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I. RESUMEN

Govenia capitata es una orquidea terrestre endémica de
México, la cual estda poco estudiada. En este trabajo se pretendid
conocer los eventos morfogénicos que se suceden durante la

germinacién, desde semilla hasta la formacién de una planta completa.

Para inducir la germinacién se probaron diferentes medios
nutritivos y fuentes de carbohidratos. Se determinaron y describieron
las etapas de desarrollo ontogénico que se presentan desde el inicio
de la germinacion hasta la formacion de plantas completas.
Finalmente, se eligid el medio de cultivo que indujo un mejor y mas
rapido desarrollo in vitro de las plantas.
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II. INTRODUCCION

Dentro de las monocotiledoneas se encuentra la familia
Orchidaceae que estd compuesta de aproximadamente 30 000
especies y 900 géneros por lo que es reconocida como la méas

numerosa del reino vegetal (Arditti, 1992).

Las orquideas tienen un amplio rango de distribucion, y se
encuentran en zonas templadas y tropicales en todo el mundo entre
68° de latitud norte y 56° latitud sur a excepcion de las zonas de hielo y
de desierto (Caneva, 1978; Barba, et al, 2002). En México las podemos
encontrar principalmente en los estados de Veracriz, Oaxaca,
Chiapas, Guerrero, Morelos, México, Michoacan, Puebla y San Luis
Potosi a una altitud desde el nivel del mar hasta los 4000 m.s.n.m.
(Wright, N. P. 1958; Barba, et al, 2002).

Las orquideas son plantas herbaceas con tallo o sin tallo, estas
Ultimas se caracterizan por tener estructuras de almacenamiento
llamadas pseudobulbos. Las orquideas tienen diferentes habitos de
crecimiento como el epifito, terrestre, litofitico, palustre o subterraneo.
(Caneva, 1978).

Pueden tener dos formas de crecimiento, la monopodial donde
el tallo es simple con un crecimiento vertical y la simpodial donde el
tallo modificado tiene un crecimiento horizontal y en este tallo
modificado o rizoma se forman &pices que daran origen a otros tallos

con crecimiento vertical (Fanfani y Rossi, 1988).
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Los tallos y pseudobulbos de las orquideas tienen una gran
variedad de formas y tamafios que hacen que exista una gran
diversidad morfolégica de estas, asi como también presentan una
extensa variedad de flores, que se caracterizan por tener tres sépalos,
tres pétalos, donde uno de los pétalos en general es mas grande y
ornamentado que los otros dos. Una vez que las semillas de orquideas
han madurado, necesitaran una simbiosis con un hongo para poder
germinar, ya que éste le proporcionard los carbohidratos necesarios
durante su desarrollo para transformarse en una plantula autotrofa.
Aunqgue se tienen reportes (Gordon, 1990; Rasmussen, 1995; Barba,
et al, 2002) de que algunas especies pueden germinar con sélo la
presencia de agua y sobrevivir varias semanas sin recibir ningin

nutrimento.

En las plantas el almidén es un carbohidrato metabdlicamente
activo y es la principal forma de almacenar reservas (Davis, et al,
1969). El almidon es muy abundante en los 6rganos de reserva como
los cotiledones de las semillas, tubérculos y bulbos (Devlin, 1980) y es
fundamental para la germinacion. Las semillas de las orquideas
carecen de reservas de almidon pues no presentan cotiledones ni
endospermo, de aqui la necesidad de una fuente externa de
carbohidratos para su germinacion.

En este trabajo se realizé el estudio de la induccion de la
germinacién asimbidtica in vitro de la especie de orquidea terrestre

Govenia capitata.



I1l. MARCO TEORICO

1. Estructura de las semillas de orquidea

Las semillas de las orquideas terrestres presentan un embrién
simple, de forma elipsoidal que al madurar alun se encuentra
indiferenciado 'y en la epidermis y parénquima contiene como
reservas, lipidos y proteinas, sin embargo carece de almidén aunque
se pueden encontrar algunas trazas (Arditti, 1992; Richardson et al,
1992; Barba, et al, 2002).

Un fruto (capsula) de orquidea llega a contener hasta 4,000 000
de semillas (Arditti, 1992), dependiendo de la especie, y llegan a medir
de 0.07-0.4mm de ancho y 0.11-1.97mm de largo incluyendo la testa
(Rasmussen, 1995). El embribn de las orquideas no contiene
endospermo ni cotiledones y se encuentra dentro de una testa que
tiene un gran espacio aéreo que le permite desplazarse grandes

distancias por medio del viento (Arditti, 1992).

Las orquideas pueden presentar poliembrionia (dos o mas
embriones en una semilla) o apomixis en algunas especies de forma
natural (Arditti, 1992).

Las semillas de orquideas pueden sobrevivir por largos periodos
de tiempo si se almacenan correctamente como lo demostraron

Shoushtari y colaboradores donde después de 20 afios aun tenian
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viabilidad las semillas de Cattleya conservadas en cloruro de calcio

como desecante a una temperatura de 4° C (Hicks ,2000).

1. 1 Papel del hongo simbionte en la germinacion de orquideas

Germinacion

La germinacién de las orquideas se define como “los estadios
secuenciales del proceso de desarrollo del protocormo, terminando
cuando se forman las hojas y raices”. Para que ocurra la germinacion,
las semillas absorben agua a través de la testa lo que conlleva a un
aumento de volimen y seguido por division celular en la region
anterior, provocando la ruptura de la testa, dando lugar a una
estructura conica o esférica llamada protocormo, en el cual se forma en
la regién apical una protuberancia llamada primordio foliar, evento
seguido de la formacion de rizoides alrededor de la parte inferior del
protocormo. A partir del primordio foliar se desarrollan las hojas
fotosintéticas y en la parte basal del protocormo se forman las raices,

formando asi una planta completa (Barba, et al, 2002).

1. 1.1 Germinacién simbid6tica

Las semillas de las orquideas al no poseer reservas en sus
semillas, establecen para lograr su germinacién, una relacion
simbidtica con un hongo del género Rhizoctonia, aunque muchas
especies pueden tener interaccion simbidtica con otras variedades de
hongos, la simbiosis es de tipo endofitico. La finalidad de la simbiosis

es que el hongo proporcione los azlicares necesarios para la

10
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germinacion, principalmente durante el desarrollo del protocormo que
es el estado intermedio entre el embrién indiferenciado y la plantula
(Withner, et al, 1985; Richardson, et al, 1992).

D.G. Downie en 1940 realiz6 un estudio donde puso a germinar
semillas de Goodyera rapens en el medio de cultivo “Pfeffer” con la
adicion del hongo micorrizico donde se obtuvieron buenos resultados
que mejoraron al adicionar un azlcar, sin embargo, no se obtuvieron
respuestas en ausencia de la micorriza (Arditti, 1984).

Rasmussen y Whigham en 1993 describen un método para la
inoculacién de micorrizas en semillas de 15 especies de orquideas
terrestres, (Corallorhiza odontorhiza, Goodyera pubescens, Liparis
lilifolia, Tipularia discolor y Galearis spectabilis), el método consistio en
colocar semillas de cada especie entre dos cuadros de malla de
plastico con poro de 35 um, que se sujetaron con un marco de plastico
donde se colocaron semillas en el centro y se cubrieron con la misma
tela, se sujetaron con un marco de plastico y fueron enterrados en tres
localidades del bosque. Después de 12 meses las semillas de Liparis
y Tripularia, no fueron micorrizadas y las semillas de Goodyera si
germinaron. Las semillas de Galearis germinaron a las 23 semanas y a
las 62 semanas ya se observaron plantulas lo que indica que si hubo
micorrizacion. Las semillas de Corallorhiza no germinaron en todos los
sitios, lo que indico la especificidad de la micorriza con la orquidea

(Rasmussen, y Whigham ,1993).

La germinacion esta directamente relacionada con la simbiosis

orquidea-micorriza como lo reporta el trabajo realizado por Kinderen,

11
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quién realizé estudios de la germinacion de las orquideas terrestres,
Dactylorhiza maculata y Epipactis helleborine; Las semillas fueron
colocadas dentro de pequefios sobres de plastico (que permitian la
entrada de la micorriza hacia las semillas), y se colocaron en tubos
con suelo donde se encontraba la micorriza. Observé que Unicamente
las semillas de Dactylorhiza maculata germinaron después de tres
meses y medio; mientras que, después de nueve meses las semillas
de Epipactis helleborine no germinaron y no se encontraron rastros de
la micorrizacion. No fue sino hasta los 15 meses que se obtuvieron
algunas semillas germinadas (Kinderen, 1995).

La simbiosis del hongo micorrizico con las orquideas no ha sido
completamente estudiada principalmente en las especies terrestres.
En Costa Rica se estudié la actividad micorrizica con semillas de 24
especies de orquideas epifitas y terrestres nativas, encontrando que
todos los individuos de las especies terrestres fueron micorrizados y
que solo algunos de los individuos de las plantas epifitas tenian
micorriza (Rivas, et al, 1998).

Markovina y McGee en el 2000 compararon la germinacion
asimbidtica y simbiotica de semillas del género Sarcochilus. El estudio
consistié en colectar plantas para extraer los pelotones (micorrizas) de
las raices, obteniendo cuatro especies de micorriza, de las cuales solo
tres indujeron la germinacién de las semillas de Sarcochilus olivaceus y
de Sarcochilus fitzgeraldii. En la germinaciéon asimbi6tica se utilizé un
medio de cultivo comercial (no especificado), en donde las plantulas
desarrolladas tenian la misma talla que las obtenidas simbioticamente
pero con las hojas y raices méas pequefias (Markovina y McGee 2000).

12
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La relacion simbidtica de las orquideas terrestres es
fundamental para la germinacion ya que durante los estadios
tempranos del ciclo de vida de la planta el protocormo se encuentra
enterrado y por consiguiente no puede producir su propio alimento
debido a que no realiza fotosintesis. Situacion contraria en el caso de
las plantas epifitas donde el protocormo si realiza fotosintesis por su
ubicacion aérea, aunque ésta no es eficiente, por lo cual también
depende de la inoculacién de la micorriza para poder germinar.
(McKendrick, 2000).

Yoder y colaboradores enfatizaron la importancia de la micorriza
ya que esta se encarga de transportar agua ademas de tener la funcién
de nutrir al embrién (Yoder, et al, 2000).

1.1.2. Germinacién asimbiética

Lewis Knudson fue el primer investigador en dar a conocer la
técnica in vitro del cultivo asimbiético de orquideas, él realizé un
estudio acerca de la germinacion de especies de los géneros Cattleya,
Laelia y Epidendrum en el medio de cultivo Pfeffer modificado (solucion
B), que posteriormente se le conoceria con el nombre de Knudson “B”,
mas adelante vuelve a hacer modificaciones al medio Knudson “B”,
agregando nuevos componentes y dejando la sacarosa como
carbohidrato. A este medio de cultivo modificado le llamé Knudson “C”
y en la actualidad es ampliamente utilizado de forma generalizada para
la germinacion asimbiodtica de semillas de orquideas in vitro (Arditti,
1972).

13



En 1966 Smith identificé micelios de Rhizoctonia repens en
protocormos de Dactylorhiza purpurela y Hadley en 1969, confirmé
que la celulosa era utilizada para el desarrollo de Dactylorhiza
purpurela, Goodyera repens y  Spathoglotis alicata en plantas
inoculadas por el hongo micorrizico y observd que se desarrollaban

mejor en medios de cultivo que contenian glucosa (Arditti, 1982).

En 1979 Ichihashi realiz6 estudios de germinacion asimbiética
en las especies Bletilla estriata, Dendrobium nobile, Cimbidium
sensations, C. pumilum var. album, Paphiopedilum insigne var.
Sanderae y Dortaenopsis con los medios de cultivo “Knudson”, “Vacin
y Went", “Kano” y “Thompson” donde observé que las especies
Bletiilla estriata y C. sensations registraron un alto indice de
germinacién en el medio Knudson en comparaciéon con los otros

medios y las otras especies (Ichihashi, 1979).

En 1981 Henrich y colaboradores realizaron la germinaciéon de
17 especies de orquideas terrestres en el medio de cultivo Norstog, en
el cual germinaron 16 especies y posteriormente formaron
protocormos, raices y brotes, pero Cypripedium calceolus no mostro

desarrollo de protocormos. (Henrich, et al, 1981).

Una de las ventajas de la germinacion asimbiética in vitro, es la
de reproducir miles de plantas en un medio ambiente artificial
controlado, el cual se puede modificar de acuerdo a las necesidades

particulares de cada especie.

14



Rubluo y colaboradores reportan (1989) la germinacion in vitro
de Bletia urbana en el cual germinan semillas en los medios de cultivo
Knudson, “C” y Murashige y Skoog modificado con las vitaminas de
Gamborg, Miller y Ojima llamandole OMS. Donde adicionaron
diferentes concentraciones de sacarosa (2.0, 3.0, 4.0 %), a diferentes
condiciones de iluminacion, 1200lux durante 16hrs a 25 °C, 3000 lux
continuos a 28°C y a 1600 lux durante 16hrs con 30 °C, observaron
que en el medio Knudson “C” con 2.0 % de sacarosa a 1200 lux
durante 16 hrs. con 25 °C se obtuvo el mayor porcentaje de
germinacion (78 %) en relacion al otro medio y a las otras pruebas
(Rubluo, et al, 1989).

