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I. INTRODUCCION

Las orquideas pertenecen a la familia Orchidaceae, con aproximadamente 35,000
especies agrupadas dentro de 650 a 900 géneros en el mundo (Hagsater et al.,
2005; Murguia y Lee, 2007; Menchaca y Moreno, 2011). Sin embargo, este grupo
de plantas es altamente especifico en sus requerimientos ecolégicos y muy

vulnerable a las alteraciones humanas (Dixon et al., 2003; Murguia y Lee, 2007).

Por su belleza, las de orquideas son objeto de la extraccion de ejemplares de
manera ilegal para satisfacer la demanda de los mercados, lo anterior aunado al
aumento gradual de cambios en el uso de suelo, asi como la deforestacion de su
hébitat, son las principales causas de la disminucién de poblaciones silvestres
(Barrera et al., 2005; Santos et al., 2006; Avila-Diaz y Oyama, 2007; Flores-
Escobar et al., 2008).

México cuenta con alrededor del 4% del total de especies de orquideas conocidas
del mundo. Particularmente, la especie Oncidium ensatum fue re-descubierta
hasta la década de 1980 en la Selva Lacandona y posteriormente en el sur de la
Peninsula de Yucatan, donde forma poblaciones muy localizadas y aparentemente
poco extensas (Carnevali et al.,, 200; JiméwnezySoto-Arenas1990). Aunque
también habita de manera natural en la ribera del rio Hondo en Quintana Roo, se
encuentra protegida por la NOM-059-SEMARNAT-2010, y esta catalogada como

especie en peligro de extincion.

Por lo tanto una de las primeras actividades que se deben realizar para conservar
las orquideas del estado de Quintana Roo es incrementar el inventario de este
grupo de especies en regiones poco trabajadas. Ademas es importante proteger
zonas donde se conoce que existe una elevada riqueza de especies, y, finalmente,
se recomienda que exista una vigilancia que impida la venta de bulbos cuya
procedencia legal no sea debidamente documentada (Soto-Arenas, M. A. y
Solano-Gomez, A. R. 2007).



El cultivo in vitro es una excelente herramienta de conservacion ex situ, siendo las
semillas el material de propagacion adecuado cuando se trata de conservar la
mayor diversidad genética de una poblacion (Flores-Escobar et al., 2008). Sin
embargo, las semillas de orquideas se caracterizan por ser diminutas y carecer de
endospermo, por tal razén existen numerosos trabajos sobre la germinacién de
semillas de orquideas con esta técnica (Barrera et al., 2005; Avila-Diaz y Salgado,
2006; Suarez Quijada et al., 2007; Flores-Escobar, 2008; Ruiz et al., 2008; Avila-
Diaz et al., 2009).

El presente proyecto tiene como finalidad la propagacion in vitro y vegativa de la
orquidea Oncidium ensatum, con el proposito de obtener plantas para
reintegrarlas al entorno natural ademas de la venta controlada en la Unidad de
Manejo Ambiental (UMA) INVERUCUM, ubicada en el sur de Quintana Roo.



ll. JUSTIFICACION

Por su mecanismo de reproduccion natural de las orquideas poco efectivo para la
sobrevivencia en condiciones de alta perturbacion del medio ambiente, como la
tala de arboles y los incendios forestales, enfrentan en la actualidad un acelerado
proceso de extincion; es por esta razdn que la propagacién in vitro y vegetativa
son una alternativa para la conservacion de esta especie y su propagacion en

grandes cantidades.

La funcion de la UMA INVERUCUM es ser un centro de bancos de germoplasma,
como nuevas alternativas de conservacion y reproduccion de especies, en labores
de investigacion, educacion ambiental, capacitacion, asi como unidades de
produccion de ejemplares, partes y derivados que puedan ser incorporados a los
diferentes circuitos del mercado legal, en lugar de extraer del entorno natural los
especimenes, se pueden propagar para la venta controlada y evitar la disminucion

de sus poblaciones naturales.



lll. DESCRIPCION DEL LUGAR DONDE SE DESARROLLO EL PROYECTO

La Unidad de Manejo Ambiental (UMA) Inverucum se encuentra ubicada en la
localidad de Ucum, en el Municipio de Othon P. Blanco. Tiene 1345 habitantes.
Durante el periodo de agosto — diciembre del 2015. El clima de la localidad es del
tipo Aw, céalido subhimedo con lluvias en verano, la temperatura media anual que

se registra es de 26.4 °C, la precipitacion promedio anual es de 1133.7 mm de

lluvia.
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Figura 1. Macro localizacion.

