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RESUMEN

La floracion es la etapa de inicio de la fase reproductiva en las plantas,
ésta inicia cuando se presentan condiciones ambientales especificas que
inducen la produccién de hormonas. En orquideas diversos factores inducen
la floracion in vitro, destacando la adicién de citocininas al medio de cultivo;
sin embargo, su efecto no es claro debido a su uso combinando con otras
hormonas y bajo diversas condiciones de fotoperiodo. Para conocer el efecto
de la N®-benciladenina (BA) y el fotoperiodo sobre la floracion in vitro de Bletia
urbana (especie en riesgo) se cultivaron protocormos (tejido inmaduro) en
medio Knudson C (KC) con diferentes concentraciones de BA (1,5,10,15,20y
30 pM) e incubados bajo cinco regimenes de fotoperiodo: corto, neutro, largo y
combinacion corto/neutro y corto/largo; adicionalmente, en otro experimento,
se registro la floracion de plantas cultivadas en medio KC basal e incubadas
en condiciones ambientales naturales. Después de 35 semanas del cultivo se
contabilizé el nimero de flores, brotes y hojas, y se registro el crecimiento
de las plantas en términos de altura y longitud de las raices. Se utilizaron
modelos bayesianos, modelos lineales generalizados y modelos lineales
para las distintas respuestas. Los modelos mostraron mayor probabilidad
de floracion con concentraciones de 20 y 30 uM de BA; sin embargo, bajo
tales condiciones las plantas tuvieron menor produccion de brotes, hojas
y menor crecimiento. Las plantas cultivadas en condiciones naturales
generaron flores, frutos y semillas viables, coincidiendo con su fenologia. Las
flores desarrolladas por protocormos presentaron anormalidades en color y
didmetro, no asi las desarrolladas por plantas maduras. En protocormos de
B. urbana la BA induce la floracion in vitro, con anormalidades que podrian
deberse al uso de tejido inmaduro, al alto efecto inductor de la BA'y al uso de
un medio de cultivo pobre en nutrimentos.

Palabras clave: Bletia urbana, benciladenina, medio KC,
morfogénesis, orquidea, protocormos.

SUMMARY

Flowering is the initial stage of the reproductive phase in plants, it begins
when specific environmental conditions occur that induce the production
of hormones. In orchids, various factors induce flowering in vitro, including
the addition of cytokinins to the culture medium; however, its effect is not
clear due to its use in combination with other hormones and under various
photoperiod conditions. In order to know the effect of N¢-benzyladenine (BA)
and photoperiod on in vitro flowering of Bletia urbana (an endangered species)
protocorms (immature tissue) were cultured in Knudson C (KC) medium with
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different concentrations of BA (1, 5, 10, 15, 20 and 30 pM) and incubated
under five photoperiod regimes: short, neutral, long and short/neutral and
short/long combinations; additionaly, in another experiment, the flowering of
plants cultured in basal KC medium and incubated at natural environmental
conditions was recorded. After 35 weeks of culture, the number of flowers,
shoots and leaves was counted, and the growth of the plants in terms of height
and root length was recorded. Bayesian models, generalized linear models and
linear models were used for the different responses. Models showed greater
probability of flowering with concentrations of 20 and 30 pM of BA; however,
under such conditions the plants showed lower production of shoots, leaves
and lower growth. Plants grown under natural conditions generated viable
flowers, fruits and seeds, coinciding with their natural phenology. The flowers
developed by protocorms presented abnormalities in color and diameter,
unlike those developed by mature plants. In B. urbana protocorms BA induces
flowering in vitro, with abnormalities that might be due to the use of immature
tissue, the high inducing effect of BA, and the use of a nutrient-poor culture
medium.

Key Words: Bletia urbana, benzyladenine, KC medium,
morphogenesis, orchid, protocorms.

