinal para tratar heridas y tumores. Dado su bajo porcentaje de germinacion
(entre el 2'y 3%) y multiplicacion en su entorno natural, es necesario desarrollar estrategias que posibiliten
su propagacién para su conservacion. La luz representa un factor crucial en el proceso de fotosintesis,
interviniendo directamente en la multiplicacion de brotes, en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Las
técnicas de cultivo de tejidos in vitro asociados con el uso de sistemas de iluminacion LED representan una
buena opcidn para potencializar la propagacion de plantas. Por tanto, en este estudio se evaluo el efecto de
distintos colores de luz LED sobre la micropropagacion de C. integerrimum. Se eligieron plantulas de entre
1-1.5 cm de largo, cultivadas en medio MS suplementado con BAP y carbén activado; incubandose bajo
cinco tratamientos (roja + roja:100%) (roja + azul:50+50%) (azul + azul:100%) (roja + blanco:50+50%) y
(blanco + blanco:100%). Para su analisis, las plantas fueron extraidas del medio, cuantificandose el niimero
de brotes y las dimensiones de éstos. Los resultados demostraron mayor nimero de brotes en el tratamiento
con luces LED roja + blanca y solo luz roja, postulandose a ambos tratamientos como los mas viables para
favorecer la multiplicacién de esta especie de orquidea y obtener plantas libres de enfermedades y vigorosas
en un menor tiempo que bajo las condiciones de cultivo in vitro convencionales.

Palabras clave: Cultivo in vitro, luz LED, micropropagacion, orquideas.
ABSTRACT

The orchid species Catasetum integerrimum is widely distributed in Central America and is used as a
medicinal agent to treat wounds and tumors. Given its low germination percentage (between 2 and 3%) and
multiplication in its natural environment, it is necessary to develop strategies that allow its propagation for
its conservation. Light represents a crucial factor in the photosynthesis process, directly intervening in the
multiplication of shoots, in the growth and development of plants. In vitro tissue culture techniques
associated with the use of LED lighting systems represent a good option to enhance the propagation of
plants. Therefore, in this study the effect of different colors of LED light on the micropropagation of C.
integerrimum was evaluated. Seedlings between 1-1.5 cm long were chosen, grown in MS medium
supplemented with BAP and activated charcoal; incubating under five treatments
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(red + red: 100%) (red + blue: 50 + 50%) (blue + blue: 100%) (red + white: 50 + 50%) and (white + white:
100%). For their analysis, the plants were extracted from the medium, quantifying the number of shoots and
the dimensions of the battery. The results showed a greater number of shoots in the treatment with red +
white LED lights and only red light, postulating both treatments as the most viable ones to favor the
multiplication of this species of orchid and obtain disease-free and vigorous plants in a shorter time. than
under conventional in vitro culture conditions.

Index words: In vitro culture, LED light, micropropagation, orchids.
INTRODUCCION

El termino orquidea deriva del griego “orchis”, que significa testiculo debido a la forma de los pseudobulbos
(Fischer, 2007). Las orquideas son plantas que se encuentran dispersas en casi todos los lugares de mundo
excepto en los polos y en los desiertos (Cox et al., 2016). Por su parte, la especie de orquidea Catasetum
integerrimum se encuentra ampliamente distribuida en Centroamérica, en lugares como Guatemala, Belice,
Honduras, el Salvador, Nicaragua, y en varias regiones de México, como Tamaulipas, San Luis Potosi,
Veracruz, Querétaro, Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana Roo (Morales et al., 2016).
En la peninsula de Yucatan, el género C. integerrimum es utilizado para tratar heridas y tumores (Cox,
2013).

El género Catasetum incluye plantas epifitas o semiepifitas, las cuales poseen pseudobulbos gruesos,
carnosos y cubiertos de escamas tunicadas. Sus hojas son anchas y dobladas, con nervios claramente
marcados con brotes en racimos (Morales et al., 2016). Por sus caracteristicas visuales las orquideas
sobresalen como plantas de ornato. Entre las principales amenazas de esas especies se encuentra extraccion
ilegal, la destruccidén de sus habitats y los problemas reproductivos; en su estado natural, la tasa de
germinacion es del 2-3% (Pérez y Castafieda, 2016); ademas de que muy pocas plantulas llegan a la etapa
adulta. En este contexto, el cultivo in vitro se ha utilizado para propagar diferentes especies de orquideas en
diferentes partes del mundo.

