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Resumen

La induccion de brotes in vitro es una estrategia de la micropropagacion vegetal utilizada para
incrementar la produccién de orquideas, en comparacion con el cultivo tradicional que requiere un
amplio periodo de tiempo para obtener una poblacion sustancial para comercializacion. El objetivo
de este estudio fue inducir la formacién de brotes in vitro a partir de las yemas florales de la
orquidea Phalaenopsis spp., mediante una ruta de organogénesis. Se evaluaron cuatro
formulaciones de sales minerales (MS al 100%, MS al 50%, Knudson y Fertilizante NPK 18-9-
18/15-30-15) y cuatro variedades de Phalaenopsis spp. para determinar la viabilidad de los
explantes. Se evaluaron dos reguladores de crecimiento (6-bencilaminopurina BAP 20.2 uM solo
y combinado con &cido naftalenacético ANA 5.37 uM), para determinar la induccion de brotes.
Los resultados indican que la oxidacion en los explantes depende de las sales minerales de los
medios de cultivo, asi como de la variedad de orquidea; la induccién de brotes depende del
regulador de crecimiento empleado. Los reguladores BAP/ANA produjeron 2.4 brotes por yema
contra 2 en BAP. El medio MS 50% result6 ser la mejor opcion para mantener la viabilidad de las
yemas florales.
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Introduccion

La familia Orchidaceae se conocen desde hace miles de afios y desde entonces han tenido gran
valor para el ser humano. En la actualidad son apreciadas alrededor de todo el mundo como plantas
de ornato debido a sus flores, que es la parte mas llamativa la cual presenta una gran variedad de
formas, colores y aromas, estas caracteristicas otorgan una alta demanda comercial para ser
utilizadas en todo tipo de arreglos florales o para su venta como planta de interior.

Las orquideas son plantas que pertenecen a la familia Orchidaceae, la mas numerosa del reino
vegetal con alrededor de 27 000 especies registradas y distribuidas en casi todo el mundo
(Campbell, 2013). A pesar de esta gran variedad solo unos pocos géneros son aprovechados
comercialmente en el mercado ornamental. Uno de los géneros mas apreciados es Phalaenopsis,
conocida comunmente como orquidea mariposa, el cual presenta una gran diversidad en color y
tamario de sus flores, lo que conlleva a una gran demanda en el mercado ornamental.

Sin embargo, su propagacion tradicional es complicada y demanda un largo periodo de tiempo,
para obtener un hijuelo la planta madre debe tener al menos uno o dos afios; ademas su
reproduccion sexual se ha visto afectada por la esterilidad de algunos de sus hibridos relacionada
con los extensivos trabajos de hibridacion en este género (Tirado et al., 2005). Por los factores
antes mencionados surge la necesidad de hacer uso de nuevas tecnologias para su propagacion.

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica utilizada para la produccién comercial de orquideas
y representa una solucion para disminuir el tiempo de regeneracién e incrementar las poblaciones
para el comercio, ya que permite obtener un gran nimero de plantas, ya sea a partir de la
germinacion de semillas o de otro tipo de explante, a través de técnicas de propagacion in vitro
para determinar la capacidad organogénica y embriogénica, que son especificas de cada especie.

Algunos géneros producidos por esta técnica son: Phalaenopsis, Oncidium, Cymbidium,
Dendrobium y Paphiopedium, (Chang y Chang, 1998; Flores et al., 2008). La principal razén de
usar la micropropagacion en orquideas es porque permite obtener clones somaticos a partir de los
cuales se regeneran plantas completas con caracteristicas uniformes.

Los explantes utilizados son segmentos de varas florales, segmentos de hojas, semillas maduras,
rizomas, y cuerpos semejantes a protocormos PLBs (Chang y Chang, 1998; Nayak et al., 2002;
Feria et al., 2007; Arditti, 2008; Salazar et al., 2013). Para la propagacion in vitro de orquideas se
han utilizado varios medios de cultivo como el Murashige y Skoog MS (Murashige y Skoog, 1962),
B5 (Gamborg et al., 1968), Nuevo Medio Dogashima NMD (Tokuhara y Mii, 1993), Vacin y Went
VW (Vacin y Went, 1949), Knudson C KC (Knudson, 1946) y el medio Hyponex (Nishimura,
1982), a los que comunmente se les adicionan vitaminas, reguladores de crecimiento, agentes
antioxidantes, entre otros compuestos, dependiendo de la etapa de micropropagacion.