INTRODUCCION

Bletia urbana Dressler (Orchidaceae) es endémica
de México, y de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2010, se encuentra amenazada
(SEMARNAT, 2010). Esta especie se distribuye en el
Estado de México, Oaxaca, Puebla y Morelos (CONABIO,
2021); sin embargo, en la Reserva Ecoldgica del Pedregal
de San Angel (REPSA, CDMX) se encuentra la mayor
poblacion, aunque ésta no sobrepasa los 20 individuos,
por lo que B. urbana esta en grave riesgo de desaparecer,
debido principalmente al constante crecimiento urbano
(Palacio y Guilbaud, 2015). Desde la década de los 1980s,
B. urbana ha sido reconocida internacionalmente como
modelo de numerosos estudios in vitro enfocados en la
micropropagacion, germinacion asimbidtica y simbidtica,
y la eco-restauracion, cuyos resultados han ayudado a
generar estrategias de conservacion in situ para esta y
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otras especies de orquideas (Ortega-Larrocea y Rangel-
Villafranco, 2007).

A pesar de que B. urbana ha sido ampliamente estudiada,
poco se conoce acerca de su fisiologia. La floracion es
la fase morfoldgica que indica el inicio de la madurez de
la planta y la finalizacion de la etapa juvenil o vegetativa.
Las orquideas, en muchos casos, se caracterizan por una
etapa juvenil muy larga, acentuandose bajo condiciones
naturales desfavorables, en estos casos las estructuras de
reserva les permiten permanecer latentes por mas de un
afo, prolongando su periodo vegetativo y de supervivencia
(Shefferson et al., 2018).

Los factores que determinan si una planta de orquidea
florecera o no, y su contribucion a la dinamica poblacional
son complejos y poco conocidos (Hurskainen et al., 2018);
sin embargo, se sabe que la probabilidad que tiene una
orquidea de florecer en un afo determinado depende por
un lado de factores intrinsecos (e.g. madurez fisiolégica
de cada especie, acumulacion de reservas y tamafio de
las estructuras vegetativas) de cada especie y también de
factores externos (e.g. temperatura, fotoperiodo) a los que
esténexpuestos(Songetal.,2013).Encondicionesexsitulas
sefiales que disparan el cambio del destino del meristemo
apical incluyen la madurez de la planta, la temperatura y el
fotoperiodo (Wen et al., 2017). En condiciones in vitro se ha
inducido la floraciéon en aproximadamente seis meses, lo
cual esta relacionado con los componentes del medio de
cultivo (e.g. la concentracion de sales minerales, sacarosa,
diferentes reguladores del crecimiento) (Teixeira da Silva
etal,2014).

La floracion in vitro se considera floracion precoz, debido
a que en algunos casos se ha iniciado a partir de semillas
y protocormos. Esta respuesta se ha atribuido a la adicion
al medio de cultivo de citocininas, auxinas, giberelinas y
otras sustancias, asi como la modificacion de la fuente de
carbono, destacando Né-benciladenina (BA), que tiene un
fuerte efecto en la induccidn de la floracion (Chang y Chang,
2003; Lee y Chen, 2014, Teixeira da Silva et al,, 2014).

El uso de la BA como inductor de floracién in vitro se
remonta a los trabajos con Vitis vinifera L. (Srinivasan y
Mullins, 1978); en orquideas, Duan y Yazawa (1995) fueron
de los primeros en reportar su efecto en Phalaenopsis;
por su parte, Rubluo et al. (1989), al evaluar el efecto de
la BA en la induccién in vitro de brotes en secciones de
protocormos de Bletia urbana, observaron que algunos
explantes expresaron floracion. Estudios de la luz, el
fotoperiodo y la temperatura en la induccién de la floracion
han sido pocos y pobremente abordados (Teixeira da Silva
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et al., 2014), aunque estos factores inducen el proceso de
floracion (Salisbury, 1981), no se conoce la magnitud de su
efecto, o si un factor sustituye a otro. Dendrobium nobile
Lindl. requiere de temperaturas bajas o dias frios para
iniciar la floracion, también se registra que el frio puede
ser sustituido por la aplicacion de BA ex vitro (Wen et al.,
2017). El cultivo de Psygmorchis pusilla Dodson y Dressler
en dias largos resultd en un mayor crecimiento de hojas y
niveles altos de azucar soluble y almiddn, que derivé en la
formacion de espigas florales (Vaz et al., 2004).