Pauw y Remphrey estudiaron la germinacion bajo condiciones
de frio semillas de tres especies de Cypripedium en el medio
modificado Norstog, obteniendo que C. reginae germiné a las cuatro
semanas y C. parviflorum germinaron a las ocho semanas, y en los

tres casos continuaron el desarrollo de los protocormos (Pauw, 1993).

McKinley y Camper, llevaron acabo la germinacion de Goodyera
repens var. Ophioides (especie terrestre), con el medio nutritivo
Murashige y Skoog adicionado con papa-dextrosa-agar (Difco),
resultando efectivo para la induccién de la germinacion de especies
terrestres (Mc.Kinley, 1997).

15
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Fumiaki y Koujirou reportaron el analisis de absorcion de los
elementos inorganicos y azlcares en un medio liquido donde
colocaron cuerpos parecidos a protocormos (PLB por sus siglas en
inglés “protocorm like body”), de Dendrobium moniliforme sw y
Darwinara Pretty Girl. Ellos identificaron los compuestos iénicos de
amonio, potasio, calcio magnesio, cloro, nitrato, fosfato, sulfato,
sacarosa, fructosa, sorbitol y manitol ademas midieron el pH y la
presion osmotica. Encontraron que en ambas especies se obtuvo una
absorcién total del i6n sulfato, lo que sugiere que durante el cultivo de
los PLB es un ion necesario para la micropropagacion y observaron
diferentes grados de absorcion del resto de los compuestos
estudiados. Los que se absorbieron en menor cantidad fueron los
iones de calcio y magnesio en Dendrobium y en Darwinara los iones de
cloro, nitrato y fosfato. También observaron que el nitrato se requeria
en mas cantidad que el amonio en Dendrobiun y que ocurria lo
contrario en Darwinara. La glucosa se encontr6 completamente
hidrolizada al final del periodo de cultivo. Finalmente observaron que
otros tejidos en cultivo tardan tres o cuatro semanas en absorber
completamente todos los iones y con PLB son absorbidos después de
un mes (Fumiaki y Koujirou 1997).

Stemberg y Kane obtuvieron la germinacién in vitro de Encyclia
botaina var. Erythronioides en cuatro diferentes medios de cultivo,
(Knudson “C”, Murashige y Skoog, Lindemann, Vacin y Went), donde
se mostro que en los medios Knudson “C” y Murashige y Skoog se
generaron protocormos verdes, y en los medios Lindeman y Vacin y

Went, se encontraban éstos completamente cloréticos y solo

16



sobrevivieron el 3.0 y 1.0 % de los protocormos respectivamente,
contrario a los otros dos medios de cultivo donde sobrevivieron mas del
90 % vy finalmente, se desarrollaron en plantulas (Stemberg, 1998).
Es importante sefialar que no existen reportes de estudios acerca de

la germinacion in vitro de G. capitata.

1.2 Tiempo de germinacion

El tiempo de germinacién de las semillas de orquidea en la
naturaleza es muy variable dependiendo de las especies y del tiempo
gue tarda la penetracion de la micorriza. Se ha encontrado que el
rango de germinacion in vitro de las orquideas esté entre 7 y 235 dias
después de haberlas colocado en un medio de cultivo, y la obtencion
de plantulas tarda entre los 50 y 724 dias, tiempo que dificulta la

investigacion de la germinacién (Arditti, 1992).

Gaya en 1995 agrego kinetina a los medios de cultivo Knudson
“C” y Murashige y Skoog y observo que las semillas de Bletilla estriata
germinaron a los 7 dias y Spiranthes spiralis a los 30 dias. Las
especies Limodorum obortivum, Ophrys bombyliflora y Serapias

parviflora germinaron hasta los seis meses (Gaya, 1995).

Rasmussen en 1998 determind el tiempo de germinacion ex
vitro e in vitro de las orquideas terrestres Goodyera pubescens y
Corallorhiza odontorhiza las cuales tardan entre 24 y 30 semanas en
germinar, Epipactis helleborine (32 semanas), Dactylorhiza maculata
(14 semanas), Microtis pasiflora (12 semanas), Spiranthes sinensis var.

17
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Amoena (8 semanas) y Bletilla estriata (6 semanas), esto se debe a la
especificidad de la micorriza en cada especie, asi como de los
requerimientos de nutrimentos que tiene la orquidea (Rasmussen,
1998).

1.3 Desarrollo ontogénico (semilla — planta)

Una vez que las semillas germinan se origina una estructura
conformada de células indiferenciadas llamada protocormo, el cual
continla su crecimiento a lo largo de varios meses o0 afios, esto
dependiendo de la especie, hasta alcanzar la edad adecuada para
formar raices y hojas y constituir asi una planta completa. (Mc
Kendrick, 2000).

El desarrollo de las plantas de las orquideas difiere un poco
entre las especies terrestres y epifitas de la siguiente manera: en
general la germinacion de las orquideas terrestres(ver diagrama de
secuencia 1), comienza con el incremento en volimen del embrién y la
ruptura de la testa, seguido de la formacién del protocormo,
posteriormente ocurre la aparicion de rizoides que absorberan los
nutrientes y agua del medio en que se encuentran, y después se forma
una elevacion en la regién apical del embrion (primordio foliar), la cual
continuara su desarrollo para formar la primera hoja fotosintética,
posteriormente se desarrollan las raices para conformar a una planta

completa.
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Diagrama 1

Secuencia del proceso de germinacién de orquideas terrestres.
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En el caso de las orquideas epifitas (diagrama de secuencia
2), la germinacion inicia al hincharse el embrion, posteriormente,
aparecen los primeros rizoides en la base del embrién que emerge de
la testa, después se forma el protocormo donde se observa la
presencia del primordio foliar, continda el desarrollo de dicha estructura
para formar la primera hoja fotosintética, luego se forma el primordio
radical, seguido de la formaciébn de la segunda y tercer hoja,
continuando con la emergencia de raices para obtener una planta

completa.
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Diagrama 2. Secuencia de desarrollo del proceso de germinacion

de orquideas epifitas.
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(Arditti, 1992)
: pacrér Llarns

1.4. Factores que afectan la germinacion

La mortandad en los primeros estadios del desarrollo del
protocormo es comun en todas las especies de orquideas y puede
deberse a la sensibilidad luminosa, al inadecuado balance de
nutrimentos, temperaturas extremas, hormonas o mezclas de gases
(C0O,-0,-N») que necesitan los protocormos subterraneos y que se

encuentran en diferentes proporciones en los suelos organicos.

La luz es un factor importante en la germinacion puesto que en
muchas plantas puede actuar como inhibidor o estimulante
dependiendo de la intensidad y de la especie.

La luz aparentemente es necesaria para el desarrollo de los
protocormos de orquideas terrestres, sin embargo inhiben la
germinacion y el desarrollo del protocormo en las especies
Gymnadenia canopsea y Cipripedium irapeanum entre otras. Por lo
gue para germinar necesitan estar en oscuridad o con baja iluminacién
y mas tarde cuando se forman las primeras hojas, disminuye la

sensibilidad a la luz (Withner y Krieger, 1985).

1.5. El papel de los carbohidratos en la germinacidon de las
orquideas

En 1922 Knudson reporta la importancia de la sacarosa en la

germinacién de las orquideas al descubrir que las semillas de
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Laeliocattleya no germinaron en el medio de cultivo que no contenia el
azlcar. Ademas reportd el efecto de varios azlcares y sus
S Padran Herna

concentraciones en la induccion de la germinacion de orquideas (Arditti
1972).

En 1970 Ernst, Arditti y Healy, establecieron que algunos
azlcares como la xilosa, fructosa y sacarosa son favorables para la
germinacién in vitro de las orquideas. Sin embargo, demostraron que
la galactosa actia como inhibidor ya que resulté toxica para las
plantulas aun en bajas concentraciones porque interfiere en la sintesis

de celulosa y de hexoquinasa (Withner y Krieger, 1985; Arditti, 1984).

Ernst y colaboradores en 1971 trabajando con Phalaenopsis
cv. germinaron semillas en el medio nutritivo Knudson “C” al que le
adicionaron diferentes tipos de azlcares, como los monosacaridos: D-
Glucosa, D-Fructosa, D-Galactosa, disacaridos: sacarosa, maltosa,
celobiosa, trealosa, melibiosa y lactosa y los trisacaridos: rafinoza,
melezitosa, y almidén; encontrando que con la D-Galactosa se inhibe
la germinacion, mientras que el mejor desarrollo de plantulas
completas se obtuvo en presencia de sacarosa, maltosa, celobiosa,
trealosa, rafinoza y melezitosa en concentraciones de 2.0 % (Ernst,
1971).

Se ha determinado que los carbohidratos que producen las
micorrizas del género Rhizoctonia son manitol, trealosa y glucosa. El
manitol se encuentra presente normalmente en las hojas de Bletilla
hyacinthina asi como también la trealosa y glucosa (Smith y Smith,
1973).
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Harrison y Arditti en 1978 reportaron que las semillas de
Cattleya aurantiaca germinaron en medio de cultivo que contenia
sacarosa y un mes después fueron capaces de llevar a cabo la

fotosintesis en un medio carente de ella. (Arditti, 1984).

En 1984 Arditti mencion6 con respecto los polisacéaridos, que
muchas especies de orquideas no germinan o no crecen bien en
presencia de celulosa o almidén. Con especies de Miltonia y
Odontoglosum reporté que con el 1.0 % de almidén se presentaron
muy buenos resultados de germinacion pero que probablemente se
dieron debido a las impurezas que éste tiene como son la maltosa y la
glucosa. También menciond que la presencia de azlcar en el medio
puede determinar el desarrollo de las estructuras de la planta, por
ejemplo Cattleya aurantiaca en el medio Knudson “C” sin sacarosa,
formd plantulas sin raices y al transferirlas a un medio con sacarosa
formd plantulas completas. Es importante mencionar que la sacarosa
es utilizada en cultivo in vitro con mayor frecuencia debido a que

soporta la esterilizacion en autoclave (Arditti, 1984).

Mas tarde en 1992 St. Arnaud y colaboradores estudiaron la
germinacién de Cypripedium acaule, especie terrestre, con el medio
de cultivo Murashige y Skoog (1962), y como fuentes de carbono
glucosa y extracto de papa (Difco). Ellos reportaron que la germinacion
comienza entre los tres y seis meses segun sea el estadio de

maduracion de las capsulas. (St-Arnaud, 1992).
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Las concentraciones del carbohidrato también pueden
determinar el porcentaje de germinacion, tal es el caso de Bletilla
estriata que al agregar 10 g/l de sacarosa al medio de cultivo
Murashige y Skoog se incrementa el porcentaje de germinacion y al

agregar 20 g/l se reduce (Keun y Young, 2000).

Se ha identificado que Cymbidium se desarrolla mejor con
sacarosa, maltosa, glucosa y fructosa, aunque la glucosa inhibe la
multiplicacion de protocormos de algunas especies de este mismo
género. En el caso de los géneros Dendrobium vy Aranda, estos
responden mejor en los medio de cultivo que contienen fructosa. y el
callo de Aranda se desarrolla mejor en presencia de glucosa (Hew y
Yong, 2004).

La sacarosa es un disacarido compuesto por glucosa y
fructosa, en las plantas funciona como material de reserva y es el
componente mas utilizado por las células para la formacion de
moléculas orgénicas necesarias para su desarrollo, en especial si la
fotosintesis no es eficiente. Ademas, es la principal forma de transporte

de los glucidos a través de las plantas superiores (Devlin, 1980).

La maltosa es un disacarido no reductor compuesto por dos
moléculas de glucosa (a- D-glucopiranosa -1:4-D-glupirandsica) y es
un producto de la degradacion parcial del almidon siendo abundante en
los cereales germinados ya que durante la germinacion, el almidén se

degrada en unidades de maltosa que a suvez se degradan en
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unidades simples de glucosa necesarias para alimentar al embrion
(Pefia, 2002, www.2).

El almidén es producto de la transformacién de los glucidos
durante la fotosintesis. Este se deposita en las plantas en forma de
granulos y es abundante en los 6rganos de reserva como las semillas,
tubérculos y bulbos principalmente, donde desempefia el papel de
reserva energética para el desarrollo y crecimiento de la planta (Devlin,
1980).

1.6 El papel de los extractos naturales en la germinacion de las
orquideas

El uso de extractos naturales ha sido muy exitoso debido a su
composicién quimica, tal es el caso encontrado por Arditti (segun
Withner y Krieger, 1985), el cual reportd que el extracto de platano
contiene citocininas, auxinas, giberelinas, biotina, minerales vy
aminodcidos por lo que promueve la germinacion. Asi como el extracto
de tomate promueve el crecimiento de raices. Los extractos mas
utilizados en la germinacién de orquideas son los de platano, tomate,
papa, jugo de pifia, miel y el endospermo liquido de coco (Withner y
Krieger, 1985).

Goodyera rapens (especie terrestre) germind con extracto de
papay 1.0 % de glucosa en medio Pfeffer (Arditti, 1984).
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Withner 1985, menciona que Murashige y Kotomori en 1965
encontraron que el endospermo liquido de coco inhibe la germinacion

en Dendrobium, pero es estimulante en otras especies de orquideas.

Obaidul y colaboradores estudiaron el efecto de los extractos
naturales en la germinacién de Cattleya, donde adicionaron al medio
de cultivo extracto de papa, platano, alubia y de soya. En todos los
casos a los 10 dias se presentaron los embriones verdes y a las 10
semanas estos desarrollaron brotes. Posteriormente, se observo que el
extracto de papa indujo que los protocormos tuvieran una mayor talla, y
un mejor crecimiento de las plantulas. Sin embargo el extracto de
alubias y de soya dio como resultado plantulas de talla mas grande y
con mayor numero de estructuras (Obaidul, 2000).

