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RESUMEN

La relevancia ornamental de las especies de orquideas
radica en sus caracteristicas morfolégicas. Notylia barkeri
Lindl. esta catalogada en el Apéndice Il de la Convencion
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de
Fauna y Flora Silvestres. Por tanto, resulta imperativo instituir
métodos de preservacion para salvaguardar su viabilidad
a largo plazo. El objetivo fue establecer un protocolo de
conservacion in vitro de N. barkeri. Se evaluaron diferentes
concentraciones de acido abscisico (0.1 y 2 mgeL") y ancimidol
(0.1 y 2 mg-L") en medio Murashige y Skoog. Después de
180 dias se evalud el porcentaje de supervivencia, nimero
y longitud de brotes, numero de hojas, numero y longitud de
raices. El mayor porcentaje de supervivencia (85.71 %) se
observé en tratamiento testigo. Mientras que en 1 mgeL" de
acido abscisico se observé 57.14 %. Los menores porcentajes
se observaron en ancimidol. Se observé que en 1 mgeL" de
acido abscisico se reduce la longitud de brotes sin afectar
su supervivencia a diferencia de cuando se utilizé ancimidol.
Ademas, en 1 mgeL-" de acido abscisico se redujo el nimero y
longitud de raices. Nuestros resultados pueden contribuir a la
conservacion de esta especie con interés ornamental.
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Rescate de Notylia barkeri./ Rescue of Notylia barkeri.

ABSTRACT

The ornamental significance of orchid species lies in their morphological characteristics.
Notylia barkeriLindl. is listed in Appendix Il of the Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora. Therefore, it is imperative to institute preservation methods
to safeguard its long-term viability. The objective was to establish an in vitro conservation
protocol for N. barkeri. Different concentrations of abscisic acid (0.1 and 2 mg-L") and ancymidol
(0.1 and 2 mg-L™") were evaluated in the Murashige and Skoog medium. After 180 days, the survival
percentage, number and length of shoots, number of leaves, and number and length of roots were
evaluated. The highest survival percentage (85.71 %) was observed in control treatment. While
in 1 mgeL™" of abscisic acid, 57.14 % was observed. The lowest percentages were observed in
ancymidol. It was observed that at 1 mgeL"" of abscisic acid, the shoot length was reduced without
affecting survival, as opposed to when ancymidol was used. Additionally, 1 mgeL™" of abscisic acid
reduced the number and length of roots. Obtained data may contribute to the conservation of this
species of ornamental interest.

KEY WORD S : Germplasm preservation, orchid, ornamental, abscisic acid, ancymidol.

Introduccién

La fragmentacion del habitat, consecuencia del cambio en el uso del suelo inducido por
actividades antropogénicas, tiene un impacto sustancial en las poblaciones silvestres de orquideas
(Mafakheri et al., 2022). La pérdida directa de habitats naturales utilizados por las poblaciones
silvestres de orquideas para su supervivencia y reproduccion ha generado amenazas de extinciéon
(Baider & Florens, 2021). Asi como la extraccion ilegal y en algunas ocasiones el uso tradicional
de estas especies (Castillo-Pérez et al., 2022). Estos fendmenos desencadenan efectos negativos
en la ecologia y acervo genético de miembros de la familia Orchidaceae (Boucher et al., 2017).
Todo esto contribuye a que diversas orquideas figuren en listas nacionales e internacionales de
especies en peligro y/o amenaza de extincién.

Notylia barkeri Lindl. se encuentra catalogada en el Apéndice Il de la Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES). En dicho
apéndice se incorporan especies que no necesariamente estan en riesgo de extincidn, pero cuyo
potencial de uso precisa regulacién para prevenir practicas incompatibles con sus mecanismos
de supervivencia. Esta orquidea es epifita de pequenas dimensiones, tiene flores amarillas en
inflorescencias que cuentan con 50-100 flores cada una (Damon & Valle-Mora, 2008; Hernandez-
Orta, 2019). Esta especie tiene una fragancia conformada por 20 compuestos quimicos, siendo
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b-bisaboleno con 40.61 % (con propiedad anticancerigena) y 1,8-cineol con 29.35 % (utilizado
en perfumes) los mas predominantes (Cancino & Damon, 2007), aunado a esto N. barkeri tiene
potencial para ser participe del comercio ornamental de orquideas. El comercio de orquideas ha
ido aumentando de manera exponencial en la ultima década (Tiwari et al., 2024).