Se han desarrollado varios métodos de micropropagacion mediante morfogénesis directa e
indirecta en este género como la propagacion clonal a través de cultivo de hojas, cultivo de yemas
florales, asi como la induccién de callo embriogénico y el cultivo de células en suspension. Los
principales tépicos a evaluar son el indice de sobrevivencia, la induccion de protocormos y la
formacion de plantulas, buscando una alta frecuencia de regeneracion con la mayor homogeneidad
entre plantas.
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Para la micropropagacion se pueden seguir diferentes vias de multiplicacion, una de ellas es la
organogenesis directa, utilizada comdnmente en Phalaenopsis (Park et al., 2002). Esta técnica
consiste en estimular la formacion de brotes multiples vegetativos por yema, los cuales se forman
de novo de acuerdo al potencial morfogenético de los meristemos adventicios.

Para ello, los medios de cultivo deben estar complementados con reguladores de crecimiento en
una relacion tal que estimule al explante a producir dichos brotes; esta relacion varia de acuerdo
con la especie o hibrido con que se esté trabajando. Las estructuras polares que se formen generaran
plantulas para ser utilizadas como fuente de explantes para la micropropagacion, o ser llevadas
hasta aclimatacion (Krikorian, 1991; Merino, 2014). Uno de los protocolos exitosos que permite
obtener flores uniformes consiste en estimular la formacion de hojas a partir de los nudos de tallos
florales para posteriormente inducir la formacion de PLBs (Tanaka, 1992).

Sin embargo, a pesar de los protocolos desarrollados para el cultivo in vitro para Phalaenopsis, no
todos los genotipos responden de la misma manera bajo condiciones idénticas de cultivo, por lo
que deben ser ajustados a la respuesta de cada hibrido (Park, et al., 2002). Sin embargo, cada autor
afirma con frecuencia proveer el mejor método de micropropagacion para obtener una produccion
masiva con fines comerciales por lo que es dificil determinar mediante una revision bibliogréfica
qué método es realmente el mejor ya que todos varian tanto componentes del medio de cultivo
como explantes e incluso factores ambientales.

Por ello y sumado a que en el pais no hay una amplia investigacion al respecto, es necesario proveer
resultados de experimentos realizados en México y adecuarlos a las necesidades y recursos. Si bien,
esta técnica es empleada para la produccidén comercial de orquideas en otros paises, en México es
una oportunidad de crecimiento para pequefios y grandes productores de orquideas, ya que existen
solo unas pocas empresas que han aplicado esta tecnologia en sus instalaciones pero sin lograr
cubrir la demanda del mercado, por lo que los grandes productores de orquideas en el pais se ven
obligados aln a importar plantulas y los pequefios productores van incrementando sus poblaciones
de manera paulatina.

Resulta necesario para el mercado ornamental de orquideas de nuestro pais, impulsar la produccién
de plantulas en territorio nacional para con ello, generar nuevos empleos, disminuir la dependencia
al extranjero, e impulsar el desarrollo de la floricultura mexicana.

En la industria ornamental de orquideas son pocos los paises que cubren la demanda global, México
puede ingresar a este mercado, puesto que cuenta con los climas apropiados para el desarrollo de
diversas especies, a pesar de ello existen pocos invernaderos dedicados al cultivo de orquideas en
el pais. Siendo asi, se ha realizado un gran esfuerzo, mediante el cultivo in vitro, en asegurar la
propagacion y conservacion de especies endémicas, pero hay pocos resultados para las especies
con potencial comercial.

Puesto que las orquideas tienen un potencial organogénico en las yemas florales, se planted
aprovechar dicho potencial para obtener una induccion clonal mediante un apropiado balance
hormonal en el medio de cultivo. Por lo que fue necesario: establecer asépticamente los explantes
de la orquidea mariposa en condiciones in vitro; determinar el medio de cultivo adecuado para
mantener los explantes establecidos de Phalaenopsis viables y definir el balance hormonal que
permita la induccion de brotes vegetativos en las yemas florales de esta orquidea.
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Materiales y métodos

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la FAUANL en Marin,
NL. Fueron utilizados como fuente de explantes los escapos florales de cuatro variedades de
orquideas Phalaenopsis spp. crecidas en condiciones de invernadero por un afio que corresponden
a P. amabilis, P. Kaleidoscope, P. Taisuco x Sogo, P. Taipei Gold (Chang y Veilleux, 2009)
(Figura 1). Las plantas madre se mantuvieron durante un mes en condiciones controladas de luz y
temperatura, con riego y fertilizacion constante con aplicaciones de 15-30-15 NPK (nitrégeno-
fosforo-potasio).