Posteriormente Brundrett y colaboradores, mencionan que para
las orquideas terrestres tolerantes al frio se recomienda utilizar
componentes complejos que beneficien la germinacion, por ejemplo el

cultivo in vitro con cubos de papa (Brundrett, et al, 2001).
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2 Género Govenia

2.1 Govenia capitata Lindley.

El género Govenia esta representado por 35 especies
distribuidas dentro de las areas tropicales y de bosque pino - encino
en todo el mundo. Crece en lugares hiumedos, pedregales o a las
orillas de cafiadas y barrancas, cerca de riachuelos o cerca de hilos de

agua temporales ( Hagsater, 1972; www.1.)

Las especies del género han sido poco estudiadas vy los
trabajos realizados principalmente son de tipo taxonomico (Dressler,
R.L. (1981), vy de distribucién (Greenwood, 1992), y no se han
reportado investigaciones acerca de su fisiologia, ni de su germinacion
in vitro o ex vitro. Nuestro pais posee una serie de representantes de
este género y entre ellas se encuentra Govenia capitata, que es una
planta terrestre endémica de México y que se encuentra distribuida en
los estados de Hidalgo, México, Michoacan, Morelos, Oaxaca y muy
probablemente en Guerrero y Puebla (ver mapa), a una altitud entre los
2000-3000 m.s.n.m. en bosques de pino-encino y en suelos donde
abunda la tierra de hoja o humus (Dressler, 1972). Por lo anterior es
importante realizar estudios acerca de la morfofisiologia de este

género y en particular de la especie Govenia capitata.
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Estados donde habita la orquidea terrestre Govenia capitata.

2.1.2 Descripcion de la planta

Sinonimia: Govenia andrieuxii Rchb.f.

La planta mide aproximadamente 90 cm. de alto, con dos hojas
anchas plegadas, una con peciolo tubular que cubre a la hoja interior
ubicado en la parte inmediata superior del pseudobulbo. Los peciolos

se encuentran cubiertos por vainas tubulares.

29



S Padrén Herna

Govenia capitata es una planta terrestre, que tiene dividido su
ciclo de vida en dos periodos, en el primero se produce la floraciéon y
termina con la formacién de las semillas en la época de lluvias, y el
segundo periodo es cuando se encuentra en reposo durante la época

de sequia y no es conspicua en campo (Hagsater, 1972).

Planta adulta de Govenia capitata

El pseudobulbo tiene una forma larga subglobosa irregular y
carnosa, de color blanquecino, café palido o verde si es grande, y

cuenta con aproximadamente seis internodos.
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Las raices se encuentran en la base del pseudobulbo, puede
llegar a tener entre 15 a 20 raices con una longitud de 15 cm. de largo
y 2 mm de ancho.

La inflorescencia tiene una forma subcapitada que contiene de
15 a mas flores resupinadas que se encuentran en una posicién
horizontal, cada flor mide 4 cm. de alto, 3 cm. de ancho y 5.5 cm. de
largo incluyendo el ovario, son de color blanco con marcas de color
amarillo cromo en el labelo. Su época de floracidn esta entre los meses

de junio- agosto.

Inflorescencia de Govenia capitata

La capsula es de forma cilindrica sub-ovoide con seis costillas,

mide 5 cm. de largo y 1.7cm de ancho, es de color rojo plrpura oscuro
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y tiene una superficie lustrosa. La capsula madura cuatro meses
después de la polinizacion (Greenwood, 1992).

Se ha observado a las abejas del género Euglossine y a las

abejas de miel (Apis mellifera) visitar esta especie lo cual indica que
pueden ser los insectos polinizadores (Téllez, 2002; www.3).

2.1.3 Clasificacion taxonémica

Reino Plantae

Filo Liliopsida
Orden Orchidales
Familia Orchidaceae

Sub familia  Vandoideae

Tribu Maxillarieae
Subtribu Corallorhizinae
Género Govenia
Especie capitata

G. capitata esta emparentada con las especies del género
Corallorhiza.

(Dressler, 1981)
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2.1.4 Usos

El género Govenia es utilizado por los Tzetzales (Chiapas)
extrayendo la goma del cormo para la construccion y reparacion de
instrumentos musicales (Téllez, 2002).  Actualmente no se conoce

ninguna otra aplicacion utilitaria para la especie.
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IV. Objetivos

Objetivo general

» Conocer el proceso de germinacion asimbittica in vitro de

Govenia capitata

Objetivos particulares

» Conocer la respuesta de germinacion asimbiética de G.

capitata en cinco medios de cultivo diferentes.

» Evaluar el desarrollo de los embriones inducido por el estimulo

de tres diferentes fuentes de carbohidratos.

» Describir los eventos ontogénicos de G. capitata durante la

germinacién asimbidtica in vitro.
» Conocer el tiempo de duracidon de cada uno de los estadios

ontogénicos que se presentan desde la germinacion hasta la

formacién de la planta completa in vitro.
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Metas

> Establecer el medio nutritivo méas favorable para la induccion

de la germinacion asimbiética in vitro.

> Establecer la fuente de carbohidrato que induzca la mejor

respuesta de desarrollo del embridon y las plantulas in vitro.

» Obtener plantas completas de Govenia capitata mediante la

germinacioén asimbidtica in vitro.
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V. METODOLOGIA
Diagrama 3. Metodologia general

Colecta de frutos en campo
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los medios seleccionados

Evaluacion

Seleccion de medios y fuente de carbohidrato para el
desarrollo de las plantulas

Transplante
7/ Evaluacion final /
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Las semillas de Govenia capitata se obtuvieron de capsulas
maduras colectadas en campo de plantas silvestres sanas,
provenientes del Parque Nacional “lztaccihuatl — Popocatépetl,
Zoquiapan y Anexas” ubicado al oriente de la cuenca de México en el
area de confluencia de los estados de México, Puebla y Morelos, entre
las coordenadas geograficas 18° 59’y 19° 16’ 25" latitud norte y 98° 34’
54" y 98° 16’ 25" longitud oeste. Se introdujeron las capsulas en

sobres de papel y se transportaron al laboratorio.

1. Almacenamiento de semillas

En el laboratorio, las cépsulas de Govenia capitata se
colocaron en un sobre de papel y se introdujeron en un desecador
gue contenia cloruro de calcio anhidro, durante dos semanas. Una vez
dehiscentes las capsulas, se procedié a envasar las semillas en viales
de vidrio con tapén de tela y almacenar en el desecador y en

refrigeracion a 7° C.

1.1 Desinfestacion de semillas

Se elaboraron sobres de 2 cm. por lado de papel filtro y
colocaron en ellos aproximadamente 100 semillas, se sujetaron con un
clip para evitar la salida de las semillas. Posteriormente, se
desinfestaron con etanol al 70% durante 10 minutos. Transcurrido este
tiempo se decantd el etanol y agreg6 una solucidn de hipoclorito de
sodio al 0.6% v/v (marca “Clorox”) durante 15 minutos en constante

agitacion. Se enjuagaron con agua destilada estéril tres veces.
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1.2 Evaluaciéon de la viabilidad

Se prepar6é cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) a una

concentraciéon de 1.0% p/v y almacend en refrigeracion a 7° C.

Se tomaron dos sobres con semillas para realizar las pruebas
de viabilidad, colocando éstos en una caja Petri con 10 ml de solucién
de TTC, 1.0 % p/v en oscuridad, y se evalué la viabilidad cada 24

horas, durante tres dias.

1.3 Siembrain vitro de semillas en cinco medios de cultivo

Se prepararon cinco medios de cultivo: Murashige y Skoog, SP
1, SP 2, Knudson “C” y Dixon, a los cuales se les adicion6 como
fuente de carbohidrato, sacarosa (ver anexo 1).

Una vez preparados los medios de cultivo, se procedido a
desinfestar las semillas de la misma manera que para las pruebas de
viabilidad, solo que los enjuagues se realizaron dentro de la campana
de flujo laminar y con agua destilada estéril. Se sembraron dentro de la
campana de flujo laminar previamente desinfectada con etanol al 70%

y con hipoclorito de sodio al 0.6% v/v.
1.4 Siembra in vitro

Sobre la mesa de la campana de flujo laminar se colocaron dos
mecheros Bunsen encendidos, un frasco de vidrio con algodon y

alcohol al 70% y un par de pinzas de diseccion esterilizadas con las

cuales setomaron y abrieron cuidadosamente los sobres (con
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semillas previamente desinfestadas), los cuales se colocaron dentro de
los frascos con el medio nutritivo, se flamed la boca del frasco y se
tapd con la tapa de plastico, después se sell6 con una pelicula
envolvente de papel plastico. Una vez sembradas las semillas se
colocaron bajo dos intensidades luminosas, la mitad en luz directa (LD)
con una intensidad luminosa de 1500 lux y la otra mitad en luz
indirecta (LI) con una intensidad luminosa de 200 lux. Con un

fotoperiodo de 16 hrs. de luz y 8 de oscuridad.

La luz provenia de seis lamparas de luz fluorescente blanca,

fria.

1.5 Evaluacién de viabilidad de las semillas en los medios de
cultivo parala eleccion del mejor medio.

La viabilidad se evalué a los 90 dias de cultivo y se extrajeron
las semillas de un frasco de cada tratamiento para colocarlas sobre
papel filtro dentro de una caja Petri con 10 ml de cloruro de trifenil
tetrazolio (TTC), a una concentracion de 1.0% p/v. La caja se puso en
oscuridad y se evalud la viabilidad de las semillas a los tres dias,
conociendo la viabilidad de las semillas, se eligieron los medios que
contenian una viabilidad mayor.
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1.6 Prueba de carbohidratos experimentales con cada uno de los
medios seleccionados.

Se seleccionaron varios carbohidratos experimentales: maltosa
(Difco), extracto de papa y maltosa - extracto de papa, los cuales
fueron adicionados a los medios de cultivo donde se mostré una mayor
viabilidad. A la preparacién inicial solo se sustituyd durante su
preparaciéon la sacarosa por el carbohidrato experimental. Para la
preparacién de extractos de papa se pelaron 200g de papas blancas y
se cortaron en trozos pequefios posteriormente se hirvieron en medio
litro de agua destilada durante una hora, se filtré el liquido y se llevo a
un litro. Este litro de extracto se utilizd para preparar un litro de medio.
(Arditti, 1982)

Se realiz6 el transplante de las semillas, siguiendo las medidas

de seguridad de siembra de semillas en la campana de flujo laminar.

Los frascos de cultivo con las semillas se colocaron en una
camara de incubacion con luz proveniente de 6 lamparas de 75 w de
luz fluorescente con una intensidad luminosa de 200 lux y con foto
periodo de 16hrs luz y 8 de oscuridad.

1.7 Evaluacion y seleccion del mejor medio y fuente de

carbohidrato para el desarrollo de las plantulas.
Se observé el desarrollo de los protocormos en cada medio

nutritivo con sus respectivas fuentes de carbohidrato a través del
estereoscopio para identificar que medio nutritivo y carbohidrato
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inducia en menor tiempo un mayor niumero de estructuras y asi poder
elegir el medio nutritivo y carbohidrato mas eficiente para el desarrollo
de las plantulas.

1.8 Evaluacién de los eventos ontogénicos y tiempo de
desarrollo.

Para evaluar cada uno de los eventos ontogénicos se tomaron

registros cada catorce dias, de cada uno de los eventos ocurridos en

los medios de cultivo con los carbohidratos experimentales.
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1.9 DISENO EXPERIMENTAL

1.9.1 Pruebas de viabilidad

Se utilizaron cien semillas para evaluar el porcentaje de
viabilidad. Se observ6 cada 24 horas durante tres dias o hasta que el
valor fue constante. Se realizaron dos repeticiones.

Tabla 1. Repeticiones para la evaluacion de la viabilidad

Tiempo de Nimero de
almacenaje semillas
7 200
21 200
35 200
49 200
63 200
77 200

% de viabilidad = Semillas teflidas x 100

Total de semillas
1.9.2 Siembra in vitro
Se realizaron 10 repeticiones de cada uno de los cinco medios

de cultivo (ver tabla del anexo 1) y se evalud la respuesta cada 14 dias

durante 3 meses. Cada repeticion fue de 100 semillas.
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Tabla 2. Prueba de germinacion in vitro en diferentes medios y

condiciones de cultivo

Medio de Murashige

—cultvo—— Y SP1 SP2 Knudson Dixon
Intensidad Skoog uC
luminosa
LD 1* 2* 3* 4* 6*
LI 6* * 8* 9* 10*

*Tratamientos con diez repeticiones y cada repeticion con cien semillas

Una vez que se evalué la respuesta en los medios de cultivo
Dixon, Murashige y Skoog, SP1, SP2 y Knudson “C” que tenian como
fuente de carbohidrato sacarosa se transplant6é todo el material a los
medios de cultivo SP1, SP2 y Knudson “C” sustituyendo la sacarosa
por tres diferentes fuentes de carbohidratos: maltosa (20g/L), extracto
de papa (1000 ml/L) y extracto de papa-maltosa (500 mil/L — 10 g/L),
(ver tabla 3)
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Tabla 3. Carbohidratos experimentales para la induccion de la

germinacioén en dos condiciones de iluminacion.