Esta especie se encuentra en diferentes regiones tropicales y subtropicales de América,
particularmente en bosques tropicales (Valen, 2016). En México cuenta con una distribucion
desde Jalisco y Tamaulipas hasta el sur, incluidos Chiapas, Tabasco y Quintana Roo (Hernandez-
Orta et al., 2019). Sin embargo, se cree que debido a la deforestacion por el cambio de uso de
suelo esta especie puede enfrentar una reduccién de sus poblaciones naturales y entrar a alguna
de las categorias de amenaza.

La conservacion efectiva de orquideas requiere estrategias in situ y ex situ efectivas,
dentro de estas ultimas destaca la propagacion artificial a través del cultivo de tejidos vegetales
(PTC) (Wraith et al., 2020). La conservacion in vitro salvaguarda germoplasma de gran interés a
partir del uso de un medio artificial y condiciones de incubacién controladas (Chauhan et al., 2019).
La literatura existente sobre la conservacién in vitro de orquideas revela un interés creciente en
la aplicacion de inhibidores de crecimiento vegetal para mejorar la eficacia de los protocolos de
conservacion (Zhou et al., 2021; Targu et al., 2023). Estudios previos han explorado diversos
inhibidores resultados prometedores en términos de la supresion del crecimiento excesivo de
tejido y la preservacion de la viabilidad a largo plazo, sin embargo, se observa una variabilidad
significativa en la respuesta de diferentes especies de orquideas a estos inhibidores. Esta técnica
ha permitido la conservacion in vitro de diferentes especies de orquideas como laelia (Laelia
anceps) (Ramirez-Mosqueda et al., 2019), Stanhopea tigrina (Cruz-Cruz et al., 2022) y vainilla
(Vanilla planifolia) (Bautista-Aguilar et al., 2021).

La conservacion in vitro por minimo crecimiento implica estrategias especificas centradas
en la reduccién de nutrientes en el medio de cultivo y la aplicacion de inhibidores del crecimiento
(Chauhan et al., 2019). Entre estos inhibidores se incluyen sustancias como el acido abscisico
(ABA), ancimidol (ANC), paclobutrazol (PBZ), polietilenoglicol (PEG) y otros osmorreguladores
como sorbitol y manitol, modificando (Mancilla-AIvarez et al., 2019; Pujasatria et al., 2020).

La conservacion de N. barkeri, reviste una importancia crucial en la preservacion de la
biodiversidad y la proteccion de especies amenazadas. Esta orquidea, especificamente, posee
caracteristicas unicas que demandan un enfoque especializado para su conservacion a largo
plazo. El establecimiento de un protocolo de conservacion in vitro mediante el uso de inhibidores
de crecimiento vegetal representa una via innovadora y eficaz para garantizar su supervivencia.
A pesar de los avances en este campo, existen limitaciones que deben abordarse, como la
diversidad de inhibidores, cantidad de aplicacién de inhibidores y tiempo de conservacion. No
obstante, el alcance de esta investigacién se extiende a la generacion de pautas practicas y
aplicables. Por tanto, el enfoque metodoldgico se centra en la evaluacion rigurosa de diferentes
inhibidores, con el objetivo de desarrollar un protocolo efectivo y reproducible que pueda ser
implementado en la conservacion de N. barkeri y potencialmente extrapolarlo a otras especies
vegetales amenazadas.
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Material y Métodos
Material vegetal

Se utilizaron plantas de N. barkeri previamente establecidas in vitro, estas provinieron de la
germinacion asimbidtica de semillas de esta orquidea. La capsula fue colectada de plantaciones
de café de la Localidad de La Palma, Cérdoba, Veracruz, México. Para la germinacién, se utilizé
medio MS (Murasnige & Skoog, 1962) suplementado con 30 g<L' de sacarosa y sin reguladores
del crecimiento vegetal (RCVs). El pH del medio de cultivo se ajusté a 5.8 + 0.2, se agregaron
2.5 g-L" de Phytagel® como agente gelificante y se dosificaron 20 mL de medio en frascos tipo
“G”. Los frascos con medio de cultivo se esterilizaron en autoclave a 1.5 kgecm?y 121 °C durante
15 min. Los cultivos fueron incubados a 24 + 2 °C, bajo irradiancia artificial con luces LEDs a
50 pmol*m?e s' en un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. Todos los reactivos utilizados
fueron de la marca Sigma Aldrich.

