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Introduccioén

RESUMEN

Laelia anceps Lindl. subsp. anceps es una orquidea nativa de México que se emplea
tradicionalmente como planta de ornato, lo cual ocasiona una presion de colecta muy
grande sobre sus poblaciones y, unido a la destruccion de su hébitat, estan conduciendo a

que la especie sea catalogada bajo riesgo de extincién en el mediano plazo.

Una alternativa para reducir la recolecta en campo es producir plantas mediante la
propagacion in vitro a partir de semillas, con la utilizacién de medios de cultivo de bajo

costo, de facil adquisicion y elaboracion.

En el presente estudio se sembraron semillas de Laelia anceps subsp. anceps
provenientes de capsulas maduras, sobre dos medios de cultivo habituales para la
germinacién in vitro de orquideas, el Murashige & Skoog (MS) y el Knudson C (KC), al
100% y 50% de la concentracion de sus sales, resultando méas adecuado para la
germinacion y desarrollo inicial el medio MS al 100%.

Las plantulas obtenidas durante la germinacion fueron transferidas a tres diferentes
medios de cultivo, cuyos componentes minerales provenian de la adicion de fertilizantes
comerciales (Peters® 24-8-16, Folifértil® 20-30-10, y Floren® 10-15-5), cada uno se
probd en tres concentraciones, 100%, 50% y 25 % de sus sales, la concentracion al 100%
de los medios con Peters y Folifértil fue 5 g L™, y para Floren de 10 mL L™, se utiliz6
como testigo el medio MS al 100%. Otros tres lotes experimentales de plantulas fueron
subcultivadas en el medio nutritivo MS suplementado con tres diferentes fuentes de
carbohidratos de uso casero (Azucar refinada, azOcar no refinada, y piloncillo) en

sustitucion de la sacarosa grado analitico, la cual se utiliz6 como testigo.

El desarrollo de las plantulas fue significativamente mayor en los medios de cultivo
con los ferltilizantes Peters y Floren al 25 %, estas presentaron un mayor vigor, rapido
crecimiento y mejor apariencia. En los medios con azucar refinada y azlcar no refinada,
las plantulas se desarrollaron de forma similar a las del medio con sacarosa grado analitico.
Estos resultados permitieron la propagacion de Laelia anceps subsp. anceps en medios de

cultivo de preparacion muy sencilla y de muy bajo costo.
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Finalmente se llevod a cabo la aclimatizacion ex vitro de las plantulas con dos tallas
diferentes (4.5 y 8.5 cm), dentro de botellas de plastico PET transparentes y de cajas de
unicel, la mitad de las plantas se colocO sobre una mezcla esterilizada de los sustratos
agrolita y musgo Sphagnum (1:1), y la otra mitad sobre una mezcla no esterilizada. Las
plantas de ambas tallas se aclimatizaron exitosamente en los dos tipos de contenedor,
sobre la mezcla de sustratos esterilizada y sobre la no esterilizada.
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INTRODUCCION

Meéxico estd considerado como el cuarto pais con la mayor biodiversidad a nivel
mundial en término de riqueza de especies, diversidad genética, tipos de vegetacion y de
germoplasma de plantas cultivadas (Soberdn y Llorente, 1993). Su gran diversidad se
atribuye a la combinacion de diversos factores, entre ellos, su historia y variabilidad
geoldgica, su posicion geografica, diversidad de altitudes, climas y orografia
(Ramamoorthy et al., 1993). Se estima que contiene en su territorio mas del 12% de la
biota del planeta (Toledo, 1994).

En cuanto a la cantidad de especies de orquideas en el planeta se estima que existen
entre 20,000 y 30,000 (Hagsater et al., 2005), siendo probablemente la familia de plantas
con flor mas numerosa del planeta (Dressler, 1993). México tiene cerca de 1300 a 1400
especies (Hagsater y Soto, 1998), lo cual representa aproximadamente el 6% del total
mundial (Espejo et al., 2002) y de estas el 35% son endémicas (Soto, 1998).

Desafortunadamente esta riqueza de especies de orquideas esta en peligro en nuestro
pais debido a la destruccién y transformacion de sus habitat, el trafico ilegal de especies, la
depredacién de ejemplares y el crecimiento urbano desordenado, factores que han

conducido a que sean plantas muy vulnerables a la extincion (Sarmiento y Romero, 2000).

Uno de los métodos mas adecuados para conservar las orquideas es la
micropropagacion a traves del cultivo de semillas y pléntulas, utilizando la técnica de
germinacion in vitro sobre un medio de cultivo estéril suplementado con sales basales
(minerales) y con una fuente de carbohidratos (sacarosa), para producir de cientos a miles

de plantas y su posterior comercializacion (Hicks, 2000; Hicks, 2005).

Sin embargo, las sales basales y el carbohidrato (sacarosa grado analitico) utilizados
en la elaboracion del medio de cultivo in vitro se obtienen a un costo elevado y se dificulta
su adquisicion en México, debido a que son productos de importacion y los proveedores de
estos insumos se localizan principalmente en lugares muy centralizados del pais, por lo que

seria conveniente sustituir estos productos por fertilizantes comerciales y por fuentes de
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carbohidratos de uso casero como el azucar refinada, que contiene mas del 99% de

sacarosa (Li Loo, 2002), y constituyen una alternativa econémica y de facil adquisicion.

Al sustituir los componentes analiticos del medio de cultivo por productos
comerciales, se podra llevar a cabo la micropropagacion de las orquideas en los sitios
donde habitan, incluso en comunidades rurales del pais, al implementar el uso técnicas de
cultivo casero in vitro, como las mencionadas por Barba y colaboradores (2001) y Hicks

(2000), donde se sustituye equipo de laboratorio por equipo casero.

Debe fomentarse la micropropagacién, el cultivo y la comercializacion de especies de
orquideas nativas, en peligro de extincion o bien, que representen una fuente de recursos
econdmicos importantes, principalmente para las comunidades rurales, quienes las extraen
de su habitat para su comercializacion (Hagsater et al., 2005). Tal es el caso de Laelia
anceps subsp. anceps, una orquidea nativa de México (Halbinger y Soto, 1997) a la que se
le ha dado un uso ornamental desde épocas prehispanicas y actualmente esta expuesta a
una sobreexplotacion debido a sus flores llamativas. Es probable que dentro de algunos
afios esta situacion la coloque en alguna categoria de riesgo de extincion (Halbinger y
Soto, 1997; Hartman, 1992).
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MARCO TEORICO

PANORAMA HISTORICO DEL USO DE LAS ORQUIDEAS EN MEXICO

En México desde las épocas prehispanica y colonial hasta la actual se reportan
orquideas con uso medicinal, artesanal, comestible, narcético, saborizante, toxico,
adhesivo, con fines ceremoniales, magico-religiosos, talismanes y afrodisiacos. Durante la
época precortesiana eran utilizadas para elaborar la vestimenta de los emperadores aztecas,
como las capas y mantos reales, penachos, adornos para brazos y piernas, también se

confeccionaban abanicos y escudos ceremoniales (Téllez, 2003).

Bernal Diaz del Castillo, informé en sus cartas enviadas desde la gran Tenochtitlan
conquistada, sobre estas bellas y raras flores que le fueron ofrecidas; cultivadas en los
jardines de los reyes mexicanos en Xochimilco (Hartman, 1992).

La vainilla (Vanilla planifolia) era usada por altos funcionarios del Imperio Azteca
afadida a la bebida popular llamada Chocolatl y al igual que las semillas del cacao
(Theobroma cacao) se us6 como moneda de cambio en el comercio, y fue muy importante
para los aztecas y para los pueblos de las costas del Golfo de México (Hartman, 1992),
actualmente es el aromatizante mas importante de la industria alimentaria (Hagsater et al.,
2005).

En el siglo XVIII hubo grandes expediciones europeas a América y fue el principio
de la era de las orquideas como ornato casero. En 1730 llegaron los primeros grandes
envios de orquideas silvestres al mercado europeo (Hartman, 1992); desde entonces, la
constante sobreexplotacién y la reduccion de su habitat han disminuido sus poblaciones.

La colecta de flores y plantas en la naturaleza debe ser detenida para mantener las
poblaciones saludables y preservar estas plantas para el futuro (Halbinger y Soto, 1997).
La Union Mundial para la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) ubica 260 especies
de orquideas mexicanas en la lista de especies en riesgo de extincion (Soto y Hagsater,

1990); de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana, 181 especies estan catalogadas en algun
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status de conservacion, 15 estan en peligro de extincién, 58 amenazadas, 107 sujetas a

proteccion especial y una se encuentra extinta en la naturaleza (NOM-059-ECOL-2001).