Medio Nutritivo

Knudson SP1 SP2
Carbohidrato “cr

LD (LI LD |LI LD LI
Maltosa 1* 2*  7* 8* 13*| 14*
Extracto de Papa 3 * |4 o* 10* 15~* 16*
Maltosa-EP 5* 6* 11* |12 17* 18*

* Tratamiento con 10 repeticiones.

LD: Luz directa LI: Luz indirecta

Transcurridos dos meses en cultivo se procedio a realizar un
cambio a medio fresco, donde se transplanté todo el material con el
tratamiento que tuvo una mejor y mas rapida respuesta. La revision
del desarrollo de la plantula en este medio, se realizé cada catorce
dias durante 10 meses, evaluando la presencia de primordio foliar,

namero y tamafio de hojas y aparicion de rizoides y de raices.
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VI. RESULTADOS
1. Viabilidad de las semillas

La viabilidad de las semillas de Govenia capitata se evallo cada
siete dias para saber la constancia o descenso de la viabilidad,
observando una caida fuerte a los 49 dias y finalmente se redujo la
viabilidad a cero a los 77 dias, como lo muestra la gréfica 1.

Grafica 1. Viabilidad de semillas de Govenia capitata después de diferentes
tiempos de almacenamiento.
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1.1 Viabilidad de las semillas en los medios de cultivo

Para comprobar que las semillas de Govenia capitata sembradas
en los cinco diferentes medios de cultivo eran aun viables se les
realizaron pruebas tomando frascos con semillas al azar, encontrando
que las semillas sembradas en el medio SP2 presentaban el 100% de
viabilidad y las semillas del medio SP1 un 90 %. Las semillas
sembradas en los medios Knudson “C” y Murashige y Skoog
presentaron una viabilidad de 47.0 y 41.0 % respectivamente. Las
semillas cultivadas en el medio nutritvo Dixon perdieron

completamente la viabilidad (Tabla 4).

Medio de cultivo Viabilidad
%
SP2 100.0
SP1 90.9
Knudson “C” 47.0
Murashige y Skoog 41.0
Dixon 0.0

Tabla 4. Viabilidad de las semillas a los 120 dias de iniciada la

siembra en los diferentes medios de cultivo
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Con base a estos resultados se eligieron los mejores medios de cultivo
que fueron el SP2, SP1 y Knudson “C”, debido a que mantuvieron una
viabilidad mayor. Las semillas que se sembraron en el medio
Murashige y Skoog se extrajeron de éste y se transplantaron a los
medios de cultivo seleccionados Knudson “C”, SP1 y SP2 con sus

respectivas fuentes de carbohidratos.

A treinta dias del transplante de las semillas en el medio
Knudson “C” adicionado con extracto de papa, se observlé que los
embriones habian roto la testa y estaban cubiertos de rizoides.
Respuesta que no ocurrié en los otros medios de cultivo sino mucho
después hasta los 210 dias.

Entre los 210 y 240 dias después del transplante se observé la
presencia de protocormos con rizoides en los medios SP1 y SP2
adicionados con maltosa, extracto de papa-maltosa y con extracto de
papa. En el medio Knudson “C” con maltosa no hubo respuesta, sin
embargo, en este medio adicionado con extracto de papa los
protocormos tuvieron un crecimiento superior y desarrollaron una
mayor cantidad de rizoides, en comparacion a los otros medios. Por
inducir un mejor y mas rapido desarrollo se decidi6 transplantar todo el
material a este medio.

A los 270 dias de cultivo se observdé que los protocormos

formaron callo independientemente si recibian luz directa e indirecta.
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A los 300 dias de cultivo se observd que empezaron a
diferenciarse protocormos a partir del tejido calloso, (tabla 4, grafica 2)
estos presentaban una forma ovoide y con clorofila, alcanzando una
longitud de 0.5 a 1.0 cm. En luz indirecta (LI), el crecimiento en
algunos casos, fue con una orientacidon geotropicamente positiva. En
cultivo bajo luz directa (LD) los protocormos y el callo evidenciaron el
inicio de necrosamiento.

Posteriormente (a los 330 dias) se puso en evidencia la
generacion de 36 protocormos clorofilicos y con una longitud hasta de
1.0 cm. y en algunos casos, presentaron un crecimiento
geotropicamente positivo en cultivo bajo ambas intensidades
luminosas. En LD las estructuras y el tejido calloso continuaron
necrosandose, por lo que se decidié pasarlos de las condiciones de

luz indirecta y asi detener la mortandad.

A los 360 dias de desarrollo se contabilizé la generacién de 125
protocormos clorofilicos y fue evidente que la mortandad por
necrosamiento se detuvo, disparandose la respuesta organogénica ya
gue treinta dias después se habian generado 518 protocormos con
clorofila y con una longitud maxima de 1.0 cm., pasando a 861

protocormos clorofilicos formados un mes después.

A los 450 dias se observaron 1080 protocormos con clorofila,
presentdndose cambios morfolégicos ya que algunos protocormos
comenzaron a adquirir la forma de un rizoma, otros evidenciaron la
generacion de primordios de raiz y el desarrollo de raices de mas de
un centimetro de longitud, y treinta dias después las raices siguieron
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creciendo y por primera vez se hizo evidente el desarrollo de hojas de

hasta 4.0 cm. de longitud

A los 540 dias las raices alcanzaron hasta 3.0 cm. de longitud y
las hojas una longitud hasta de 12.0 cm.

A los 570 dias se observaron 15 pseudobulbos con raices con
longitudes que iban entre los 0.3 a los 3.0 cm. y con un brote foliar
entre los 0.3 a 15.0 cm.

Para el dia 690 las raices median ya casi ocho centimetros de
longitud.

2. Generacion de protocormos

La generacién de protocormos somaticos clorofilicos se originé a partir
de tejido calloso a los 300 dias de iniciado el cultivo in vitro, y se
observd una generacién de protocormos muy elevada hasta los 420
dias, ocurriendo una vez que ya estaban transplantados en el medio de
cultivo Knudson “C” adicionado con extracto de papa, como se muestra
en la tabla 5 y grafica 2.
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Tabla 5. Generacion in vitro de protocormos somaticos clorofilicos a
partir de tejido calloso de Govenia capitata en Knudson “C” con

extracto de papa.

Dias en Protocormos
cultivo somaticos
generados

300 16

330 36

360 125

390 518

420 861

450 1080

Generacién de protocormos somaticos
(clorofilicos) de Govenia capitata

N o
1200 o
1
1000 P
861’/
800
600 518 /
400 //

16 36

Protocormos somaticos

*300 *330 *360 *390 *420 *450

Dias de cultivo

Grafica 2. Generacién de protocormos clorofilicos de origen
Somaético de G. capitata en Knudson “C” con extracto de papa.

En la tabla 6 se muestra el momento en que se observé cada uno de
los catorce estadios y el tiempo en que estuvo presente cada uno
durante los 690 dias que duro el estudio.
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Tabla 6.

Susana Padron Hernandez

Inicio y permanencia de los estadios de desarrollo

ontogénico de Govenia capitata durante los procesos de germinacion y
postgerminativo.

No.

Estadio

Dias en los aue se reaistré el estadio

Semilla

30

Embrién
turgente

60

90

120

Dehiscencia
de la testa

150

Al W] N

Protocormo
clorético
fusiforme

150

180

210

Pseudobulbo
clorofilico
con rizoides

270

Pseudobulbo
callogénico

270

Tejido
calloso
embriogénico

270

300

330

360

390

420

Pseudobulbo
clorofilico

270

300

330

360

390

420

Pseudobulbo
con cubiertas
foliares

300

10

Pseudobulbo
clorofilico sin
rizoides

390

420

450

11

Generacion
de hojas

480

510

540

570

600

630

660

690

12

Pseudobulbo
con raices

480

510

540

570

600

630

660

690

13

Desarrollo
foliar

660

690

14

Apertura de la
lamina foliar

660

690
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En la tabla 7 y grafica 3, se representan los dias en que se inicio,
termin0 y cuanto duraron los catorce estadios, mostrando
claramente a cual de las doce rutas morfogénicas corresponde.

Tabla7
Diaen el Dia en el Duracion
que se que del
N°. Estadio Estadio inicia el termina el estadio
cambio de | cambio de (dias)
estadio estadio
1 1 Semilla - 38 38
2 2 Embrion 38 140 102
turgente
3 3 Dehiscencia 140 154 14
de la testa
Protocormo
4 4 clorotico 154 168 12
fusiforme
Pseudobulbo
5 5 clorofilico 168 190 22
con rizoides
6 6 Pseudobulbo 190 203 13
callogénico
Tejido
7 7 calloso 203 420 217
embriogénico
8 8 Pseudobulbo 203 420 217
clorofilico
Pseudobulbo
9 %9a con cubiertas 203 300 7.0
foliares
Pseudobulbo 335 450 115
10 9b clorofilico sin
rizoides
11 9b’ Generacion 376 690 314
de hojas
12 10 Pseudobulbo 332 690 258
con raices
13 11 Desarrollo 474 690 216
foliar
Apertura de
14 12 la lamina 503 690 187
foliar
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Grafica 3. Tiempo de inicio de los estadio de Govenia
capitatadurante el proceso de germinacion.
14 .
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Grafica 3 . Estadios. 1. Semilla, 2. Embrién turgente, 3. Dehiscencia de la testa, 4.
Protocormo clorético fusiforme, 5. Pseudobulbo clorético fusiforme, 6. Pseudobulbo
callogénico, 7. Tejido calloso embriogénico, 8 pseudobulbo clorofilico, 9 pseudobulbo
con cubiertas foliares, 10. Pseudobulbo clorofilico sin rizoides, 11. Generacion de hojas,
12. Pseudobulbo con raices, 13. Desarrollo foliar, 14. Apertura de la lamina foliar.
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3.1 Desarrollo ontogénico de Govenia capitata durante el proceso
de germinacidn in vitro.

Ruta morfogénica

Se establecié que el desarrollo ontogénico desde la siembra de la
semilla hasta la formacién de una planta completa mediante el cultivo y
la geminacion asimbiética in vitro tarda 690 dias, identificandose 12
estadios morfofisioldgicos diferentes, los cuales se describen a

continuacion.

Estadio 1. Semilla

La semilla de forma alargada con los extremos redondeados,
presentaba una testa con ornamentos en forma de rectangulos
irregulares, de color beige y semitransparente, dentro de la cual se
observaba un embrion de forma oblonga y de color café claro, que se
encontraba en el centro, ocupando tres cuartas partes del ancho de la

semilla y una quinta parte a lo largo de la misma (Figura 1).

Estadio 2. Embridn turgente

El embrion después de 30 dias en cultivo presenté un aumento
de tamafio y volumen, incluso con un cambio de coloracién de café
claro a blanco o ligeramente beige ocupando la mayor parte de la
semilla pero aln permaneciendo dentro de la testa. Durante 90 dias

permanecieron en esta etapa. (Figura 2).
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Estadio 3. Dehiscencia de la testa

El embrién conservé la forma oblonga pero aumentdé su
volumen haciendo que la testa presentara una ruptura en uno de los
extremos y poco después el embrion se desprendié completamente de
la testa. Esto ocurri6 a los 150 dias de la siembra de la semilla y dur6
aproximadamente 30 dias, desde el inicio de la ruptura hasta la

separacion de la testa. (Figura 2).

Estadio 4. Protocormo clorético fusiforme

Continu6 el crecimiento del embrién modificando su morfologia
dando origen a un protocormo, el cual presentaba una forma fusiforme
en algunos casos Yy en otros formas irregulares, con una epidermis lisa
lustrosa de color blanco-amarillento, con numerosos rizoides simples
hialinos en la parte media del protocormo. Estos cambios ocurrieron a

los 150 dias de desarrollo con una duracién de 120 dias. (Figura 3).

Estadio 5. Pseudobulbo clorofilico con rizoides

El pseudobulbo con rizoides adquirié en general una forma
ovoide con la superficie lisa de color verde. Presentaba sobre la
superficie media, rizoides rectos y simples que se encontraban en
grupos de 1 a 15 rizoides, llegando a tener mas de 50 cada
pseudobulbo. Es importante sefialar que no todos los pseudobulbos se
volvieron clorofilicos, sino que una gran cantidad permanecié de color
blanco. Este estadio ocurri6 a los 270 dias a partir de la siembra de las

semillas y tuvo una duracién de aproximadamente 30 dias. (Figura 4).
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Estadio 6. Pseudobulbo callogénico

Los pseudobulbos blancos detuvieron su proceso de desarrollo
ya que se presenté una pérdida de diferenciacion celular manifestada
con la formacion de tejido calloso, el cual se presenté en forma de
masas celulares blancas, hialinas y amorfas. Las masas celulares
proliferaron rapidamente provocando la formacion de gran cantidad de
callo. Esta respuesta se presentd en todos los pseudobulbos blancos y
clorofilicos a los 270 dias aproximadamente, con una duraciéon de
alrededor de 30 dias. (Figura 5).

Estadio 7. Tejido calloso embriogénico

En este estadio se origind embriogénesis somatica a partir del callo
ya que se neoformaron embriones asexuales cloréticos con la forma
tipica de un pseudobulbo y con rizoides simples (no ramificados)
alrededor de la parte media. Presentaban una epidermis lisa y se
encontraban unidos a la masa celular que conformaba al callo. Esta
etapa fue inmediata a la desdiferenciacion celular (formacién del callo)
y se presentd alrededor de los 270 dias con una duracion de 30 dias

aproximadamente (Figura 6y 6.1).