En la actualidad, al proceso de cultivo de tejidos se le adiciona diferentes tipos y fuentes de
iluminacion, debido a que la luz es considerada un factor crucial en el proceso de la fotosintesis de las
plantas, contribuyendo a su buen crecimiento y desarrollo. Las diferentes especies de plantas tienen
fotorreceptores (fitocromos, criptocromos y fototropinas) que responden de forma distinta al color e
intensidades de luz a las que son expuestas (Zhang y Folta, 2012; Kozal, 2007). Por consiguiente, los
sistemas de luz LED (Diodos Emisores de Luz) resultan ser una muy buena opcion de iluminacién, ya que
producen altos niveles de luz con un indice de radiacion calorifica bajo, con buen control de la composicion
espectral, ademas de su larga vida util (Bourget, 2008; Gupta y Jatothu, 2013); ademas, producen una menor
emision de CO, eficientizando la fotosintesis de las plantas (Murillo et al., 2016).

Por lo anterior, en el presente estudio se plantea usar las técnicas de cultivo in vitro convencionales
acoplados con un sistema de luces LED de distintos espectros de iluminacion, con la finalidad de establecer
una metodologia dptima para la micropropagacion y el desarrollo de la especie C. integerrimum, para
determinar las condiciones Optimas requeridas por estas orquideas para lograr su multiplicacion y
crecimiento en un menor tiempo que bajo las condiciones de cultivo in vitro convencionales con luz blanca
fluorescente. Al término de este proyecto se contara con un banco de germoplasma de esta especie de
orquidea y se habra desarrollado una nueva estrategia experimental que pudiera ser aplicable para la
conservacion de esta especie.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El material vegetal fue tomado del banco de germoplasma originado en trabajos previos realizados en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto Tecnoldgico de China.

Subcultivos realizados

Para los subcultivos se tomaron plantulas de entre 1-1.5 cm de largo, las cuales fueron cultivadas en medio
Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 6-bencilaminopurina (BAP) (0.02
g I, sacarosa (30 g I, Phytagel (5 g I'Y) y Carbon activado (5 g I"). El medio fue esterilizado en autoclave
por 20 min a 121 °C y 15 libras de presion. Se ajusto el pH del medio a 5.6 con NaOH 1N y/o HCI 1N. Las
plantulas se sembraron en este medio de cultivo durante 90 dias, incubadndose a una temperatura de 25 °C,
a un fotoperiodo de 16/8 h luz con lamparas LED de colores blanco, rojo o azul, y combinaciones de éstas
(Tianla, 18W).

Disefio experimental y analisis estadistico

Para el disefio experimental y analisis se establecieron cinco tratamientos (roja + roja:100%) (roja + azul
[R+A]:50+50%) (azul + azul [A+A]:100%) (rojo + blanco [R+B]:50+50%) y (blanco+blanco
[B+B]:100%), con 10 repeticiones cada uno. En cada frasco (repeticion) se sembraron cuatro plantulas,
obteniéndose un total de 40 unidades experimentales por tratamiento (Figura 1).

€) Rojo + Rojo Rojo+ Azul

Azul + Azul Rojo+ Blanco

Blanco+ Blanco

Figura 4. Elementos del experimento realizado en este estudio. a). Tamafio de las plantulas al inicio del
experimento. b) Estante con la distribucion de las luces LED. c) Distribucién de los frascos con
las plantulas de C. integerrimum.

Para evaluar el desarrollo de los brotes en cada tratamiento se evaluaron en promedio 16 plantulas por
cada uno. Las variables medidas fueron las siguientes: longitud de los brotes, nimero de brotes, nimero de
hojas y peso fresco, tras 90 dias de experimentacion. Para el analisis de los datos recopilados para cada
variable se le realiz6 un analisis de varianza de una sola via (ANOVA) con el programa STATISTICA V.
Para comparar las medias entre los diferentes tratamientos se utilizé la prueba de Tukey (P<0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto de la calidad de la luz sobre la proliferacion de brotes

La proliferacion de brotes de las plantulas de C. integerrimum expuestas a los diferentes regimenes
luminosos no presentd diferencia estadistica significativa; sin embargo, el mayor niamero de brotes por
explante se present6 en los tratamientos de luz R + Ry R + B. Estos tratamientos produjeron mas de seis
brotes. Sucedio lo contrario en los tratamientos con luz A + A, R + Ay Blanco, en los que se produjeron
menos de dos brotes por explante (Figura 2).
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Figura 5. Brotes obtenidos en promedio en los explantes sometidos a los diferentes tratamientos. T1 = Luz
Blanca, T2 = Roja + Blanca, T3 = Azul + Azul, T4 = Rojo + Azul, T5 = Rojo + Rojo.