En particular las plantas del género Laelia eran exportadas en grandes cantidades
hasta hace pocos afios. Algunas estan en vias de extincion por estas razones (Halbinger y
Soto, 1997); Laelia anceps subsp. dawsonii esta considerada en peligro de extincion por la
NOM-059-ECOL-2001 y solo se conocen 12 individuos en estado silvestre; esta

subespecie fue vendida a otros paises en grandes cantidades con fines ornamentales.

Las laelias son las orquideas mexicanas mas tipicas, se han cultivado por siglos en el
pais, especialmente por varios grupos indigenas, desde Chihuahua hasta Chiapas. Las
plantas han adornado patios y las flores han sido ofrecidas durante siglos en celebraciones
religiosas, bautizos, bodas y también para los difuntos (Hagsater et al., 2005; Halbinger y
Soto, 1997). En los mercados de la ciudad de México, Guadalajara, Morelia, Chilapa o
Xalapa y muchos otros pueblos, las flores de plantas cultivadas y silvestres son vendidas a
precios increiblemente bajos (Figura 1), tradicionalmente con los dltimos 2 6 3

pseudobulbos para prolongar su duracién (Halbinger y Soto, 1997).

Fig. 1. Vendedor de Corpus (Laelia speciosa). Tomado de Hégsater et al., 2005
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FAMILIA ORCHIDACEAE
CARACTERISTICAS GENERALES
Ecoldgicas
Orchidaceae es una de las familias de plantas mas grande y diversa (Dressler, 1990),
con 900 géneros reconocidos, se trata de plantas herbaceas y perennes consideradas las
mas especializadas dentro de los vegetales (Barba et al., 2002), entre otras cosas por que
poseen adaptaciones para atraer, engafiar y manipular a los insectos para lograr la

polinizacién cruzada (Dressler, 1990).

Es una familia cosmopolita, que abarca desde Suecia y Alaska (EU) en el norte hasta
Tierra de Fuego (Argentina) y la isla Mcquarie (Australia) en el sur (Figura 2), con la
mayor abundancia de especies en lugares con una precipitacion anual mayor a los 2.5 m
(Dressler, 1990), habitan ecosistemas muy variados, como rios, pantanos, selvas, bosques y
desiertos, desde el nivel del mar hasta los 4,000 m (Barba et al., 2002).

Las orquideas mexicanas se localizan entre latitudes de 15° y 32° norte, en un pais
basicamente tropical con climas que van de himedo tropicales a templados y alpinos
debido a su variada topografia montafiosa (Halbinger y Soto, 1997).

México se localiza en la interseccion de dos dominios biogeograficos: el Neartico y
el Neotropical, encontrando asi especies de origen boreal cominmente en las porciones

montafiosas y en las zonas bajas 0 medias, especies de afinidad tropical (Toledo, 1988).

Fig. 2. Limites de distribucion norte y sur aproximados de las orquideas terrestres
(lineas continuas) y de las epifitas (I. punteadas) (Tomado de Dressler, 1990).
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Morfologicas

Con un numero tan elevado de géneros y especies es normal que exista una gran
variacion en las formas y tamafios de estas plantas, las plantas adultas pueden alcanzar
tallas menores a 1 cm, como en el caso de Platystele jungermanniodes, 0 mas de 30 metros
de largo, como las plantas del género Vanilla creciendo como trepadoras sobre los arboles
(Dressler, 1990).

Flores

Las flores son sin duda la parte mas atractiva de las orquideas, suelen estar agregadas
en racimos o paniculas, aunque en ocasiones se producen de forma individual; las
inflorescencias pueden originarse casi a cualquier altura del tallo o pseudobulbo, lo mas

comun es que aparezcan ya sea en la base o en el pice (Hagsater et al., 2005).

El color de las flores que predomina es el amarillo, pero la mayoria de los colores
estan representados en casi todos sus tonos, desde el blanco niveo hasta el pardo oscuro
casi negro (Barba et al., 2002), pueden ser blancas, rosadas, lilas, rojas, amarillas, verdes y
raramente azules (Ramirez, 1996), son de naturaleza zigomorfica (simétricas en un solo
plano) (Hew y Yong, 2004) y su tamafio puede variar de 1 mm a 25.5 cm de diametro
(Barba et al., 2002). La flor consiste de tres pétalos y tres sépalos, pudiendo estar
modificados en gran medida uno o todos, cominmente uno de los pétalos difiere en
apariencia de los otros dos y es denominado labio o labelo (Fig. 3), que es el pétalo
opuesto a la estructura reproductiva Illamada columna o gimnostemo (Williams, 1982).

En la mayoria de las orquideas el estambre y el pistilo se encuentran totalmente
unidos en la columna. Parte del estigma, el rostelo, esta involucrado usualmente en
transferir el polen de una flor a otra, el cual se encuentra empaquetado en grandes masas
Ilamadas polinios. Las flores cominmente giran durante su desarrollo (resupinacion), de

manera gue el labelo queda finalmente en la posicién inferior de la flor (Dressler, 1990).
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Tallos
La estructura basica del tallo de las orquideas es comparable a una cafia o carrizo y

estd formado por segmentos o entrenudos delimitados por nudos o anillos cicatrizales

donde originalmente se insertaban hojas, vainas o escamas foliares (Hagsater et al., 2005)

Los tallos pueden presentarse de forma horizontal sobre o en el sustrato, a este tipo
de tallo se le conoce como rizoma y es una estructura compuesta de las secciones basales
de brotes sucesivos, tipicamente gruesos y duros; en algunas yemas axilares bien
desarrolladas es donde se origina el nuevo brote. El rizoma, puede continuarse hacia la
parte aérea de la planta, algunos autores Ilaman a esta seccion tallo secundario, y se puede
diferenciar en dos estructuras basicas de almacenamiento de agua y nutrimentos, entre las
cuales no hay una clara diferencia, la primera es un tallo subterraneo denominado cormo y
la segunda es el pseudobulbo (Figura 3), que se trata de un tallo aéreo engrosado presente
comunmente en las plantas epifitas (Dressler, 1990), que puede ser clasificado en
homoblastico (muchos internodos) y heteroblastico (un solo internodo) (Hew y Yong,
2004).

Hojas
La mayoria de las hojas de las orquideas son tipicas de las monocotiledoneas, con

muchas venas paralelas; las conexiones entre estas venas longitudinales son inconspicuas
(Dressler, 1990), debido a la gran cantidad de especies las hojas presentan una amplia
variedad de formas, tamafios y grosores. De acuerdo al grosor pueden clasificarse en
delgadas y cuando los pseudobulbos estan ausentes, pueden ser gruesas y funcionar como

estructuras de almacenamiento (Barba et al., 2002; Hew y Yong, 2004).

Raices
El sistema radical entero estad formado por raices secundarias, que se originan del

tallo, aunque varian mucho en grosor nunca son delgadas y fibrosas como las de los pastos
y otras monocotiledoneas. En la mayoria de las raices de orquideas se presenta el velamen,
que ha sustituido los pelillos radicales y se trata de capas superficiales de células muertas,
esponjosas y blanquecinas (Dressler, 1990) que facilitan la absorcion de agua y minerales;
ademas las raices pueden ser fotosintéticas, incluso en algunas especies toda la fotosintesis
se lleva a cabo en ellas, en general son gruesas, cilindricas o aplanadas y en algunas
terrestres pueden funcionar como estructuras de almacenamiento llamadas tuberoides
(Barba et al., 2002; Dressler, 1990).
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—1

Fig. 3. Morfologia de una Laelia. Tomado de Halbinger y Soto (1997)
1 pseudobulbos 2 rizoma 3 hoja 4inflorescencia 5 bractea 6 sépalos 7 pétalos
8 labelo 9 l6bulos laterales del labelo 10 I6bulo medio del labelo 11 callo 12 garganta
13 ovario l14columna 15antera 16 estigma 17 polinario 18 fruto o capsula

10
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FORMAS DE VIDA

Para fines practicos las orquideas son divididas usualmente en dos categorias:
terrestres, que viven en el suelo, y epifitas, que viven sobre los arboles, aunque dentro de
las ultimas hay algunas que pueden crecer sobre rocas y son conocidas como litdfitas (Fig.
4). Esta division no es exacta, dado que miembros del mismo género, e incluso individuos
de la misma especie, pueden encontrarse creciendo en diferentes condiciones (Bristow,
1985).