Bajo este marco tedrico, la expresion erratica de
floracion en B. urbana requiere ser investigada con
mayores bases junto con el fotoperiodo. Aunque se trata
de una especie que ha sido muy estudiada, no se conoce
el efecto de la N°-benciladenina (BA) en la induccion de la
floracion in vitro y menos aun el efecto del fotoperiodo. El
objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de BA 'y
fotoperiodo en la induccion de floracion in vitro de Bletia
urbana y otras respuestas morfogénicas en protocormos
y en plantas, todos derivadas de semillas. Los resultados
de este estudio pueden aportar conocimiento acerca de la
fisiologia de las orquideas.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Se usaron semillas de tres cépsulas dehiscentes de
Bletia urbana colectadas en la Reserva Ecoldgica Pedregal
de San Angel (REPSA), ubicada al suroeste de la Ciudad
de México (19° 14" a 19° 25' Ny 99° 08' a 99° 15' W) y
comprende 237 ha (Callejas-Chavero et al., 2015), registra
una altitud de 2200 a 2277 msnm y presenta un clima
templado subhumedo, con una precipitacion y temperatura
promedio anual de 835 mm y 15.5 °C, respectivamente
(Castillo et al., 2016). Las semillas recolectadas in situ
se depositaron en un sobre de papel y se transportaron
al IIAF-UMSNH. Ademés de las semillas producidas in
situ, se utilizaron semillas producidas in vitro por plantas
cultivadas en medio KC basal (Knudson, 1946) e incubadas
en una camara rustica. La regién de San Pedro Atocpan,
Delegacion Milpa Alta en Ciudad de México, donde se
ubica la cadmara, reportd intervalo de temperatura de 3 a 27
°C entre los meses de su cultivo y una temperatura media
anual de 14.5 °C (Garcia, 2004). Los cultivos estuvieron
expuestos a 1200 lux en las horas de méxima radiacion de
la luz natural registrada por la tarde, debido a la exposicion
al poniente de la ventana. Estas plantas florecieron a
fines de julio y el fruto se obtuvo en diciembre. El uso de
semillas producidas in vitro tuvo el propdsito de registrar
la viabilidad, derivada de la autopolinizacién.
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Germinacion asimbiotica

Las semillas provenientes de la reserva se desinfectaron
y se colocaron en un vidrio de reloj con hipoclorito de calcio
7 %, posteriormente, se agitaron vigorosa y manualmente
durante 30 min usando una aguja de diseccion. La solucion
desinfectante se absorbié con ayuda de una jeringa y
las semillas se enjuagaron por tres ocasiones con agua
destilada esterilizada. Las semillas producidas in vitro no
requirieron desinfeccion y fueron plantadas directamente
en el medio de cultivo. Para la evaluacion de germinacion
se usaron cajas de Petri (100 x 15 mm) esterilizadas con
15 mL de medio KC. Se sembraron aproximadamente 150
semillas por caja en cuatro réplicas. Previo a su uso, todos
los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave
vertical (Felisa FE399, Zapopan, Jalisco, México) a 1.47 kg
cm? de presion a 120 °C por 15 min. Las cajas de Petri
con semillas se incubaron bajo 16/8 h luz/oscuridad, la
radiaciéon fotosintéticamente activa y la temperatura se

mantuvieron constantes a 40 ymol m?2s'y 27 £ 2 °C,

respectivamente.
Evaluacion de respuesta morfogénica en protocormos

A los 30 dias de sembradas las semillas se obtuvieron
protocormos esféricos de T mm de didmetro (Etapa
1), se subcultivaron a frascos de 120 mL de capacidad
con 30 mL de medio de cultivo KC, suplementado con
BA a diferentes concentraciones (0, 1, 5, 10, 15, 20 y 30
M), lo cual generd siete tratamientos. En cada frasco se
establecieron ocho protocormos y cada tratamiento de
BA tuvo cuatro réplicas, lo que dio un total de 28 frascos.
Con la finalidad de probar el efecto del fotoperiodo, las
siete concentraciones de BA se analizaron de manera
independiente bajo cinco condiciones de fotoperiodo: 1)
corto, 8 h luz y 16 h oscuridad, 2) neutro, 12 h luz y 12 h

oscuridad, 3) largo, 16 h luz'y 8 h oscuridad, 4) combinacion,

corto (8/16 h luz/obscuridad) durante los primeros 60
dias y posteriormente incubados en fotoperiodo neutro