Figura 1. a) orquidea blanca (P. amabilis); b) orquidea rayada (P. Kaleidoscope); ¢) orquidea rosa (P.
Taisuco x Sogo); y d) orquidea amarilla (P. Taipei Goid).

La desinfeccidn inicio con el lavado de las varas florales en una solucion jabonosa para lo cual se
utilizé un cepillo dental de cerdas suaves para no dafar el tejido vegetal, se eliminaron con cuidado
las bracteas, y se realizd un enjuague con abundante agua potable. En seguida se sumergieron las
varas por 15 min en agua destilada con 15 gotas L™ de una solucidn de plata coloidal 0.32%. En
estas condiciones se trasladaron a la campana de flujo laminar y en condiciones de asepsia se
cortaron en segmentos de aproximadamente 1 cm de longitud de tal manera que cada yema quedo
en el centro del segmento vegetal, a excepcion de las yemas apicales que el 1 cm de longitud quedd
debajo del apice, se utilizaron todos los nudos florales.

Se sumergieron en etanol al 70% por dos minutos, y en seguida se pasaron a una solucion de NaClO
1% con dos gotas de tween 20 por cada 100 mL de solucién, permaneciendo por 10 min. Concluido
el tiempo se realizaron tres enjuagues con agua bidestilada esterilizada. En caso de presentarse
dafio tisular en los bordes del explante éste fue retirado con un bisturi sobre una placa Petri.
Finalmente se establecieron los explantes en los medios de cultivo de cada tratamiento.
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Se realizaron dos experimentos, uno sobre sales minerales y otro sobre organogenesis. Para
determinar las sales minerales mas viables se evaluaron cuatro medios de cultivo: MS al 50% de
sus sales, MS completo de sales, medio con sales de Knudson C, y una mezcla de dos Fertilizantes
18-09-18/15-30-15 NPK, 1 g de cada uno. Para evaluar la capacidad organogénica se utilizaron
explantes de P. amabilis y se establecieron dos tratamientos en medio MS al 50% con diferentes
reguladores de crecimiento: el primero fue Unicamente 6-Bencilaminopurina (BAP) 20 uM vy el
segundo consistid en una combinacion de 6-Bencilaminopurina (BAP) 20 pM vy A&cido
naftalenacético (ANA) 5.37 uM.

Los medios de cultivo se complementaron con 100 mg L™ de mioinositol, 0.1 mg L™ de tiamina,
0.5 mg L"* de 4cido nicotinico, 0.5 mg L de piridoxina, 2.0 mg L de glicina, 30 g L™ de sacarosa,
10 mg L de &cido citrico, 8 g L™ de Agargel y se ajustd el pH a 5.8 +0.02 usando NaOH o HCI
1N, se esterilizaron en autoclave a 121 °C a 1.5 atmdsferas de presion durante 15 min. Las yemas
0 unidades experimentales in vitro se mantuvieron por 16 semanas en condiciones de incubacion
controladas bajo una intensidad luminica de 24 - 27 pM m s* con fotoperiodo 16 horas luz y ocho
de oscuridad a una temperatura de 24 °C 2 °C.

Ambos experimentos quedan establecidos con un disefio estadistico completamente al azar el cual
se expresa como Yij= W + Ti + Ej. El experimento de sales minerales mantuvo un arreglo factorial
4 x 4, donde el factor A son los medios de cultivo y el factor B son las variedades; se evalud la
variable de porcentaje de oxidacién y los datos se analizaron mediante estadistica no paramétrica
con el método de chi-cuadrada (X?).

En el experimento de multiplicacién se evaluaron las variables de porcentaje de induccion y
nimero de brotes, los datos se analizaron mediante X? y andlisis de varianza respectivamente. Se
utilizé el programa estadistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) para el analisis
de datos.

Resultados y discusion

Transcurridos ocho dias del establecimiento se obtuvo 75% de sobrevivencia al método de
desinfeccion empleado en los explantes del primer experimento. Respecto a los medios de
cultivo se observé gran variabilidad en la oxidacién de los explantes, al considerar un explante
oxidado aquel que pierde su coloracién verde y cambia a tonalidades de amarilla a canela, con
0 sin necrosis, ya que un tejido que no expresa el color verde es indicativo de ausencia de
cloroplastos, organelos basicos para generar energia suficiente para las funciones celulares
(Taiz y Zeiger, 2006).