Estadio 8. Pseudobulbo clorofilico

Los pseudobulbos originados de tejido embriogénico generaron
nuevamente rizoides simples pero ya en toda su superficie, al mismo
tiempo, comenzaron a fotosintetizar tomando una coloracién verde
claro. A partir del dia 300 se present6 esta etapa con una duracién de

90 dias aproximadamente. (Figura 7).
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Estadio 9a. Pseudobulbo con cubiertas foliares

Los pseudobulbos clorofilicos de forma esférica generaron en su
base una cubierta foliar del mismo tamafio que el pseudobulbo de
forma triangular y de color purpura, con rizoides alrededor del brote, el
pseudobulbo aln se encontraba unido a restos de masa embriogénica
de color blanquecino. Esta etapa se presenté a los 480 a los 690 dias.
(Figura 8y 8.1).

Estadio 9b. Pseudobulbo clorofilico sin rizoides

El pseudobulbo clorofilico esférico exhibié una figura anillada
con escamas triangulares en el margen del anillo. El pseudobulbo aun
se encontraba unido a restos de masa embriogénica de coloracion
blanquecina y con rizoides en algunos casos. Esta etapa se presento
a los 390 dias con una duracion de 90 dias aproximadamente. (Figura
9). En algunos casos se observaban pseudobulbos clorofilicos, ovoides
y de forma alargada con internodos (1-6) donde se originaban yemas
vegetativas blanquecinas de forma ovalada y también se encontraban
yemas en el apice del pseudobulbo que aun estaba unido a restos de
masa embriogénica con rizoides. Esta etapa se origind a los 420 dias

con una duracién de aproximadamente 60 dias (Figura 9.1).

Estadio 9b’. Generacion de hojas
Los pseudobulbos clorofilicos aun unidos a restos de masa
embriogénica, originaron un primordio foliar en la region intermedia

entre el pseudobulbo y el callo, o bien en la regién apical, con una
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coloracion verde y purpura. Esta etapa se presento a los 480 a los 690
dias. (Figura 10).

Estadio 10. Pseudobulbo con raices

Mientras crecia la cubierta foliar, emergieron en la base del
pseudobulbo de dos a tres raices de color blanco sin ramificaciones
justo por debajo del primordio foliar. Esta etapa se presenté de los 480
a los 690 dias. (Figura 11).

Estadio 11. Desarrollo foliar

Se desarroll6 una hoja verde a partir del primordio foliar
desenvolviéndose la lamina. Esta etapa se present6 entre los 660 a los
690 dias. (Figura 12).

Estadio 12. Apertura de la lamina foliar.

La planta presentaba una hoja de color verde, raices blancas no
ramificadas y un pseudobulbo completamente verde en posicion
horizontal. Esta etapa se present6 entre los 660 a los 690 dias y se

considerd que el proceso de germinacion finalizé (Figura. 13)
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Figuras

Embrién

Fig. 1 Fig. 2
Estadio 1. Semilla Estadio 2. Embrion turgente
Estadio 3. Dehiscencia de la

testa.

Fig. 3 Fig. 4
Estadio 4. Protocormo Estadio 5. Pseudobulbo clorofilico
clorotico fusiforme. con rizoides.
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Fig. 5
Estadio 6. Pseudobulbo callogénico

4— Pseudobulbo

W clorofélico
{M‘*¥
" .

Fig.6 Fig. 6.1
Estadio 7. Tejido calloso embriogénico
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Fig. 7
Estadio 8. Pseudobulbo clorofilico

Cubiertas

foliares

Fig. 8 Fig. 8.1
Estadio 9a. Pseudobulbo con cubiertas foliares
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Fig. 9 Fig. 9.1
Estadio 9b. Pseudobulbo Pseudobulbo con yemas
clorofilico sin rizoides.

Fig. 10 Fig. 11
Estadio 9b’. Generacion de hojas  Estadio 10. Pseudobulbo
con raices
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Fig. 12.
Estadio 11. Desarrollo de la hoja

Figura 13.
Estadio 12. Apertura de la lamina foliar
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

1.Pruebas de viabilidad en semillas de Govenia capitata.

Como se puede apreciar en la gréfica 1, la viabilidad inicial es
muy alta ya que tuvo el 98 %, presentandose en el lote un nimero
poco importante de semillas vanas, sin embargo estas pierden
totalmente la viabilidad en poco tiempo (77 dias), Teniendo su caida
mas drastica entre los dias 42 y 49, ya que la reduccion de la
viabilidad va del 69 % a 1.6 %. Esto indica que el periodo de vida util
en almacén es de seis semanas, el cual se considera muy corto ya que
los estudios hechos en la orquidea terrestre Bletia urbana (Luna et al,
1999) reportan el mantenimiento de una viabilidad alta en semillas
almacenadas por diez afios. En especies del género Cattleya y en
Dendrobium nobile las semillas han permanecido viables por mas de
464 dias almacenadas a -74 °© C (Pritchard, 1984).

Como se aprecia en los resultados obtenidos (Tabla 1) existen
dos periodos en los cuales se mantiene un porcentaje de viabilidad
estable que son entre la tercera y quinta semanas (69 %) y la séptima
y novena semanas con 1.6 %. De estos, el primero es el que presenta
la caida méas drastica de la viabilidad en un periodo muy corto (15
dias). Por lo anterior, es importante que para la realizacion de estudios
posteriores de semillas de Govenia capitata y su germinacion se
considere efectuarlos durante las seis semanas posteriores a la colecta

para que se tenga la seguridad de trabajar con semillas vivas.
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Diversos autores reportan que la viabilidad de las semillas en
las diferentes especies de orquideas varia considerablemente

entre cada una y que en muchas decrece rapidamente (Rasmussen,
1995., Stoutamire, 1996., Kitsaki, et al., 2004).

St-Arnaud, y colaboradores (1992) hicieron estudios de viabilidad
y germinacion en Cypripedium acaule encontrando que obtuvieron la
germinacién in vitro del 3.4 % de las semillas a pesar de que la
viabilidad del lote era del 72.0%, mencionando que esta diferencia fue
debida quizds a un estado de latencia de las semillas, llegando a la
conclusién de que el potencial de germinacién probablemente es muy
dependiente del estado fisiologico (determinado por la edad después
de la polinizacion) de las semillas, por lo que pueden variar los
resultados si las semillas provienen de capsulas de diferente edad.

2. Comportamiento de los embriones cultivados en los cinco
medios de cultivo experimentales (MS, K “C”, Dixon, SP1y SP2).

Como se puede apreciar en la Tabla 4, el mantenimiento de la
viabilidad de los embriones de G. capitata cultivados en los cinco
medios experimentales fue muy diferente, siendo los mejores medios el
SP2 y el SP1 ya que en éstos se mantuvo una viabilidad del 100 y del
90.9 % a los 120 dias, caso contrario con el medio Dixon el cual no
mantuvo la viabilidad de ningln embrién (0.0 %). Los medios de
cultivo Murashige y Skoog y Knudson “C” tuvieron un comportamiento

intermedio con 41.0 y 47.0 % respectivamente.
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Desde el éxito logrado por Knudson en la germinacion
asimbidtica in vitro de semillas de orquideas (Knudson, 1922), se han
propuesto muchas formulaciones de medios de cultivo para la
germinacion de orquideas (Arditti, 1972).

Han sido adicionados al medio de cultivo para la induccion de la
germinacién de orquideas diversos complejos quimicos naturales como
son el homogenizado de platano, de papa (Arditti y Ernst, 1984), de
jitomate, harina de pescado, caseina hidrolizada, endospermo liquido
de coco (Merino, 1987), de germinado de soya (Obaidul et al. 2000) y
extracto de pifia (Kitsaki et al en 2004), entre otros. En particular para
orquideas terrestres esta reportado que el extracto de taro promueve
el crecimiento in vitro (Yam, et al 1991 citado por Obaidul, et al.
2000). Por otra parte, Arditti y colaboradores (1982) reportan el efecto
inhibitorio de la germinacion del homogenizado de platano adicionado
al medio nutritivo. George y Sherrington (1984), sefalan que el
endospermo liquido de coco ha demostrado ser inhibidor del
crecimiento de embriones cultivados in vitro. No reporta cuales de sus
componentes son las causantes de la inhibicién, sugiriendo que el
compuesto responsable puede ser un inductor natural de la dormancia

como lo es el acido abscisico.

Las diferentes especies de orquideas tienen requerimientos
particulares de nutrimentos para la germinacion de sus semillas y
subsecuentemente para el crecimiento de las plantulas. Por esta razon
se hace necesario experimentar con diferentes composiciones de

medio para seleccionar el adecuado, entendiendo que inicialmente la
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respuesta de los embriones estara relacionada con los componentes

gue se le suministren en el medio para su germinacion.

Si bien existieron diferencias en la composicidon quimica entre los
cinco medios, es claro que los cuatro que carecieron de endospermo
de coco si pudieron mantener la viabilidad de los embriones durante
120 dias.

Se sabe que el endospermo liquido de coco utilizado en este
estudio como componente del medio nutritivo Dixon, es un complejo
natural que contiene 18 aminoacidos, tres compuestos nitrogenados,
seis acidos organicos, cuatro diferentes azlcares, tres azlcares
alcohdlicas, nueve diferentes vitaminas y hormonas de los grupos
auxinico, citocininico y giberélico (anexo II).

Autores como Fu Xiang y colaboradores (1997) estudiaron la
germinacién asimbiética de Cymbidium ensifolium encontrando que el
ELC favorecio la germinacién y el desarrollo de los protocormos. Ishii,
y colaboradores (1998), trabajando con Phalaenopsis cv. Santa Cruz
indujeron tejido calloso embriogénico al adicionar 200 ml / L de
endospermo liquido de coco al medio “Vacin y Went". Kitsaki, y
colaboradores en el 2004 reportaron el efecto de la adicién de ELC en
el cultivo de semillas de especies del género Ophrys, sefialando un
efecto diferencial segun el grado de madurez de las semillas, Los
complejos naturales no siempre tienen un efecto inductor de la

germinacioén en todas las especies ya que, como lo reportan Obaidul, y
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colaboradores (2000). Las altas concentraciones de complejos
organicos naturales tienen un efecto acumulativo deletéreo para la

germinacion.

Un inconveniente con la adicién de complejos organicos es el
desconocimiento de su composicién quimica exacta aunado a la
variabilidad debida al origen del fruto de donde se extraiga, por lo que,
se pueden producir resultados variables dependiendo de la fuente. Por
lo tanto, la respuesta in vitro dependera de las variaciones en la
composicién del complejo en cada caso, aunado a los diferentes
requerimientos nutricionales y hormonales entre las variedades de las

orquideas que se estén estudiando.

Consideramos que en este caso la riqueza de sustancias de los
mas de 37 componentes del endospermo adicionado al medio Dixon
fue uno de los factores principales que influyeron en la pérdida de
viabilidad y por lo tanto en la nula germinacion de los embriones de G.
capitata. Aunado a esto cabe resaltar que los medios con la mejor
respuesta utilizados para la germinacién de Govenia capitata fueron los
de menor concentracién de nutrimentos (SP1, SP2 y Knudson “C") y
gue la respuesta mas baja correspondié a los embriones cultivados en
el medio nutritivo mas rico, el MS. Lo anterior indica que la
composiciéon quimica del medio nutritivo si afectd el mantenimiento de
la viabilidad y la supervivencia de los embriones de Govenia capitata, a

este respecto, Stemberg y Kane, (1998) sefialan que la composicion
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del medio nutritivo o la variacion de la concentracion de alguno de sus
componentes determind la respuesta de germinacion de la orquidea
Encyclia boothyana var. Erythronioides. Efecto ya anteriormente
reportado por La Garde, (1929) y por Smith (1932) en hibridos de
Laeliocattleya y en especies del género Cattleya reportados por Curtis
y Spoerl (1948) y Raghavan y Torrey (1964).

Kitsaki, y colaboradores (2004), sefialan que la formacién de
protocormos depende del genotipo, ademéas sefialan que el medio
enriquecido con ELC es (til para la germinacion in vitro, pero para el

desarrollo de las plantulas se requiere la sustitucion del ELC por otro

componente.

3. Efecto de la adicion de diferentes carbohidratos y de complejos
naturales

La disponibilidad de carbohidratos en el medio de cultivo es
fundamental para la germinacion in vitro de las orquideas, lo que ha
inducido a experimentar con variantes y combinaciones de

carbohidratos y/o extractos naturales.

Ernst, y colaboradores (1971) estudiaron el efecto de los
azlcares D-glucosa, D-fructosa, D-galactosa, sacarosa, maltosa,
celobiosa, trealosa melibiosa, lactosa, rafinosa, melezitosa vy
estaquiosa adicionados al medio de cultivo Knudson “C”, en el
desarrollo de plantulas de Phalaenopsis cv. Doris, obteniendo una
supervivencia del 100% con maltosa, 85% con lactosa, 0.0% con D-
galactosa y un 100% en el resto de los azUcares. Por otra parte,

reportaron que las plantulas germinadas en melibiosa y lactosa no
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lograron diferenciarse. Ellos sefialan que la maltosa es captada integra
por el embridon sin ninguna hidrélisis previa. Esto podria explicar, al
menos en parte, la incapacidad de muchas plantulas de orquidea para
crecer y desarrollarse en presencia de polisacaridos como el almidon y
la celulosa, aunque existen reportes de la germinacion de las especies
de los géneros Miltonia y Odontoglossum en un medio de cultivo
adicionado con almidén de papa al 1.0 %, almidén de maiz o ambos
(Hayes, 1969).