(12/12h luz/obscuridad) hasta el final del experimento,

este tratamiento de fotoperiodo se registré como (8/16 —
12/12 h luz/obscuridad), y 5) corto (8/16 h luz/obscuridad)
los primeros 60 dias y posteriormente incubados en
fotoperiodo largo (16/8h luz/obscuridad) hasta el final del
experimento, este tratamiento se registro como (8/16 —
16/8 h luz/obscuridad). En total, los 35 tratamientos y 140
frascos se distribuyeron bajo un disefio completamente al
azar, incubados bajo condiciones constantes de intensidad
luminosa de 60 pmol m?s'y temperatura de 27 + 2 °C.
Después de 35 semanas de incubacion sin aplicacion de
subcultivos, se registré la respuesta morfogénica de los
protocormos mediante un conteo del nimero de flores,
raices, hojas y brotes; ademas, se evalud el crecimiento de
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las plantas midiendo su altura (cm) y longitud de raices
(mm).

Subcultivo de plantulas en medio KC basal en
condiciones ambientales naturales

Doce plantas provenientes de la germinacion asimbidtica
de semillas de campo se subcultivaron en tubos de
ensayo de 70 mL capacidad, cada tubo contenia 25 mL
de medio KC basal. Se incubaron desde el mes de enero
en una camara rustica (condiciones descritas arriba), con
proteccién o cortina para permitir sélo la entrada de luz
indirecta.

Analisis estadistico

Los datos del nimero de flores, brotes y hojas generados
a partir de los diferentes tratamientos se modelaron a
través de distribuciones Poisson (P), binomial negativa
(BN), Poisson inflada con ceros (PIC) y binomial negativa
inflada con ceros (BNIC), debido al exceso de ceros que
tenfan algunas variables. Para estimar los modelos se
utilizo el algoritmo de aproximacion anidada integrada
de Laplace, o INLA, basado en inferencia bayesiana (Rue
et al, 2009) a partir de modelos aditivos generalizados
(GAM, Generalized Additive Models) como funcion
de suavizamiento. Para evaluar la calidad de ajuste
de los modelos se utilizaron los indicadores Criterio
de Informacion de Desviacion (DIC, por sus siglas en
inglés) (Acquah, 2010), que proporciona la bondad de
ajuste, y el Criterio de informacion Watanabe-Akaike
(WAIC) (Watanabe, 2010), que trabaja con la densidad de
probabilidad predictiva de las variables observadas. Para
el crecimiento de los brotes (altura) y las raices (longitud)
se utilizaron modelos de regresion lineal multiple con las
variables transformadas debido a que no se cumplian
los supuestos del modelo. usando la transformacion
de logaritmo natural para la altura y raiz cuadrada para
la longitud; sin embargo, el efecto de los niveles de los
tratamientos fue el mismo con o sin transformacion de
la variable. Los analisis fueron realizados utilizando el
programa R version 4.0.5 (R Core Team, 2021).

RESULTADOS
Germinacion asimbiotica de semillas

El inicio de la germinacion fue evidente a los 10 dias del
cultivo de las semillas, cuando presentaron hinchamiento y
color verde claro. Las semillas producidas in situ registraron
un promedio de 92 % de germinacion y las semillas
producidas in vitro registraron un promedio de germinacién
de 89 %.