Dentro del grupo de las terrestres se encuentran algunas especies que a lo largo de su
vida no desarrollan hojas verdes para alimentarse y dependen de un hongo micorrizico que
les provee el alimento a partir de la materia organica en descomposicion que hay en el

suelo, a este tipo de plantas se las conoce como saprofitas (Figura 4) (Bristow, 1985).

LITOFITA EPIFITA

TERRESTRE SAPROFITA
Fig. 4. Formas de vida de las orquideas
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GERMINACION

En su habitat
Las semillas de orquidea son muy pequefias, pesan poco menos de una millonésima
de gramo. Consisten generalmente de un embrion indiferenciado y simple, sin endospermo

y cubierto por una testa (Arditti, 1967).

El proceso de germinacion inicia cuando el embrién absorbe agua (imbibicidn), se
hincha y ensancha asumiendo una forma esférica, con lo cual hace presion contra la testa
hasta romperla. Las células inician la sintesis de clorofila, utilizan el alimento almacenado
en la semilla; una vez iniciado el crecimiento, continia con la absorcion de materia
organica del sustrato y comienza la diferenciacién de los érganos, se desarrollan pelos
absorbentes a partir de la epidermis (Shushan, 1959), el aumento de tamafio y la presencia
de esta masa globular de células es conocido como protocormo, a partir de él emerge el
primordio foliar y se desarrolla la primer hoja, tras la cual emergen una o dos hojas mas y
la primer raiz (Figura 5) (Arditti et al., 1982; Baker et al., 1987).

Las orquideas poseen una tasa muy baja de germinacion de aproximadamente el 1%,
y solo alcanza la madurez cerca del 0.0005% (Barba, et al., 2002), ain cuando en
condiciones naturales las orquideas producen frutos con una cantidad muy elevada de
semillas (Stancato et al., 1998); Benzing (1981), Arditti y Ernst (1986) reportan desde

cientos o miles, hasta millones de semillas por fruto en diversas especies.

12



Marco teérico

Fig. 5. Ciclo de vida de una Laelia segun Seaton y Ramsay (2005)

Las principales reservas de muchas semillas de orquideas son los lipidos, pero hay
evidencia que indica que no poseen glisosomas, los organelos necesarios para el
metabolismo de los lipidos (Hew, 1987), de manera que las semillas para germinar
dependen de una asociacion micorrizica (germinacién simbidtica) en la que el hongo
provee las enzimas necesarias para la degradacion de los lipidos almacenados en la semilla
(Stancato et al., 1998), también abastece a la semilla con azlcares y nutrimentos
(McKendrick, 2000).

No se sabe exactamente qué es lo que extrae el hongo de la planta (Hicks, 2000). De
hecho, la planta vive parasitando al hongo, lo cual Rasmussen (1995) reconoce como una

relacion micotrofica, mas que una simbiosis.
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La mayoria de los hongos relacionados en asociaciones micorrizicas con orquideas
pertenecen a los basidiomicetos. Los géneros de basidiomicetos incluyen Ceratobasidium,
Rhizoctonia, Sebacina, Thanatephorus, y Thulasnella (Hadley, 1982). Arditti (1967)
reporta la presencia de especies de Corticium, Armillaria, Fomes e Hymenochaete en la
naturaleza y de especies de Phytophora, Penicillium, Aspergillus y Trichoderma como
iniciadores y promotores de la germinacion. La relaciéon con la planta es muy variable,
pudiendo perderse completamente al madurar ésta, o bien ser cambiado por otro hongo en

diferentes etapas de desarrollo (Hicks, 2000).

Adicionalmente son necesarias para la germinacion condiciones microambientales
adecuadas, como sustancias presentes en la corteza del arbol hospedero (Frei y Dodson,
1972), la especie adecuada de arbol hospedero, posicion, altura, grosor del tronco o ramas,
concentracion de nutrimentos, enfermedades, humedad y temperatura (Madison, 1977;
Dressler, 1981); si todas estas condiciones no estan presentes, las semillas simplemente no
germinaran o las plantulas perecerdn méas adelante, de manera que un nudmero

extremadamente bajo llega a ser plantas adultas.

El recambio poblacional en las orquideas es muy bajo, una planta tarda de uno a doce
afios segun la especie para producir flores (Hernandez, 1992), por ejemplo, las plantulas de
Laelia crispa alcanzan una talla de 5 cm hasta los tres afios en condiciones naturales
(Warren, 1989). En un estudio con Encyclia boothiana en Florida se determiné que una
colonia de 29 adultos produjo solo una plantula en el transcurso de un afio (Stancato et al.,
1998), mientras que con Laelia speciosa, en Michoacan, en un periodo de un afio se
determind que en dos poblaciones diferentes solo 14 de 94 individuos produjeron flor. Los
frutos generados en la poblacién nimero uno contaron con un promedio de 205,000
semillas por fruto y germinaron una de cada 20,750 (0.005 %); mientras que en la segunda
poblacion se observé un promedio de 1,006,000 semillas por fruto, con la germinacion de
una de cada 4,600 semillas (0.02 %) (Hernandez, 1992).
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NUTRICION

Las plantas absorben los nutrimentos a través de las raices en sitios de intercambio en
el suelo. En suelos feértiles, los nutrimentos estan disponibles para intercambio y absorcién

por parte de la planta mientras no se limite el agua (Poole y Sheenan, 1980).

Las orquideas epifitas de bosques tropicales presentan problemas especiales con
respecto a la asimilacion de nutrimentos y agua. Esta Gltima es captada directamente de la
lluvia. Las raices proveen soporte a la planta, asi como una extensa red de absorcion de
agua y la corteza del arbol también absorbe agua y la mantiene por una considerable
cantidad de tiempo. Normalmente el humus es colectado entre los rizomas, raices y hojas,

y también funciona como un reservorio de humedad (Poole y Sheenan, 1980).

Cuando el agua esta disponible, los nutrimentos son absorbidos y el crecimiento de la
planta es optimo. El agua de lluvia es una fuente de nutrimentos para las plantas epifitas, al
acarrear particulas de polvo del aire y depositarlas sobre ellas, igualmente arrastra
lixiviados de nutrimentos minerales y organicos de las hojas de los arboles hospederos. La
atmosfera es también una fuente excelente de nitratos, especialmente durante tormentas

eléctricas (Poole y Sheenan, 1980).

Sin embargo la principal fuente de nutrimentos es la materia orgéanica en
descomposicion, gracias a la accion de bacterias que liberan compuestos en formas simples
y asimilables para las plantas, y que es acumulada alrededor de las raices; mientras la
temperatura sea suficientemente célida para mantener la actividad bacteriana, las orquideas

tienen una fuente continua de nutrimentos (Mc Donald, 1999; Poole y Sheenan, 1980).

Los elementos esenciales para el desarrollo y metabolismo de las plantas son aquellos
necesarios para que la planta pueda completar su ciclo de vida por ser constituyentes de
alguna sustancia esencial o por participar en funciones vitales para la planta. Estos
elementos se pueden clasificar en macro y micro elementos o nutrimentos de acuerdo a las

cantidades necesarias para las plantas de cada uno de ellos (Dominguez, 1989).
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Dentro de los macro elementos se tienen al carbono (C), hidrégeno (H) y oxigeno (O)
que son absorbidos por las plantas a través didxido de carbono (CO,) del aire o bien del
agua (H.0); y al nitrogeno (N), fosforo (P), potasio (K), azufre (S), calcio (Ca) y magnesio
(Mg) (Dominguez, 1989). En los micro elementos se incluyen al hierro (Fe), cobre (Cu),
Zinc (Zn), manganeso (Mn), Molibdeno (Mo), Boro (Bo) y cloro (Cl).

TIPOS DE FERTILIZANTES

Con el fin de imitar la asimilacion de nutrimentos en la naturaleza por parte de las
orquideas, al cultivarlas es necesaria la utilizacion de una fuente nutritiva artificial, como

es el caso de los fertilizantes.

Los fertilizantes pueden ser organicos (derivados de plantas y animales), o
inorganicos (derivados de minerales) (Mc Donald, 1999). Los inorganicos pueden
contener al menos uno de los tres elementos principales 0 macroelementos (N, P, K),
pudiendo contener ademas otros elementos como Mg, Bo, Zn, Fe. Los que contienen solo
uno de los elementos se clasifican como simples y los que tienen dos o mas como

compuestos (Garcia y Cuevas, 2000).