Harrison, y Arditti, (1978) mencionan que los requerimientos de
carbohidratos para la germinacién de semillas de orquideas son muy
variables, y que muchas investigaciones han sido dirigidas a definir el
factor o los factores nutritivos provistos por el hongo que propician el
cambio de fase de protocormo a plantula. Es claro que la sacarosa es
un requerimiento para el crecimiento de las plantulas y que estas
pueden sintetizarla a partir de sus componentes simples como es la
glucosa o fructosa las cuales pueden ser proporcionadas mediante la

adicion de complejos naturales al medio de cultivo.

Smith, (1973) reporté el papel de la sacarosa, glucosa, manosa,
rafinosa, manitol y trealosa en la germinaciéon de semillas de

orquideas.

George y Sherrigton, (1984) sefialan que las especies vegetales
in vitro varian en su capacidad de utilizar azlcares diferentes a la
sacarosa. Sefialando que aunque puede crecer callo de zanahoria en
un medio con maltosa, en este mismo medio solo se obtiene un

pequefio crecimiento de tejidos cultivados de Aser. Similarmente el
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crecimiento de tejidos de soya en medios con maltosa por lo general es
muy lento.

St-Arnaud y colaboradores (1992) reportaron el uso de extracto
de papa y glucosa adicionados al medio de cultivo Murashige y Skoog,
para la germinacion de Cypripedium acaule en donde se inicié la
germinacion hasta los 120 dias y se obtuvo un porcentaje de

germinacién maximo del 72%.

Mc.Kinley y Camper en 1997 reportaron que para la germinacion
de Goodyera repens var. ophioides utilizaron el medio para cultivo
microbiolégico papa-dextrosa-agar adicionado al medio de nutritivo de

Murashige y Skoog, obteniendo hasta un 33% de germinacion.

Mas recientemente Cho KeunHo y Ahn YoungHee (2000),
estudiaron el efecto de la sacarosa adicionada al medio de cultivo
Murashige y Skoog (50 %) en la induccién de la germinacion y la
obtencién de plantulas de Bletilla estriata, encontrando que la sacarosa
(20 g/l) redujo la germinacion, pero influy6é incrementando la longitud
de raices y el peso fresco en las plantas.

Obaidul y colaboradores (2000), reportaron el uso de diversos
extractos como el de papa, de taro, de homogenizado de platano y
de germen de soya combinados con sacarosa, donde en todos los
casos indujeron a las 10 semanas la germinaciéon de semillas de
Cattleya, encontrando que las concentraciones altas de extractos
naturales tuvieron efectos deletéreos en la germinacion y a

concentraciones mas bajas incrementaron la produccion de brotes.
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Hew y Young (2004) mencionan que el efecto de los diferentes
azucares adicionados al medio de cultivo para la germinacion de
orquideas es especifico para cada especie. Por ejemplo las especies
de Cymbidium crecen mejor con sacarosa que con maltosa, glucosa o
fructosa y que la glucosa inhibe la multiplicaciéon de los protocormos.
En contraste, los tejidos de Vanda proliferan mejor en un medio
nutritivo sin azucar pero adicionado con endospermo liquido de coco,
posiblemente indicando que Vanda es mas sensible a altas
concentraciones de azlcar. Las especies de Dendrobium y Aranda
tienen una fuerte afinidad con la fructosa mas que con la glucosa y la

sacarosa.

En el caso de Govenia capitata se mostré en este estudio que
solamente el medio de cultivo Knudson “C” que fue adicionado con el
extracto de papa fue donde se desarrollaron mejor y mas rapido las

plantulas.

La utilizacion de complejos organicos adicionados a los medios
de cultivo para la germinacion es una herramienta simple, econémica y
conveniente para mejorar los resultados de la multiplicacién de plantas

de orquideas in vitro con fines de conservacién o comerciales.

4. Germinacién in vitro
4.1 Nutricién

En un estudio de la induccién de la germinacion in vitro de 29

especies de orquideas terrestres se obtuvo la germinacion de solo
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cuatro. Los autores sefialan que la baja respuesta probablemente
se debio a la composicion del medio de cultivo mas que a las

condiciones de incubacion (Henrich, et al., 1981)

Henrich, y colaboradores (1981) quienes estudiaron la
germinacion in vitro de 29 especies terrestres de orquideas cultivadas
en el medio nutritivo de Norstog, encontraron que en este medio cuatro
especies pertenecientes a dos géneros (Cypripedium spp. Y
Platanthera spp.) solo presentaron la germinacién de un individuo y
que en una especie no pasé del estadio de protocormo, en cambio,
dos especies (Orchis spp. y Epipactis spp.) obtuvieron en el mismo

medio el 100% de germinacién y la formacion de plantas completas.

Arditti (1984), y Rubluo con sus colaboradores (1989) sefialan
que las orquideas terrestres germinan mejor en medios pobres o
diluidos que en medios completos. A este respecto otros autores
(Kohl, 1962; Bose and Mukherjee, 1974;) reportaron también el uso
exitoso del medio nutritivo de composicion pobre Knudson “C” para la

germinacion de orquideas.

Las plantulas de orquideas terrestres cultivadas in vitro tienen
altas tasas de mortalidad principalmente en dos estadios, siendo el
primero antes de que el protocormo emerja de la testa de la semilla, y
el segundo antes de que emerja la primera raiz en el brote en
crecimiento. La muerte temprana de los protocormos se presenta en
miembros de todas las subfamilias de orquideas y puede ser debida a

un balance de nutrientes inapropiado, a condiciones de cultivo no
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adecuadas, a la presencia de luz en semillas sensibles, a la carencia
de estimulantes del crecimiento apropiados, temperaturas de
incubacion extremas o mezclas de gases inadecuadas (Withner y
Krieger (1985).

El segundo periodo de alta mortandad esta asociado
principalmente con el periodo de rapida elongacion de los brotes y con
el desarrollo de la primera raiz. Esto es caracteristico de los géneros
Dactylorhiza, Platanthera, Ophrys, Gymnadenia y Satyrum, cuyas
especies tienen dificultades para superar este estadio in vitro. En la
naturaleza, este periodo involucra la transicion de una nutricién casi
completamente micorrizica a un estadio parcialmente autotréfico.
Withner, C. L. y Krieger, R. E. (1985) sefialan que los requerimientos
de nutrientes pueden cambiar rapidamente durante esta fase de
crecimiento y el alto contenido de azucares y minerales de los medios
de cultivo iniciales pueden posteriormente convertirse en toxicos para
las plantulas en crecimiento. Transfiriendo las plantulas en desarrollo
a un medio de composicion pobre en sales minerales y azicares como
es el medio Knudson “C”, se incrementa la sobrevivenciay retrasa la
mortandad. Esto coincide con los resultados obtenidos en este estudio

del cultivo de Govenia capitata en el medio Knudson “C”.

4.2 Velocidad de germinacion

En este analisis se consider6 como criterio de germinacién el
momento cuando el embriébn adquiria una apariencia turgente (se
hinchaba), rompia la testa y se independizaba de ella. Se puede
decir que el proceso de germinacion in vitro de Govenia capitata es de
los mas largos entre las orquideas, ya que se reporta (Arditti, 1992),

para la mayoria de las especies un lapso entre los una y 37 semanas
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después del inicio del cultivo, las semillas de Govenia capitata iniciaron
su germinacion a las 30 semanas, terminando en la semana 31. Esto
indica que el proceso de germinacion en si, dura aproximadamente 30
dias y el periodo de incubacion es de mas de 200. En este lapso de
200 dias el embridn se hinch6 de forma notoria ya que en un inicio
ocupaba este aproximadamente el 20 % del volimen de la testa,
llegando a ocupar posteriormente mas del 50 % de ésta. Aunque el
inicio de la germinacion fue simultaneo en los medios experimentales
Knudson “C”, SP1 y SP2, en general la respuesta fue muy baja

(menos del 10 % del total de las semillas).

Gaya en 1995 utilizando los medios de cultivo Knudson “C” y
Murashige y Skoog establecid que las semillas de Bletilla estriata
germinan a los siete dias, y Spiranthes spiralis a los 30 dias. Las
especies Limodorum obortivum, Ophrys bombyliflora y Serapias

parviflora germinaron hasta los seis meses (Gaya, 1995).

Rasmussen y Whigham en 1998, determinaron el tiempo de
germinacién ex vitro e in vitro de las orquideas terrestres Goodyera
pubescens y Corallorhiza odontorhiza (entre 24 y 30 semanas);
Epipactis helleborine (32 semanas), Dactylorhiza maculata (14
semanas), Microtis pasiflora (12 semanas), Spiranthes sinensis var.
Amoena (ocho semanas) y Bletilla estriata (seis semanas), esto se
debié a los requerimientos de nutrimentos que tiene la orquideay a la
especificidad de la micorriza en cada especie.

Debido a la carencia de 6rganos, las semillas de orquideas
tienen aparte de la sola presencia de humedad, otros requerimientos
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para lograr la germinacion. En este estudio, la carencia de correlacion
entre la alta viabilidad inicial de las semillas con la germinacion, vy la
formacion de protocormos, coincide con lo reportado para Epipactis
helleborin, Cypripedium reginae y Ophrys sp (Rasmussen, 1995,
Vujanovic et al. 2000., Kitsaki et al. , 2004) lo que indica que deben de
ser satisfechos requerimientos nutritivos especificos para obtener altas
tasas de germinacion, como se aprecia en los resultados de
germinacién en cada medio de Govenia capitata. A este respecto,
Kitsaki y colaboradores (2004), reportan que las semillas de Ophrys
tienen la desventaja de que aunque pueden permanecer viables por
largos periodos, ellas entran en dormancia con la maduracién, por lo
cual sefialan que es preferible usar semillas inmaduras para la

propagacion in vitro para evitar este estado.

5. Efecto de la intensidad de la luz durante la germinaciony
desarrollo de las plantulas

La germinacién de muchas orquideas es afectada por la luz ya
que esta puede actuar como agente estimulante o inhibidor,
dependiendo de su longitud de onda y de la susceptibilidad de la planta
de estudio (Withner y Krieger, 1985).

Govenia capitata produjo inicialmente protocormos aclorofilicos
(blancos), al respecto Withner y Krieger (1985) sefialan que esta
carencia de clorofila no significa automaticamente que la especie
requiera de oscuridad para su desarrollo en este estadio.
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Con relacion a la germinacién in vitro de Govenia capitata bajo
condiciones de iluminacion directa e indirecta, fue claro que la
presencia de la luz no inhibe su germinacién, asi como sucede en
Goodyera repens var. Ophioides (McKinley y Camper (1997). Al
respecto Arditti, (1984) sefala que la luz aparentemente no tiene
efectos negativos en la germinacion de las orquideas epifitas, pero
existen reportes de que en algunas especies de orquideas terrestres
puede actuar como inhibidor de la germinaciéon, como sucede en
Cyprypedium y Orchis spp. (Harvais, 1973), las cuales deben de ser
cultivadas en oscuridad total para lograr su germinacién. Asi también,
Stoutamire (1974), sefiala que la inhibicion de la germinacion de las
orquideas terrestres por la luz, es un mecanismo de proteccion. Arditti,
y colaboradores (1981) y Henrich y colaboradores (1981), reportan
que la iluminacién tiene un efecto de reducciéon de la germinacién de
las semillas de Calipso bulbosa y Epipactis gigantea, y que debido a
que la respuesta de germinacién bajo condiciones de iluminacién de
diferentes géneros de orquideas terrestres es muy variada, se dificulta
hacer generalizaciones sobre su efecto (Arditti et al, 1981). A este
respecto Rasmussen (1995) sefiala que las reacciones de las semillas
a la luz parecen ser muy complicadas y estar sujetas a la variacién
especifica, por lo que se requiere mas investigacion tanto para
entender mejor las adaptaciones naturales de la semillas, como para

mejorar los procedimientos de germinacion de especies de interés.

Si bien la luz no afect6 en si el proceso de germinacion de las
semillas de Govenia capitata, si hubo un claro efecto negativo de ésta
en la supervivencia in vitro de los protocormos, ya que fue evidente

que en presencia de luz directa se indujo un necrosamiento y muerte

78



S Padran Herna

de éstos y del tejido calloso acompafiante. A diferencia de los
protocormos cultivados bajo luz indirecta los cuales, tuvieron un
crecimiento sano y una sobrevivencia del 100%. Withner y Krieger
(1985) sefialan que la presencia de la luz es necesaria para el
desarrollo normal de los protocormos clorofilicos de algunas especies
terrestres, pero inhibe el crecimiento de protocormos en otras como en
Gymnadenia conopsea, Cypripedium irapeanum. A su vez,
Rasmussen (1995) sefiala que en especies terrestres el mantenimiento
en cultivo con bajas intensidades de luz continua o con fotoperiodos
afecta la germinacion, ya que existen reportes que intensidades
luminosas tan bajas como 100 Lux inhiben la germinacion. Estos
resultados no apoyan la hipétesis de que los requerimientos de luz u
oscuridad para la germinacion in vitro de G. capitata estan
correlacionados con el requerimiento de un habitat soleado o
sombreado como lo menciona Stoutamire (1963; 1964; 1974), quien
estudiando 11 especies de orquideas terrestres encontré que algunas
de éstas que crecen exclusivamente a sol abierto, requieren de

condiciones de oscuridad para germinar (Henrich et al. 1981).