FLORACION in vitro EN Bletia urbana

Efecto de la BA y fotoperiodo en la respuesta
morfogénica (flores, brotes, hojas y crecimiento) de
protocormos

El inicio de la floracion in vitro a partir de protocormos se
observo después de 26 semanas de iniciar el tratamiento;
sin embargo, la evaluacion se realizé a las 35 semanas,
hasta que se estabilizaron las respuestas en todos los
tratamientos. Se registré un alto nimero de protocormos
sin respuesta de floracion (670 observaciones). Después
de construir los diferentes modelos que evaluaron el efecto
de laBAYy el fotoperiodo sobre el nimero de flores, brotes y
hojas, se encontré que el modelo con mayor ajuste para el
numero de flores fue BNIC (DIC = 1693.29, WAIC = 1693.39).
El suavizamiento mostrd que a partir de la concentracién
5 uM de BA algunos protocormos producen flores; sin
embargo, las concentraciones 20 y 30 uM registraron la
mayor respuesta de floracion (Figura 1A). Para el nimero
de brotes y hojas el modelo con mayor ajuste también fue
BNIC (brotes DIC = 4446.83; WAIC = 4449.16; hojas DIC =
5233.28; WAIC = 5236.28) en 5 uM de BA, con el cual se
aumento la produccion de brotes y hojas, a 15 uM llegé a
su maximo y a partir de 20 uM disminuyd (Figuras 1By C).
Almodelar las variables respuesta con fotoperiodo, usando
modelos lineales generalizados, se encontré que sélo el
fotoperiodo largo (16 h luz) fue significativo con la variable
brotes; sin embargo, el efecto fue negativo (-0.33), lo que
indica que bajo este fotoperiodo disminuye el nimero de
brotes (Figura 2 A-C).

La regresion lineal de la altura de las plantas
(transformada con log) fue significativa (P < 0.05)
explicada por los tratamientos de BA y fotoperiodos neutro
(12 h), largo (16 h) y corto neutro (8/12 h). El efecto de los
coeficientes estimados fue negativo en todos los niveles
de BA y fotoperiodo largo (16), indicando que la altura de
las plantas disminuyé conforme aumentd la concentracion
de BA bajo el fotoperiodo largo (Figuras 1D, 2D). La
regresion lineal de la longitud de la raiz (transformada con
raiz cuadrada) fue significativa (P < 0.05) y explicada por
todos los tratamientos de BA que resultaron con un efecto
negativo, el cual implica una disminucion en la longitud de
las raices conforme aumentd la concentracion de BA; en
cambio, el fotoperiodo largo tuvo un efecto positivo que
mostré aumento en la longitud de las raices (Figuras 1E,
2E). En todos los modelos se incluyd la interacciéon entre
BA y fotoperiodo, pero no resulté significativa.

Las flores desarrollarontodas las estructuras; sinembargo,
mostraron diferencias morfoldgicas a lo largo del gradiente
de concentracién de BA. En los medios con 1-10 uM de BA
las flores fueron blancas, con pétalos y sépalos, de textura
firme y mas grandes en comparacién con las generadas en
concentraciones mayores (Figura 3 C-1).
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Efecto de los factores ambientales en la induccion de
floracioén in vitro en plantas de Bletia urbana

Solamente una planta florecid y fructificd de las
desarrolladas in vitro (Figura 3B) y subcultivadas en tubos
de ensaye en medio basal después de siete meses en
cultivo (Figura 3K). La flor midid aproximadamente 24
mm de la base al extremo distante y los pétalos y sépalos
presentaron tonalidades suaves de color rosa-salmon,
fue muy semejante a los colores intensos que presentan
las flores de las plantas que crecen in situ (Figura 3A).
Después de cinco meses adicionales se pudo observar el
desarrollo de un fruto como resultado de la autogamia, y
posteriormente, la formacion de semillas con capacidad
de germinar.