Se observaron secreciones de color café en el medio de cultivo (Figura 1), caracteristico de
compuestos fendlicos que al no poder dispersarse afectan a las células del explante continuamente,
lo cual contribuye al proceso de oxidacion, por esta razon se decidio realizar subcultivos a medio
nuevo cada tres semanas.
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Figura 2. Oxidacion de explantes. Izquierda: yema que presenta oxidacion; centro: yema que se considera
viable; derecha: compuestos fenolicos liberados al medio de cultivo.

Al evaluar los resultados con el estadistico chi-cuadrada se observé que la oxidacion en los
explantes depende del medio de cultivo utilizado (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de oxidacion de explantes por medio de cultivo.

Medio de cultivo Porcentaje de oxidacion?
MS 50% 11%
Knudson C 67%
MS 100% 75%
Fertilizante 100%

aX2=16.714 con p< 0.05.

Es importante resaltar que el MS 100%, aunque es un medio muy completo al contener macro y
micro elementos, es un medio con una alta cantidad de sales, y como menciona Krikorian (1991),
esto puede ser sustentable para el crecimiento de ciertos cultivos que requieren concentraciones
altas de iones, bajo el supuesto que todos los microelementos conocidos y necesarios para las
plantas completas lo son también para las células y tejidos cultivados; sin embargo, las orquideas
mantienen un bajo requerimiento mineral debido a que han evolucionado en algunos aspectos que
las ayudan a sobrevivir en medios de poca disponibilidad de agua y nutrientes, como sus hojas
gruesas, raices con velamen, pseudobulbos, entre otros (Gottschalk, 2012).

En contraste, el MS 50% resulté mas favorable para mantener la viabilidad de los explantes, ya
que mantuvo los mismos macros y microelementos, pero a una concentracion reducida. EI medio
de Knudson mantiene la misma relacion 1:2 de amonio: nitrato que el MS, pero difiere en la
fuente de nitrégeno, y es por ello que suele utilizarse para evaluar el crecimiento como respuesta
a la nutricion nitrogenada (Gonzélez et al., 2012); sin embargo, no contiene los microelementos
que proporcionan las sales de MS, como el zinc, sodio y cobre, los cuales se sabe, se acumulan
en raices u hojas en cultivos de Phalaenopsis en hidroponia o en musgo de sphagnum (Trelka et
al., 2010).
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El medio elaborado con fertilizantes mantiene una concentracién de sales alta y tampoco suministra
microelementos. Diversas investigaciones como las de Park et al. (2002); Gow et al. (2008), en las
que estudian diferentes respuestas in vitro en Phalaenopsis, han sido realizadas con predileccion
por el MS 50% como medio basal, sin embargo, hacen falta estudios detallados de los
requerimientos de microelementos en Phalaenopsis y en muchas otras orquideas. Con respecto a
la variedad, se observé que la misma influye en la viabilidad de los explantes (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de oxidacion de explantes por variedad de Phalaenopsis.

Variedades Porcentaje de oxidacion?
Phalaenopsis amibilis 25%
Phalaenopsis Taipei Gold 67%
Phalaenopsis Kaleidoscope 78%
Phalaenopsis Taisuco x Sogo 100%

4X2=13.810 con p< 0.05.

Con anterioridad, Brandelli y Lopes (2005) han demostrado la relacion entre el oscurecimiento de
duraznos (Prunus persica) y la actividad de la enzima polifenol oxidasa (PPO). Esta enzima se
encarga de catalizar la reaccion entre los compuestos fendlicos producidos por los explantes y el
oxigeno molecular que genera quinonas, sustancias muy reactivas que inhiben el crecimiento,
ocasionan dafio o incluso la muerte del tejido (He et al., 2009).

Scalzo et al. (2005) demostré diferencias en el contenido de fenoles entre diferentes genotipos de
fresa (Fragaria x ananassa), albaricoque (Prunus armeniaca L.) y durazno (Prunus persica L.) y
Pequefio et al. (2015) relaciona el contenido de fenoles y la actividad de la PPO con el genotipo en
Jatropha curcas in vitro.

