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RESUNMEN

la presente investigacifn se realizd en el laboratorio de Cultivo de Teji-
dos de 1a Facultad de Estudios Superiores Cusutitldn,

Se utilizarfn cApsulas ablertas de catasetus sp. las cuales fueron donadas
por Institutos de Investigacién de la propia UNAM. El medio de cultivo
empleado fué el de Murashige y Skoog al 50X de su concentracibn de sales
mineralesa.

Para promover el proceso de germinacifin se suplements al medio de cultivo
r 1ad de crecimi o (auxinas, citocinias) y sgua dec coco, de esta
mamera el experimento se montd sobre un disefio completamente al azar el
cual se formS con 6 tratamientos y 6 repeticiones cada uno.

Loa porcectajes obtenidos de germinacifn por tratamientos son como 8 con-
tinuacifo pe enlistan:

1-  36.18 %
2.~ 34.04 %
3.- 27.83 %
4~ 33.58 %
s~ .99 £

6.~ 68,17 % ( testigo )

Del anflisis eatad{stico se obtuvo que existe una diferencia altamente
sigaificativa del testigo en comparacitn con los demis tratamientos.
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L- INTRODUGCION

En México, la horticultura or tal eos idecad una
actividad productiva que en los Gitimon afios se ha incrementado,
megin diferentes referencias, se 4 que asctual 5o
dedican de 3,500 a 5,000 hectireas sproxi e, proyectand

un ripido crecimientc para los préximon afios.

En estudion realizados por el mector privado y oficial se revela
que México mantiene una po-!clén privilegiada en algunos mercados
extranjoros al contribuir con sum exportacionex agricolaz con
espscies {mportantes como: Crizantemo, Clavel, Gladiola, Roma y
ditimamente las Orquideas como flor de corte y en maceta

Hoy en dim 1la horticultura 1 téoend para la
produccién de un nimero considerabls de plantas con flor, cada
pais dedica por tradicidn o por d 1 Smd wmiz atencién
a clertas expeciex ya sea nativas o adaptadas y tomando en cuanta

que para cultivarlax se deben comsiderar los efectom del clima y
del ambiente, por ejemplo, Donal F.,1992; reporta que Lla i trim
Hawaianas de lax Orquid ) ) 1o P s » jom 1f
millones de délares en el afllo de 1992Z. Esx importante mencionar que
1a grén reditusbilidad que se tiene en el cultivo de las Orquideas
hace que lom productorex de éstam plantas se interesen por
técni de cuiti que guren La produccién de cantidades
significativas en relativ te cortos, en comparacién con
tos mitodos tradicionales de multiplicacién.

Cabe destecar que la mayoria de lax Orquideas no son orfundas

de Hawai como muchas perzonas o creen, extas plantas provienen de
Sudamirica y. de ia parte tropical de Asia, aunque ias variedades
wmis vist provi de las tropical iax Orquideas me
encusntran en casi todas ias partex del mundo excepto el Polo

Norte y algunas zonas desérticas.

Entre lam técnicas que =on eompleadas para multiplicar esta
espacie destacan lam siguientes:



- Hibridacién de Orquideas.

46

- Pr por dio de que jos.

- Cultivo in vitro de Orqufdeas
- Quitivo de meristemosx,
- Germinacién de memillas.
= Cultivo de protocormos.

- C.de ovulos fertilizados.

La multiplicacién por medio de semillax puede mer posible =i
éutax xo estratifican o escarifican y cultivindolas in vitro
tardando en serminar de 90 hasts 300 dfaw ya que la germinacién
en forma natural no se da o ex muy bajo el porcentaje.

Para la germinacién de memillas de Orquidea exizten dox formas
do estimuisr el proceso: 1) por medic de una simbiési= entre in

semilia de lam Orgq d y un h Y 27 ia germinacién de cemtlias
on un a1 imbidtico en donde al dic de cultivo se le
dici los tows 1 para log Ia germinacién.

IL.- OBJETIVOS

En el presente trabajo de investigacién el objetivo es el de

onti el p de g 16n de lam wemillax en un medio de
cultivo Ambiéts plantednd los sigulentes objetivos

particulares:
L.~ Eval el p aje de gerwi 1dn on  funcién de 1a
t ién de r de imiont leado CAIB, BA,

y KINETINAY.

2~ Analizar el demarrollc de lax semiiiazs en cada uno de lom
tratamientos.

3.~ Establecer un mitodo de desinfeccién efectivo para esta
especie ( Colaoetum on .



LIL.- REVISION DE LITERATURA
34 IMPORTANCIA DE LA FAMILIA ORQUIDACEAE

Lox bosq tropical hd del zon al tugar do origen
y crecimiento de las Orquideas, bomques que dfs con dfa =zon
destrufdos y devastados por ia _aﬂlci&n de rigqueza de algunos
cuantos. A pesar de ello, actualmente hay en el mundo 23,000
especiex originalax y nés de 60,000 hibridos

La Orquidea, flor exquigita, que junto con lax gerbaras avesx del
parafso, los anthuriums y otraz no menos apreciadas, fueron
conocidas y apreciadas desde hace mizr de 2,000 afios, alid en Ia
Oracia antigua ¢ Ames, citado por Zarato y Lee Espinoza , 1989 >,

Act L te Lax Orquid son reproducidas predominantomente por
cultivo de tejidox y divisién vegetalL La produccién de 1987 a
19689 me estimd en 38 millones de plantam equivalente al 90 X del
total de las Orquidess reproducidas bajo dzta técnica.

El 90X de la produccién mencionada esta repartida entre las
miguientes peci Oncidium, TVand Cats tum?y, Batileyes,
o o, CZ4 » 1990).

Lan Orqu‘d.- de zonas templadax esta dividida por los paixes de

Tiwan, Korea, antsn, Singapur, Malasia, Indis; paisex que producen
un total de 6 millones,

En México, lax Orquideas no me habfan vizto como una opcién wmix
-de cultive de flores de corte o de plantas para macetas, en la
Gditima década han murgido aszociaciones y orquidedlogos que se
interezan por su propagacidn, as{ como por laz técnicas de cultivo
que lleven a mu riplda obtenciin de ellas.

En la figura No. 1 =» muestra la cantidad de orquidess clonadas
in wtrg en Noruvega durante el periodo de 1980 a 1986,
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3.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS

Laxs Orqufdeas constituyen una importante familia de plantas
monocotiledéneas que comprenden mis de 800 gdneros conformando asf
una de lax familiaz mis grandos del reino vegetal

En general son plantas herbiceas, perennes, que pueden ser
terrestres, .pffll.n, a veces lacusires, y también =ubterrineas;
con rizomas o sin ellow o bien pseudobulbos. Los tallos pueden ser
erguidos, trepadores o rastreros, pueden tener tatlos tuberosos, y
ho jas de muy variadas formas.

Lag Orquideac se ¢ n, con P 1én de los polos, entre
log 68° de latitud norte y loms 56° l1atitud sur. Los pafses

tropicales e intertropicales son los que poseen a mayor cantidad
de especies de Oorquideas, algunas con cotas bajas y por lo tanto
de estaciones sumamente cilidas, y otras en grandes altitudes de
hasta 4,000 metros y por consiguiente de estactones frfas.

Pe o anterior se puede decir que las Orqufdeas no son de
emtacién dGnica, lax diversidades climiticas de las variadaws
estacionex de las que provienen imponiendo otraz condicionesx

creadax artificialmente para cada grupo de empecies.

El gsecreto para cultivar Orquideas es: Pr P 1 un b { \’
Alct 1iwmfe 1 "y

y P lo mis exactamonte
posible a lax de ia regién de Ila cual proceden (Caneva,S.1978).

8.2.4 FLORES

Segin lom ordenex botfinicom que se tisnen, la estructura de una

flor de Orquid e p wp con una flor de otra

tiieddnia

por ejemplo el T “.,‘ Los 4rganos sexuales se

¢ en el Tulipin > por el perianto, el cual
eoxta compuento por trex sépalox externos y tres pitalos internos
con estambres arregladom en dos espirales de tres y el ovario
compuesta de tresx léculos.



En ta flor de Orquid 1a id arreglada es ‘inica, los

tros mépal =mon g 1 te diferentes en su forma as{ como en

el color de los mismos; lox dox pétalox Iaterales son sindlares
mientraz que el tercero es diferente en tamafio, forma y color, asf
como en Ia or i6n y es 11 d. iabelo o labio. En Catleya

por ejemplo, el labelo difiere por ser pi en
plantas, pero en algunos géneros es muy incospicuo y mis pequefio
que los pétalosEn la figura nimero 2 se ilustra la estructura
cléxica de una flor de Orquidea.

FIGURA NO. 2, ESTRUCTURA CLASICA DE UNA FLOR DE ORQUIDEA.

Sepale

Petalo




De lom smeiz estambres generalmente sélo uno es funcional,
totaimente desarroliiado y con estilos tos cualex forman un 4rgano
1lamado columna; en 1o alto de ia columna se sitvia 1la antera y
esti separada por un 1ébulo estéril, el rasetelo se encuentra
debajo del estigma.

En ia subfamdiia Cypripediodiae, las flores miestran una
variactén en lozx dos sepalos laterales fox cuales estan unidos
dentro de un érgano sencillo, lamado sinesépalo y el dorsal es
extra largo y conspicuo. Dentro de esta familia las tres anteras
ostan cublertas, una llamada estaminodio la cual esta situada en
el lugar del labelo y otro par que son fértiles y se encuentran a
los de la columna.

La columna en Iia subfamilia Orchidoidenex, en el 99% de las
expecies, es sy variada en forma, tamafio, color y ornamentacién.
La mayoria de las veces las Orquideas son polintzadaz por insectos
¥y otro nimero considerable son polinizadas por murciéisgos,
caracoles y colibris.

Una notable diferencia entre cada expecie es el grin nimeroc de
semiiias producidas en las cépsulas. Para fertilizar una grén
cantidad de $vulos para tener semillas, habri de tenerse una buena

transferencia de polen por el estigma. Exte p =e g ti
por el hecho de que loxs granos de polen no xe separan o pulverizan
como em usual en 1a mayoria de las pecies, porq me £ Y

agregados dentro de cera natural, bolay o polvox que ze llaman
polinias. Cada polinia esta conmtituida por una grén cantidad de
granos de polen unidos por sustancias viscosaz y elfistices.

El p de polini 46 wi porgue e} disco viascoso
favorece que las anteras sean indepandientes para la visita de lon
inwectos o phjaros a la flor por néctar, Ia polinia que va pegada
& la cabeza, pico o espaida del jfnwecto.

El polen de la primera flor se lleva por contactc al estigma de
1a préxima flor visitada adheriendose a una sustancia pegajosa a
Lla superficie del estigma; asl e lleva 3 cabo et procesoc de
polinizactdn.



Los insectos llegan hasta el lugar d e ra el p
ademas de que wmuchos nectares son apetecibles al insecto,
o t 3 te por iax y colores brillantes,

-p
por e} 1 en h peci de Oncidé se pr ta un color

amarillo intenzo en el labelo el cual desempefla un papel
importante para atraer al insecto; algunaz flores zon de por =f
atractivax y no existe problema para perpetuar la especie; zmin
embargo, otras tienen quo d.sar}-olhr complejox zistemas para

ia polini idn.

En 1 apertura de ta Oorquidea, el Svario crece

1d bl y
»

q lox pétalos y seépalos empiezan a
marchitarse lentamente esto sucede solamente deospués de la
polinizacién.

La mayorfa de las Orquideas difieren en su periodo de maduracién

seminal. En el cuadro No. 1 se muestra el perfodo de 14

seminal en algumnas especies.

CUADRO NO. 1 PERIODO DK MADURACION SEMINAL EN ORQUIDEAS

Expecieo Tiempo Especie Tiempo
Cahanthe 04 mosem  MKiltenia 0 mexex
Tattleya 11 meszes Odantoglasum 09 meses
Cymbidium 10 meses Paphinetifum 07 momex
Cpnrinedium 04 mesex Phaloensnoio 05 meses
Dendrobium - 12 moses raanhoneg 07 mesen
$nidandrum 04 meses “Yandea Yatasetum 20 mozox

FUENTE: PIERIK, 1990



Las Orqufdeam nativas de zonas templadas tienen un periodo mis
corto para que asus semillas y cipsulaz maduren, dado que por
efectos del clima las cemilias tienen periodomx do frios los cuales
=mon causa principal para dicha maduracién. Este hecho puede ser
interezante a pesar de ia extraodinaria variacién en sus flores y
su relativa similitud de cipsulns y semillaz. Estas semillas zon
triloculares, globosas, -ahusadas, ademis =zon longltudinalex y

acanaladas.

Las chpsulas an aparioncia son inicialmente verdes,
posteri o t una coloracién amarillenta y finalmente cafg
obhscuro, cuando abren aparecen 3 é L. hendiduras

longitudinailmente. Estas permanecen parcialmente conectadas por

fibras y las semillas son,fr e, disp das jentamente,
esto sucedo despu®s de varios dfas de haber abierto la chpsula.
Dentro de una cépsula ze levan a cabo 4 bigi épi

dependiendo de la h dad relativa, lo cual regula la dizspersién
de las semillam.

Se afirma que lay =zemillas de las Orquidesas son laos mis
pequefas del reino vegetal, pero esto se compensa con la grin
cantidad producida en cada cdpsuia. (Cuadro No. 2).



CUADRO No. 2 CANTIDAD DE SEMILLAS KN CAPSULAS DE DIFIRENTES

ORQAUIDEAS

Especie Cantidad do semillas
por capsula.