Conservacion in vitro de Notylia barkeri Lindl

Brotes individuales de 0.5-1.0 cm de longitud fueron transferidos a tubos de ensayo
(22 x 220 mm) que contenian 15 mL de medio de cultivo MS suplementado con 30 g<L' de
sacarosa. Se analiz6 el efecto de los inhibidores del crecimiento acido abscisico (ABA) y ancimidol
(ANC) a diferentes concentraciones (0, 1 y 2 mgeL"). El pH del medio de cultivo se ajusté a
5.8 £ 0.2, se agregaron 2.5 gL' de Phytagel® como agente gelificante. Los tubos de ensayo se
esterilizaron en autoclave a 1.5 kgecm2 y 121 °C durante 15 min. Los cultivos se incubaron a
25 + 2 °C bajo una irradiancia de 50 ymol*m2ss™ proporcionada por LEDs en un fotoperiodo de
16 h de luz y 8 h de oscuridad. Después de 180 dias, se registré la tasa de supervivencia, el
numero brotes, longitud de brotes, el nimero de hojas y numero raices por explante.

Regeneracion in vitro y aclimatizacién

Después de 180 dias en conservacion, brotes individuales de 1.0-2.0 cm de longitud
obtenidos del tratamiento 1 mg+L-' de ABA fueron transferidos a medio MS descrito anteriormente
suplementado con 2 mgeL" de 6-bencilaminopurina. El pH, la esterilizacién de los medios de
cultivo y la incubacion fueron como se describe anteriormente en el apartado de conservacion
in vitro. Después de 30 dias de cultivo se evaluo el numero de brotes por explante.

Posteriormente para la aclimatizacion, se tomaron brotes con una altura entre 3y 5cmy
con optimo desarrollo radicular se enjuagaron con agua corriente. Posteriormente, los brotes se
plantaron en turba estéril + agrolita (1:1 v/v) utilizando bandejas de 60 cavidades (5 x 5 x 8 cm).
Las plantas se mantuvieron en las bandejas cerradas por 14 dias, posteriormente se mantuvieron
en condiciones de invernadero (bajo irradiancia de luz natural de 130 pmolem2¢s' 30+ 2 °Cy
60 + 5 % RH. Se aplicé fertilizante foliar Gro-green® (20-30-10 NPK) (1 mgeL") una vez cada
7 dias. Se establecié un riego por dia y después de 60 dias de crecimiento, se determiné el
porcentaje de supervivencia.
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Anadlisis estadisticos

En todos los experimentos se utilizé un disefio completamente al azar. Los datos obtenidos
se procesaron estadisticamente con el software IBM SPSS Statistics (version 21). Se realiz6 un
analisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey (p < 0.05), con el fin de saber si
existe una diferencia significativa entre los tratamientos. Los datos porcentuales se transformaron
al arcoseno de la raiz cuadra del porcentaje para cumplir los supuestos de normalidad e igualdad
de varianza.