6. Generacion in vitro de protocormos somaticos (clorofilicos) de
Govenia capitata a partir de tejido calloso.

Ademés de ser posible la germinacién in vitro de Govenia
capitata se descubri6 que esta manifiesta naturalmente un gran
potencial callogénico espontaneo y de generacién de embriones

somaticos en ausencia de hormonas (Tabla 5, Grafica 2).
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Los protocormos generados a partir de semillas, presentaban
una morfologia fusiforme y un color blanquecino (ver Fig. 3 ), al
alcanzar 5 mm de longitud evidenciaron la presencia de una gran
cantidad de protuberancias epidérmicas, hasta llegar a ser una masa
amorfa de tejido. Las protuberancias crecieron y adquirieron una forma
globular con la presencia de muchos rizoides formandose asi
embriones somaticos clorofilicos, los cuales posteriormente se
separaron de la masa callogénica y comenzaron un crecimiento
independiente hasta formar plantas completas. Las estructuras
globulares formadas (embriones somaticos) no  fueron
morfolégicamente uniformes sino que presentaban forma esférica u

ovoide.

La embriogénesis somatica como la que se obtuvo en este
estudio es un proceso por el cual se produjeron embriones a partir de
células somaticas. Este proceso lo presentan mas de 60 familias de

plantas, entre ellas la familia Orchidaceae.

Un modo reiterado de desarrollo de las orquideas cultivadas in
vitro es a través de una serie de eventos peculiares, dentro de los
cuales se encuentra la embriogénesis adventicia, la cual mediante la
division celular y diferenciacién del tejido cultivado, se desarrollan un
grupo de estructuras o cuerpos proliferativos morfolégicamente
idénticos a los protocormos, los cuales se desarrollan en pequefias
plantulas exactamente de la misma forma como se desarrollan los

embriones sexuales provenientes de las semillas.
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Esta produccién de embriones soméaticos es un ejemplo muy
claro de las potencialidades cigéticas completas de las células
diferenciadas y de la habilidad de tales células para expresar estas
potencialidades dentro de la organizacion de la planta completa. Las
condiciones que permiten que esta totipotencialidad sea expresada por
células diferenciadas son dificiles de definir con precision, y con
seguridad son muy diversas. Aparentemente, ninguna sustancia en
especifico o grupo de sustancias es universalmente requerida. Las
células tienen que ser inducidas a dividirse, a menudo por un factor
promotor de la division, el cual tiene que ser provisto con los nutrientes
adecuados para soportar sus propios mecanismos de sintesis. No es
sorprendente que haya variaciones en la facilidad con la cual la
division puede ser estimulada y en los materiales precursores
apropiados para los procesos metabdlicos necesarios de las células.
Lo que se aprecia claramente, es que el patron de desarrollo
organizado que conduce a la produccion de una planta completa no
puede ser atribuible al medio externo. Por supuesto, tiene su origen en
el complemento genético intacto de las células. El medio externo de la
célula puede disparar la expresion e este patron y habiéndolo

disparado, puede mantener este desarrollo (Steeves y Sussex, 1991).

Existen dos tipos de embriogénesis somatica in vitro: directa e
indirecta. La forma indirecta implica la necesidad de una induccion
para que las células somaticas sigan la via embriogénica, tras pasar
por una fase proliferativa (callogénica) y cambiar su competencia a la

expresion de embriogénesis (Lépez y Peran, 1997).
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Este tipo de regeneracion mediante la formacion de
protocormos a partir de tejido calloso ha sido descrito en la alianza
Odontoglossum (Morel, 1971; 1974) en algunas orquideas como
Aranda (Goh, 1973), Rhynchostylis (Vajrabhaya y Vajrabhaya, 1970),
en Ophrys (Champagnat y Morel, 1972; Morel, 1974 y en
Paphiopedilum (Morel 1974; Stewart and Button 1975; 1976).

Se han hecho estudios anatémicos en donde se ha
demostrado que el origen de los protocormos (embriones) adventicios
es muy variable. En Cymbidium estos se originan a partir de la
epidermis, a partir de células meristematicas (Champagnat et al 1966;
Rutkowski 1971), en yemas de Cattleya, a partir de la hipodermis de

tejidos de inflorescencia joven (Champagnat and Morel, 1969).

La embriogénesis somética in vitro fue reportada por primera
vez para orquideas en 1948 por Curtis y Nichol, en especies del
género Vanda. Mas tarde Stewart y Button (1976) reportaron la
generacion de tejido calloso embrionario a partir de semillas durante la
germinacion de Paphiopedilum spicerianum y de hibridos de

Epidendrum (L6pez y Peran, 1997).

Por su respuesta Govenia capitata presentd una embriogénesis
somatica de tipo indirecto. Esta respuesta fue masiva (cientos de
embriones) y espontanea, por lo que manifesté una enorme capacidad
de multiplicacién aplicable para la generacién masiva de plantas

utilizables en la recuperacion ecoldgica, conservacion de
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germoplasma de esta especie y para su propagacién comercial.

Es comin que durante el proceso de embriogénesis somatica
se presenten anormalidades morfolégicas, fisiologicas y genéticas,
falta de maduracion y dormancia de los embriones, entre otros (Lopez,
y Peran (1997). Thorpe en 1995 a este respecto sefiala que los
embriones somaticos subcultivados para su maduracion y posterior
desarrollo, generalmente presentan una pobre germinacibn o un
aberrante crecimiento. En este estudio no se requirieron tratamientos
posteriores de postmaduracion de los embriones y las plantulas no

presentaron ningln tipo de anomalia.

Ya desde 1967, Taylor sefiald la gran potencialidad de
reproduccién vegetativa mediante la embriogénesis adventicia de la
orquidea Malaxis paludosa, en la cual se forman embriones similares a
los producidos en el ovario y que posteriormente dan origen a nuevas

plantas.

Con respecto a G. capitata, en este estudio de un total de 70
frascos de cultivo se generaron 1080 embriones somaticos a los 450
dias de iniciado el cultivo, tiempo en que se termind la evaluacion, aun
cuando se siguieron produciendo grandes cantidades de embriones
(Grafica 2). Si bien la embriogénesis somatica inici6 alrededor de los
300 dias de cultivo, hubo un disparo en la respuesta entre los dias 330
y 360 en donde casi se cuadruplicé el nimero de embriones (de 36 a
125), manteniéndose esta tasa entre los dias 360 y 390 (de 125 a 518),

reduciéndose posteriormente este incremento. Este comportamiento
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quizd fue debido a la fase de inicio, madurez y senectud del tejido
callogénico (George y Sherrigton, 1984). Es importante sefalar que los
embriones somaticos de G. capitata no presentaron un potencial ni
callogénico ni embriogénico, sino que éstos siguieron la ruta de
formacion de plantas completas, por lo que el potencial embriogénico
aparentemente sdélo estuvo presente en los embriones sexuales, y los
embriones somaticos no presentan una capacidad embriogénica
secundaria, resultados que contrastan con lo reportado por Yi- Chang y
Janick (1986), quienes sefialan la induccion de embriogénesis
somatica a partir de callo derivado de embriones somaticos inmaduros
en Simmondsia chinensis. Thorpe (1995), menciona que hay
evidencia de que los embriones sométicos son metabolicamente
diferentes a los embriones sexuales y que son incapaces de convertir
eficientemente a los carbohidratos presentes en el medio, en reservas

lipidicas y proteicas.

En la familia Orchidaceae se han hecho estudios de cultivo in
vitro para la micropropagacion, a partir de partes florales (Arditii y
Ernst, 1993), brotes apicales (Khaw et al.,, 1978), apices de raiz
(Kerbauy, 1984), yemas apicales yemas florales (Lim-Ho y Lee, 1987)
y meristemos apicales (Sagawa y Kunisaki, 1982), obteniéndose muy
pocas plantas a partir de estos tipos de in6culos. También se ha
estudiado la micropropagacion mediante la embriogénesis somatica
proveniente de la proliferacion de tejido calloso.

Kato en 1989 report6 la induccidon de embriogénesis soméatica

a partir de embriones sexuales de Camelia spp. Ishii y colaboradores
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(1998) reportan la induccion de callo y generacibn de embriones
sométicos en Phalaenopsis. Chen y Chang, 2000) posteriormente
reportan la embriogénesis somética indirecta a partir de cultivo de callo
de Oncidium en la oscuridad, en donde el callo originado fue de color
amarillo claro, de consistencia compacta, organizado y de superficie
lisa, el cual fue embriogénico y mantuvo su potencial por mas de un
afio en subcultivo. Al igual de lo que sucedié en Govenia capitata en
donde la formacién de embriones fue espontanea cuando se expuso el
callo a la luz, pero con la diferencia de que el callo de Govenia nunca
fue clorofilico como sucedié en Oncidium. (Orchidaceae), Chen y
Chang (2000) reportan la embriogénesis somatica indirecta y
regeneracion de plantulas a partir de inéculos de raiz en el género
Oncidium mediante la aplicacién de hormonas (auxinas).

7. Desarrollo de la plantula.

El tiempo que requieren las plantas de orquideas terrestres
para desarrollarse desde protocormo hasta el estado maduro varia
ampliamente. Curtis (1943) observd que especies de Cypripedium
alcanzan el estado reproductivo a los ocho 0 mas afios después de la
germinacién. Otras especies terrestres tienen los periodos de
maduraciéon mas cortos reportados para las orquideas como Zeuxine
strautematica y Habenaria repens las cuales se desarrollan muy
rapido. Becker (1964) reporté que plantas de la especie Eulophidium
maculatum produjeron semillas seis meses después de la germinacion

y que Zeuxine strautematica florecié en el primer afio de crecimiento.
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Observaciones hechas en este estudio de Govenia capitata
indican que después de 27 meses de la germinacion las plantas adn

permanecen en estado vegetativo y juvenil.

8. Desarrollo ontogénico

Las semillas de todas las especies de orquideas cuentan con
un embrién simple que carece de endospermo (Arditti, 1984). Una vez
que comienza la germinacién, se desarrolla el protocormo que se
considera un estadio entre el embrion indiferenciado y la plantula
(Burgeff, 1959.; Warcup, 1975.; Arditti et al. 1990). EIl paso desde
semilla hasta la formacion de una planta de orquidea completa es a
través de multiples estadios los cuales, tanto su ndmero como
morfologia son caracteristicos de cada especie, siendo en algunas el
proceso de germinacién y desarrollo postgerminativo de sélo cinco

estadios (Laelia anceps) y en otras muchos mas.

Este estudio del desarrollo ontogénico de Govenia capitata durd
690 dias y comprendi6 desde el estadio de semilla hasta la
conformacion de una planta completa, abarcando 14 estadios
diferentes de desarrollo (Tabla 6 y Diagrama 4). Las semillas
cultivadas in vitro no presentaron ningan cambio visible hasta los 60
dias en los cuales el embrién presentdé un incremento de tamafio y
volumen y un cambio de color café claro a blanco o ligeramente beige
(estadio 2). El incremento de tamafio del embridn fue notorio ya que

abarcé la mayor parte de la semilla la cual, no presentaba ninguna

86



S Padran Herna

zona de dehiscencia. Este estadio duré 90 dias, al término de los
cuales se presentd el cambio de fase al estadio 3 (dehiscencia de la
testa) en el cual el volumen del embrion fue tal, que rompié la testa y
se separ0 de ella. Este estadio duré menos de 30 dias ya que al
observarlo por primera vez (a los 150 dias de cultivo), se encontraron
al mismo tiempo embriones en estadio 4 (protocormo clorético
fusiforme). Esta etapa de desarrollo durd 90 dias en la cual el embridon
creci6 y dio origen a un protocormo con rizoides en la parte media. A
los 270 dias de cultivo muchos protocormos aclorofilicos adquirieron
una tonalidad verde (clorofilica), durando en esta etapa (estadio 5)
menos de 30 dias ya que se encontraron al mismo tiempo,
pseudobulbos callogénicos (estadio 6), tejido calloso embriogénico
(estadio 7) y pseudobulbos clorofilicos (estadio 8). Lo anterior nos
indica que la induccién espontanea de callo, la adquisicion de la
capacidad embriogénica y la generaciéon de pseudobulbos a partir de
este callo es un proceso muy rapido, simultaneo y de muy corta
duracién (menos de 30 dias). El estadio 6 tiene una permanencia de
30 dias, dando origen al estadio 7 el cual permanece durante 150 dias
(hasta el dia 420 de iniciado el cultivo) sin cambio a una fase superior.
Es importante sefialar que después de los 420 dias de cultivo este
callo comenzé a morir. Los pseudobulbos clorofilicos (estadio 8) se
mantuvieron en esta etapa alrededor de 30 dias dando origen al
mismo tiempo a dos rutas morfogénicas, una hacia pseudobulbos con
cubiertas foliares (estadio 9a) y la otra hacia pseudobulbos clorofilicos

sin rizoides (estadio 9b).
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La ruta que transita por el estadio de pseudobulbo con
cubiertas foliares (estadio 9a) dio origen directamente a un
pseudobulbo con raices verdaderas (estadio 10). La ruta morfogénica
mediante el paso por los estadios 9b (pseudobulbo clorofilico sin
rizoides) y 9b’ (pseudobulbo con hojas), fue el estadio de mayor
duracién en el desarrollo ontogénico del proceso de germinacion de
Govenia capitata ya que su permanencia fue de 210 dias. Los
pseudobulbos con hojas (estadio 9b’) posteriormente generan raices
verdaderas (estadio 10), continuando con un desarrollo foliar (estadio
11) durante 210 dias, para dar origen finalmente a la formacion de
plantas completas (estadio 12) después de 690 dias de cultivo y

desarrollo in vitro.