Dactplaahiga maculode 6,200 semillas.

eymbidium 1,500,000 semillax,

Maxilania on 1,700,000 semillas,

Catileya ~n $,000,000 szewmillas,

DARWIN REPORTA LOS SIGQUIENTES NUMEROS DE SEMILLAS

CONTENIDOS EN DIFERENTES CAPSULAS DE ORQUIDEA.

Onchio maculale 6,200 semillas,
Cephalanthera grandiflora 6,020 soemillas.
Acrenera on 371,250 memdlias.
Maxilarnia on ) 1,756,440 somillas,
eynechies chlrechilen 3,770,000 =semillax

FUENTE: Ritterzshausen B. and V., 1979.
withner Carl, 1959.

En 1909 Kew Bulletin y Ricker ( en Wickhma’z orchids > citan y
ostiman un rango de 14 - 54 mil semillas para ECynrinedium, nimero
que ha sido comprobado.

Knudsaon € 1956 > y Hager ¢ en Am Orchid Soc; 1952 ) citan que
Cattleye auvraniiacoe produce 929,000 semillas viables con un total
de 2 - 3 millones,

Las semiliaz dJde orqu(d.a no tienen reservas alimenticia=m, lo
[ que ti al reded del embrién e=m una cubierts

10



transparente y en consecuencia 4stas son sumamente Higeras, cada
una pesa unos cuantos miligramos, exto hace posible que utilicen
ol aire como agente dispersante y as{ incrementar el porcentaje de
goerminacidn en forma natural

La germinacién en forma natural tiene que ver directamonte con
el peso de la semilla y del agente dizpersante, cuando la cépsula
abre, las semillas salen y debido a los agentes dispersantes
recorren distancias considerables. Cuando las somillas germinan en
forma natural es que estan en una relacién simbidtica con un
hongo y la hifa esta presente en el suelo o sustrato. Noel Bernard
en 1904 descubrid esta simbidzis y publicd que durante ia etapa de
la germinacidn el hongo swuninistra los elementos necesarios al
embridén para su crecimiento y posteriormonte osta relacién cesa y

la hifa permanece de por vida dentro de la planta,
3.2,2 PARTES VEGETATIVAS

Dentro do la familia de las Orqufdenss hay dos formas bisicas en

ia planta las cuales se p tan a conti 1&

A~ Monopddicas: Los tallos mon jovenes crecen en una sola

direccién generalmente vertical, sin produccién de brazos

laterales.
B~ Simpédicas: En donde los tallos & en
forma horizontal, desarrollandose brazoxs Ilaterales a

intervalos, cada brazo latéral desarrolla ramificaciones
del mismo tipo.

El crecimiento monopddico me da en los géneros tales como: Yaendae
CCatasetum on >, Phaloenenocio, MSerides, sdngroceum, pero los tallos
wvarian considerablemente en altura. El crecimionto Simpddico se
encuentra en especies tales como: Zeelegyne, Dendrsbivem
Oncidium y Mltoerio.

En muchas especies simpédicas el tallo varfa de una forma
buib P dobuib las hojas en muchax Orqufdeas de

ambos grupos 50N gruesas y en otras mon carnosas y casil sionmprg
11



son de color verde obscuro. Una de Jlas funciones de lox
pzeudobulbos y de lax hojax ex almacenar agua y nutrientes
durante lo=s por(odot en que no son productivas,

Las inflorescencias de lax Orqufdeas monopédicas son siempre
laterales pero las de las Orqufdeas simpddicas pueden tener ambos.
tipos de inflorescencias ¢ laterales y terminalex en espiga ).

3.2.3 LAS RAICES

Una de sux funciones es praoporcionar agua y alimentos, ias
rafces de lax Orqufdeas epifitas tienen como funcidén principal la
de anclar a la planta al tallo del 4rbolL Estas rafces pueden
adherirse a la corteza del tallo de ios frboles § en algunos cazos
simplomente oxtar suspendidaxz en el aire.

A gon: I te sean cilfndricas, lax rafcem aersas pueden

ser en forma de hilos o trenzas delgadas como por ejemplo,
Phalaensnois » Pueden tener clorofila y de esta forma amsimilar
nutrientes para la fotosintesis o, en caso=x extremosm, como en
Microetia 'y Taeawnhpyllum , las plantas pueden tener hojaz en
todo el periodo de floracién para transportar alimentoz =a las

f, En al Oorqufd la fotosfntesis se lleava a cabo
también en Ia flov dado que ésta es de color verde.
Generalmento las raicesx de las epffitas estan rodeadas deo capas de
células muertaz formando el veldmen, el cual es capaz de absorber
humedad del aire y az{ aizlar a ilas rafcex de ilasx temperaturas

excesivas.
3.2.4 CARACTERISTICAS GENERALES DE Zatasetum an
Esta especie fue nombrada y desmcrita por (. Richard en 1822.

Se encuentra en una franja geogrifica que va desde México hasta el
sur de América con una probable concentracién en Brasil

Las plantas crecen bien en g0 ent d p do y briend
ia base de ia planta, también pued obt b ttados
on el 1mdont do se 1 estidrcol bovino . Esxtas

12



plantax pueden crecer bajo condiciones mimilares o parecidas a las
de fatileya y mantensrse un buen tiempo sin suministro de agua.

Las flores de Yatavetum deben colectarse desde la base de la
inflorecencia cuando son en racimos, esto de debe al alto
contenido de agua en las plantas de Orquidea.

Catasetum sp, son epifitas de lugares tropicales-himedos, se
pueden encontrar on altitudes de hasta 1,800 msnm En México se
pueden locatizar en loz estados de Campeche, Chiapas, San Luls
Potosi, Veracruz. También se eoncuentra en Belfce, el Salvador,
Guatemala, Honduras y Nicaragua.

La produccidén de sus flores se ve afectada por la intensidad
lumfnica, las altas intensidades producen un mayor ndmero de
flores femeninas., Los pseudobulbos son de hasta 16 cm, los tallos
de 6 cm de diimotro y cada uno estid cublerto dosde la base por mis
de 10 ho jas caducas la cuales pueden tener jongitudes de hasta 65

cem de largo y 9 cm de ancho. Lazs florex con tallo se originan

desde la base dei p d: cultivind hasta los 40 cm,
1do la inft ia con 3 a 10 flores.
Las flores 14 se por la capa o cubierta cdnica

del labio con el tubo pequefio casi ablerto, la columna serecta,

siendo la estructura que tienen las polfnias que son facilmento

p loz poll entran en accién,

El labio carnoso de la flor f ina exta cubjerto y tiene un

labfo largo y abierto con una columna corta y rechoncha.
La flor 14n de ?Tat 1) se da a partir de Julio hasta Octubre.
Catasetum on. con 57 especies.

(Caneva S., 1978).

13



CLASIFICACION TAXONOMICA

Vegetal

Reino

Divisidn Spermatophyta
Subdivisidn Angloxpermae
Clase Monocotyledonne
Orden Microspermae
Familia Orchidaceae
Subfandlia Orchidicdess ¢ Neottioideade >
Tribu Vandse
Subtribu Catasetinae
Género Catasotum
Especie Sp. -

FUENTE: T and Mari Sh

in Orchid Genera llustrated.

1979.
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3.3 PROPAGACION fn vitro
Caracterfsticas generales del cultivo de tejidos

£l cultivo de tejidos vegetales tiene zus or{genes tal vez dosdo

que Hook en 1665 y Leewenhook 1634 describieron a la célula y la

actividad fisiolégica de la misma, =in bargo los primer
trabajos bajo esta técnica se remontan a mis de 120 afios en donde
las tnvestigaciones de fisiologfa vegetal y célular
utilizaban como partes vegetativax vivas a tejidos, érganos y
células vegetales, ademis de cultivarse on medios nutritives con
una asepsia mixima , ompleando también Spices de rafz, tallo y
hoja, segmentos de tallo y algunas veces semillas, ovarios,
anteras, polen, células aisladas y protoplastos . (FAQ, UNESCO,
1985; PIERIK, 1990 ).

Los beneficios comerciales de la prictica y aplicacién de las
técnicas de cultivo de tejidos vegetales para la propagacién de
plantas, tiene un grén impacto en las especiexs herbiceas
principalmente ¢ Cheng, 1978; citado por Cruz, 1983 ).

El cultivo de tejidos vegetales se basa en la llamada teor{a de
ia totipotencia célular ia cual fue descrita por Schwann vy
Schleiden ¢ Citado por Gautheret y FAO, UNESCO, 1985 ). Las

1 tigact se [T n apoyind en dicha teorfa las

cuales fueron suficientes como para que el cuitivo de tejidos

vegetalex se : rapid te a h 1 d 1964,

pasando el ndmero de investigadores en ese entonces, de 10 a 94,

Durante un g an T rife on 1985, diferentes

1 igad s fr coincidieron que lax especiesx trabajadas
mediante la técnica de cultivo de tefidom en 1985 fue en orden de
importancia como =igue:

Plantax de maceta,

Flores cortadas.

Builbow y cormos.

ORQUIDEAS.
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Ornamentales.
Cultivox agricolas diversos.
Hortalizas.

Zinwserman en 1990 menciona que durante el afo de 1988 las
egpecies multiplicadas 1 do la técni de cultivo de tejidos

en el Oeste de Europa, por orden de importancia es como =a

continuacién se enlista el cuadro No. 3.

CUADRO No, 3 ESPECIES MULTIPLICADAN

Plantaz de maceta.

Florex para ser cortadas ¢ orquideas >.
Arboles frutales.

Bulbos y cormos de plantas ornamentales.
Pequefios frutos.

Plantas perennes de jardin.

Miscelanea de ornamentales.

Vegoetales diversos.

Otros.

16



33.1 FASES O ESTADOS DEL CUTIVO DE TEJIDOS

Murashige (19743, menciona que en la propagacidén in vitro se

Mevan a cabo secuenciax o fases especiales, dichas fases o
secuancias son:

1.~ Establecimiento del cultivo en un medio ascéptico.

2~ Enral jento del propigulo o proitferaciSn.

3.~ Enraizamiento y proparacién para el transplante al suelo.

Villogas (1991)> caracteriza 4 fases, 3 in vitroy una ax
vitrg. Sin embargo Zimmerman en 1990 establece 4 fases pero
incluye ia denominada fase ‘cero’, en donde la planta madre o
donadors del explanto, sSo encusntra on
preacondlclonamiaﬁto,dlchas fases se d iben a nti 18

FASE " 0 *, 4 PREACONDICIONAMIENTO

Esta fase se debe mencionar ya que Ia finalidad es prevenir

probl de tami 16n por hong ¥ bacteriax, considerandose
los siguientes aspectos:

a) Crecimiento y desarroilo de la planta en invernadero
teniendo cuidado en lo que se¢ refiere a temperatura y humedad,

bh> Cambior (fiziolégicos asociados a la planta madre; en el
estado " 0 " inciuye también algunas manipulaciones, de tal manera
que ila planta madre tenga me jores condiciones para el desarrollo
in vitro, wuna de ellax os L fuminosidad, temperatura,
pretratamiento con reguladores de crecimient < man, 19907,

FASE 1 o ESTABLECIMIENTO ASCEPTICO.

La finalidad de esta fase es evitar la contaminacién del
material vegetal, por io que debe Uevarse a cabo una cuidadosa
desinfeccién del materiaL

En principfio existen cuatro fuentes de infeccién: La planta, su
interior y exterior; el medlo de cultivo, el cual puede estar
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inzsuficientemente esterilizado; el aire y la nula o poca destreza
del investigador ¢ Pierik, 1990 ),

Algunos 1 tigadores han indicado que las semillas de Orquidea
puedon germinar antes de que la cédpsula esté madura ¢ adquiriendo

el color marrén & cafe > y se abra Esta informacién es
importante, tanto para el aficionado, como para el profesional
(Valmayor y Sagawa, citadox por Plerik en 1990 ) ya que:

1.~ Ex mucho mis facil desinfectar una chpsula cerrada, que cada
semilla individualmente, una vez que haya salido esta.

2.~ La propagacién precoz, a partir de la clpsula todavia verde,
desgasta menos a la planta.

3.~ Existe un menor riesgo de aborto embrionario con cruces
entre especies y cultivares que nos esten estrechamente

relacionados.

Plerik ¢ 1990 >, menciona que para esterilizar o desinfectar
cép:ulu cerradas, se bafia a d&sta con alcohol al 96X vy
posteriormente se flamea. La cépsula que contiene las semillas que
generalmente esti estéril en su interior, se abre después con un
biztur{ estdril.

Plerik € 1990 >, dice que la esterill idn de ci as ablertas

© de semillas individualmente, constituye un proceso mis delicado
y wle jo. Se 1 ias semiilas en un pequeiio matraz < que

posteriormente se tapa con un tapon de goma ), conteniendo 10 X de

NaClO a una concentracién de 2-3 %X, también xe afiade Tween 20 u
B80. Las semilias viables g 1 e I d mientras que lac
que flotan no contionen embridn. Desp de la tertlizacién , el

liquido ex retirado y lax =xemillaz son lavadas con agua
estorilizada.
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Parra < 1987 ), desinfectd frutos de vainiita los cuales
contenian semillas, tan solo sumergiendolos en alcdhol al 70 %
durante un minuto. Se escurrié la lejia y se enjuagaron tres veces
4 cuatro con abundante agua bidestilada esterilizada.

La efectividad de los agentes desinfectantes puedo ser mejorada
al adicionarles pequefiaz cantidades de detergente. El detergente
rompe la tensidén superficial del agua y permite que el agente
penetre y elimine los microorganismosx. Villegas, FAO; 1985 ).