En este estudio se registré una gran variabilidad en la oxidacidn entre variedades por lo que podria
evaluarse la actividad de la PPO bajo diferentes tratamientos antioxidantes. Aun cuando P.
amabilis mantiene mayor adaptabilidad al establecimiento in vitro que los otros hibridos, se deben
considerar otros factores que no han sido evaluados en este experimento, como el estado fisiol6gico
de las plantas madre, régimen de fertilizacion, riego, intensidad luminica, humedad, entre otros,
como en el que estuvieron en el invernadero de su procedencia, por lo que el estrés provocado por
la alteracion de estos y demas factores, sumado al traslado, dieron como resultado la acumulacion
de estrés en las plantas donadoras de explante de las cuatro variedades, 1o que es notable tanto en
la sequedad de sus raices, como marchitez de la punta de las hojas.

George et al. (2008) menciona que una eleccidon adecuada del material vegetal puede tener un
efecto importante en el éxito del cultivo de tejido in vitro. Es por ello que, para reducir el estrés, se
mantuvieron las plantas madre durante un mes antes del experimento en condiciones de
aclimatacion, con luz y temperatura controladas, asi como con riego y fertilizacion frecuente. Sin
embargo, si se considera el lento crecimiento caracteristico de varios géneros de orquideas (Cumo,
2013), se define que el tiempo de aclimatacion no fue suficiente para las demas variedades, por lo
cual se sugiere extender el tiempo de aclimatacion a dos meses, después de terminada la floracion,
pues en este momento la planta ha pasado por el gasto energético de la produccion de flores y
comienza un nuevo periodo de crecimiento vegetativo.

1213



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.10 nim. 6 14 de agosto - 27 de septiembre, 2019

La calidad de las plantas donadoras es un factor critico que subsecuentemente afectara el
rendimiento del cultivo in vitro, por lo que, es recomendable estandarizar las condiciones de
crecimiento tanto como sea posible (Preece, 2008). Asi tambiéen, se recomienda el uso de agentes
antioxidantes durante el establecimiento como el &cido ascorbico, o de otros agentes como el
carbon activado, los cuales son incorporados al medio de cultivo para controlar el proceso de
oxidacion (Ibarra et al., 2016). En el experimento sobre la induccion de brotes se observa que la
respuesta de los explantes depende del regulador empleado (Cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de induccion de explantes y nimero de brotes por explante de acuerdo al
regulador de crecimiento empleado en P. amabilis.

Regulador de crecimiento Porcentaje de induccion? NuUm. de brotes
BAP 5% 2a
BAP/ANA 33% 2.4a

BAP= 6-Bencilaminopurina. ANA= 4cido naftalenacético. 1X?= 16.714 con p< 0.05. a= diferencia de medias por Tukey.

Asimismo, la influencia de las auxinas y citocininas es evidenciada en los resultados de induccion
puesto que una pequefia cantidad de auxina puede potencializar el efecto de la citocinina, tal como
lo describe Krikorian (1991). A pesar de dichas afirmaciones y puesto que varias auxinas parecen
tener diferentes sitios de accion, seria conveniente ensayar combinaciones mas extensivas y evaluar
diferentes auxinas con diferentes citocininas.

Las propiedades del explante también rigen el crecimiento in vitro, pues esta bien establecido que
diferentes genotipos pueden no responder de la misma manera aungue se encuentran en el mismo
medio de cultivo, es por ello que res necesario innumerables estudios empiricos para optimizar
medios para diferentes especies e inclusive para cultivares de la misma especie puesto que la
capacidad de regeneracion es especifica para cada especie (Salgado et al., 2007; Preece, 2008).

Los resultados obtenidos en la multiplicacion resultan poco competitivos para una produccién a
gran escala que sea sustentable para los productores nacionales, ya que autores como Kosir et al.
(2004); Gow et al. (2008) han logrado obtener por organogénesis directa hasta 8 y 15 brotes por
explante respectivamente (Figura 3).

Nuevamente, aunque la causa puede ser multifactorial, se considera al estado fisioldgico de las
plantas donadoras el de mayor influencia ya que éste influye en la capacidad morfogenética del
explante, ademas que los requerimientos nutricionales y hormonales difieren en los tejidos
cultivados que provienen de plantas en diferentes edades fisioldgicas (Villalobos y Torpe, 1991).