Figura 2. Micro localizacion.



IV. OBJETIVOS

4.1 General
Evaluar diferentes métodos de propagacion vegetativa e in vitro en Oncidium

ensatum Lindl.

4.2 Especificos
4.2.1 Comparar el crecimiento radicular en diferentes tipos de sustratos.
4.2.2 Medir la respuesta en medio de cultivo de Murashagui y Skoog.



V. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 durante el periodo de agosto a noviembre de 2015, e
incluy6é actividades tanto de propagacion vegetativa como in vitro a partir de
semillas de la especie Oncidium ensatum. obtenidas directamente de una cipsula.

5.1 Propagacién vegetativa

5.1.1 Obtencién de pseudobulbos a partir de la planta madre

Se empled la propagacion vegetativa por division a partir de la planta madre de
orquidea, realizandose la separacion de los pseudobulbos y las raices con los
dedos para evitar cortarlas (Figura 3), de acuerdo a la metodologia sugerida por la
SEMARNAT (Garcia, R. A. M. (2011). Manual para la propagacion de orquideas.

Comision Nacional Forestal, (Micropropagacién de orquideas), 51.Judith Toledo,
N. E. & A. G. (1998). Cultivo De Tejidos, 1-16.
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Figura 3. Separacion de pseudobulbos de la planta madre.




También se eliminaron las raices dafadas y muertas para prevenir plagas y

enfermedades con tijeras de podar previamente desinfectadas (Figura 4).

Figura 4. Desinfeccion de tijeras y Eliminacion de raices muertas.

Los pseudobulbos divididos fueron lavados y desinfectados con agua e hipoclorito

de sodio al 2% y luego fueron ubicadas en sus respectivos sustratos.

5.1.2 Preparacion del sustrato

Esta operacion se inici6 con el muestreo de 3 putos diferentes en el valle de
Ucum, después se revolvié el sustrato y se hizo uno solo, se paso el suelo por una
malla para eliminar las particulas de suelo de mayor tamafio y restos de materia
organica (figura 5), separando los trozos de madera para posteriormente ser
utilizados, una vez obtenido el sustrato ya cernido y los trozos de madera picados,

se prepararon los 4 sustratos

Sustrato Combinacion
1 100% Tierra
2 25 % tierra'y 75 % fibra de coco
3 50 % tierra y 50 % trozos de madera
4 25 % hojas de pino y 75 % trozos de
madera

Cuadro 1. Combinacién de sustratos




Figura 5. Muestreo de suelo y cernido del suelo.

5.1.3 Ubicacion de los sustratos en macetas de plastico

Las macetas de plastico fueron lavadas y desinfectadas con agua e hipoclorito de

sodio al 2%(figura 6), luego se ubicaron los sustratos respectivos.

Figura 6. Limpieza de y desinfeccién de macetas.



5.1.4 Desinfeccién de sustrato

Cada uno de los sustratos fueron regados durante dos dias para que el suelo

contenga una humedad del 80% el dia del trasplante y se desinfectaron con

captan 2gr/L para la prevencion de hongos entomopatogenos (figura 7).
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Figura 7. Desinfeccion del sustrato.

Ingrediente activo

Captan

Nombre quimico

N-(triclorometilitio) 2-

dicarboximida

ciclohex-4-eno-1,

Grupo quimico Ftalimidas

Concentracion formulacion 830 g/Kg

Modo de accién Contacto

Fabricante Makhteshim Chemical Works Ltd.

Toxicidad Grupo IV. Productos normalmente no ofrecen

peligro

Cuadro 2. Ficha técnica de captan

5.1.5 Plantacion

La plantacion se realizé a las 7 de la mafiana en un horario recomendado para

evitar altas temperaturas. Se plantaron en total una (1) plantula por cada sustrato

(figura 8).




Figura 8. Plantacion de Oncidium ensatum.
5.1.6 Labores culturales
Los riegos fueron aplicados teniendo en cuenta la necesidad de las plantas y de

acuerdo a la humedad del substrato, cada 5 a 7 dias. El primer riego se aplico al

momento de la plantacion.