Skirvin ¢ 1983 >, wmenciona que el método usuai para la
desinfeccién del tejido es usar concentraciones de hipoclorito de

sodio en cantidades que substituyen al que normalmente da buenos

r dos que L} te es blanqueador comorcial. El umso
wuidad dei bl d no prod dafios.
Margara < 19688 >, dice que la desinfeccién del material

contaminado por bacterias del sueloe es siempro diffcil y
aleatoria. Es me jor operar en condiciones ascépticas o Hmitar las

condiciones siempre que ello sea posible.

Robbinz ¢ 1922, citado por Margara, 1988 ) propone un método para
las semillas aplicado por Gautheret en 1942 aen el cultivo de

te jidos, que ist en gir losx Llant durante algunos

instantes en alcohol y después en una solucién de hipoclorito de

tclo, end dol varias veces con agua estéril

FASE 2 6 MULTIPLICACION DEL PROPAGULO.

En osta fase se busca un ripido desmarrollo de los Srganos y
estructuras; exte incrementd puede ser debido a la induccién de
brotes adventicios o brotes axilares, generalmente dentro del
medio de cultivo se encuentran solucionez que ayudan al

incremanto de los brotes, extas luciones 1 ser cit »
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en prescencia de una racién de auxinax, buscando

nivel tu 1 mis propiado para cada caso. ¢ Cruz, 1983;
Zimmerman, 1991 ). En esta fase habra de tenerse mucha atencién en

la concentracién empleada de loxs reguiad de itmient

FASE 3 ¢ ENRAIZAMIENTO

En eosta fase se involucra la induccién y diferenciacidn de rafz
en las partes vegetativas obtenidas durante la prollferacll‘n,
exiztiendo ast una conversién de un estado heterotrofico a un
autotréfico al desarrollar esta raices, en los protocormos de
Orquideas no existe una etapa bien diferenciada en donde

aparezcan raices definitivaz sin antes haber aparecido rizoides.
FASE 4 ¢ ACLIMATACION

Una planta que se ha originado {n vitro difiere on vartios
aspeactos de las que se originan jn vivgo y estox pueden ser:

a) Las plantas cultivadas in vitro tienen la cutfcula ¢ capa de
Uada, debid a la alta himedad
relativa, 90 al 100X en im, © do me transfiere al

cera >

suelo xe produce una transpiracién cuticular extra ya que el
aire o= mim soco.

b)) Laxs hojax de Ia planta cultivada in vitro son blandas, y
fotosintéticamente poco activas y en consecuencia mal
adaptadazs a las condiciones de pueden encontrar {n yivo.

c) Lax hojax presentan las células lizadas con g d

paci intercelulares y baja frecuencia de ostomas y poco
operativos, esto hace que dichas piantas mean misz mensiblez a
La pérdida de agua.

d) Lax rafces que ze han originado {n yitro son vulnerables y no

funcionan bien; presentan pelos radiculares escasos o nulos;
por io que wmueren ripidamente y deben smer sustituidos por
rai subt 4 CRosell y Villalobos; Pierik, 1990),
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La aclimatacién se inicia con un preacondicionamiento,

iat dad relativa y controiando la temperatura y 1a

tuz ¢ intensidad luminosa >.

Para transplantar los individuos obtenidos in yvitro =e deben

seguir los siguientes pasos:

1> El agar deobe zor perfectamente eliminado de las
plantas para evitar infeccliones por hongos y bacterias.

2> Sumergir el siztema radicular {n vitro en una soluctén

féngica o impregnar en un enraizador comercial para facilitar
1a £ 14n de raices verdad

kb Transferir la base radical compfeta al sustrato que debe
estar esterilizado y presentar las sigulentes
caracter{sticas:
~Porosidad,
~Drenaje suficiente.
-Aereacién.
~pH adecuado para planta.

En los ditimos afios se han empleado los sistemas de nebulizacién
para levar a cabo Ila aclimatacién de las plantas obtenidas in
vitro,

En la propagacién in yvitro de Orquideas se han publicado a

dond.

p! dimtientos en no se hace distincién entre las
fager 0 otapas anterformente mencionadas, zin embargo, es muy
probable que el proceso de germinacién pueda mejorarse con el
empleoc de estas fases mencionadas ¢ Murashige, 1954; citado por

Morales; 1990 ).
3.3.2 VENTAJAS DEL CULTIVO DE TE]JIDOS
1.~ Actualmente un objetivo importante, es obtener plantas
conforms al tipo inicial

2.~ Obtener plantax libres de patdgenos y enfermoedades viralem.
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3.- Lograr una grin poblacién de individuos y regulando su
crecimiento.

4,~ Obtencién rapida y masiva de plantas.

5.~ Rescate de embriones tnmaduros y promaoviendo su crecimiento

in vitro con el fin de obtenor una planta madre.

€1)> Morel y Martin; citados por Margara, 1988.
€2,3,4) Cheng, 1978; citados por Cruz, 1983.
<5) Maheswary y Raghavan, 1956, citados por Plerik, 1990.

Murashige ( 1978 > menciona tres categoriax generalex del
cultivo de tejidos vegotales relacionados a actividades agricolas

mismas que se presentan a continuacién:

al)Es importante ‘@n los programas de mejoramiento genético por
que acelara la disponibilidad de nuevas varifedades.

bIEsx Gtil en la 16n de & pl

c)Se utiliza en la obtencién de plantas librez de enfermedades.

d)Permite incrementar notabl te ol wo de multiplicacidn de
cultivares.



3.4 CULTIVO DE EMBRIONES
3.41 FENOLOGIA DE FERTILIZACION EN ORQUIDEAS

Uno de los eventos misx importantes en el ciclo de vida de las
plantas con flores ex ia fertilfzacién, la cual involucra Ila
fusfén de dos gametos de sexos diferentes, obteniendo como

itado Lla 16n de un cigoto. De é4ste cigoto, que es una

célula =imple, se formari una entidad multicelutar y
multiorgénica para formar un organismo,

Con la germinacién del grano de polan se incician muchos cambios
en el pistilo; por ejemplo, se incrementa la respiracién; cambian
los patronex en la sinteis de protefnas y ARN; se incremonta
marcadamente la actividad de diferentes enzimas; eximten sefiales
eléctricas en la bame del estilo que indican si la polinizacidén es
compatibls © no.

El desarrollo del embrién en la familia de las Orqufdeas oz un
tema complejo y un cuanto confuwo. ina razén para este grin
némero de variaciones ox la pequefia cantidad de espeocies
estudiadas.

Las variaciones que existen entre cada ospecie hace todavia mis
diffcil el estudic del cultivo de embrionez en las Orquideas.

Estudios recientes indican que el embrién es una masa de
células parecidas a una celda, sin 4reas de diferenciacién quo
aparecen después de la germinacidén y éstas freas no han sido
estudiadaz adn, Lax Sreas de diferenciacién en la familia de lasz
pardsitas y sapréfitas tampoco ha sido estudiada, especies
pertenecientes a los géneros de Balanopho r ag » Rafflesiaceae,
Gentisnaceae, Pyrol ,» Orob y la Burmanniaceas < P.
Maheshwart; 1950 ).

La forma indiferenciada del embridn de las Orqufdeas es uno de
los factores que adiciona dificultad en la organizacifn y
clazificacidén de los embriones. Otra dificultad es debido al hecho
deo que la taxa ha sido poco eztudiada.
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EN LA FIGURA No. 3 SE ILUSTRAN ALGUNAS FORMAS DE LAS SEMILLAS DE
ORQUIDEAS Y DE LA DEL EMBRION EN ESTA FAMILIA.

Fig. 3 crecimiento de !a zemilla en las Orquideas y algunas -
formas de semillas de Orquideasa.

CIGOTO ia DIV 2a DIV. EST. INTER. ADULTO
D 2
0] o), el
VANDA ( Catasetum) EPIPOGUM NUTANS G. ALTISSINA

GALEQLA LINDLEYANA

VAINILLA PLAN,

PUENTE: BURGEP?, 1936
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Todo cultivo de tejidos empieza con un érgano o porcidn de
érgano. El cultivo de tejidos tiene grin importancia ya que
las {aticas del drg en cuextiin. (Maramorosch,

Himwored; $1979).

[ C1904), realizé ol primer cultivo de embriones con éxito
y describié el sucemo de cultive de embriones en cruciferas

¢ d. q & Su

perimento lo reallzé extirpando los
embriones de lax semillas y poniéndolos a cuitivar. ¢ FAO,
UNESCO, 1985; Perik, 1990 ). . C

White P. €1930), inicié el cultivo aisiado de embriones, quién
desarrollé un medio en el que los embriones recién en el estadio
de corazén crecian en medio relativamente simple, con nutrientes
inorgénicos y con sacarosa, los extadios iniciales requerfan de la
adicién de wmuchoz otroz factorez suplomentarios, tan poco
definidow ¢ y on exe tiempo indefinibloz ) como el extracto de
levadura.

Hanning (1934) cultivé algunas especies logrando vencer los
obstaculos que se tenfan para la transformacidn de semillag
hibridax de cultivos con especies que inclufan al Yinum ¢ Latbach
1929 5 y FPaunuo ¢ Turkey, 1934 ). En tal experimento se hacfa
distincién entre el tamafio de los embricnes de las esxpecies
cultivadas, ten{an algunas dificuitades para seguir creciendo y
abortaban {n vive, por lo tanto les faltaba tamafio y reservas para

nt = 1| t elio req {m de un subcuitivo en donde
e .wloar(.n msomilian maduras y simpl te un b entre las
1 d 1 , % y vit 1

Withner <1943), fndica que para el cultivc de Jdvulos de

oraufd 1 14
q

el tiempo entre polinizacién y

fertilizacién para que pued L% r do el embrisén y
obtener pl‘nuﬂn in vitro. Withner menciona que la fertilizacibn
ocurre en tiempos diferentes; por ejemplo; en Yaileya (ablaia.
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ze requiere de 75-90 dias, en Denarsbium nobele es de 130 dfas,
en XPhalaenenoio se requieren de 63-70 dfas, en PFhalcensnous
villsoum ex de 14 semanas.

Withner (1943> desarrolls una técnica la cual aporté algunas
P tas, pecial t jientes a la d ia y a los

factorem necesariom para el crecimiento del embriSn de las

Oorqufdeas. Esta dormancia no =ze considera en las semillas de
Orqufdea si se proporciona un medfc de cultivo simbiético, ademis

d Api 0y

de que se busca quitar los inhibid » plant p »

considerar lax soluciones madres empleadas, pH y condiciones

fisfcas.

Randolph y Cox (1945), aixlaron embrionex de $iio para acortar
el ciclo de mejora, cultivaron embriones de diferentes cultivares
de col para acelerar la germinactén de las semillas. A partir de
exe afio el cultivoe de embriones ha =zido cada vez mis empleado,
sobre todo por lozm mejoradores vegetales en programas de mejora

interespec{ficos.

Withner (19583, de acuerdo a lax P €. bt i en su
experimento de 1943, =mefiala que fué posible hacer germinar
semillas de fpynrinetium. Exto fué posible obteniende plintulas de
€ acoule, repetidamente por cuitivo de owilos con 60 dfas de
maduracién En contraste con esto, se fueron obteniendo pléntulas
de memillas recién maduras, puestax sobre un medio de igualex
caracter{sticax, teniéndoze probre sobrevivencia de plintulas on
dicho experimento.

Burgerf (1934 también iderd el probl de lox inhibid y
ezpecialmente eon semillas nativas de Orquideaz europeas y de
Paphisnedilum, y 41 recomienda colocar laz semillaz en un medio

1fauid.

por un tiempo o en agua destilada. ¢ Burgeff 1954 ).




withner <1955> cultivé ovilox de ¥ planifelia de 13, 30, 45,
75, 180 y 220 dfas después de 1a polinizacién y obtiene
germinacién en oviilos de 30, 45 y 75 df{as , concluye que a lox 15
dias aGin no habia tr ido la fertili én y por lo tanto, no
germinaron y que las semillas de 180 y 220 dfaz de edad
presentaban cubierta seminal lignificada y gruesa que impidid¢ Ia

germinacién.

Sagawa (1967; citado por Parra, 1987>, menciona que el tiempo
ontro polinizacién y maduracién del fruto en Orquideas es largo y
el cultivo de évuloz ez una alternativa para obtener pl‘nt.uhs en
un corto plazo, sin embargo, dice que es necesario conocer el
momento en que ocurre la fortilizacién para que el cigoto =iga wu

recimionto in vitro,

Bidwell <(1979> menciona que la mejor fuente posible de
nutrientes para el crecimiento embrionario es el endoxperino y la
adicién de leche de coco al medio de cultivo, lo cual hizo posible
el cultivo de embriones aisiados en etapas muy tempranas de

desarrollo.

Plerik C1990)> hace una distincién a dos tipos de cultivo de
embriones :

1~ CULTIVO DE EMBRIONES INMADUROS que se originan de =emillas
no bad. de durar. Este tipo de cultivo se emploa

mobre todo para impedir el aborto embrionario ( wmuerte
prematura del embridn> con el fin de obtener una plintuia
viable. Este tipo de cultivo ex extremadamente dlf‘cn; en
parte porque me necesita una ardus diseccién, y también
porque se necesita un medio de cultivo complejo. Las
posibilidades de éxito de éste tipo de cultive, depanden
mucho del estado de desarrolio del embrién en sl momento
de szer aislado,
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2,~ CULTIVO DE EMBRIONES MADUROS que se¢ encuentran en semillas
maduras,. Este cultivo e=s relativamente ficil, y se
utiliza, por e fomplo, para eliminar 1 inhibicién
Cabsoluta) de germinacién de lax semillaz. Suele ser
suficiente en estos casos el uxo de un medio simple con

agar, azGcar y minerales.