El contenido nutrimental de los fertilizantes comerciales compuestos se describe en la
etiqueta con tres ndmeros bésicos, los cuales indican los porcentajes de nitrogeno (N),
fosforo (P) y potasio (K), de igual forma en caso de estar presentes en el fertilizante, se
indican las cantidades de micronutrimentos, que también son necesarios para un
crecimiento saludable y floracion, pero la planta los asimila en mucho menor proporcién
(Mc Donald, 1999).

Pueden encontrarse en presentaciones solidas, liquidas y gaseosas (Garcia y Cuevas,

2000). Dentro de los fertilizantes sélidos es comln encontrar dos tipos de presentaciones,
los de disponibilidad controlada y los granulares.
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En los de disponibilidad controlada, los granulos de fertilizantes solubles se recubren
con cierto tipo de membrana que regula la tasa en que la atraviesan las sales y quedan
disponibles para las plantas. Producen interés principalmente por aspectos agronémicos,
medioambiental e industrial. Con ellos es posible conservar la fertilidad del suelo y reducir
los riesgos ambientales (Urbano, 1999).

Los granulares son fertilizantes complejos que contienen normalmente nutrimentos
como N, Py K en forma soluble, lo cual genera que al diluirse y aplicarse presente mayor
disponibilidad en la raiz de la planta. Hay una gran variedad de mezclas y proporciones, y
son de bajo costo, sin embargo incrementan la contaminacion ambiental por los lavados del
sustrato (Urbano, 1999).

METODOS DE FERTILIZACION

Debido a que la raiz es el principal sitio de absorcién de los nutrimentos por las
plantas, es natural que la aplicacion de los fertilizantes a través de ellas sea el método méas
generalizado. Adicionalmente, el costo de los fertilizantes de absorcion radical es menor
que los de absorcion foliar; sin embargo presentan el gran inconveniente de la
contaminacion ambiental causada por los lavados de las aplicaciones al suelo (Acosta,
1991).

La absorcion foliar es el paso de sustancias a través de la cuticula de las hojas, a
pesar de la importancia de la raiz como zona de absorcion, existen varios factores que han
promovido la aplicacion de nutrimentos por via foliar, entre los que se puede mencionar, el
hecho de permitir que la planta obtenga los nutrimentos cuando algunas condiciones del
sustrato son adversas; el que en muchos casos la cantidad de nutrimentos a aplicar es tan
pequefia que se prefiere una aplicacion foliar mas eficiente; que la respuesta de la planta
sea rapida ya que se agrega la sustancia directamente al sitio de interés; y, cuando la
demanda de nutrimentos es mayor a lo absorbido por la raiz (Acosta, 1991; Hew y Yong,
2004).
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FERTILIZACION DE ORQUIDEAS

En la naturaleza las orquideas obtienen sus nutrimentos de forma muy diluida, por lo
cual resulta conveniente llevar a cabo su fertilizacion una vez por semana con la mitad de
la concentracion del fertilizante recomendada para otro tipo de cultivos (Mc Donald,
1999), cabe mencionar que la aplicacion del fertilizante depende de la especie y del estado
de desarrollo del ejemplar (Espinosa, 1997). La aparicién de nuevo crecimiento sefiala
usualmente capacidad de absorber humedad y nutrimentos disueltos a través del sistema
radical, con un aumento de la asimilacion de éstos conforme la planta crece. El periodo de
méaxima asimilacion se da cuando el nuevo crecimiento esta aparentemente cercano a la
madurez. En esta etapa se puede incrementar hasta en 33% el tamafio del nuevo brote y se

determina el numero y calidad de flores (Rentoul, 1987)

Manrique (1993) encontr6 que las orquideas necesitan pequefias cantidades de
fertilizantes, pues tienen un crecimiento lento, en los géneros Cymbidium y Phalaenopsis
las aplicaciones de 100, 50 y 25 mg Kg™ de N, K y Mg respectivamente son éptimas,
mientras que para Cattleya reporta un crecimiento éptimo utilizando 50 mg Kg* de N, Py
K.

El balance nutrimental que se elija dependera del sustrato en que estén sembradas.
Las que crecen en corteza necesitan mas nitrogeno que fésforo y potasio, por que la corteza
es descompuesta por bacterias, las cuales asimilan una gran cantidad de nitrégeno durante
el proceso y dejan muy poco disponible para las orquideas; en este caso se recomienda un
balance 30-10-10 o 15-5-5. Para plantas que crecen sobre materiales relativamente estables
como la fibra de helecho arborescente es conveniente utilizar un balance nutrimental
equilibrado como 10-10-10, 20-20-20 o0 23-19-17 (Espinosa, 1997; Mc Donald, 1999).

El balance nitrégeno-potasio es importante, altas concentraciones de N y bajas de K
favorece el crecimiento vegetativo; bajos niveles de N y altos de K promueve el
crecimiento reproductivo (Baker y Baker, 1998). Para estimular la floracion cuando las
plantas completan su crecimiento vegetativo, muchos cultivadores utilizan fertilizantes
bajos en nitrégeno y altos en fosforo (10-30-20) (Mc Donald, 1999).
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Sessler (1978) recomendd utilizar para los géneros Cattleya, Epidendrum y Laelia
balances de 20-10-10, 20-20-20 (N-P-K), y 10-30-20 para la induccion de yemas florales y
floracién, mientras que para plantas que crecen sobre corteza es ideal el balance alto en
nitrégeno 30-10-10.

Wang y Gregg (1994) al utilizar en tres concentraciones (0.25, 0.5y 1 g L™) el
fertilizante soluble Peters 20-8.6-16, observaron que con 0.25y 0.5 g L™ se obtuvo la
mejor respuesta en la emergencia de inflorescencias y tiempo para inducir la floracion de

Phalaenopsis, mientras que para la longitud del tallo floral fueen 1 g L™

Espinosa y colaboradores (2000), al utilizar por separado los fertilizantes Peters y
Orchids, con formulas 20-20-20, 19-31-17 y 15-30-15, en una concentracion de 1.75 g en
4 L de agua combinados con micorrizas (CM) o sin ellas (SM), determinaron que los
tratamientos 19-31-17 SM y 15-30-15 CM presentaron el mayor nimero de flores al
momento del corte , y la mayor duracion poscosecha fue de 38 dias para el tratamiento 19-
31-17 SM.

En estudios realizados con Cymbidium hibridum, el nitrogeno fue el factor mas
importante en el crecimiento de las hojas y el fosforo en la floracion. El balance N-P-K (1-
3.3-1.2) obtuvo la mayor floracién (JiuZhou, 2005). Por su parte YunZhai y SiQing (2005)
encontraron que el potasio es un factor que determina la brotacion de hojas y numero de
brotes florales, mientras que el efecto del nitrégeno fue significativo en el desarrollo de
pseudobulbos, calidad floral y numero de flores por inflorescencia; el fosforo, aunado al

potasio fue incidente en el nimero de flores.
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ALTERACIONES NUTRICIONALES

La deficiencia de algin elemento puede desarrollarse cuando la disponibilidad de
dicho elemento es mas baja que el nivel requerido para el 6ptimo desarrollo de la planta.
Las orquideas son similares a otras plantas en sus requerimientos, con la excepcién de que
puede pasar mucho tiempo (incluso mas de tres meses) para evidenciar una deficiencia

mineral (Hew y Yong, 2004).

Las deficiencias pueden afectar a la planta entera, si son capaces de redistribuir los
elementos que llegan a ser insuficientes, o bien, pueden afectar solo al nuevo crecimiento,
cuando se trata de elementos que son dificiles de movilizar una vez que han sido

incorporados a los tejidos (Cuadro 1).

El hierro (Fe), por ejemplo, es necesario para la sintesis de clorofila y a su vez para la
fotosintesis, asi que cuando se presenta una deficiencia in vitro de este elemento, se
observa inicialmente que los apices de nuevas hojas dan la apariencia de ser quemados por
el sol, o bien se observa clorosis intervenal, las hojas se observan de color amarillo o verde
palido mientras las venas se ven verdes; eventualmente el nuevo brote muere (Hicks,
2000).