Resultados y Discusion
Conservacion in vitro de Notylia barkeri Lindl

Después de 180 dias de conservacion in vitro, se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados (Tabla 1). Se observoé en el tratamiento testigo el mayor
porcentaje de supervivencia (85.71 %), seguido del tratamiento con 1 mgeL" ABA (67.14 %)
y el tratamiento con 2 mgeL"" ABA con un 28.57 % (Figura 1A, B y C, respectivamente). Los
tratamientos que contenian ANC afectaron drasticamente la supervivencia de los brotes de N.
barkeri (Figura 1D y E). Se observo en el tratamiento con 1 mg-L"' de ANC el porcentaje de
supervivencia menor (14.28 %). Para numero de brotes no existieron diferencias significativas
(Tabla 1). Brotes con 2.64 cm de longitud fueron observados en el tratamiento testigo, seguidos
de 1.11 cmen 1 mg<L* ABAy 1.00 cm en 2 mg-L"' ABA. Existio disminucion drastica en longitud
de los brotes en los tratamientos que contenian ANC. El nimero mayor de hojas por explante
(5.42) se obtuvo en el tratamiento control, mientras que la incorporacion de ABA al medio de
cultivo disminuy¢ significativamente la formacion de hojas. Por otro lado, la adicion de ANC, en
cualquiera de las concentraciones evaluadas, produjo a una reduccion drastica en la formacion
de hojas. Con relacién al numero y longitud de raices, el tratamiento control generé un mayor
numero y longitud de raices en comparacion con los tratamientos que involucraron la adicion de
ABA. La adicion de ANC no gener¢ la formacion de raices en brotes de N. barkeri conservados
in vitro durante 180 dias.
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Figura 1. Conservacion in vitro de Notylia barkeri Lindl después de 180 dias de
cultivo. A) Testigo, B) 1 mgeL-' de ABA, C) 2 mgeL"' de ABA, D) 1 mgeL"' de ANC y

E) 2 mg-L"' de ANC.

Fuente: Elaboracién propia en base a resultados.

Table 1. Efecto de diferentes concentraciones de ABAy ANC sobre la conservacion
in vitro de Notylia barkeri Lindl.

Tratamiento
(ABA/ANC)

0 mgeL !
1 mgeL' ABA
2 mgeL' ABA
1 mgeL"ANC

2 mgeL" ANC

Supervivencia
85.71 £ 0.412
67.14 £ 0.29°
28.57 £ 0.48°
14.28 £ 0.26°

28.57 £ 0.26°

Numero de
brotes

1.00 + 0.00°

1.14 £ 0.14°

1.14 £ 0.14°

0.85+0.122

0.71 £0.16°

Longitud
de brotes

2.64 £0.122
1.11 £0.07°
1.00 + 0.09°
0.44 £ 0.08°

0.31 £0.08°

Numero
de hojas

5.42 £ 1.50°
3.28 £ 0.42%
3.42 £ 0.42%
1.85+0.34°

1.71£0.47°

Numero de
raices

6.42 + 0.84°

3.14 £ 0.59°

242 +0.36°

0.00 £ 0.00°

0.00 + 0.00°

Longitud
de raices

1.69 £0.112
1.39+£0.162
0.85 + 0.05°
0.00 £ 0.00°

0.00 £ 0.00°

Se representa la media + error estandar. Letras diferentes expresan diferencias significativas (Tukey, p < 0,05).
Fuente: Elaboracion propia en base a resultados.
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En este estudio se logré conservar germoplasma in vitro de N. barkeri por 180 dias bajo
minimo crecimiento, asi como regenerar y climatizar con éxito este material vegetal proveniente
del programa de conservaciéon. La conservacion del germoplasma vegetal tiene como objetivo
preservar la variabilidad genética tanto intraespecifica como interespecifica que albergan los
individuos pertenecientes a una misma especie (Priyanka et al., 2021). No obstante, las técnicas
de cultivo de tejidos vegetales ofrecen una alternativa eficaz al posibilitar la preservaciéon de
plantulas en bancos de germoplasma in vitro; garantizando plantas libres de patdgenos,
conservadas en espacios reducidos, con bajos costos y proporcionando ambientes controlados
para la manipulacién eficiente, tanto a corto como a mediano plazo, del material vegetal (Shahzad
etal., 2017).

El 4cido abscisico (ABA) es regulador del crecimiento vegetal (PGR), que entre las diversas
funciones que regula esta el ser un inhibidor del crecimiento (Chen et al., 2020). En este estudio se
observo que la adicién de ABA al medio de cultivo, generd la reduccién en la longitud de los brotes,
numero de hojas, numero y longitud de raices. Sin embargo, afecté el porcentaje de supervivencia.
La eficiencia del ABA en la conservacion in vitro de germoplasma vegetal ha sido reportada en
diversas especies de orquideas. Ramirez-Mosqueda et al. (2019) observaron que fue necesario
utilizar 2 mgeL" de ABA en la conservacion in vitro de Laelia anceps. Mientras que Cruz-Cruz et al.
(2022) agregaron 2 mgeL"" de ABA en la conservacion in vitro de Stanhopea tigrina. Sin embargo,
es este estudio se observé que 2 mg L' de ABA redujo la supervivencia de brotes de N. barkeri.