St se compara el desarrollo de bri i duros in
vitroe {n vivo si partimos del estado globoso, los

embriones in vitro generaimente tienen :

a) Un crecimiento globoso en forma de pera.
b> Unm expresién morfogenética retardada: Extado globular més
largo.
©> Inicialmente un sélo cotileddn ¢ en dicotiledéneas >
mientras que en in vivo se desarrolian los doms en forma
simuitinea.
d> Posxibilidad de exhibir un desarrollo policotiledonar ¢ mis
de do= cotiledénes ), 1o cual rara vez sucede in vivo,
Lox embriones aislados in vitro g 1 t tran una
germi 16n < J 1976, citado por Plerik, 1990> ya que =xe
produce una pérdida de inhibidores al retirar ia cubierta seminal,

otra razén puede ser el potencial osmético negativo que exizte in
vivo, pueda que sea mucho més alto in vitro.




3.5 REPRODUCCION DE ORQUIDEAS A PARTIR DE SEMILLAS

Bernard € 1909; citado por Plerik, 1990 >, descubrié en forma
accidental que los hongos juegan un pape! muy importante en la
germinacién de las semillas de Orqufdea. Do hecho, lax Orquideas
viven on una relacién simbidtica con algunos hongos desde el
momento de la germinacién La simbibsis es la asociacién de dos
organismos con ventajas mutuas. A las asocliaciones simbiéticas

entre hongos y raices se les Ilama micorriza.

Knudson ¢ 1922; citado por Plerik, 1990 ) demostré que era
posible la germinacién de las semillas de Orqufdea sobre un medio
simple el cual en sSu contenido intograra minerales y azficares sin
necesitar la presencia del hongo, ya que también este es de poca
importancia en la fase juvenil de las plantas, pues las plantas
sOoNn autétrofas < vithner, 1974 b S Lax invextigaciones
dexarrolladas por Knudszson supusieron que lax semillas de Cattleya,

Laelia, Epidendrum y de otras muchas orquidens eran capaces de
germinar asimbidticamente in vitro, A pesar de lo=

dezcubriemientos de Knudson, pronto se pudo comprobar que no
slompre em posible hacer un medio en el que una determinada
esspecie de orqui{dea puediese germinar y dexarrolarse sin
problemas.

De acuerdo con Arditti <1967)>; Harloy <1969 y Pierik et al
€1982); citados por Plerik, 1990 ), la germinacién de las semillas
de Orqufdea .tiene lugar de la siguiente manera: El1 embrién absorbe

agua a través de la testa ando de 4 . pués se

inicia la divisién célular, rompiendo on ezte momonto el embridn

ia cubierta d L A t4 14 se forma una estructura

Hamada protocormo, a partir del agregado de células y zobre Exte

se p de disti Hr un m 1ut del vélt.a‘o en ia parte superior,

y por otro lado, los rizoides; a partir de oste momonto se inicia

un perfodo de imiento intenzo. Si el protocormo estf a la luz,
adquiere un color verde y al md tiemp s d 1la: ho jas
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como resultado de la formacién de clorofila, la planta se hace
autétrofa. Mas tarde lax primeras rafces auténticas se forman
endégenamente; el protocormo y los rizoides ¢ pelos radicales )
plerden su misién nutritiva y desaparecen.

Lucke (1971; citado por Pierik, 1990> afirmé que las semillas de
Orqufdea no se pueden sembrar cuando éstas e encuentran en un
estadf{o entermedio entre la fertiltzacién ¢ que tiene lugar muy
tarde en las Orqufdeas > y la maduracién de la cipsula. El mismo
autor aconseja que se deben sembrar lax semillas tn vitre
antes de que la cépsula haya llegado a sus dos terceras partes de

madurez.

Hadley <1973; Harley, 1969; citadox por Plerik, 1990 >, menciona
que las semillas de Orqufdea necesitan para levar a cabo el
proceso de goradnacién la azociaciédn con un hongo, lom hongos mds

importantes que ti relacté imbidtica con las Orquideas
pertenecen al género Rhizoctonia, la principal razén para pensar
exto era porque las semillax mon de tamalo muy pequefio y por lo

tanto sux An muy p é ]}

Walter R. (1972) menciona que ol crecimioento de las Orquideas
dezsdo la semilia es un delicado y ple jo p que
aficionados prefieren eavitar, es quizd uno de los aspectos mésx
complejox del cultive de las Orqu@on. En otras familias de
plantas el procemo de la germinacién es un evento normal y en

algunaz ocamiones xe le conzxidera insignificante; psero en el caso
de lam semillazy de Orquidea es uma dedicada responsabilidad
inevitable ambicién de investigar y lograr resultados.

En la germinacidén se lleva a cabo una peculiar interdependencia
entre las memillas y un hongo, cuando las semillas toman una
coloracidn verde, el hongo se siembra en ese momento y da lugar a

1a relacién de mimbidmis. G 1 te para p a gorminar
semillax so ) ! el dio bist de Burgeff y Knudson.

ao



Smith <1975, citado por Plerik, 1990> afirmé que la cublerta
seminal no tiene efecto inhibidor sobre ia germinacién de las
semillas de las Orqufdeas.

Van der Kinderen (1982; citado por Pierik, 1990 >, indicé que Ila
germinacién de algunas Orqufdeas estaba iIinfluida por la
concontracién deo ABA de las semillaz, de manera tal que si la
concentracién de ABA era alta, se produc{a una germinacién pobre

en la mayor parte de los casos.

Yung~ho <1986)> cultivé secciones dol tallo florat de
Phaloensnoio Y Deridaenansis, los cuales fueron cultivados en el
medioc modificado de Vacin y Went con BA al 1 6 5§ mg/L Daspués de
30 dias de cultivo, se obsgervaron protocormor que se formaban

sobre la epidermis y la msuperficie del corte.

Yung-ho €1987) realizé algunaz obmervacionez hitoldgicas do la

£ 16n de p fl 1 a partir de entrenudos del tallo
de Phaloensnols en cultivo de tejidos, los cuales revelan que el

Gl

nimero incial de células con r y protopl denso existente

on la epidermis, cortex y h vascul y estos
divididos o capaces de dividirse en laz etapas tempranas de lo=m
entrenudos. Dichas células empiezan a dividirse entre los 7 y los
11 dfas dospués de que los tallos smon puestox on el medio de
cultivo y cuando tienen tamafic de protocormoc ze hace un corte en
ia superficie en secciones, despu&s do 20 6 45 dias de haberszo

iniciado la divisidén cdlular.

Waes,J-Van (19873 realizéd wun estudic del ofecto del carbén
activado en 18 especios durante la germinacién. Para todas las
ospecies en prueba la adicidn de carbSn activado €GO02 ~ 0.1 %
p/v) al modio de cultivo, resultd que se tonia lenta germinacién,
asf{ como un lonto desarrolio vegetal Especies con alta lMberacién
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de polifenocies en el medio de cultivo (gnacamntiz pyramidalis,
Dactylenhizo. on , Bpictatis on , Yunnadenia on , Y Listeria  cvalad
most 3 marcad te un me jor desarrolio al ser transplantadas

al medio con carbén activado.

Sharma,~-SK; Tandon, (1987), llevaron a cabo la germinacién
éni de 1g orqufd epifitas de la India, En el

experimento las semilias de Cymbidium elegans, Coelagyne
nralitena, 14 ristata, 14 nasanecta, Aenudes multiflenum »
BulbenAyllum cosmesws y Thunie alla, fueron puestas a germinar en
tubos los cuales contenf{an medio de cultivo de Knudson C, Pfeffer
modificado o Vacin y Wont a 25 ¢ en la obscuridad por dos meses.
Dcspuﬁs de exte lapso de tiempo =eo transfirieron a luz continua
con 3000 lux, La mejor germinacién en todas lax especies se obtuvo
on ol medio de Knudson en un rangoe del 80 % en < multiflornum a 14
X en ¥ prslitera. El tlompo requerido para ol désarrollo de los
protocormos se establecid dentro de un rango que va de las 10 a 15
msemanas. El promedio de volimen ze situd < 036 mm3 ) on
¥ paeslifera. La etapa final de desarrollo del protocormo =me
present$ con la aparicién de los inicios do rafz o rizoide=s lo
cual sucedis entre 1a 107 y ia 12® gemana para la mayoria de lasx

§ tudi
P en es o

Katiyar, Sharma (1987> pusieron a germinar semillas y observaron
ol desarrolio de las pla'ntulns de Ceelogyne punciulatia Yy Serdes
multiflorum. Las dos especles son Orquideas epffitas y un tanto
raras las cualex se obtuvieron de los bosques tropicalex de
Meghalaya, India. Las semilias fueron cuitivadaz en el modioc de
| < 1 G« Pl tado con 100 g de pulpa de platano y con un pH
de 5.0 > a 25 +/- 2°0 en Ia 1dad, do lleg a r

protocormos se pasaron a la luz continua con 1300 lux con 12
hsdia. Las semillas germinaron a los 920 gigg‘ presentando un
porcentale de germinacifn del 81.4 X para & muliflerum. Los datos
también revelaron que después de 6 meses de dezarrollaron L
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plantulas de ¥ punculata y que fueron mix vigorosas que law
deo & multiflenum.

Das, Ghoshal <€1999>, estudiaron el comportamiento Y 1a
germinacién de algunas semillas de Orqufdeas del oeste de
Bengala. La germinacidn in vitro de las somillas se produjo

individualmente y por cruzamiento de diferentes especies que
fueron estudiadas en el medio modificado de Knudszaon y Burgeff. Do
ambos medios, el do Burgeff fue ol que ensanchd a ias semillas ain
estando descapsuladas las somillas de Dendrebeum, Thaysetexum, D

crepidatum,  denides  muliifloenum, eymbidium  alefelium, germinando

E v e Amb: medios fueron buesnos Yy estos fueron

suplementados con ANA a una concentracién de 1 mg/l

Yam Tw <1989> oﬁtpled agontos como el carbdn activado para
lograr la germinacién de las gsowiliaz de Orquideoa, menciona que La
practica de incorporar o agregar al medio de cultivo carbbn
activado, para llevar a cabo la gorminacién de las sendilas de
Orquidea deberfa do ser ampliamonte dizcutido y estudiado.

Paek y Shim (1989, realizaron una explotacién de Cymbidiums,
estableciendolas en cultivo do tejidos, anallzaron la germinacibdn
astmbibtica de Tymbidium de clima templado y observaron el efecto
de un medio con reguladores sobro la organogénesis. £1 experimento
ze eafectud con 43 variodades de semillazs obtenidas bajo libre
polinizacién y polinizacién cruzada de 7 especiez do Eymidium
las cuales mostraron variacién en la maduracién y el tiempo de
¢orminac16n. El promedio de tiempo requerido para la maduracién de
las semillax fue de 307 dfas y el promedio de dfas a la
germinacidn fue de 277 gfg_us_. La longitud de las semillas estuvo
dentro de un rango quo se situd de los 1.0 a 1.7 mm y el ancho
dentro de los 015 a - 025 mm La mayor parte deo las semillas
germinaron sobre el medio de Knudson suplementado con un 10 X deo

agua de coco. A bajas concentraciones de ANA sme obtiene buen

crecimientoc de rizoid y a altas concentracionos se obtiene buen
crecimionto de protocormos los cuales originan renuevos.
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3.6 DESARROLLO DE{ EMBRION DURANTE LA GERMINACION

En lax Orqufdeas el embridn es casi Siempre una masa ovoide de
células en donde no se puede distinguir meristemo de rafz, tallo y
cotiledén, de tal manera que la diferenciacién de estas partes
ocurre después de que ia semilla ha roto la cubjorta seminal
{Maheswari, 1950 >.

Parra (1987) cita a :

Raghavan y Torrey (19633 quienes cultivaron embriones in vitro
de Tanoella $ursanasieris de diferentes odades; encontraron que
embriones mayores de 80 um (forma de corazbtn en los primeros
estados) crecen ficilmonte en el medio de cultivo y se diferencian
normalmente en tallo, rafz y primorido de hojas alrededor do tres
moses, pasando por las formas de: corasz torpedo , baston , U
invertida y embridén maduro. Por otro lado, al cultivar embriones
en estaco globular ¢ < 80 um > en el medio de cultivo b&slco, no
smuestran ningln signo de divisién y alargamiento célular, sin
embargo al complementar este medio con ZXcido indol acético,
Kinetina y sulfato do adenina, encontraron que estinula el proceso
de divisién y alargamiento célular; pasando en algunos casos por

los estados de ombriogénesis antes szefialndox y on otrox casos

prexentaron ostructurax ar 1 no tor{sticas de Ia

especie.

Arisumi (19803 omplea Ila técnica de cultivo de embriones y
bvuatos y obtuvo plantas de varias especies de $mnpoatiens que son
incompatibles en forma natural. EI mismo autor indica que al
sembrar embriones en estado globular se producen pl‘nt.ula.-
anormales o mueren en pocas semanas, sin embargo, al sambrarlos en
un estado mis do de llo Ccorazén? la zobrevivencia y
obtencién de plintulas ta. Al to, Ragh €1966> y

1

Srivastava (1982) indican que en general, se pueden reconocer dos
fases en la nutricién del embrién en desarrolio:
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a) Una fase heterétrofa, en la cual el embrién depende de
comple jos factores nutricionales que se encuentran en el
endospermo y

b) Una fase autétrofa en la cual el ombrién ez suficliontomonte

indep diente del d mo que p ite el cultivo in vitro en un

di le jo. ElL bridn en estado globular es heterdtrofo, en

estado de corazén, es autétrofo con el inicio del desarrollo de

los cotiledones.