20



Marco teérico

Cuadro 1. Sintomatologia de las deficiencias y excesos de macroelementos en orquideas,
segun Baker y Baker (1998):

ELEMENTO

NITROGENO

FOSFORO

POTASIO

ALTERACION

EXCESO

Ennegrecimiento de las hojas
Crecimiento nuevo quebradizo
Hojas de color verde muy oscuro
Nuevos brotes débiles y alargados
Los niveles altos pueden elevar la

susceptibilidad a enfermedades

Un exceso de P o K puede provocar
sintomas de deficiencia de N

Hojas cloroticas, curveadas o abarquilladas
que caen prematuramente

Las hojas presentan manchas cafés o cierto

amarillamiento o blanqueado del tejido

Reducido crecimiento, brotes débiles vy
alargados

Hojas cloro6ticas, curveadas o abarquilladas
que caen prematuramente

Las hojas presentan manchas cafés,
amarillas o blancas

Mayor susceptibilidad a enfermedades

DEFICIENCIA

Clorosis en hojas viejas

Coloracion rojiza o purpurea de las hojas
Poco crecimiento

Ennegrecimiento de las hojas

La deficiencia resulta cuando no se

fertiliza con la periodicidad recomendada

Hojas verdes con coloracion rojiza-
plrpura

Defoliacién prematura

Floracion reducida

Nuevos brotes alargados

Quemaduras del margen de las hojas
Clorosis, manchas necréticas,
arrugamiento entre las venas y amarilla-
miento de los margenes de las hojas

Plantas enanas con entrenudos cortos
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CONSERVACION DE ORQUIDEAS

La conservacion de las orquideas es una tarea intensa en paises tropicales debido a su
alta diversidad. El origen del problema es una creciente poblacion humana que demanda
cada vez mayor cantidad de recursos (Hagsater y Soto, 1998), lo cual esta conduciendo a la
extincién a muchas poblaciones y especies de orquideas. La conservacion de especies

puede dividirse en dos vertientes, la conservacion in situ y ex situ.

Conservacion in situ

Es considerada como la estrategia de conservacion mas importante, debido a que
permite mantener la variacion genética de las especies, sus interacciones con otros
organismos Yy la capacidad para seguir evolucionando. La permanencia de la mayor parte
de las orquideas en la naturaleza depende en gran medida de la conservacion de grandes
areas con ambientes primarios (Hagsater et al., 2005), con la colaboracion de gobiernos,

comunidades locales y organizaciones no gubernamentales (Hagsater y Soto, 1998).

En México se cuenta con un Sistema Nacional de Areas Naturales Protegidas
(SINAP). Conformado por areas que por su diversidad y caracteristicas ecologicas son
consideradas representativas de las regiones biogeograficas y ecoldgicas del pais, asi como
de los ecosistemas mas fragiles, que se pretende funcionen como ejes de conservacion y
desarrollo sustentable de la biodiversidad en sus tres niveles de organizacion, en particular
de las especies catalogadas en alguna categoria de riesgo de extincion; proporcionando un
campo propicio para la investigacion cientifica, con la obtencién y divulgacién de

conocimientos que permitan rescatar la biodiversidad nacional (CONABIO, 1998).

La conservacion in situ de las orquideas mexicanas y de la biota del pais enfrenta
graves problemas. Gran numero de regiones prioritarias para la conservacion de la
biodiversidad no estan ubicadas dentro del SINAP, ni son protegidas por pobladores
locales, no existe una vigilancia adecuada de las ANP’s y continuamente se registran
acciones ilegales como la tala, extraccion de especies, invasion de terrenos, ganaderia y

agricultura (Hagsater et al., 2005).
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Conservacion ex situ

La conservacion de especies ex situ es la que se desarrolla fuera de su habitat natural.
Se le considera como un complemento a los esfuerzos de conservacién in situ, debido a
que de esta manera es posible preservar parte de la diversidad genética y especies
particulares que estan en riesgo (CONABIO, 1998). Entre las orquideas mexicanas Laelia
anceps subsp. dawsonii y Laelia gouldiana solo se conocen en la actualidad debido a que
han sido cultivadas por siglos en las villas indigenas. Recientemente se ha aceptado que la
conservacion ex situ es la Unica alternativa para la conservacion de especies

extremadamente amenazadas (Hagsater y Soto, 1998).

Las especies y genes pueden conservarse ex situ por distintos mecanismos, como son
los bancos de germoplasma y las colecciones de tejidos o bien las colecciones de
organismos vivos como zooldgicos o jardines botanicos (CONABIO, 1998). Esta
estrategia presenta dos variantes principales: la propagacion y mantenimiento de las
especies que no pueden subsistir en la naturaleza, y la propagacion masiva y
comercializacién de la mayor cantidad de especies, con el fin de reducir y desalentar la
colecta de plantas en su héabitat.

Desafortunadamente la conservacion ex situ es costosa y enfrenta problemas
complejos, sobre todo por que el objetivo principal es mantener una especie fuera de su
habitat por periodos muy largos y, a diferencia de la conservacion in situ, es casi imposible
preservar la variacion genética y la capacidad evolutiva de las especies (Hagsater et al.,
2005).
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MICROPROPAGACION
GERMINACION in vitro

Una de las formas mas adecuadas para conservar las orquideas es a través de su
cultivo in vitro y su posterior comercializacion, como lo establecio Lewis Knudson, quien
logré en 1922 la germinacion asimbiotica in vitro de semillas de orquidea, al sembrarlas en
un medio de cultivo estéril con azlcar (sacarosa 0 azlcar de mesa), para reemplazar los
carbohidratos complejos proporcionados por el hongo; y sales minerales para proveer los
otros elementos esenciales requeridos para la nutricion de la planta. Demostrd que la
presencia de azUcares fue la responsable de la germinacion in vitro (Hicks, 2005; Hicks,
2000).

El desarrollo de plantulas de orquideas a través de la germinacion in vitro es un
proceso muy comun actualmente, produciéndolas en gran nimero (Stancato et al., 1998),
con un crecimiento mas rapido que en condiciones naturales (Warren y Miller, 1993) y
variabilidad genética mucho mayor que la obtenida por la micropropagacion clonal
(Stenberg y Kane, 1998).

La variabilidad genética es deseable en caso de una reintroduccion a sus areas
naturales, ademas de la posibilidad de proveer de ejemplares al mercado de plantas de
ornato y de plantulas a las poblaciones rurales que las colectan, consiguiendo cultivarlas en

sus areas de distribucion natural y comercializarlas al madurar.

Las orquideas germinan asimbidticamente in vitro después de la imbibicién, forman
un cuerpo esférico denominado protocormo, a partir de cuya base surgen rizoides y a
continuaciéon primordios de hojas y raices, todo lo cual permite distinguir etapas bien

definidas que se usan en el célculo de indices de crecimiento (Arditti y Ernst, 1984).
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CULTIVO in vitro COMO METODO DE CONSERVACION

El cultivo in vitro de orquideas puede ser una herramienta util en la conservacion de
orquideas, particularmente aquellas en peligro de extincion. Algunos ejemplos de esto son

los siguientes:

Laelia anceps subsp. dawsonii ha sido propagada en forma masiva y hay una gran
cantidad de clones bajo cultivo a pesar que solo se conocen 12 individuos en estado
silvestre. Paphiopedilum xerophyticum se encuentra en la misma situacion (Hagsater y
Soto, 1998).

En la de la Reserva Orquideologica del Pahuma en Ecuador se cultiva in vitro
orquideas nativas del lugar con el objetivo de conservar estas especies al reintroducirlas a
su ambiente o bien obtener fondos a través de la venta de semillas y de plantulas in vitro
(McKendrick, 2000)

En Meéxico, especificamente en la region de los Tuxtlas, Veracruz, un grupo
interinstitucional e interdisciplinario establecié un laboratorio de cultivo in vitro para
producir orquideas del lugar (en alguna categoria de riesgo de extincion), dichas plantas
son donadas a tres comunidades de la zona para llevar a cabo su cultivo en invernadero y
posterior comercializacion, con el compromiso de las comunidades de reintroducir un

porcentaje de estas plantas a su medio (Aceves, 2000).

En valle de Macae, Brasil existe igualmente un proyecto en el que se realiza el
ecoturismo y la produccion in vitro de orquideas nativas con fines comerciales y de
conservacion y han logrado reestablecer plantas de Laelia cinnabarina y L. pumila
cultivadas in vitro hasta colonias en floracion en lugares donde habian desaparecido
(Warren, 1989).
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MEDIO DE CULTIVO

Se han formulado una gran cantidad de medios de cultivo, los cuales generalmente
estan constituidos por sales inorgénicas; sustancias organicas que incluyen carbohidratos,
fitohormonas, vitaminas y aminoacidos; compuestos naturales de origen vegetal o animal,
como el agua de coco, jugo de tomate y pulpa de platano; y agua destilada, para disolver

los componentes anteriores.