5.1.7 Fertilizacion

Una vez finalizado la siembra se aplicé maxigrow 3ml/L de agua para estimular el

crecimiento de las raices, 1 vez cada 15 dias (Figura 10).
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Figura 10. Aplicacion d maxi-grow.

g/L
Combinacién de extractos de origen 1125
organico
Nitrogeno (N) 6.6
Fosforo (p205 13.3
Potasio(K20) 13.3
Calcio (Ca) 2
Magnesio (Mg) 4
Hierro (Fe) 17.2
Zinc (ZN) 26.5
Manganeso (Mn) 13.3
Cobre (Cu) 13.3

Cuadro 3. Ficha técnica de maxi-grow
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5.2. Propagacion in vitro

5.2.1 Desinfeccién de semillas

Para la desinfeccion se procedio de la forma siguiente: Se elaboré un paquete a
partir de un de pedazo de papel filtro donde se esparcié una pequefa cantidad de
semillas, se doblaron y se sellaron los paquetes con grapas, posteriormente se
preparoé hipoclorito de sodio al 5% se en 500 ml de agua todo esto colocado en un
vaso precipitado, se depositaron las semillas dentro de esté para posteriormente
colocar el vaso precipitado en un agitador magnético durante 15 minutos,
transcurrido este tiempo se retiraron las semillas para después enjuagarlas en
agua destilada durante 10 minutos con un agitador magnético.

Una vez finalizado en enjuague se colocaron las semillas dentro de la campada
(esta ya habia sido encendida 5 minutos antes con el ventilador y 3 minutos con la
luz ultravioleta que es lo que se recomienda para realizar la siembra de orquideas)
(Gil Vazquez I., Navarro Lopez E. R., Cruz San Pedro E. V., Cultivo y reproduccion

de orquideas mexicanas, Chapingo, Estado de México, Agosto 2015)

Figura 11. Semillas de Oncidium ensatum.
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de sodio (c), enjuague (d).

5.2.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para la germinaciéon fue el de Murashige y Skoog
(1962, 30 g-L-1 de sacarosay 6.5 g-L-1 de agar como agente gelificate; el pH fue
ajustado a 5.7 + 0.1; la esterilizaciéon del medio se llevé a cabo en autoclave

durante 25 minutos a 1 kg-cm-2 de presiony 120 °C de temperatura
—— )

Figura 13. Seleccion y peso de material quimico.
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Figura 1

. pH del medio de cultivo (a), afadiendo agar-agar (b), Esterilizacion del

medio de cultivo (c).
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Componentes Mg/litro g/litro Vol. A aiadir g/100ml
(por litro)
Solucién A (50
veces/litro)
NHsNO; 1650 8.25
KNOs 1900 20 mi 9.5
Solucién B (200
veces/litro)
H3;BO3 3.1 0.062
KH,PO, 85 1.7
Kl 0.415 5mi 0.0083
NA,MoO,*2H,0 0.25 0.005
CoCl,*6H,0 0.025 0.0005
Solucién C (200
veces/litro)
CaCl,*2H,0 440 5ml 8.8
Solucién D (200
veces/litro)
MgSO4*7H,0 370 7.4
MnSO4*H,0 22.3 5 ml 0.45
ZnSO4*7H,0 8.6 0.17
CuS0O4*5H,0 0.025 0.0005
Solucion E
Na,EDTA 37.3 5 ml 0.746
FeSO,*7H,0 27.8 0.556
Soluciéon F (200
veces/litro)
Thiamina*HCL 0.1 0.002
Acido nicotico 0.5 0.01
Piridoxina (vit. 0.5 5mi 0.01
B6)
Glicina 2.0 0.04
Solucién G (200
veces/litro)
Myo-inositol 100 5ml 2

Cuadro 4. Componentes que tiene el medio de cultivo “MS” para siembra de

semillas de orquideas (Murashige y Skoog 1962).
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5.2.3 Siembra de semillas

Después de la desinfeccion de las semillas, los paquetes fueron colocados en una
solucién de captan 2gr/L durante 10 minutos para prevencién de hongos. Una vez
transcurridos los 10 minutos, los paquetes fueron puestos en una caja Petri
esperando que se sequen lo suficiente para poder manipularlas con facilidad en el
momento del sembrado; la siembra se realiz6 de la manera siguiente: a) con
pinzas estériles se tomd un paquete posteriormente se eliminaron las grapas
exponiendo las semillas. b) con una micro espatula estéril se tomaron las semillas
y se distribuyeron uniformemente sobre frascos pequefios de 20 ml de medio de
cultivo para la germinacion. Una vez terminada la siembra se taparon los frascos y
se cubrieron con plastico, los frascos se colocaron durante 7 dias en un cuarto
oscuro a una temperatura de 23 °C, una vez transcurridos los 7 dias, se colocaron
en estantes con un fotoperiodo de 13 horas luz y 11 horas de oscuridad a una

temperatura de 22 °C.