Monnier y Lagriffol <(1986) compararon el crecimionto de

- onas y brién en ol dvalo in vitro contra el

desarrollo del embrién en la planta de Zanselle. La longitud
inicial fue de 120 um y la longitud alcanrzada después de 6 dfas
fue de 500 a 900 y més de 1,300 um, para un embridn aislado,
embrién en el dvalo y embrién en la planta, respectivamente, Por
otro lado, encontraron que la diferenctiacién del embrién oen las
tres diferentez condiciones fue la misma; sélo que in =itu, el
awmbridn st at S a f cotliled. y en las otras dos

condiciones no. Lo anterior puede deberse a que el dvulo unido a

ia planta posee todos los factores necesarios para inducirse a una
diferenciacién normal; no sucediendo asf{ cultivado in vitro. Sin

embargo, este rezuttado no esta de acuerdo con Monnier (1984) pues

trd un ir to en el estado de diferenciacién del embridn
al estar rodeado de tejido ovular en la misma especie (Capsella

bursapastoriz).
En 1a figura No. 4 mse muestra el crecimiento observado en las

semillas de Yalacetum opn. El {ndice de crecimiento se colocé a
partir de 100 ¢ estado de semilla ).
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3.7 FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA GERMINACION DE LAS SEMILLA

Se tiene infor én =mob 1 A2 que se han realizado
acerca de los requerimientos y tlslolo‘(a de laz semiilas durante
Ia germinacién bajo condiciones axzimbidticas ¢ i. e. srtificial).

Do alguns mesnera los datos obt. i de tox exper 0% NO KON

completamente representativos. Sin €O, 1 entre

experimentos asimbilticos y simbidticos sugieren apoyarse en los

imbiéticon.

P
3.714 EFECTO Y UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS

Actusimente se sabe que un tejido cultivado in vitre puede

P &r su pig 16, rde y Ltiene que depender de
una fuente externa de carbono para sobrevivir; extox cambios se

representan bajo condiciones especiates donde ei tejido no em
autétrofo en cuanto a elaborar su propia energ{s. Por otra parte,
una estructura verde y bien organizada puede mostrar un me jor
crecimiento y proliferacién con la adicién de una fuente de
carbono en 61 medio y por lo tanto se 1d: al. La
'y te de b mis te utilizada eos im sacarosa, las
concentractones varfan de scuerdo & la espectie, Srgano, te jido o
chblula en estudic y va de 2 a 12X o miw; se ha demostrado tambidn
que e mejor esterilizar la zacaroza mwdiante el autoclave que

filtrandols, ya que durante sste proceso puede sufrir hidréiiwis y

on més eficlients mu utili 16n por el indculo (Bhojwani y Razdan;
1983).

Los primeros estudios b [P 1 in do empl azdcar
como fuente de carbin para la germinacién de memillas de Orquidea
(Bernard 1909> fueron hechos ante Lla £ it én det di de
cultivo ético. Comp ct t dife! t axd -
hicteron posible definir un madic de 1t4 on de r
dizponibles. Lom resultadom fueron publicados después de la pri
1 igacid de K <1916, 1921 o+t o\); loms carbohidratom so

clasificaron como

P o 1 de influir on la
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germinacidn. Alg peoci ti 1 pacidad de germinar con
diferentes azlcares, pero en algunaz instancias lax dificultades

fimiolégl que se pr tan gson le jam y dan pauta para saber
=i la te de G es la fente
La lista de 3 e incap no es muy grande. Las

orquf{deas no =o ia excepcién de Ila regla de los organismos que
generalmente degradan D-azdcares. La galactosa es téxica para las
orquideas as{ como para cultivo de tejidos, esta inhibe
@l crecimiento de lam sewlllas de Orqui{dea y de otras piantas =
concentraciones bajas de 0.9 mM o 0.0125X y puede afectar el

matabolismo para la s{ntesism de lul o la actividad de Ia
" qud ° "

€ d ne p 1 - galact y la T tina celular aparece
dispersada por todo el nfclec y ada alreded de 41,

CErnst ot al, 1971). En algunas instanciaz el niclec puede
envolverse dentro del citoplasma, algunas veces incluye a ambas

membranas o sélo uns, lo que ex mis in; en ia las
membranas aparecen sin cromatina.

Por el tamsfio de lam 1&cul de polf 1id pued tener
problemss de permeabilidad en las Orquideas como en ofras plantas,
y lam enzimas hidroliticas pued ser xt ful La
permeabilidad puede wmer pr da con la utili &n de é4cid
orgfnicos. Exto ez raro para las semillas de Orqdd.a ye que en Lla

t 1 itan de tna infeccién con un hongo para la
gormilucidn, v la csmiilas con crecimiento 1 mobre itol

dos carbohidratos de origen fingico. la theralosa que es
transportada dentro de lax semillas por ias hifas de lozs hongos,
que obtisne glucoma por ia hidrélizmis de la celulosa por I1a
micorriza de la Orquidea ¢ Hadley, 1968, 1969 >.

El inositol em un wp < alg ex clasificado como
vitamina o como factor de crocimiento ), al otroan autares los
clasifican como un azficar con alcohol por lom bajom haneficiom
CArditti y Hasrison, 1977), pero ss una fuente insustituible de

bén. La gk os maury in en las plantam y en los hongos
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es un componente de los polfsacaridos o de las moléculas libres Yy
es punto de partida de muchas vias del metabolismo, por lo tanto
laxs semillas de Orqufdea pueden utilizar la glucoesa <(Freson,
1969,

Diferentes reportes indican que el ndmero de especies de
Orquideas que germinan y crecen sobre fructuosa y galactosa es
grande ¢ Ernst, 1967 b Por ©ojemplo, Phataenanocs utiliza
fructuosa preferent te a Ila gl Por otro lado Yaileye no

crece con la fructuosa, lo realiza me jor con sacarosa o glucosa,

Lo mAs comin para la germinacién de semilias de Orquidea os

emplear azdcar, lo que hay que cuidar h os la t 181
Las proliferacién de prot se aumonta por los niveles
éptimosx de sacarosa, también se i tan las 4 de la

organogénesis cuando las condiciones son lax idéneas.

Por ejempio, en un experimento con semilias deo Calep

auvrandiaca b ol dio de Kr C con y =min sacarosa indican
los siguiente:

Lax semillas sobre KC sin =acarosa pasaron a esxtado de

protocormo pero no produjeron rafces.

Las semillas sobre KC con se o Llaron
normailmente.
.Las semillas sobre KC con se d llaron y xdlo el

13 X produjo pla'nt.ula y me transfirieron a medio sin sacarosa,
Despuds de 28-~30 dias los protocormos transferidos a KC sin

sacaros formaron hojaz y d laron gr ot plintulas, De los
prot transforidos, dezpuds de 47 dfas de KC a KC sin
sacaroxa, el 92X formaron pifintulas completas. Estos datos indican

que jom carbohidratos no =on necesarios para el crecimiento
después de la aparicidn de la primer hoja.

En la figura ndmero 5 se muestra la influencia de diferentes
azdcares sobre las semillas de Zaitleyo aurantiaca.

En la figura némero 6 xe wuestra el efecto de Iia
esterilizacién por autoclave on semillas de Orquidea y ia
esterilizacidn por frfo ¢ ¥Yatleya aurandlaca .

39



INDICE DE CRECIMIENTO

FIGURA No. 5

EFECTO DE DIFERENTES CRRBDHI DRATOS

SOBRE !EHlLLAS DE MILEYR

50,0

#1.3

5.0

.

100.0 i : " : .
00 00 20 @0 600 650 1000
TIEMPO ¢DIAS)

4 CIN $ACARCSA ¥ CON CLUCOSA 4 CON FRUCTUGSA + COM INGSITOL

40



FIGURA NO. 6
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3.7.2 FUENTES DE NITROGENO

El nitrato de amonio y Ila urea mon tex como f ¢ de

nitrégeno para la mayorim de las especies de momillax de Orquidea.

Al peci pr an mejor crecimiento con el amonio
CArditti, 1967, 1979), Otras peci al p =mon i de
utilizar jow nitratos durante los primeros estadios de la
germinacién (Debergh, 1974).

Las memillas de Palleya, por ejempl pueden =610 con el
nitrato despues de lox 60 d{ax. Desarrollan smu habilidad para
utilizar ol nitrato paralelamente a i .parll:lén de 1a
nitrato-reductasa. Extosx datos sobre Ila goerminacién de lam

zemilias dicen que éatam zon bioquimica as{ como morfolégicamente

diferentes.

Lo= ad btenid al 1 urea son contradictorios en

peci del mi CCappslletti, 1933) y estimuladaw

CBurgeff, 1936 por la urea, pero hubo un desarrollc sn ia
Vainilia (Lugo-~iugo, 1953), Cattleya y Vandeasz (Catasetum) fueron

tadas en t . Existen diferencias entro las exspeciexm en
lom q o= o resp t a la ureoa, nitrato y amonio. Otra
razén, para que los resultadoz sean variablex, puede mer ia

diferencia en edad entre lau pl‘ntula- y en eollas la prexzencia de
1a nitrato-reductaza. La insinuacién del NH«NOs como fuente de
nitrégenc mfs apropiada y al parecer es razonable.

Casti todos lox aminofcidoz y algunas substancias tienen que ver

con las fuentes de nitrégenc aplicad por ej lo, im Argini
Ornitina y Urea. Lom itados gue ze p d esperar con otros
aminoécidoa pusden ser variables, porque son mezclas comple jas lax
pued blar d e ol autoct a

RUckev menciona (1973 que como f te de nitrd no se pued

gUTGar un wp o definitivo ya que en algunas expecies wse
P molf 16n desde lom prot

El nitrégenc influye en el {ndi de fmdonto de Im planta,
em un elemento esencial en Ia mposicid [} de 1a
clorofila, alcaloid dcid on !} h de

42



las plantas y aminoscidos.

La falta de N, ex caracter{stico por el amariliamiento de Iax
hojas e impide el to; el de N promueve
crecimientos vigorosos, pero suprime el dexarrollio de los frutos.
(Kyte, 1987).

3.7.3 NUTRICION MINERAL

~i &

La mayor{a de lom medios de cultivo [l para la g
de semillam de Orquidea y cultivo de éxtas, moluciones
concentradas para nutrir a las semilias de lax epifita. Lom

embriones de las epifitas ] te g bien en smoluciones
tradas, Lox i P « tener diferentes sfectos '-og\'xn =t
t 16 Loz 't Jueg un papel wmuy importante en la

germinacion de las memillax de Orquidea. Un trabajo reciente con :
otvata determind el rango 4ptimo de ionea para la formulacién
del medio de cultivo.

Al parecer, la concentracién ex un factor importante para la

< d 1én, Sin bargo, no zse puede general exto ya que ia
informacién e=m limitada Clchhashi, 1978). Anteriormente al
desarrollo de los agentes tantes, la precipitacién de los

metalos fue un grén prohlo— para la germinacién de lam semillax
de Orquidea y algunas substancias fueron empleadas para T3
su disponibilidad,

Comparando /| igmet se di lom
niveles de fosforo para incremsntar 1la nrﬂnacl&n. Una pomible
razén es que las memillas de Orquideas son wemmibles a este
elemento,

Y otra ex que a niveles elevados de fosforo puede levar a ia
defict ia de tal an{ como a un resultado de formacién de
complejos inmoliblem durante Ia esteri é Prot de
eymditium sobre un medio de cultivo sin fosforo =me tornaron
amsrillo-verdosos y se cubrieron con puntos negros, pero no
murieron si no hasta los 100 dfas de haber permanwecido en este
medio de cultivo. (Debergh, 1974).
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El fésforo aparece con su principal actividad al activar las

< lag son compuestos que promueven reacclones sin
ser parte de ellas ), Muy poco fésforo puode causar plantak
anormales y enfermasx; las fuentes de fosforo empleadas in vitro

son el foxfato de potasio ((K2Hz2PO4) y el fosfato de =modio
(NatizPO4.H20) (Kyte, 1987> se requiere de 1-5 rmmol/l (Plorik,1990>

Calcio

Algunas especies germinaron muy bilen b un dio de 1td

bajo en lcio, pocial e peci terrestres. Quitando e}
calcio al medio de cultivo no tiene efectos perjudiciales, por

lo tanto, los requerimentos de calcio deben ser bajos. El

tei ox pro hable como pectato de calcio, es una partoe
integral de la pared colular de la planta, y juega un papel en la
permeabilidad deo la misma pared. Facilita el movimiento deo los
carbohidratos y aminoicidosm por toda la planta y promueve el

desarrolic de la rafz. Como oxalito de Act esta wvi tado al
Acido A1 por product del metabolismo celular. El calclo es
inctuido usualmente en el medio de cultivo como cloruro de calcio
(CaCl2.2H20 o como nitrato de calcio <(Ca C(NOM2.4H20). En el
medio de cultivo =e aplica de 1.5 mmol/l (Kyte, 1967; Plerik,1990>

Magnosio

E£s el elemento central de las 1écut de cl fila

, as
importante tambidn como activador de enzimas. La deficiencia de
magnesio causa palidéz y enfermedades en el follaje. En la férmula
de los di ne iztra comc sulfato de magnesio
(S0«Mg.7H205, también conocidas como sales epmon (Kyte, 1987). Su
requerimiento en el medio es de 1-5 wmwwol/l Plerik,1990).