Otro factor importante es la eleccién de las yemas florales en la vara floral, en este estudio se
emplearon todos los nudos florales, no obstante, no se logro la desdiferenciacion en las yemas
terminales (Figura 4). Jiménez y Guevara (1996) mencionan que las yemas intermedias son las mas
adecuadas y las que tendran mayor posibilidad de resistir el proceso de establecimiento aséptico y
producir un brote debido a que en ellas se concentran una mayor cantidad de reguladores
enddgenos, ademas consideran que el primer nudo basal no presenta yema axilar mientras que las
yemas terminales tienen un alto grado de diferenciacion hacia el estado reproductivo, por lo que
las yemas intermedias son las mas adecuadas para inducir el crecimiento vegetativo.
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Figura 3. Induccioén de brotes en yemas florales de la orquidea Phalaenopsis. A) yema durmiente a las
2 semanas; B) ensanchamiento de parte inferior de yema durmiente a las 4 semanas; C)
formacion de brotes en yema axilar a las 6 semanas; D) formacion de brote en yema axilar
a 10 semanas; E) brotes vegetativos desarrollados en yema durmiente a 14 semanas. A, By
C corresponden al tratamiento con BAP, D y E al tratamiento con BAP/ANA.

Coincidiendo, Park et al. (2002) recomiendan emplear entre el segundo y cuarto nudo del tallo
floral a partir de la base y que contengan siempre una yema lateral diferenciada. Por el contrario,
Kosir et al. (2004) obtuvieron una micropropagacion rapida al emplear nudos con yemas
durmientes (Figura 4).

Figura 4. Yemas florales establecidas. Izquierda: yema durmiente del extremo superior de la vara floral;
centro: yemas activas del centro de la vara floral; derecha: yema apical de la vara floral.

1215



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.10 nim. 6 14 de agosto - 27 de septiembre, 2019

Aunque otros factores fisicos como la luz también deberian ser analizados, solo mediante una
caracterizacion rigurosa del material biolégico se puede estimar y comprender el rango y la
magnitud de la variacion. Hay que considerar que al momento de emplear la micropropagacion la
regulacion hormonal dependeré no solo del genotipo propio de la especie elegida, sino también de
los estimulos fisicos del ambiente, por lo que la respuesta se vera afectada por la concentracion y
la proporcion de cada hormona empleada.

Conclusiones

Con respecto al primer experimento de la orquidea mariposa se concluye que: a) las sales minerales
empleadas en los medios de cultivo, asi como la variedad de orquidea Phalaenopsis influyen
significativamente en la oxidacion de los explantes; y b) la mayor viabilidad de explantes se logro
en el medio MS 50%.

Con respecto al segundo experimento se puede afirmar que la organogénesis en la orquidea P.
amabilis se obtiene cuando se establecen sus explantes en el medio de cultivo adecuado y con un
correcto balance hormonal, por lo tanto, la atencion a factores como la combinacion e interaccién
de los reguladores de crecimiento y sus concentraciones durante el cultivo de sus tejidos, permitio
la multiplicacion clonal in vitro de esta orquidea.

Se concluye ademas que: a) Los balances hormonales empleados, ya sea BAP 20 uM o bien BAP
20 UM/ANA 5.37 uM, en medio MS 50%, permiten la induccién de brotes en las yemas florales
de esta orquidea; y b) Sin embargo, la combinacion de ambos reguladores incrementa
significativamente la induccion. Por lo tanto, es mas adecuado combinar los reguladores para
obtener mayor nimero de explantes con respuesta con un buen nimero de brotes.

Es conveniente evaluar diferentes concentraciones y combinaciones de ambos reguladores de
crecimiento, asi como evaluar diferentes auxinas con diferentes citocininas conociendo el efecto
de las primeras sobre las segundas.

La calidad de los explantes influye en la morfogénesis, mientras mas joven sea el tejido, la
micropropagacion tendra una mayor posibilidad de resultar exitosa, por ello se selecciona el
material vegetal en Optimas condiciones fisiol6gicas y de saneamiento, sin olvidar el balance
hormonal que también esta asociado al estado de desarrollo del material vegetal.

La calidad de las plantas donadoras es un factor critico que afectara el rendimiento del cultivo in
vitro, por lo que, es conveniente estandarizar las condiciones de crecimiento previas al
establecimiento aséptico, para asegurar la calidad de los explantes, los principales aspectos que se
deben considerar son luz, temperatura, riego, fertilizacion y humedad, ademas de hacer constantes
revisiones para eliminar plagas o enfermedades. Manteniendo estas condiciones de manera
favorable se observar que las plantas madre se encuentran vigorosas y saludables.
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