La consistencia del medio puede ser liquida o semisolida, utilizando agar como
gelificante. Cada especie vegetal tiene necesidades nutricionales especificas; sin embargo,
un medio de cultivo utilizado ampliamente en el cultivo in vitro es el Murashige & Skoog
(Barba et al., 2001; Arditti y Ernst, 1993).

Las sales inorganicas se dividen en macro y microelementos (0 nutrimentos). Las
primeras son requeridas por la planta en grandes cantidades e incluyen al Ca, Mg, N (
suplementado como amonio, nitrato o raramente urea), P (principalmente como PO,), K,

Fe, y S (usualmente como SQOy).

Dependiendo del medio, varias sales pueden ser utilizadas para suplementar el
mineral, por ejemplo, el potasio puede adicionarse como KNOs3, KH,PO,, K;HPO, 0 KCI
entre otros; el nitrdgeno puede agregarse como KNO3z;, NH4;NO3, Ca(NO3), (NH,4)2SO4, en

forma de otras sales, 0 bien como urea (Barba et al., 2001; Arditti y Ernst, 1993).

Los microelementos se requieren en pequefias cantidades, como el Mn, Bo, Cu, Zn,
Moy Cl.
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SALES BASALES EMPLEADOS EN EL GENERO Laelia Y GENEROS AFINES

Las mezclas de sales minerales (0 sales basales) utilizadas comercialmente y
recomendados para la germinacion y desarrollo in vitro de plantulas de orquideas del

género Laelia y generos afines son:

El Knudson C (KC) para Laelia purpurata (Stancato et al., 1998), Laelia albida
(Santos et al., 2005), Encyclia boothiana (Stenberg y Kane, 1998);

El Murashige y Skoog (MS) para Brassolaeliocattleya y Sophrolaeliocatteya
(Adelberg et al., 1997), Laelia speciosa (Barrera et al., 2005), Laelia flava (Moraes et al.,
2005), Laleia autumnalis (Sierra, 2006), Encyclia boothiana (Stenberg y Kane, 1998),
Encyclia cordigera, Epidendrum stamfordianum, Epidendrum nocturnum (Aceves, 2000) y
Epidendrum radicans (Pateli, 2003).

Plantulas de Cattleya dowiana var. aurea fueron germinadas en el medio Vacin &
Went (VW) (Butcher y Marlow, 1989).

Por otro lado, Ichihashi (1979) utiliz6 los medios de cultivo KC, VW, Kano,
Thompson, y dos medios probados en Bletilla striata para inducir la germinacién de Laelia
anceps; luego de 24 semanas de cultivo encontrd que las plantas crecieron uniformemente

y de forma normal sobre el medio Kano.
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FERTILIZANTES COMO SUSTITUTOS DE LAS SALES BASALES DEL MEDIO DE
CULTIVO in vitro

Los medios de cultivo usados para la germinacion asimbidtica estan compuestos de
sales basales y azucares, entre otros componentes. Las sales estan conformadas por

cationes (calcio, magnesio, amonio, etc.) y aniones (cloruro, nitrato, sulfato, etc.).

Por su parte, los fertilizantes balanceados también estan constituidos por sales
minerales, las cuales coinciden parcialmente con las sales presentes en los medios de
cultivo in vitro, de manera que pueden ser utilizadas para sustituir los componentes
normalmente usados en el cultivo in vitro. Es posible elaborar medio para germinacion de
semillas de orquidea a partir de fertilizantes, azicar y algunos extractos, como platano y
pifia. Uno de los fertilizantes que han dado buenos resultados adicionado con platano es:
Peters 20-20-20 con microelementos (1 gr L™ de medio) y Peters 12-36-14 (1.5 gr L™), en
el ultimo caso acompafiado también de azucar de mesa (Hicks, 2000). Yanagawa y
colaboradores (1995), Arditti y colaboradores (1982), Stoutemeyer y Cooke (1989) son
otros autores que reportan resultados satisfactorios en el uso de fertilizantes como

sustitutos en el medio de cultivo.

Do Valle y Tadeu (2005) usaron fertilizantes como sustitutos en el cultivo in vitro de
las orquideas Catasetum fimbriatum y Cyrtopodium paranaensis con balances N-P-K (10-
5-5) y (10-30-20) en concentraciones de 2 mL L-' y 3 g L-! de medio respectivamente.
Sembraron las semillas de estas especies en el medio KC para lograr la germinacion; una
vez germinadas las semillas, transfirieron los protocormos a los medios MS al 100 %, MS
al 50 y 25 % de sus macronutrimentos, KC, VW y las dos formulaciones de fertilizantes,
todos los tratamientos suplementados con 30 g de sacarosay 6 g L-! de agar.

La importancia del uso de estos medios es obvia en paises en desarrollo en los que las
formulaciones comerciales realmente no estan disponibles (Hicks, 2000). Behar (1998)
notd la importancia del desarrollo de este tipo de medios para satisfacer la necesidad de

laboratorios cercanos a los habitats nativos de la mayoria de las orquideas.
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CARBOHIDRATOS EMPLEADOS EN EL MEDIO DE CULTIVO in vitro

La fuente de carbono y energia para las plantulas in vitro es suplementada en forma
de carbohidratos, la glucosa se ha utilizado para este fin en el cultivo de monocotiledéneas
y de forma menos frecuente se han utilizado fructosa y almidon (Hartman et al., 1990).

El carbohidrato més utilizado para la elaboracion del medio de cultivo es la sacarosa
(Hazarika, 2003; Hartman et al., 1990). Harrison y Arditti (1978) observaron que las
plantulas de Cattleya aurantiaca desarrollaron raices hasta que se suplementé sacarosa al

medio de cultivo luego de 100 dias de cultivo.

La sacarosa es un disacarido compuesto de los monosacaridos alfa glucosa (también
conocida como dextrosa) y fructosa (conocida como levulosa). Cuando la sacarosa es
esterilizada en el autoclave, se hidroliza en fructosa y glucosa, particularmente en una
solucion &cida (Hicks, 2000; Hew y Yong, 2004). Kishi y Tagaky (1997) encontraron que
al esterilizar con el autoclave el medio de cultivo, aproximadamente 20 % de la sacarosa se

descompuso en glucosa y fructosa.

AzUcares caseros

La palabra azlcar o azUcares se utiliza para designar a todos los hidratos de carbono;
aungue coloquialmente se le conoce como azlcar, azlcar comin o azucar de mesa al
endulzante de origen natural, sélido, cristalizado, constituido principalmente de cristales
sueltos de sacarosa (Wikipedia, 2007).

La sacarosa es un disacarido que se obtiene principalmente de la cafia de azucar

(Saccharum officinarum) o de la remolacha azucarera (Beta vulgaris) (Li Loo, 2002).

El proceso de refinacion del azlcar se divide en dos etapas, la primera se denomina
obtencion de azucar de cafia, en la cual el jugo obtenido de la molienda de la cafia de
azUcar se concentra y cristaliza al evaporarse el agua por calentamiento. En esta etapa se
obtiene el azucar crudo, rubio y la melaza, y la segunda es la refinacion propiamente dicha,

de la que se obtiene azucar refinada (Li Loo, 2002).
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El azlGcar comercial generalmente es sacarosa de diferentes grados de pureza.
Normalmente la refinacion se expresa visualmente a traves del color, que estd dado

principalmente por el porcentaje de sacarosa que se ha extraido (Wikipedia, 2007):

AzlGcar No Refinada o azGcar Moreno. También llamado “negro” o “crudo”, se
obtiene del jugo de cafa de azUcar sin refinar ni procesar, sélo cristalizado. Debe su color a
una pelicula de melaza que envuelve cada cristal. Tiene entre 96 y 98 grados de sacarosa.
Su contenido mineral es ligeramente superior al azucar blanco, pero muy inferior al de la

melaza.

Azucar Rubio. Menos oscuro que el moreno y con mayor porcentaje de sacarosa.

AzUcar Blanco. 99.5% de sacarosa. También denominado azucar sulfatado.

Azucar Refinado o extrablanco. Azucar altamente puro, entre 99.8 y 99.9 % de
sacarosa. Se ha cristalizado dos veces. En el proceso de refinamiento se desechan algunos

de sus nutrimentos complementarios, como minerales y vitaminas.

Piloncillo.