Azufre
Esta presente en algunas prote(nas, promweve el desarrcllo de
rafcesx y de un follaje verde. Es suministrade en el wedio de
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cultivo en forma de sulfatoz (S04). (Kyte,1987).
Los microelementos no =se incluyen siempre para la germinacién de
semillax en el medio de cultivo porque las tidad suficient

se presentan o aportan en el azGcar, agar o sales; es importante

tomar en cuenta ila pureza de los elementos anteriores para

considerar ia adicién de Jfox mi 1 1tos. Al
reportan 1a adicién de Cobalto, Boro, lodo, Manganeso, Molibdeno,
ello porque se considera que las semtlias no ti lo sufici t

3.7.4 LIPIDOS

Algunas células de los embriones de Youleye contienen reservas
nutricionales de ifpidos. La consistencia de los cristales de
proteinas al ded de lax wax no deg a las células
de Tyméitium y posteriormente a los protocormos. Excepto para
algunos granos de protoplastidios, almidonow (%] otroms
carbohidratos, las res no me ran en gstax sewmillas.

Extas investigaciones confirman que la mayor parte de las reservas
de lax zemillax de Orquidem mon lipidos.

Algunos anilisis indican que lam momillas contienen ¢ escazas o
nulag reservaz) 32X de l.(pldo- CKnudsor, 1929 . De la misma
manera existe una cantidad similar de reservas de compuestoz que
se locallan en el ondospermo y/0 en los cotiledonex do las
plantas,

La ruptura o desdoblamiento de los lipidos se asocia con el
tejido adiposo de jas semillas lo cual se azxocia con el
clioxizoma, y esto no es fAcil de detectar durante la germinacién.

Las somillax de Taileya convierten sélo ol 3 X o menos de
acetato 2'* dentro de los azficares ¢ en contraste con el 90% de la
conversién de lax unidades de acetil). Evidencias disponibles
indican qus la Acetil CoA P ip los V1 puadgn
estar en el ciclo de Krebs on Ia mit dria, en donde son
oxidados a diéxido de carbono con la liberacién de energfa. Eatas
evidencias p d. de al , reflejar la ausencia on

ias Orquideax de cotiled o dospormo, quo mon drganos

de ir ol tato en Y .




3.7.5 FOTOSINTESIS

La clorofila fue detectada on semillaz de Yawleyo aurantiace
sobre el medio de Knudson € ( Knudson, 1946 > 15 dias después de
haberse smembrado. Los niveles de clorofila a (Ch a> y b (Ch b)

son casi iguales comparindolas con ¥ o al tiempo de

permanencia de 1 a 1'/z meses ¢ Harrison, 1973, 1977 Harrison y
Arditti, 1978 > pero con el tiempo los niveles de Ch a se
incromentaron hasta su miximo ¢ a los 180 dias ), lax
concentraciones de clorofila b permanecieron sin cambiar. En la

ia do : » la clorofila a y b permanecen constantes,

La actividad de la ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa <RuBP >
s un componente importante del aparato fotosintético, que se
in ta ripid te ontre los 20 y 60 dfas en las semillax

cultivadas en KC y alcanzan su miximo en plantas maduras.

En KC sin sacarosa, las concentraciones de RuBP alcanzan su
miximo lentamente alrededor de los 60 d{as, incrementindose
lgeramoente después. En el medio de KC sin sacarosa el pico es

evidente a los 60 dfas, después fue seguido por un declive.

La enzima que exti implicada o p en Lla ir P 1dn
inicial de COz por el ciclo de Calvin durante la fotosi{ntesis es
ia RuBP. Por lo tanto la produccién de dsta onzima puede sor uno
de los eventos que ocurren en las semillas cuando la cantidad de
carbohidratoz es muficiente. En otras palabras, la produccién de
La RuBP es un evento biloquimico importante para el establecimiento
de gautitrofos y requiere de wuna fuente externa de enorgfa
CHarrison , 1973, 1977; Harrison y Arditti, 1978 >,

3.7.6 FACTORES AMBIENTALES

El ambiente ejorce un efecto importante zobre la fimiologfa y
dezarrolio de lax memilias de Orquidea. Desafortunadamente existen
pocos trabajos al respecto. La germinacién do =zomillas en
contenedores herméticos ex igual o mejor que con wun amplio
int b de Catmosfera biental) <CArditti, 1967, 1979)>
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Semillas de Calanthe dincalon v -4 diocalon x € olebeladi
germinaron igual en condiciones aireadas que en tuboz de ensaye.
Protocormos de ?pnéidium desarrollaron brotes y rafcex en un

medio de cultivo poco profundo., La diferenciacién se inhibid

do wse b on a profundidad pero la cantidad de protocormo
se incrementd. (Homes e al, 1971). € iwd t y difer acidn
se inhibié o s wles nitrég lo cual indica que el

crecimiento de lax plintulas mejora con ia aereacién lo cual me
suministra adicionando al medio de cultivo carbén activado.
Semillan de $alesla oeleptrionalic germinaron sbélo en envases
ailreados con una ’r--lén de aire de 1.8 atméasferas (Nakuwwama,
1962, 1964, 1975 ) y @X de diéxido de carbono < 26,000 X de lo
normal). La mejor germinacién ocurrié bajo un 10 X de 0z <20 X ex=
el contenido normal on la atmosfera >, 6X de COz € 0032 X o5 el
contenido normalt > y 84 x de N € 80 X de lo normal ) a preziin de
1.4 k‘/c-'.

Existen h dif fam en to = querd t
atmoardricos para la germinacién de las semiilss de wmuchaw
Orqu“.—, entonces no exizte un patron «f cual indique los puntos
Sptismon mndemén de que lam Orquideas desarrollan habilidsd pars
adaptarze a muchas diferencias l‘l-lolo'glc-s.

2.7.7 ILUMINACION

La germinacién de las memillas de orquidea y el demarrolic de
las plintulas varfa de do a lom req o% y T
la luz y/0o fotoperiodo C(Arditti, 1979).

Demafortunadamente lom datos al respecto son insuficientes y
dan lugar a ias sig on g Hzact

Las especies apifitan germinan en la luz y on Ia obscuridad, ai
parecer requieren de luz para mejorar la induccién de brotes y/o
Ia £ idn  de { Un nimero iderable de 1

P

P tazs a

germinan mejfor en medios obscuros, utilizando como fuentes al

carbén activado. Eate fenomenc se obzervé primeroc en 108
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protocormos de Yymidium (Werkmeister, 1970,1975 >, Una
oxpﬂcacién para ello fue que que el carbén activado es una fuente
de . 1 toxs . Un 4lixix del carbén activado indica que

exta sug: era i a ya que se hizo un extracto de agua

con carbén activado y no provuc6 crecinmdento y los supuestos
microelementos del carbén activado también se encontraban en el
medio de cultivo ya que éstox eran aportadox por las impurezas de

lox componeantes, En el cuadro No 4 =xe tra un Alisi
expectroscépico de agua conteniendo carbdén activado,

CUADRO No. 4 ANALISI®Z DXL GARNON ACTIVADO, BASADO EN SU PESO,

RLEMENTO %  ESTAAIDO ¥ KXTRAIDO DEL ACUA
Na 033 0.344
K 04?7 o.139
Ca 003e Traxa
Mg 0.048 a.o24
Mn a0 0.008
S 36 0.24
Al o1t 0063
Sn .00 Q.00
Fe 084t Traxzms
Cu 0.001 @.0007
Zn aoez Trazm
Mo Traza -

» 0.0004 Traza

Fuente: Arditts, 1979,
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Una segunda explcacién, establece una polaridad por e! medio

obscuro de tal manera que se i té la £ én de rafces,
elirminando la diferenciacién (Werkmeister, 1971). El crecimiento
con carbén activado es igualmonte buenc en un medio transparente,
lo cual sugiere que el crecimiento tiene gque ver con la aireaciédn
de lam smemillas y plintulas,

3.7.8 TEMPERATURA

La temperatura dptima para la germinacién de las semillas de la
mayoria de las especies do Orqufdea se encuentra dentro de un
rango que va de lom 20° a 25° C, este rango xe puede extender
desde los 6° hasta loz 40° C C Arditti, 1967; Mukher jee, 1974;
Thompson, 1977; Vhitner 1939 ).

Dif tox pecies, al p. quieren de frio ¢ Stoutamire,

1974 > o pueden tolerar ! frio en almacen ¢ Viéth, 1976). Sin
embargo, sstaz sspecies también germinan a 29°C. (Harvats, 1973).

3.7.9 pH

Algunos datoz indfcan que el pH 4ptimo para la germinacidén
de lam memillas de Orquidea ex do 4.8 a 5.2, este rango =eo pusde
extonder deo 2.6 a 7.6 CArditti, 1967, 1979). Lam pléntulas pueden
tolerar Scidexz y crecen bien en pH de 3.3 a 37 < Ernst, 1967,
19792,

Lom efectos del pH mobre la sup a d a en la obscuridad
son Itad F3%] y 1% blex ¢ Reyburn, 1978 ),

2710 VITAMINAS

Los efectos de las vitami b 1a germi 18 de las
semillas s® ha estudiado frecuentemente en las dos Gitimax décadas
CArditti, 1967, 1979; Arditti y Ernst, 1974 D.
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Se han realizado algunos estudios con lax vitaminas A, Bz,
DP. Ey T ¢ laxs cualezs zson descritas como extractos de termita ),
Acido ascédrbico ¢ Vitamina C ), Biotina, Acido félice, inositol;
esto foliol en algunos casoz ha zido clasificado como un factor
general de crecimdento mejor que vitamina, la Niacina, Acido
pantoténi Piridoxina Rovoflamina, Tiamina y componentexs

relacionados como fuente de 4cido p-~aminobenzoico, Glutatidn y

otras sustanciaz que pued ser protectoras de los efectos sobre
1a germinacién y craecimdento de las plintulas. La vitamina que
aparece en la mayor{a de lox trabajos es la Niacina, la cual se
exti reportando demde hace 40 afios. ¢ Noggle y Wynd, 1943 ), Las
Gitimawy evidenciam f{ndican que ja =imbidwim con un hongo

swwinistra a las Orquideaz vitaminax o sus precursores. ¢ Harvais
y Pakkala, 1975; Hijner y Arditti, 1973 )5, El Scido frdélico no
tiene un efecto virtual en el medio de cultivo para lawm Orquidou.

Al p. Laz Orqudd pued ser autosuficient aon to m

esta vitaminas.

La niacina se incrementa durante la germinacién de las semillas
y en el demarrolloc de la=m plAntulas, an cantidades superiores en
comparacién con otras vitaminas ¢ Arditti, 1967, 1977 J; estos

imtontos {ndi que lay Orquideas pueden matisfacer msus
imdont con una md 1 on la nat 1 Esta powicid

req
me bama en que lam niacina es
Rhizoctonia Las plintulas de Orquidea y sus hojas smintetizan
niacina por Ia via triptéfanc < Arditti y Tarr, 1979; Hijnen y
Arditti, 1973 ).

La Tiswmina presenta un caso fntereszante, ya que law

b 4

on el dio de cultivo por

investigaciones revelan que esta vitamina incremanta germinacién y
crecimiento de las plintulas.

3.7.11 HORMONAS

Lo resultados que xe ti al ) ! b b lax
plintulas de orqufdea como las 1 citocint y giberelinas
son inconclusox y poco confiablem CArditti, 1967, 1979; Whitner,
1989, 1979 ).
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f.ax razones para explicar esto e=x 1
1) Pued. ir inter 7 | entre las sumtanciazs por las

diferentezx combinaciones de hormonaz con o =in sustancias

adicionales, el cultivo y sus condiciones; asi como las plintulas
empleadas. '

€2 Las respuestas y requerimientos fisioldgico= pueden
variar de acuerdo a la especie y génsro.

€3> Formas diferentes y anilogas de cada hormona empleada.

<S> Un amplic rango en désis y concentraciones.

€6) La edad de lax plintulas puede afectar las respueostas,
<7> La maduréz de las semilias.

LAS AUXINASQUE COMUNMENTE SON EMPLEADAS EN EL CULTIVOQ PE TEJIDOS

Las auwxinas Acido indol-acético CAIA), Acido idotbutfrico
CAIB>, Acido naftalenacético CANA> y el Acido 2-4
Diclorofenoxiacdtico € 2-4 D). El AIA se produce en forma natural
en lax plantas y s adiciona al medio de cultivo en
concentraciones de 0.01 a 10 mg/l, ¥y laz Auxinas sintdticas que
zon relativamente mis estables y act{vas AIB, ANA y 2-4 D , se

1 en t de 0.001 a 10 mg-L
Law 1 P n la el 1én  cétul y P i6n de los
tejidos, divisién célular ¢ formacién de callo > y formacién de
rajices adveonticias, frecuentemento inhiben la o‘rlogénons en
cultivox en susponsi6n ¢ Kyte, 1987, Pierik, 1990 >, Las auxinas

. +.

son
muttiplicacidn y sin las citocininas pr 14 jzamient
(Kyte, 1987 ).

Laxz auxinas fueron lazs primeras en adicionarse al medio de
cultivo de lam Orquideas dexde hace mis de 50 afos, obteniéndose
resultados variables. ( Burgeff, 1934; Withner, 1969, 1974 > En

- o con las citocininaz durante la fase de

ia myor(. de los casos el Acido indolicetico CAIAY, 4cido
indolbutfrico <CAIBY y Acido naftalen acético CANAY los cuales
incr 1a g ién y el crecimiento deo las plitulas. La

inhibicién es reportada en muy pocos casow con algunas
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excepciones ( los ovarios de Dendrobium mueren =i hay auscencia
de awuxinax. ¢ Israel, 1963 ).
Laz polinias de 1las Orqufdeas contienen grin cantidad de

auxinas y sdélo so han detectado trazaz de estas hormonas en

mewmillas de Cypripedium y mon ir istont on Dendrobi Calanthe
CArnoldi y Z2inger, 1961 ). Estos descubrimientos y la poca
confiabilidad de los port en to a los efectozx de las

auxinas en el medio de cultivo indican que, en general, ia
germinacién do las semillay de Orqufdeas as{ como el desarrollo de
Lam plantulas no requieren de una fuente exdgena de esta hormona.