Como se puede apreciar en el desarrollo del proceso de
germinacion y postgerminativo de Govenia capitata los cambios
durante el desarrollo de un estadio determinado al siguiente no son
simultaneos en todas las semillas aunque provengan del mismo fruto
ya que en un mismo momento de tiempo encontramos dos o mas
estadios de desarrollo diferentes. Stemberg y Kane (1998) reportan la

misma asincronia en el desarrollo en Encyclia boothiana.

Stemberg y Kane (1998) trabajando con semillas cultivadas in
vitro de Encyclia boothiana var. Erythronioides en el medio de cultivo
Knudson “C”, reportaron que la geminaciéon tuvo una duracién de ocho
semanas y a la semana 12 formaron protocormos clorofilicos, seguidos

de la formacion de una o dos hojas y la presencia de rizoides, aunque
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algunas plantulas formaron raices. Dividiendo este periodo en seis
estadios.

Kitsaki y colaboradores en 2004, reportan que las semillas de
Ophrys cultivadas in vitro formaron protocormos, seguido de la
formacién de mini tubérculos, finalizando con la formacion de plantulas.
Estos autores encontraron que la callogénesis y la formacion de
protocormos adventicios son eventos del desarrollo determinados por

el genotipo.

La germinacion asimbidtica in vitro de Govenia capitata
lograda en este estudio, permitié el conocer su desarrollo ontogénico
desde la imbibicién del embrién, los estadios postgerminativos y hasta
la formacién de una planta completa. La propagacion in vitro de esta
especie permitié establecer la ruta morfogénica de las plantulas y su

potencial embriogénico.
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Viil. CONCLUSIONES

El periodo de vida util de las semillas en almacén es muy

corto (no méas de 35 dias) y presenta una caida de viabilidad

un periodo muy breve (semanas).

El mantenimiento de la viabilidad in vitro de los embriones
cultivados dependié de la composiciéon quimica del medio de

cultivo.

La transferencia in vitro de las plantulas en desarrollo de
Govenia capitata a un medio de composicion pobre en sales

minerales incrementa la supervivencia.

La correlacion entre los componentes del extracto de papa
adicionado al medio con el embrion, result6 alta, ya que este
complejo natural permite el desarrollo in vitro de plantulas de

Govenia capitata.

El proceso de germinacion in vitro de Govenia capitata es de
los méas largos entre las especies de la familia Orchidaceae
(690 dias).
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La apariencia aclorofilica de los protocormos de Govenia
capitata no significa que la especie requiera de oscuridad para
su desarrollo, sino mas bien, fue una respuesta a la

germinacion a su ambiente natural terrestre.

La presencia o ausencia de la luz no inhibe ni favorece la
germinacién de Govenia capitata, lo que nos da indicios de
que el proceso de germinacién no esta correlacionado con el
requerimiento de un habitat soleado o sombreado, sin
embargo, si es afectado negativamente el desarrollo posterior

de las plantulas en presencia de luz intensa.

Govenia capitata presenta de manera natural un gran
potencial morfogénico, el cual se manifiesta por medio de la
desdiferenciacion celular espontanea de los protocormos y por
la generacién de embriones somaticos a partir de tejido calloso

en ausencia de fitohormonas.

Por su respuesta Govenia capitata presentdé una
embriogénesis somatica de tipo indirecta, masiva y

espontanea.
Los embriones somaticos generados in vitro no presentan

potencial callogénico ni embriogénico, sino que siguen la ruta

hacia la formacién de plantas completas. Por lo que el
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potencial embriogénico de Govenia capitata s6lo esta presente en los

embriones sexuales.

e Las plantulas de Govenia capitata permanecen en estado
vegetativo y juvenil aln después de 27 meses de la
germinacion, lo que nos indica la presencia de un periodo de

inmadurez prolongado.

e El desarrollo ontogénico de Govenia capitata desde semilla
hasta planta autdtrofa, comprendié 14 estadios diferentes de

desarrollo.
e La micropropagacion de Govenia capitata lograda en este

estudio permitio establecer las rutas morfogénicas y la

totipotencialidad de los embriones sexuales.
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X. Anexo |

Medio Murashige y Skoog

Se utilizaron sales basales (SIGMA M 5524) las cuales se
disolvieron en 500 ml de agua destilada, mientras se disolvian, fueron
agregandose las vitaminas y el carbohidrato, una vez disueltos se
ajusté el pH a 5.7 utilizando un potenciémetro manual adicionando
NaOH 0.1 N o con HCL 1.0 N segun fue necesario, y aforando a un
litro con agua destilada y posteriormente se agrego el agar. Todo en
constante agitacion y calentamiento. Una vez disuelto el agar fue
vertiéndose el medio en frascos tipo "gerber" con tapa de plastico. Se
taparon y esterilizaron en autoclave a una presioén de 1.5 Kg/cm? a una

temperatura de 115° C, durante 15 minutos.

Medio de cultivo Dixon

Se prepard el endospermo liquido de coco de la siguiente
manera: Se extrajo el endospermo liquido de un coco maduro y se
puso a hervir a hasta coagular las proteinas (30 minutos
aproximadamente), se filtr6 y se tomaron 50 ml para preparar un litro
de medio, el resto fue congelado para su posterior uso. (George y
Sherrington, 1984)

Para la preparacion del medio de cultivo se elaboraron
soluciones madre de todas las sales y vitaminas que contiene el
medio, se tomaron las cantidades necesarias de cada una Yy vertieron
en un recipiente con medio litro de agua destilada en constante

agitacion y calentamiento, una vez disueltos, se agrego el
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endospermo liquido de coco previamente hervido ( ver anexo Il.), fue
agregandose el carbohidrato hasta disolverse y una vez disuelto se
ajusté el pH a 5.6 utilizando un potenciémetro manual adicionando
NaOH 0.1 Ny con HCL 1.0 N, se llevé a un litro con agua destilada y
se agrego el agar. Una vez disuelto se vertio en frascos tipo “gerber”
con tapa de plastico, se taparon y se esterilizaron en autoclave a una
presion de 1.5 Kg/cm? a una temperatura de 115° C, durante 15

minutos.

Medio de cultivo Knudson “C”

Sales basales (SIGMA K4003 “Modified Orchid Médium”)
fueron disueltas en 500 ml de agua destilada y se agreg6 el
carbohidrato, se mantuvo en constante agitacion y calentamiento.
Después se ajusté el pH a 5.3 utilizando un potenciémetro manual
adicionando NaOH 0.1 N y con HCL 1.0 N, se agreg6 agua destilada
hasta llevar a un litro, después se agreg6 el agar y una vez disuelto se
verti6 en frascos tipo “gerber” con tapa de plastico, se taparon y
esterilizaron en autoclave a una presién de 1.5 Kg/cm® a una

temperatura de 115 °C durante 15 minutos.

Medio de cultivo Knudson “C” con extracto de papa.

Para el medio de cultivo con extracto de papa, se tomaron sales
basales (SIGMA K4003 “Modified Orchid Médium”) que fueron
disueltas en 1000 ml de extracto de papa y agreg6 el carbohidrato, se
mantuvo en constante agitacion y calentamiento. Se ajusto el pH a 5.3
utilizando un potencidmetro manual adicionando NaOH 0.1 N y con

HCL 1.0 N, se agreg6 el agar y una vez disuelto se vertio en
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frascos tipo “gerber” con tapa de plastico, se taparon y esterilizaron en
autoclave a una presién de 1.5 Kg/cm® a una temperatura de 115 °C

durante 15 minutos.

Medio de cultivo SP 1

Se tomaron el 50 % de las sales basales de Murashige y Skoog
(SIGMA M 5524) recomendadas para un litro y se disolvieron en 500
ml de agua, una vez disueltas fueron adicionandole las vitaminas y la
cantidad necesaria del carbohidrato, ya disueltos se ajusto6 el pH a 5.7
utilizando un potenciémetro manual adicionando NaOH 0. 1 N y con
HCL 1.0 N, se llevé a un litro con agua destilada y posteriormente se
agrego el agar, en constante agitacion y calentamiento. Una vez
disuelto el agar se procedio verter en frascos tipo “gerber” con tapa de
plastico, fueron tapados y esterilizados en autoclave a una presién de

1.5 Kg/cm? a una temperatura de 115° C, durante 15 minutos.

Medio de cultivo SP 2

Se tomé el 25% de las sales basales de Murashige y Skoog
(SIGMA M 5524) recomendada para un litro y se disolvieron en 500 ml
de agua, una vez disueltas se adicionaron las vitaminas, y la cantidad
necesaria del carbohidrato, ya disuelto se ajustd el pH a 5.7 utilizando
un potencidmetro manual adicionando NaOH 0.1 N o con HCL 1.0 N,
segun fue necesario, se llevd a un litro con agua destilada y
posteriormente se agrego el agar, en constante agitacién y
calentamiento. Una vez disuelto el agar se procedid verter en frascos
tipo “gerber” con tapa de plastico. Se taparon y esterilizaron en
autoclave a una presién de 1.5 Kg/cm? a una temperatura de 115 °C,

durante 15 minutos.
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Composicién de medios de cultivo Murashige y Skoog (MS), SP1,
SP2, Knudson “C” (KC), Dixon.

Macronutrimentos MS SP1 SP2 KC DIXON
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

Cloruro de calcio

CaCl, .2H,0 440 220 110 - -

Cloruro de potasio

KCI - - - - 250
EDTA sadico
Na, EDTA 37.3 18.65 9.325 - 37.3

Fosfato acido de potasio
KH,PO, 170 85 42,5 250 -

Nitrato de amonio
NH4NO;3 1650 825 412.5 - -

Nitrato de calcio
Ca(NOs3),.4H,0 - - - 1000 1000

Nitrato de potasio
KNO; 1900 950 475 - -

Sulfato de amonio
(NH,),SO, - - - 500 250

Sulfato ferroso
FeSQO,. 7H,0 27.8 13.9 6.95 25 22.8

Sulfato de magnesio
MgSO,. 7H,0 370 185 925 250 250

106



S Padran Herna

Micronutrimentos

MS SP1 SP2 KC DIXON
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Acido borico
H3BO, 6.2 3.1 1.55 - 6.2
Cloruro de cobalto
CoCl. 6H,0 0.025 0.0125 0.00625 - 0.025
Molibdato de sodio
Na,Mo0,.2H,0 0.25 0.125 0.0625 - 0.25
Sulfato de cobre
CuSO0,. 5H,0 0.025 0.0125 0.00625 - 0.025
Sulfato de manganeso
MnSQ,.4H,0 22.3 11.15 5.575 7.5 22.3
Sulfato de zinc
ZnS0,. 7H,0 8.6 4.3 2.15 - 9.0
Yoduro de potasio
Kl 0.83 0.41 0.205 - 0.83
Constituyentes organicos
Acido ascorbico - - - - 10.0
Acido citrico - - - - 90.0
Biotina - - - - 0.01
Mio inositol 100 500 250 - 100
Niacina 0.5 0.25 0.125 - 0.5
Pantotenato de calcio - - - - 0.4
Piridoxina HCL 0.5 0.25 0.125 - 0.1
Tiamina HCI 0.1 0.05 0.025 - 0.4
Sacarosa 20000 20000 20 000 20 000 20 000
Complejos naturales
Endospermo
liqguido de coco - - - - 50 ml
Otros
Agua destilada (ml) 1000 1000 1000 1000 1000
Agar (Bioxon) 11000 11000 11000 11000 11000
pH 5.7 5.7 5.7 53 5.6

(Murashige y Skoog, 1962; Arditti, 1972; Arditti, 1977; Brundrett et al, 2001)
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Anexo Il.

Sustancias identificadas en la papa

Principios inmediatos
Agua, Proteinas, Hidratos de carbono, Grasas.

Sales minerales
Potasio, Sodio, Calcio, Magnesio, Hierro, Fosforo, Azufre, Cloro.

Vitaminas
Vitamina B1, Vitamina B2, Vitamina B6, Vitamina C, Vitamina E.

Nota: durante la coccién de las papas se destruyen en su totalidad las
vitaminas, las sales minerales se disuelven al 50% vy las albdminas se
coagulan y se desintegran en un 50%.

(Sin autor. Diccionario de los alimentos, 1984)

Sustancias identificadas en el endospermo liquido de coco

Aminoacidos

Aspartico, Glutamico,  Serina, y-amino butirico,
Asparagina, Glicina, B-alanina, Trena,

Histidina, Glutamina, Arginina, Lisina,

Valina, Tirosina, Prolina, Homoserina,

Fenilalanina, Hidroxiprolina.

Compuestos nitrogenados
Amonio

Etanolamina
Dihidroxifenilalanina

Acidos organicos
Malico, carboxilico de pirrolidona, Succinico, Citrico, Shiguimico,
Quinico.

108



S Padran Herna

Azucares
Sacarosa, Glucosa, Fructosa, Manitol

Alcoholes de azucar
Sorbitol, m-inositol, sciloinisitol.

Vitaminas )
Acido nicotinico, Acido pantoténico, Biotina, Riboflavina, Riboflavina,
Acido félico, Tiamina, Piridoxina, Acido ascorbico.

Sustancias de crecimiento

Auxina, Giberelina, 1, 3-difenil urea, Zeatina, Glucésido de zeatina,
Zeatina ribosida, citocininas desconocidas.

(George y Sherrington, 1984)
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