Es un alimento tipico en paises de Latinoamérica, donde recibe los nombres de
panela, raspadura, atado dulce, chancaca, empanizao, papel6n o piloncillo. También se
produce en paises asiaticos como la India y Pakistan, donde se le conoce como gur o

jagery.

Se utiliza principalmente para endulzar platillos y postres que no exijan un tono
transparente perfecto y como un edulcorante sucedaneo del azlcar en zonas rurales
(Castedo, 2007).

En Meéxico se le da el nombre de piloncillo a los azUcares solidos de cafia no
refinados obtenidos de la evaporacion de los jugos de la cafia cocidos a altas temperaturas
hasta formar una melaza bastante densa, esta se deja secar hasta solidificase y cristalizar.
También se le denomina azucar cruda, sin refinar, sin centrifugar, habitualmente vendido a
granel como bloques pequefios de forma conica truncada de color ocre claro a oscuro
(Castedo, 2007).
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Ademas de sacarosa presenta significativos contenidos de glucosa, fructosa, grasas,
proteinas, minerales y vitaminas como el acido ascorbico. Contiene cantidades notables de
sales minerales, las cuales son cinco veces mayores que el del azicar moscabado y 50
veces mas que las del azucar refinado. Entre los principales figuran Ca, K, Mg, Cu, Fey P,

como también trazas de fluor (F) y selenio (Se) (Castedo, 2007).

ACLIMATIZACION DE PLANTAS

La transferencia de plantas de condiciones asépticas in vitro a condiciones
ambientales ex vitro, es un paso critico, que debe realizarse adecuadamente para evitar la
pérdida de gran cantidad de plantas, pudiendo ser mas del 50% durante los primeros seis
meses (Barba et al., 2001; Klerk, 2000; Uosukainen et al., 2000). Las causas principales
que provocan esta perdida son la infeccion por microorganismos, mala nutricion y

deshidratacion de las plantas.

Las plantas obtenidas bajo condiciones in vitro difieren morfolégicamente de
aquellas generadas bajo condiciones ambientales naturales. Poseen generalmente una
cuticula escasamente desarrollada debido a la alta humedad relativa (90-100%) generada in
vitro, hojas mas delgadas y blandas, de tal forma que al trasplantarlas a condiciones
ambientales, pierden agua mas rapidamente que las plantas normales. Otras causas de
deshidratacion son el deficiente control de la funcion estomatica y la carencia de raices
capaces de funcionar adecuadamente en el suelo, por lo cual se marchitan y mueren al no
poder sustituir el agua perdida por las hojas (Hew y Yong, 2004; Barba et al., 2001; Pierik,
1990).

Adicionalmente, las plantas son fotosintéticamente poco activas, ya que el medio de
cultivo le proporciona el carbono necesario para su desarrollo en forma de azucares (Hew y
Yong, 2004; Barba et al., 2001). El paso critico del trasplante es la induccion del cambio
fisiolégico para que la planta fotosintetice adecuadamente, regule la transpiracion y el
funcionamiento del sistema radical sea eficiente. Este cambio se da en las primeras dos a

cuatro semanas después de la extraccion de las plantas (Barba et al., 2001; Pierik, 1990).
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Para favorecer este cambio es necesario evitar infecciones por bacterias y hongos, asi
que previamente se debe eliminar el agar adherido en las raices de las plantas, aplicar
fungicida como medida preventiva, utilizar un sustrato esterilizado y llevar controles
fitosanitarios, ademéas se deben sembrar las plantas en un sustrato que le brinde una
adecuada retencion de humedad y aireacion, y en caso de trasplantarlas a un ambiente con
menos humedad que la encontrada in vitro, serd necesario disminuir gradualmente la

humedad relativa, asi como regular la radiaciéon luminica (Pierik, 1990).

Sustratos y Mezclas

Un sustrato es un material sélido distinto del suelo, puede ser natural o sintetico,
funciona como soporte para la planta y puede intervenir o no en la nutricion (Maroto,
1990). Diversos sustratos y mezclas son utilizados para la germinacion y enraizamiento de
plantas, tales sustratos deben tener caracteristicas apropiadas para el adecuado desarrollo

de las plantas, como son:

- El sustrato debe tener suficientemente firmeza y densidad para mantener las
plantas o semillas en su lugar, con un volumen constante sea en seco 0 mojado;
mantener suficiente humedad para que el riego no sea tan frecuente y ser
suficientemente poroso para que el exceso de agua sea drenado, permitiendo un
acceso adecuado de oxigeno a las raices; estar libre de semillas, nematodos y otros
patdgenos; no tener un elevado nivel de salinidad y poder esterilizarlo sin dafarse y
finalmente, debe proveer nutrimentos adecuados cuando las plantas permanezcan en
él durante un largo periodo, aunque esto puede remediarse con la aplicacién
frecuente de fertilizantes (Hartman et al., 1990; Llurba, 1997).

Algunos sustratos cominmente empleados son la arena, carbon activado, tezontle,
vermiculita, piedra pomez, agregados plasticos sintéticos, corteza y viruta de arbol,
composta, turba, musgo Sphagnum y agrolita (Hartman et al., 1990).

La agrolita es un material siliceo blanco grisdceo con pH de 6 a 8, de origen
volcanico; es calentada a temperaturas de cerca de 760° C, con lo cual se esteriliza y las
particulas se expanden por el agua que contienen, resultando en granos porosos muy

ligeros, con un peso de 0.084 a 0.134 g/cm®, que mantienen de tres a cuatro veces su peso
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en agua y es muy utilizada para incrementar la aireacion en mezclas de sustratos; es
comunmente utilizado como un medio de enraizamiento combinado con musgo

Sphagnum.

El musgo Sphagnum es la porcion viva o deshidratada de plantas de pantano del
género Sphagnum, es relativamente estéril, ligero en peso, tiene una gran porosidad al aire,
puede absorber de 10 a 20 veces su peso en agua, y absorbe bien las materias nutritivas.
Contiene cantidades de nutrimentos muy bajas y presenta un pH de 35 a 4.
Adicionalmente contiene una o varias sustancias fungicidas (Hartman et al., 1990; Terres
etal., 1997).

Se ha reportado el uso de diversos sustratos y mezclas para la aclimatizaciéon de
orquideas, Butcher y Marlow (1989) emplearon una mezcla de corteza, carbdn vy
vermiculita para trasplantar plantulas de Cattleya dowiana var. aurea de doce meses;
Stenberg y Kane (1998) experimentaron con tres tipos de sustratos, Metro Mix 300,
corteza de abeto (CZ), musgo Sphagnum (S) y la mezcla de CZ-S en una proporcion 3:1
para plantulas de Encyclia boothiana, y el mejor resultado obtenido, considerando la
apariencia de las plantulas, mayor talla, peso fresco, nimero de hojas y raices, fue con S.

Sierra, en 2006, utiliz6 para plantulas de Laelia autumnalis seis mezclas con los
sustratos Agrolita (A), Sphagnu,m (S), Carbén Activado (CA) y Tezontle (T) en las
siguientes proporciones: A-S (2:1), CA-S (2:1), T-S (2:1), CA-A-S (1:1:1), CA-T-S
(1:1:1), y T-A-S (1:1:1). Reportd que la mortalidad mas baja, mayor peso fresco, longitud

de hojas y de raices se obtuvo en A-S (2:1).

Lo y colaboradores (2004) emplearon musgo Sphagnum, rizomas de helecho
arborescente y la mezcla de ambos para Dendrobium tosaense; resultando que el musgo
Sphagnum y la mezcla con helecho arborescente fueron los sustratos mas adecuados para

aclimatizar.
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CLASIFICACION TAXONOMICA DE Laelia anceps Lindl

Reino Plantae
Divisiébn  Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden  Asparagales

Familia Orchidaceae
Subfamilia  Epidendroideae
Tribu  Epidendreae
Subtribu Laeliinae
Género  Laelia

DESCRIPCION

Laelia anceps subsp. anceps

Es una planta epifita de 25 a 50 cm de altura, tiene un rizoma alongado de 3 a 4.5 cm
de longitud con 5 o 6 internodos; los pseudobulbos son elipsoide-ovoides, cada uno con

hoja solitaria oblongo-eliptica a lanceolada de color verde, de 12.5-23.3 cm de longitud.

La inflorescencia mide 25-75 cm de longitud con un racimo de 2-3 flores
comunmente y muy raramente mas de 5 flores, las cuales son grandes y muy vistosas, de 7
a 12 cm (Figura 6), usualmente de color rosa parpuray el labelo parpura oscuro, a la mitad
del cual se observa un callo amarillo con tres crestas terminales, durante dias soleados las

flores emiten una fragancia agradable.