Discusion

De acuerdo con los resultados, B. urbana florece in
vitro. La induccién de floracién in vitro fue observada por
primera vez en orquideas (Laelia x Cattleya hybrid) en
1929 (Knudson, 1930); sin embargo, nunca se determind
el factor que estimulé esta respuesta. Los primeros
reportes registran a las citocininas entre los reguladores
del crecimiento que promueven la floracion en diversos
grupos de plantas, accion que se ha registrado también
in vitro (Peeters et al., 1991). El estimulo de floracion in
vitro en B. urbana requirié mas de seis meses de cultivo
en presencia de hormonas. En los diversos reportes se
registra el requerimiento de un periodo de cuatro a ocho
meses para expresar la floracién a partir del inicio de la
estimulacion a través de hormonas (Teixeira da Silva
et al, 2014). La adicion de BA al medio KC indujo en
B. urbana la respuesta de floracion en tejido inmaduro
(protocormo) y este efecto fue aun mas contundente
cuando se observo que el nimero de flores por individuo
incrementd con la concentracion de la hormona. Dentro de
la familia Orchidaceae, la BA sola o combinada con otros
reguladores del crecimiento induce la formacion de flores
in vitro sélo en algunos géneros, entre los que destacan
por su importancia comercial Cymbidium (Changy Chang,
2003), Dendrobium (Lee y Chen 2014; Sim et al., 2007; Wen
etal., 2017) y Phalaenopsis (Duan y Yazawa, 1995).

En presencia de BA, los protocormos de B. urbana
desarrollaron flores morfolégicamente completas; sin
embargo, conforme aumentd la concentraciéon de BA se
presentaron anormalidades como la disminucion del
didametro de las flores y del color de los sépalos y pétalos.
La BA en concentraciones altas genera anormalidades
florales, como la ausencia de estructuras florales y flores
con colores y tamafios diferentes a los normales (Tee et al.,
2008; Wang et al., 2009). En B. urbana las anormalidades en
cuanto al color y diametro de las flores podrian deberse a
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Figura 1. Respuesta morfogénica in vitro en protocormos de Bletia urbana cultivados en 0, 1, 5, 10, 15, 20 y 30 uM de

Benciladenina (BA) (Cuadrado: media; linea: mediana).

factores como el uso de protocormos, que es considerado
como un estado inmaduro de las plantas y carente de
reservas, otro factor podria ser el sobreestimulo de
respuesta por la accion de la BAy también el uso del medio
KC, que se considera pobre en sales minerales y fuente de
carbono (azlcar), carente de vitaminas, aminoacidos y
extractos organicos (Mohanty et al., 2012).

En B. urbana, un fotoperiodo neutro mostré la mayor
floracion, lo que podria explicarse por adaptaciones que
la especie ha desarrollado en su habitat. La ubicacion
geografica del habitat natural de esta especie esta dentro
de las coordenadas de la region tropical, donde las horas
de oscuridad y luz por dia, a lo largo del afo varian poco
(Palacio y Guilbaud, 2015). Por otro lado, en su habitat,
B. urbana florece en verano entre los meses de julio y
septiembre (Téllez y Flores, 2007). Antes de que la floracion
ocurra, las plantas han estado expuestas a diversos
factores ambientales que estimulan o desencadenan el
inicio de este proceso. En su ambiente natural, los cormos
de B. urbana son las unicas estructuras perennes durante
el periodo de secas, éstos permanecen enterrados cerca
de la superficie del escaso suelo y estan expuestos a las
bajas temperaturas del invierno que ocurren de diciembre
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a marzo; esta vernalizacion podria ser el estimulo inicial
que desencadena la floracién. Para las plantulas de B.
urbana desarrolladas siempre en medio basal y que fueron
subcultivadas en el mismo medio basal, con la variante de
sujetar en camara rustica de incubacion (luz, temperatura
y fotoperiodo natural del invierno del 2010-2011, con
descenso de temperatura invernal de hasta de 6.2 °C),
requirieron de un periodo de seis meses (26 semanas)
para el surgimiento (< 10 %) de la floracién in vitro y su
posterior fecundacion autégama y desarrollo a fruto. La
autogamia es un sistema reproductivo comun en el género
Bletia, caracteristica en los primeros estados de sucesion
de las plantas colonizadoras (Dressler, 1968). En relacion
con la estimulacion de la floracién en medio basal y a
temperaturas frias, nuevas lineas de investigacion podrian
ser orientadas a explorar la vernalizacion en esta especie.