CITOCININAS
Las citocini mis en el cultivo de tejidos son 1ia
Kinetina (K), la Bencil aminopurina (BA)Y, 6-CY,Y-dimetiialilaminod)
purina < " 2ip .- 2 y
6-C(bencilaminoe)-9-(2-tetrahidropiranil)-9H-purina CPBA). Las
citocininas estimulmn la divistén célular, =i van acompafindam de
una auxina, ind a la £ idn de véistagos adventicios, en
t, 4 elavad C 1 a 10 mg/l >, sin embargo inhiben la

formacién de rafces , la dominancia apical y retardan el
enve jecimiento (Kyte, 19687 y Plerik, 1990 ).

Se tienen avidencias de que algunas micorrizaz producen
citocininas pero ninguna esta asociada con las Orqui{deas ¢ Cartte
y Miller, 1974; Miura y Hall, 1973 > Si la germinacién de las
semillax de Orquidea y/o desarrollo de las plintulas requieren de

una fuente exégenn de esxta h os pomible t bidn que en un
awbiente natural t sidad sean tist por un h

El crecimionto in vitro de diferentes espocies de Orquideas se
aumenta por la acciéon de lam citoct El ;| to de otram

me inhibe. C(Arditti1979; Withner,1974 >. La Benzil aminopurina

(BAP)? =e reporta como retardante para el dezarrollo vy

diferenciscién de las células y tejidoz de Cymbidium as{ como de

prot de la wmi pec C(Gaifhofer y Thaler, 1975). Esta

h pued ar un alargamiento de la mitocondria en la luz
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En adicién de BA, ind e incr el nd de plast
jovenes y retarda mu degeneracién . ¢ Gailhofer y Thaler, 1975 )J.
La combinacién de AuxinacCitocinina, puede ser muy importante en
algunoz casox ¢ Hadley y Harvais, 1968, Uesato, 1976 ).

La gorminacién de lax semillax ez miz sensible = altas
wparacién al d ilo de los

protocormos, extos suglere que las semillas pueden tener bajos o

tract de citocini en

req 1md t de citocininas. Por otro iado, los
prot. [ ser 1 de sintetizar citocininas. De
esta manera se puede decir que los bri no itan de
citocininaw,
GIBERELINAS

Las giberelinas no son omploadas en el cultivo in vitro, debido
a que no zmon esxcenciales . Eximten 34 giberalinaz que han =ido
identificadas, pero debe tenersze on cuenta que son zensibles al
calor; se plerden durante el autoclaveado ¢ Van Bragt et al,
citado por Pierik, 1990 O, 1 1én de ent v
crecimiento de los meriztemos o yemas in vitro . ¢ Kyte y Pierik,
1990 ).

En general, lox efectos de una fuente exégena de giberelinas
sobre plintulas de Orquidea ex negativo, al parscer las plintulas

sintetizan tantazs como las vayan necesitando.

INTERACCIONES ENTRE HORMONAS

La informacién disponible con respectc a lox efectos de la
interaccién entre hormonas sobre iIax plintutas de orquidea es

limitada. Segin reportes, las : 1 de y
citocininas (Ksumoto, 1978, 1979 > p d ar ef imiont
pero los efect de t bi : 1 varian con las hormonas
wplead sus t { proporci y peci Las
1tocing pecial ¢ Ia b 51 " Lo ¢ 1a
1tipli ién de prot mox, La £ iSn de brot a partir de




protocormos de Cymbidium fueron incrementados por una
combinacione de 00t mg/l de 2-4 D plus y 1 mg GA3/l, pero ésta
combinacién llevdé a lox brotes a tener malfor [ < o,
1979>.

a.7.42 COMPLEJOS ADITIVOS

Un grin ndmero de comple jos aditivos son adici d al dio de
cultivo de lax semillax de o:-qu(dea. Extracto de levadura, agua de

coco, peptiona, preparaciones wicrobiolégicas extractos naturales,

hiad: da ¢ Kukul ka y ] ki, 1974 >, que Ton
los aditivos wmis conocidos; también me emplea el Jugoe de Kulin,
miel, msavia, et & de p d y extractos de carnco, estos

4itimom mon poco uxados, extractos de pupas de gusanc de seda y

de Malasia, loms 1 P mor los mojores y han zido

demcritos como oxéticos.

3.7.13 RAYOS GAMMA

Las semillaz de Orqu(doa y los embr son ér
dent plead en ewtudi de i tividad
porq conti muy p cétulas. Semillas de Dendrebium nedile

fueron iradiadas con 10, 20, 30, 40, 60 y 80 KR de rayos gamma de
Cz (137> y Co (60> lax cuales germinaron en bajas proporciones,

comparéndolax con los testigos d lo= pri tres s0

obxervd que lox plintulas sobrevivientes se localizaron dentro del
rango de los 10 a 30 KR. Lam irradiaciones en todos los casos
produjeron malformaciones.

3.7.144 FORMACION DE PROTOCORMOS

La formacién de esta estructura presenta gran interds en las
Orquidéceas, gracias a la existencia de esta estructura organdgena
particular, EL PROTOCORMO, la multiplicacién vegotativa pusde
realizarce en un extado precoz del dezarrollo con un nivel de
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protiferacién no igualado por otras especies.
El tamdento de laz Orquidé ha sugerido la posibilidad

de extender el método a otras empeciex vegoetalex. El protocormo

resulta ser un del wxperi ntal de alto interés para la

i tigacid B 1 & i

3.7.15 PROTOCORMO DE GERMINACION

El desarrollo de las Orquidiceas es muy particular, ya que las
semillas tienen un embrién muy pequefic con un nimero reattivamente
bajo de células.

En condiciones normalex, el desarrollo ulterior puede estar

lgado a laz sustanciax aportadas por lox hong que fi
micorrizas con lax rafcex ¢ Bernard, 1909 ). Sin embargo Ia
siembra puede hacerce en medioxm nutritivozx mimples.

“El protocormo de germinacién' que procede del embridn Y, como
consecuencia , de la wsemdlla, lleva genoeralmente una yoma
terminal y una deo rizoid Sin embargo, lam rafces,
1emp iciaw me for an mis tard{amente en la base de lox
nudos de lox tallos con hojas.

El prot mo T biart de una epidermi=, ex una extructura

rg que pued producir otros protocormosz por gemacién

d ticia. La fr 161 y divizsién de estos protocormos,

P la £ ién de protocormos adventicloz a partir de

te jidos superficiales., El prot pueda for ®® min que me le

vea rg un pri 1 bien eatructurado. La
i6n’ de t pri 1 pued gcuir a la fol 16

del protocormo en lugar de precederla. Extoz meriztemos pueden
evolucionar hacia tallos con hojas disponiénd éntan dn =su

flilotaxia.
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IV.= MATERIALES Y METODOS

41 UBICACION DEL EXPERIMENTO
La presente in 1 1én se {1
Cultive de Tejidox de ia carrera de Ingenierfa Agr{cola de Ia

Facultad de Estudios Superioresz Cuautitiin, Mex.

4 en o1 lahoratorio de

4.2 MATERIAL VEGETAL EMPLEADO

Se utillzaron cépsulas abjertas de ¥al £ on d da por
institutos de investigacién de la propia UNAM, el material donado
»e traba en dici de ir d € Jardin Boténico

Interior, Cludad Universitaria ).
4.3 DISENO EXPERIMENTAL

El dimefio experimental que ze utilizé para el anilizis de datos
fue un DISENO COMPLETAMENTE AL AZAR. El dizefio se compuxo de &
tratamiontox con 6 repeticionos cada uno. La comparacién de medias
me realizé meodiante la prueba de Tukey al Oi1IX y 05X de
significancia. En el cuadro No. 5 xe muestra la organizacién del
experimento (pag. 58).

4.4 MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo empleado en todo el experimento para
promover la germinacién do lax semillas fue ol de Murashige y
Skoog (MS)> al 50X de s=su concentracién de wmales minerales,

respectivamente para cada tratamiento. Se tomé como base el cuadro
de wosicién del dio de cultivoe do MS, el cual se muestra en
Ia pag. 59.

con = de crecimiento y agua de coco

4.5 DESINFECCION Y SIEMBRA DE LAS SEMILLAS

De 16 t con Cruz Pizarro en 1993 ze propone la
miguiente -todolo‘fa para cdpmulas abiertas y dexinfeccién de
semillag individualmente:
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a2 Obtener con un bistir{ Hmpio la cantidad aproximada de
semillas, considerando el nimero de tubos que se vayan a sembrar

b> Sumergir las semillas en una solucién desinfectante.

e> Trancucurrido el tiempo do desinfeccién, sc coloca en un
filtro de nalgen un papel filtro del No, 2 para de ésta manera
vertir la solucién y obtoner las semillas.

Una vez desinfectadax las semillaz y con ayuda de la campana de

flujo lamd se enj las semillas con agua destiiada

esterilizada 2 o 3 veces, duranto el pr do enju do ze
tener encendios los mecheros para obtenor un alto porcentajo de
agscepsia.

Se pr le a La si bra de las semillay en los tubos conteniendo

madio do cultivo, se toma una cantidad pequefia de semillas con
ia punta de un bistur{ flameado previamente y se siombra Las
somdllas =e extienden sxobre toda la =superficie del medioc de
cultivo. Durante el proceso de siembra, loz mecheros as{ como el
material de cristaler{a y utensilios deberan de estar flameandose

continuamente.

4.6 CONDICIONES DE INCUBACION

Después de haber realizado la =i , Se 1 n los tub en
@l cuarto de cultive en donde exizte un ambiente controlado; se
tieno un fatoperiodo de 16 hrs con una intensidad lum{nica de 3000
lux, la temperatura dentro del cuarto do cultivo se encusntra

dentro de un rango de 27 +/- 1° ¢

4.7 TOMA DE DATOS

Loz datog para obtener por jos de contamd 1ién se t ]

cada tres dfas. Los datos para la evaluacién de gormdnacién se

t T cada a partir de quo los embriones se tornaron

d b d

5 e &éstos al microscopic para determinar el

porcentaje de germinacién.
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4.8 FECHA DE SIEMBRA

La fecha de siombra del testigo fue el 28 de agosto de 1992, los
tratamiontos se fueron sembrando a los dfax posteriores a partir
de la miembra del testigo.

Cuadro No. 5. Organizacidn del expermiento,

0.1 mg-1 AIB
TRATAMIENTO £
0.1 mg-l BA

0.4 wmgs1 AIB
TRATAMIENTO 2 o1 mg”/1 BA
agua de coco

TRATAMIENTO 3 agua deo coco

01 mg”l Kinetina
TRATAMIENTO 4
0.5 mgs1 AIB

0.5 mg-71 Kinetina
TRATAMIENTO 3
0.1 mg”sl AIB

TRATAMIENTO o TESTIGO
CMEDIO DE CULTIVO)>
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Cuadro No. 6. Medio de cultivo de Murashige y Skoog
€1962). Soluciones concentradas.

SALES INORGANICAS

MACROELEMENTOS (mg-/1> MICROELEMENTOS Cmg/1>
KN% 1900 Mn SO‘ .uzo 16.9
NH Ly NQ’ 1650 IIaBQ:’ 6.2
c.clzzu 2 440 ZI\SO4 .7H20 8.5
MgS()4 .7"20 .g70 KI 0.83
Kl& P% 170 NgzMoq‘ .2!{20 0.29
Naz-EDTA 74.50 CoC1 zGH g 0.025

COMPUESTOS ORGANICOS

Ac. nicotinico o8 mg/l Mio=inositol 100 mg-l

Glicina 2.0 mg/1 Tiamdna 01 mg.l

Piridoxina 0.5 mg/1 Sacarosa 30.0 g1
Agar 7.5 g7t
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V.= RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

GERMINACION DE SEMILLAS

Withner (1943} indica que para el cultivo de dvulos de
orquldeas, es necesario e importante considerar el tiempo entre
polinizacidn y fertilizacidn para obtener resultados en el proceso
de germinacidn y crecimiento de los embriocnes.

Withner, menciona que para cada especie de Orqutdea el tiempo de
fertilizacidn es diferente. En esta investigacidn, las cdpsulas
empleadas permanecian ya ablertas, se considerd el hecho de que
las semillas hablan sido fertilizadas para presentarse comc tales.
Lo que no se sabla con seguridad fue el tiempo o edad de la
cdpsula, factor de vital importancia dado que se pudo haber estado
trabajando con cdpsulas viejas y por lo tanto con semillas poco
viables.

La juvenilidad de la cdpsula se pudo comprobar en un ensayo de
viabilidad (no registradol, despuds de 8 meses de haber sembrado
las semillas del experimento, se realizd la siembra de dichas
semillas con cantidades semejantes a las del experimento, los
porcentajes de germinacidn en un medio sin reguladores de
crecimiento fueron bajos en comparacidn con los obtenidos en el
experimento de investigacidn, este ensayo nos mostrd que el factor
de la edad en las cidpsulas es determinante para tener semillas
viables. '

Lo anterior se confirma con lo dicho por Lucke (C1971), citado
por Pierik (19903 quien afirmd que las semillas de Orquidea no se
deben sembrar cuando la cdpsula ha llegado a sus dos terceras
partes de su madurdz.



withner (1943), dexarrolld una técnica la cual aportd algunas

p tax, pecial ¢ ient ala P ta do! ia de

ias zemwmdllas de Orqu(doa y a lom factoresx necesarios para el
crecimdento del embrién. El conmiderd que dicha dormancia no se
presenta cuando se siembran las semillaz en un medio de cultivo
zimbidtico y min considerar factorex, tales como el pH.