Figura 15. Solucién de captan (a), Eliminacién de grapas (b), Esparcimiento de

semillas (c).
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Figura 16. Frascos en estantes

5.2.4 Monitoreo

Cada 2 dias se revisaban los frascos para ver si presentaban alguna presencia de
hongos o bacterias.

Figura 17. Monitoreo.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Siembra vegetativa

Hubo diferencias entre los sustratos, la orquidea que se sembr6 en el sustrato 25
% tierra'y 75 % fibra de coco (figura 18), presento un nimero mayor y tamafio de

las raices, también se obtuvo aumento en el grosor del pseudobulbo.

Figura 18. Antes de la siembra (a). Después de la siembra (b).

El sustrato que tuvo menor desarrollo de la planta fue el de 100% Tierra, esto se
debid a la poca porosidad que tenia y la alta retencién de humedad (figura 19).

18



Figura 19. Antes de la siembra (a). Después de la siembra (b).

Siembra in vitro
Las semillas de Oncidium ensatum no se obtuvieron respuesta debido a que las

semillas no eran viables, provenientes de una capsula madura.

Figura 20. Semillas Oncidium ensatum sin germinar
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VI. PROBLEMAS RESUELTOS Y LIMITANTES

Los problemas resueltos a corto plazo en la empresa fueron conocer el mejor
meétodo de propagacion y con qué tipo de capsulas de semillas, a mediano plazo
tendra un impacto regional, ya que el gerente de la empresa tiene pensado vender
estas orquideas y asi satisfacer la necesidades, con esto se evitara la extraccion

ilegal es estas.

Los resultados que se obtendra en largo plazo, seran muy buenos para la
empresa y para la preservacion de la especie ya que la propagacion in vitro y
vegetativo son una alternativa para la conservacion de esta especie y su

propagacion en grandes cantidades.

Uno de las pirncipales limitantes que se tendran que resolver es el equipamiento
de un laboratorio con los requerimientos necesarios para realizar la propagacion in
vitro ya que con el que se cuenta los cultivos in vitro son muy propensos a
desarrollar hongos y bacterias y esto ocasiona que la mayoria de los medios se

contamine.
Uno de los objetivos propuestos no pudo ser complatado dado que se tuvieron

problemas con las semillas con las que se contaban lo que ocasiono que estas no

lograran germinar impidiendo asi completar lo establecido.
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ViIl.  COMPETENCIAS APLICADAS Y DESARROLLADAS

Durante la realizacién de este proyecto he tenido que hacer uso de las materias
como: Bilogia celular, fisiologia vegetal, nutricion vegetal, bioquimica, fitopatologia,

genética general.

6.1 Competencias especificas

6.1.1 Identificar los sintomas y signos de los principales fitopatdgenos en campo.
6.1.2 Conocer las caracteristicas y taxonomia de los fitopatdégenos.

6.1.3 Aplicar técnicas de monitoreo de enfermedades en campo.

6.1.4 Identificar los factores que intervienen en el desarrollo de las plantas y la
respuesta fisioldgica de estas al ambiente

6.1.5 Conocer los mecanismos de absorcion de agua por la planta.

6.2 Competencias genéricas

6.2.1 Comunicacion oral y escrita

6.2.2 Conocimientos bésicos de la carrera

6.2.3 Habilidades béasicas para el manejo de la computadora

6.2.4 Habilidad de investigar

6.2.5 Habilidad para resolver problemas.

6.2.6 Capacidad de generar nuevas ideas (creatividad)

6.2.7 Habilidad para trabajar en forma autonoma Habilidad para buscar y analizar
informacion de fuentes diversas

6.2.9 Capacidad de aprender

6.2.10 Toma de decisiones

6.2.11 Capacidad critica y autocritica

6.2.12 Costumbre y agrado del trabajo en equipo.

6.2.13 Capacidad de aplicar conocimientos en la practica cotidiana

6.2.14 Conocimiento de una segunda lengua

21



VIIl. CONCLUSIONES
Con los resultados obtenidos podemos concluir que en la propagacion vegetativa
el sustrato con el que las orquideas tienen un mejor desarrollo radicular es el 25 %

tierra'y 75 % fibra de coco, junto con un buen manejo y una buena fertilizacion.

Mientras que en la siembra in vitro se concluye que se debe obtener una capsula

de semillas mas jovenes para tener una mejor respuesta.
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