Efecto de la calidad de la luz sobre el crecimiento de las plantulas

Los diferentes tratamientos de luz LED tuvieron efectos variables sobre el crecimiento de C. integerrimum.
Plantas de mayor peso se obtuvieron con la combinacion de luz B + R (1:1); sin embargo, fue
estadisticamente similar a otros tratamientos, excepto con la combinacion de luces A + A, donde las plantas
presentaron el menor peso encontrado en el experimento (Figura 3). De igual manera, se obtuvieron plantas
mas vigorosas en los tratamientos de R + By R + R, y las plantas con menor tamafio se obtuvieron del
tratamiento con luces A + A (Figura 4). Respecto al nimero de raices, no se observo diferencias
significativas entre los tratamientos, presentandose en todo un nimero parecido de raices por explante.
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Figura 6. Pesos de la materia fresca de las plantulas de C. integerrimum sometidas a los diferentes
tratamientos de luz. T1 = Luz Blanca, T2 = Roja + Blanca, T3 = Azul + Azul, T4 = Rojo + Azul,
T5 = Rojo + Rojo.
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Figura 4. Calidad de las plantas de C. integerrimum de acuerdo a los tratamientos que fueron expuestas las
plantulas.

Con los resultados anteriores, se puede definir que el color LED azul inhibi6 el incremento de biomasa,
ya que en este tratamiento se observd el menor peso de las plantas; en el caso particular del tratamiento con
luz R+A, se esperaban mejores resultados, ya que se ha reportado que esta combinacion de luces favorece
la apertura de los estomas (Squeo y Cardemil, 2007), con el consecuente incremento en la tasa de
intercambio gaseoso que pudiera favorecer la fijacion de CO,, como sucedid con los trabajos realizados con
la plantulas de Protea cynaroides (Wu y Lin, 2012) y Laelia autumnalis (Murillo et al., 2016), donde los
las plantas de mayor peso se obtuvieron en las expuesta a dicha combinacién de luz R + A. En general el
uso de luz R + A resulta muy eficiente en el desarrollo de las plantas, sin embargo, siempre dependera de la
especie a estudiar.

Sin embargo, en este trabajo en los tratamientos con luz roja (B + Ry R + R) las plantas incrementaron
su peso; este comportamiento puede deberse a que la luz LED roja emite en un espectro luminoso de 660
nm, el cual se encuentra cerca del rango de absorbancia de las clorofilas y los fitocromos. Adicionalmente,
la luz roja es la que mayor influencia ejerce sobre la fotomorfogénesis de las plantas (Lazzarini et al., 2017).
Nuestros resultados fueros muy distintos a los obtenidos con Vanilla planifolia Andrews (Bello et al., 2016),
en donde el tratamiento con luz LED roja més azul solo produjo proliferacion de brotes y fue la luz blanca
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donde se obtuvo mayor crecimiento de los brotes. De acuerdo con lo anterior, con este trabajo se comprueba
la importancia de evaluar el efecto de los distintos tratamientos de luz, ya que cada especie reacciona de
forma muy distinta, aunque pertenezcan a la misma familia taxonémica.

CONCLUSIONES

El proceso de multiplicacion y desarrollo de los brotes de C. integerrimum se vio afectado, por las diferentes
intensidades de luz evaluados. Los fotorreceptores de las plantas, que son los encargados de recibir y
almacenar la luz del exterior, responden de forma diferente entre las especies vegetales a diferentes
intensidades luminosas.

Con los resultados obtenidos se comprob6 que las variables de crecimiento se vieron afectadas por los
tratamientos de diferentes colores de LEDs. En general, se afirma que para la especie de orquidea C.
integerrimum, la luz LED de color rojo combinada con blanca promueve la obtencion de brotes y el
incremento de biomasa, como sucede con muchas otras especies. Ademas, con dicho arreglo luminoso se
obtuvieron brotes con mejor apariencia en color, con hojas de mayor tamafio.
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