El uso de ancimidol ocasiond una drastica reduccion en la supervivencia de los brotes
de N. barkeri conservados in vitro. Esto contrasta con Mancilla-Alvarez et al. (2019), quienes
reportaron que 2 mg-L' de ANC es efectivo en la conservacion in vitro de malanga, reduciendo
drasticamente variables de crecimiento como la longitud de los brotes; numero de brotes, hojas
y raices; y longitud de la raiz, si afectar la supervivencia de los brotes. Este compuesto produce
diversos efectos sobre la fisiologia vegetal, principalmente la inhibicion de giberelinas, reduciendo
el crecimiento y desarrollo de plantas conservadas in vitro (Al-Ajlouni et al., 2023).

En los ultimos afos, el ABA al igual que el ANC son dos inhibidores del crecimiento
empleados con frecuencia en protocolo de conservacién in vitro del germoplasma vegetal
(Ramirez-Mosqueda et al., 2019; Mancilla-Alvarez et al., 2019; Cruz-Cruz et al., 2022). Sin
embargo, es necesario tener en cuenta la susceptibilidad de las diferentes especies vegetales
a estos compuestos, al momento de someterlas a estrategias de conservacién como el minimo
crecimiento. Este hallazgo puede tenerimplicaciones importantes en la planificacién de estrategias
de conservacion, ya que la presencia de ANC podria representar una amenaza potencial para el
desarrollo y crecimiento de esta especie.

Regeneracion in vitro y aclimatizacion

Después de 30 dias de cultivo, se obtuvo la regeneracion de 3.4 brotes por explante en
un medio de cultivo suplementado con 2 mgeL-' de BAP (Figura 2A). Después de sesenta dias en
el proceso de aclimatizacién, se observé un 82 % de supervivencia en las plantas de N. barkeri
(Figura 2B).
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Figura 2. Regeneracién in vitro y aclimatizacién del germoplasma conservado
de N. barkeri. A) Proliferacion de brotes en medio MS con 2.0 mg-L"' de BAP,
B) Plantas aclimatizadas después de ocho semanas de cultivo.

Fuente: Elaboracion propia en base a resultados.

Por ultimo, el éxito de un protocolo de conservacion in vitro se basa en la capacidad de
regeneracion y aclimatizacion de plantas a partir del germoplasma preservado (Murthy et al.,
2018; Mancilla-Alvarez et al., 2019). El BAP es un regulador del crecimiento vegetal sintético
que se emplea con frecuencia durante la fase de proliferacion de brotes in vitro en diversas
orquideas como Catasetum integerrimum (Castillo-Pérez et al., 2022), Dryadella zebrina (dos
Santos Anjos et al., 2021) y Phalaenopsis philippinensis (Khorshidi, 2023). Lo cual concuerda
con nuestro estudio, al permitir la regeneracion de brotes a partir del material conservado de N.
barkeri en ABA por 180 dias. No obstante, se podria hacer uso de innovaciones en el PTC como
los sistemas de inmersion temporal si se requieren grandes cantidades de plantas a partir del
germoplasma conservado (Vendrame et al., 2023). Mientras que en nuestro estudio los altos
porcentajes de aclimatizacién obtenidos garantizan el éxito del protocolo descrito.

Conclusiones

Se logré establecer un método efectivo de conservacién y regeneracién in vitro de
N. barkeri con el uso de ABA. Ademas, se demostré que el uso de ANC no es viable ya que debido
a su impacto negativo en el crecimiento y supervivencia no se recomienda en la conservacion in
vitro de esta especie. Los resultados obtenidos en este trabajo podran ser utilizados en futuros
programas de conservacion de esta especie de orquidea, a través del establecimiento de bancos
de germoplasma in vitro.
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