Bernard <1909 > , afirma que las Orqu(doas viven en relacién
simbidtica con un hongo y por lo tanto, para =zu cultivo se
necesita un medio de cultivo simbidtico.

Este experimmnto, no se realizé con medios mimbidticox por que
e sabe que algunom elomentox que estén dentro del contenido
del medio de cultivo mon lom que proporciona ®l1 hongo on
condiciones naturales, otra razén fue para obmervar el efecto
directo de los Lad: de imiento en el creci to de los
embriones hasta llegar a plintulas autdtrofas.

La germinacién y obt 1én de r 1tad me apoya en lo dicho
por Knudosn <(1922> qui‘n demostré que la germinacién de semillas
de Orqufdea era posible ain en un medic de cultive sencillo ek

cual estuviera > to por wmd % y azd y sin la
p cia de h Knud 1 que el éxito o fracamo no
d d direct 't en i i} © no micorrizas al medio deo

cultivo; &1 establece que para cada especie de szemillaz de
Orqu(d.- las condiciones de cultive pueden szor diferentes, desde
ol medic hasta la forma de esterilizacién de l.x semdllaw.
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PORCENTAJE DE GERMINACION

Los porcentajex de germinacién obtenidos en el experimento
fusr lom wigui ¢
Para el tratamiento i 36.148
Para el tratamiento 2, 34.04
Para el tratamiento 3, 27.83
Para el tratamlento 4, 33.58
Para el tratamiento 5, 31.99
Para el tratamdento 6, 68.147 X.

XRRRR

Los diax a im germinacién en todos los tratamdentos fue de 62
dias a partir de que lox embriones se tornaron verdes.

Caba mencionar que loz resultados obtenidoz superan a lom
reportados por Lee Zorate (1992), quienes reportan nulos o escasos

1t ovd de g 14

Con respecto a los per tox realizad, por Katiyar y Sharma
(1987), con semilias de Orquidea de Yoelogyne punciuloia y
Aerideo muliiflonwms 1a germinacidn de las semillas de
ambas especies fue a lox 90 dias, presentando un porcentaje de
germinacién del 81.4 X para serides muliiflorum. El mwdio en que

se desarrolld el experimento fue el de K C < tad
con 100 g de pulpa de platano ).

Sharma y Tand » b n semiliam de Cymidium elegano,
Coelogyne pelitera, € cotata, e m 4 . ot erict
muliplonum, Fhunie alle en el medio de cultivo de Knudson C y el
medio de Vacin y Went; los ms jores por ajes de germinacién se

btuvi on el dic de Knud y fuer del BO X para Serideo

auliiflonum y de un 14 X para ¥ paelifsra.
Do ia wisma manera Pask y Shim (1989) Uevaron a cabo un

experimento con sewmillas de Tymiitium obt lendo un p dioc de

dias a ia germinacién de 277 y en dicho experimento no se
porta el por taje de germinacién. El experi se realizé
b el dio de Ki

62



En los experi t. t ; | d ze enlistan altos

porcentajes de germinacién, en esta { ti idn =me bt

un 68.47 X de germinacién en tan sdlo 62 d(a-, podemos
mencionar que se tienen niveles de germinacién parecidox a los
reportados eon la bibliograffa considorando que en esta
investigacién el tiempo fue relativamente mism corto en coupar.clén
a los experimentos reportados. Otro factor importante ex que en la
biblHograffa se reporta que los experimentos sa realizaron

sobre ol medio modificado de Knudson C y no se tienen evidencias

de que ze haya pleado el dio de Mur hi y Skoog, ( medio de
cultivo empleado para la realizacién de esta investigacién >
para inducir la germinacién de las somillas de Orquidea

Por otro lado; Bidwell (1979 menciona que la mejor fuonte
posible de nutrientes para el crecimdiento embrionarioc es el
endospermo y la adicidn de leche de coco al medio de cultivo, lo

cual puede hacer factible ol cultivo de brd oen etap muy
temp! de d 1lo.

En dox de loz tratamientos llevados a cabo en el experimento se
adiciond agua de coco, desfort d en t tratamientos se
presentd el més alto por: aje deo t d 14 on contra parte,
se obmervd que lax semillas cultivadas en este medio tenfan un
crecimiento méis 1 do on comp 1én con el testigo,se podr{an
hacer mis investigaci al respecto b el trol de la

contaminacién y contenido exacto del agua de coco despuén de haber
sufrido el proceso de exterilizacién por autoclave.

Conklin y " Overbeek C€1941) sugirieron que el agua de coco
podria ayudar en el cultivo de embriones. Ellos trabajaron con
explantos de zanahoria y obtuvieron gracias al agua de coco una
proliferacién mis activa, afirman que en ol contenido del agua de
coco habfa trazas de auxinas lo cual lvn_]or6 1a proll!‘ar-cl&n.

63



En nuetro experimento, como se moncion$, el crecimiento de los
embriones fue en comparacién con el testigo, mayor; pero en
realidad no xe mabe el contenido exfcto del agua de coco y tampoco

los cambios que zufre en su composicién durante el autoclaveado,

de la a de con lo= P Ani que se

adicionan al medio de cultivo.

EMPLEO DE REGULADORES DE CRECIMIENTO

Citocininas
En Jjos tratamdento 1,24 y 5 se »  cit [ 13

desarrolio de las semilla fuo extremadamente lento, ol efecto de

las auxinas fue al parecer negativo para el 4 rollo del pr

de germinacién y crecimiento de los protocormos. A pesar dol
tamafic de lax memillas, se supon(a que habria necesidad de
pl tar al dio de cultivo citocininas, { Kinetina y BA ). De
acuerdo con Arditti ¢ 1984), la germinacién de las zemillas de
orquidea em zenwible a las altas t do citoct

osto suglere que las sxemillax tienen o pueden sintetizar

citocininaz y que por lo tanto la suplementacién de awdnas al
medio de cultivo no os necesaria.

Auxinas

De igual manera, en lox tratamientos, 1,2,4 y 58 =me utilizd AIB.

Cr ind de crecimineto con auxinas). Como se mencion$, el
domarrolld de lax semillas fue lento y los porcentajes de
germinacién bajox. Arnoldi y Zinger (1961), mencionan que las

poliniax de lam flores de lax Orquid 1t tr de extas
hormonas , emtos d ¢, indi que on general, la
germdnacién de lam semillas de law Orquideas asf como el
desarrollo de las plntulas no requl r de una £ te exégena de

esta hormona.
En ia figura No.7 se muestran los porcentajes de germinacién
obtenidos en cada tratamiento.
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POR CIENTO

Figura No. 7 Grifica de los porcentajes de germinacidn

obt d en el P

PORCENTAJE DE GERMINACION EN
SENILLAS DE ORQUIDEA (Catasetum sp)

4 1
50! i

3 4
TRATAMIENTOS
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Cuadro No. 7 Analizis de varianza y prueba de Tukey.

ANOVA
FvVv aL scC cM Fc Ft
Trat 5 5,425.93 1,085.18 25.0 3.90 O.lee
Error 24 1,040.34 43.34 2.02 05«

Total 29 65,466.27

Tukey Oui= 537 Niveles de significancia.
0.5= 437

= 15.81

85.37

Cuadro No. B. Prueba de tukey

PRUEBA DE TUKEY AL 99X

68,17 - 15.81 = 52.32
86.18 - 15.81 = 20.37
34.04 - 1581 = 18.23
3358 - 15.81 = 17.67
31.99 - 1581 = 16.08
27.83 - 1581 = 12.02

vCroty

El coeficlente de variacién obtenido fue de 17.3 X.
—
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El método de desinfecciSn empleado en el experimento
resultd ser efectivo en todos los tratamientos. Los porcentajes de
contaminacién que se tuvieron se debieron a factores no
determinantes. lLos rezultados presentados se prestan a seor
dizxcutidos porque sélo en la mitad del experimento se registro
contaminacidn, en el tratamiento 1, se presentd contaminacién tal
vexz porque las condiciones de de azcepsia no fueron lox
suficientemente cuidadas y porque fue el primer tratamiento
sembrado.

En lom tratamientos 2 y 3, se observé el mfx alto f{ndice de
contaminacién, el echo do que se suplementara el modio de cultivo
con agua de coco representd un alto riesgo de contaminacién dado
=u or(gan y por que el contenido real del compuesto despuds del
proceso de esterilizacidén se desconoco. Tal vez, el crecimdento de
los embriones desarrollados dentro de este tratandonto fue
relativamente mix rapido pero ol hecho de que se presenten

porcentajezs de contaminacién como los que se tuvieron dan paszo a

que se conzidere bastante la idea de Pl t P! o
orgénicos al medio de cultivo, no porque se afirme que no
son buenos ni mucho menos que no sirven para nada, a1 no que se

tot su nposicidn posterior al proceszo de

esterilizado y por lo tanto se desconoce también que es 1o que xe
le est4 agregando al medio de cultivo lo que es adn mis grave,
porque en el caso de que se tuviesen excelentes resultados no =e
le puede atribuir todo el éxito al medio de cultivo, tampoco al
proceso de agregar o no reguladores de crecimiento, etc. Se puede
hacer invenlgncidn sobre el efecto real de estos compuestos =i
eximtiose alguna manera de saber la composicidén después de haber
sido mometidozs a alg\fln método de exterilizacién.

De alguna manera dicho método =i resultd ofjdenta, en preciso
mencionar que se debe tener mucho cuidado en el manejo de
concentraciones, tanto del etanol <(primera parte de ia

desinfeccién> como del hipoclorito de dio; ya quo en estos pazos

aparentemente sencillos de llevar a cabo puede estar el éxito o
s de qui 1 tig. e
a7




El procedimiento de desinfeccidén es parecido al de Pierik (1990>
quien dice que la esterilizacién de cipsulax ablertaz o de
semillaz en forma individual, constituye un proceso delicado.
Plerik colocé las semillas en un matraz conteniendo 10 X de NaCl
con una concentracién de 2 -~ 5 X, afiadiendo Tween 20 u 80 <
detergente biolégico ). EX tiempo de esterilizacién fue en s=u
experimentoe de 5 - 10 minutos; menciona que en su caso las
semillas viables permanecieron en el fondo del matraz. Al final
lavé con agua deostilada esterilizada.

En la figura No. 8 se dan a conocer los porcentajes de
cotaminacién y tratamient en donde se tuvo.
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Figura No, 8, Porcentajes de contaminacién y tratamiontos en

donde se obszervd.
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VI~ CONCLUSIONES

1.~ El adici o P p edni como por
ejfemplo agua de coco, extractos naturales, etc., al medio de
cultivo ex un tema que debe ser analizado dado que lax
composiciones de dichos extractos pueden cambiar a 1la hora del

autoclaveado. Es por ello que no se considera factible

& al dio de cultivo extractos naturales, mis afn
se 10ce su posicidn ani
2. P a lom p tajos do tamd ién obtenid on el

experimonto, no fueron causa del método de desinfeccidn

, % T io aumentar el tiempo de esterilizacién del
material de cristaler{a empleado asf como ser mids estricto en el
lavado de dicho material.

3.~-Los porcentajes de gorminacién obtenidos= en la investigacién
superan a los obtenidos en experimentos reportados an
otras instituciones. El testigo que no fue suplementado con n:ln‘l.'xn
regulador ni compussto orginico, presentd el mayor porcentaje, y
de acuerdo con la bibliografia, no es pecesaria la g_gj_glén de
hormonas para incrementar la germinacidn de las semillas de ezta
especie, tal vez en la etapa de crecimionto serfa interesante

realizar un estudio con lad de imiont Con pect

al agua de coco,

1 P é el y {ndice de contaminacidn,
el echo de que las semillas creclieran de una manera mis ripida
en comparacién con el testigo y domis tratamientozs e=z interesante
h desnt que q de al a ir taelt de

lox embri miz rapido, se p tan indi do taminacié

altox lo que hace considerar la actividad de la suplementacién de
lom o tos 4nt

4~ El ti [ X id a la germinacién fue rejor an
comparacién con 1la mayorfa de los trabajos reportados. Es

1wmp que dicho tiempo tiene que ver directamente
con el medio de cultivo empleado ¢ MS 50X > ol cual me considera

que fué bueno para lom tratamientos.
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5.~ E! método de desinf. 16 leado fue efectivo para las

semillas de Yaloelum on, sin bargo en ningin momento se debe de
tomar como patrén para desinfectar semiilas de otras especies, es
decir, el método puede variar dependiendo el exmtado y
condiciones de las semillas con que se este trabajando; para ollo
es necesario saber el génoro y ospécls de la semilla propuesta
para trabajar con alla in vitre, ya que ello puede determinar los

tiempos de desinfeccidén y hasta concentraciones a utilizar,

6.- En ningin trabajo se reporta la forma de almaconar o
mantener a las semillax, no se monciona ningdn método de
conservacién, el wmétodo de conservacién de las ca‘p:ulas
fue bueno, < 5°c Y ° porque de alguna manera se prov16

contaminacién por h < las cép azs de Orquideas son altamente

susceptiblexs a la contaminacién fingica > e indirectamente e
proporciond un método pregerminativo para las semillam, es decir,
cuaiquier cipzula debe tener un buen método de conservacién.
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