Las citocininas son inductoras de brotes adventicios y
desarrollo de yemas axilares (George et al., 1993). En el
caso de B. urbana, ademas de inducir la floracion in vitro, la
BA también tuvo efecto en la produccion de brotes y hojas,
que incrementaron conforme aumento la concentracion de
BA hasta llegar a un punto critico en las concentraciones
mas altas, donde la produccion de estructuras vegetativas
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Figura 2. Respuesta morfogénica in vitro en protocormos de Bletia urbana bajo fotoperiodo corto (8 h luz), neutro (12 h
luz), largo (16 h luz), y combinacién corto con neutro (8/12) y combinacion corto con largo (8/16) (Cuadrado: media; linea:

mediana).

disminuyd. Este efecto de la BA coincide con el reportado
para yemas axilares de Dendrobium nobile que en 2 mg
L' de BA, que corresponde a un tratamiento intermedio
de los probados en el presente estudio, registré el mayor
ndmero de brotes, a diferencia de concentraciones mas
altas, donde se observo necrosis en el tejido (Asghar et
al., 2011); sin embargo, en otras especies el efecto de la
BA no es claro, pues en segmentos de protocormos de
Coelogyne cristata se registraron las mejores respuestas
de induccion de brotes, cuando se combind BA(1 mg L)y
acido naftalenacético (0.5y 1.0 mg L") (Naing et al., 2010);
por el contrario, en plantulas derivadas de la germinacion
de semillas de Dendrobium thyrsiflorum Rchb.f, el nimero
de brotes inducidos fue menor en presencia de BA vy
mayor con la sola presencia de auxinas (Tikendra et al,
2018). Con todo esto queda claro que el efecto de la BA
en la induccion de brotes parece variar de acuerdo con las
hormonas utilizadas, su concentracion y el tejido utilizado
como explante.

El nimero de hojas en B. urbana hasta cierto punto es
inducida por la BA, aunque esta respuesta es inversamente
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proporcional a la altura de las plantas, por lo que podria
haber una reasignacién de recursos, aunque ésto es
necesario explorarlo, pues ademas se presentaron otras
anormalidades como la disminucion en el crecimiento
de los brotes y la inhibicion del desarrollo de la raiz.
Estos resultados no coinciden con los reportados en
Rhynchostylis retusa BL., donde el nimero de hojas
fue mayor en concentraciones bajas de BA y por arriba
de 1 mg L' de BA disminuia su respuesta (Naing et al.,
2010), siendo claro que el efecto de la BA parece ser muy
especifico.

Las hojas de B. urbana son caducifolias y sus flores
son efimeras; sin embargo, en condiciones in vitro y en
presencia de BA las plantas no pierdenlas hojas, y las flores
pierden esa caracteristica de senescencia, permaneciendo
por mas de cuatro semanas sin presentar cambio aparente.
Se ha reportado que en los cultivos in vitro la BA retrasa
la senescencia, incrementa la actividad fotosintética, el
contenido proteico, y entre otras respuestas, incrementa
la presencia de antioxidantes (Wilson-Garcia et al., 2008).
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Figura 3. Floracion in vitro de Bletia urbana Dressler (Orchidaceae). A) flor de planta silvestre en la REPSA, B) plantas in
vitro en medio KC sin hormonas derivadas de protocormos, C) planta con flor en medio KC, y D) suplementada con 1, E)
5,F) 10, G) 15, H) 20 e I) 30 uM BA, J) camara de incubacion con luz y fotoperiodo natural, K) tubo de ensaye con medio
KC y planta con fruto y semillas viables en condiciones de J. fl: flor, fr: fruto, s: brote, - raiz, le: hoja, c: cormo. La barra

corresponde a 10 mm.
CONCLUSIONES

La bencil adenina induce la floracién de B. urbana, asi
como la produccién de brotes y hojas en condiciones in
vitro hasta un punto critico, que al ser sobrepasado en
concentracién provoca que solo algunos individuos logren
florecer produciendo un alto nimero de flores, aunque
anormales en tamafio y color. En altas concentraciones
de BA las plantas disminuyen en altura, producen pocos
brotes, hojas y raices. Es necesario investigar con
mayor detalle acerca de los factores ambientales que
desencadenan el inicio de la floracion que parecen estar
estrechamente asociados con las condiciones del habitat
natural de las especies.
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