Es conocida comUnmente con los nombres de “Vara de San Diego”, “flor de San
Miguel” y “flor de Todos Santos” (Halbinger y Soto, 1997).
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Fig. 6. Laelia anceps subsp. anceps. Tomado de Halbinger y Soto, 1997
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DISTRIBUCION DE L. anceps subsp. anceps

Laelia anceps Lindl. se distribuye en la Sierra Madre Oriental y en la Altiplanicie
Central de Chiapas. La subespecie anceps puede ser encontrada en la vertiente del Golfo
de México; en los estados de Nuevo Leo6n, Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo,
Queretaro, Puebla, Veracruz, Oaxaca, y Chiapas (Figura 7); y también en Guatemala y
Honduras (Halbinger y Soto, 1997).

Habita bosques de encino célidos (Quercus conspersa, Q, oleoides, Q. laeta),
generalmente con especies de arboles tropicales deciduos (Acacia, Erythrina)
preferiblemente en altitudes de 900 a 1500 metros con una precipitacion anual de 1200 a

2100 mm. Florece de octubre a diciembre.

A pesar de que las poblaciones de Lalelia anceps subsp. anceps en general son
pequerfias, no esta en alguna categoria de riesgo y hay enormes poblaciones en Veracruz,
San Luis Potosi y Tamaulipas. Sin embargo la planta es escasa y se conoce solo en
pequefias localidades en Chiapas y Oaxaca (Halbinger y Soto, 1997), y a lo largo de toda
su distribucion en la Republica, se encuentra sometida a una presion de colecta muy grande
debido a lo atractivo de sus flores, comercializandose no solo las flores, sino también la
planta completa, lo cual esta provocando la disminucién sistematica de sus poblaciones y
de sequir asi, es muy probable que en el mediano plazo se catalogue en alguna categoria de

riesgo de extincion.

Fig. 7. Distribucion de L. anceps subsp. anceps en México
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HIPOTESIS

Con base en los medios de cultivo utilizados in vitro para orquideas, donde se
emplean sales minerales y sacarosa grado analitico, y dado que los fertilizantes
comerciales también contienen sales inorganicas y los azlcares de uso casero contienen
sacarosa en diferentes grados de pureza, es posible sustituirlos como fuente de macro y
micronutrimentos y como fuente de carbohidratos para la propagaciéon in vitro de la
orquidea Laelia anceps subsp. anceps, donde se espera que el desarrollo de plantulas sea
similar al que se obtiene con los medios basales comerciales para establecer un protocolo

util en la propagacion de L. anceps subsp. anceps.

OBJETIVOS

Objetivo general
Establecer el uso de fertilizantes comerciales y azlcares de uso casero como
sustitutos de componentes de grado analitico en la propagacion in vitro de Laelia anceps

subsp. anceps (Orchidaceae).

Objetivos particulares
= Evaluar el desarrollo de la germinacion in vitro de semillas de Laelia anceps subsp.
anceps en medios nutritivos con sales basales MS y KC para la obtencion de

plantulas.

= Determinar el medio nutritivo con sales basales (MS) o con fertilizantes (Peters,
Floren o Folifértil) que favorezca el mejor desarrollo in vitro de plantulas.

= Determinar el efecto de diversos sustitutos de sacarosa (piloncillo, azucar refinada
y azlcar no refinada) en el medio de cultivo con sales basales MS sobre el

desarrollo in vitro de plantulas.

= Establecer la aclimatizacion de las plantulas obtenidas in vitro a condiciones

controladas.

= Establecer un protocolo de germinacion y desarrollo de plantulas de Laelia anceps

subsp. anceps.
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MATERIAL Y METODO
MATERIAL BIOLOGICO.

Se utilizaron semillas de Laelia anceps subsp anceps, las cuales se obtuvieron en el
mes de marzo de 2005 a partir de tres capsulas maduras dehiscentes, provenientes del norte del
estado de Puebla. Se almacenaron en refrigeracion a 4°C dentro de frascos viales, para

conservar su viabilidad.

VIABILIDAD.

Se tom6 una muestra de semillas (entre 100 y 200 aprox.) de tres capsulas Laelia
anceps subsp. anceps con ayuda de una espatula y cada lote se sumergié en una solucién de
hipoclorito de sodio (NaOCI) al 0.55% v/v, con una gota de jabon liquido (para romper la
tension superficial de las semillas) con el fin de desinfestarlas y evitar que la actividad
metabolica de microorganismos interfiriera con la prueba de viabilidad; se agitaron durante 10
min. para que las semillas se precipitaran al fondo de la solucién, lo cual indicd que la

solucién actud sobre la cubierta de la semilla.

Enseguida se decantd la solucion de cloro y se realizaron 3 enjuagues con agua
destilada estéril, las semillas se mantuvieron en el Gltimo enjuague por 24 horas; transcurrido
el tiempo se decantd el agua destilada y se afiadio una solucién de 2,3,5 cloruro de trifenil
tetrazolio (TTC) al 1%; el TTC estuvo en contacto con el embrién de la semilla , durante 48
horas en obscuridad total hasta que las semillas se observaron tefiidas; se tomaron algunas
gotas con semillas del fondo de la solucion con ayuda de una pipeta Pasteur y se dispersaron
sobre un pedazo de papel filtro de 3 cm de diametro subdividido en 16 cuadrantes de 0.5 por
0.5 cm y se observaron bajo el microscopio estereoscopico. EI embridn vivo se tifi6 de un
color rojo o naranja y se registré el nimero de semillas viables y no viables, con lo cual se
determind el porcentaje de viabilidad de cada uno de los lotes. Las semillas provenientes de la

capsula con un mayor porcentaje de viabilidad fueron utilizadas para la siembra in vitro.
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ETAPA DE GERMINACION.
MEDIOS DE CULTIVO.

Con sales basales.

Se utilizaron los medios de cultivo Murashige y Skoog (MS) y Knudson C (KC)
(Cuadro 2), para lo cual se emplearon los medios nutritivos con sales basales comerciales MS
(Sigma, 2006 Clave M 5524) y KC (Sigma, 2006 clave K 4003). Las sales se disolvieron en

agua destilada.

El medio MS se adicioné con vitaminas y ambos medios se suplementaron con
sacarosa grado analitico; el pH en cada uno de los medios se ajusto, utilizando NaOH 1N 0
HCI 1N, en 5.7 para MS y en 5.6 para KC. Finalmente se agregé como gelificante Agargel
(Sigma, 2006 clave A 3301) y enseguida se calentd cada uno de los medios de cultivo dentro
del microondas hasta que el Agargel se disolvié completamente.

Se vaciaron 20 mL de medio en cajas de Petri de 6cm de diametro, se taparon y
esterilizaron en el autoclave a 20 libras de presion y 120°C de temperatura durante 15

minutos; las cajas se utilizaron durante los primeros estadios en la germinacién de las semillas.

Una vez que las plantulas se desarrollaron hasta alcanzar la altura de las cajas de Petri,
fue necesario trasplantarlas a frascos de vidrio de 100 mL de capacidad, los cuales contenian
30 mL de medio, cada uno.

La germinacién de las semillas in vitro se compard al utilizar cuatro tratamientos

(Cuadro 3), cada uno con diez repeticiones. Se consideré como una repeticion, una caja de
Petri con 50-100 semillas aproximadamente.
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Cuadro 2. Componentes de los medios de cultivo utilizados en la germinacion, al 100% de la sales

basales.
MS KC

Sales inorganicas mg L™ Sales inorganicas mg L™

Macronutrimentos Macronutrimentos
MgSO4 180.7 MgS04.7H20 122.125

MnS04.4H20 5.682

KNO3 1900 (NHg)2S04 500
KHoPOg4 170 KH2POy4 250
NH4NO3 1650
CaClo 332.2 Ca(NO3)2.4H>0 694.4
FeS04.7H20 27.8 FeS04.7H20 25

Micronutrimentos Micronutrimentos
ZnS0y4.7HL0 8.6 ZnS04.7H20 0.331
CoCly.6H0 0.025
H3BO3 6.2 H3BO3 0.056
MnS04.H20 16.9
CuS04.2H20 0.025 CuS04.5H20 0.0624
NaoMo0O4.2H20 0.25 MoO3 0.016
Kl 0.83
NaoEDTA.2H20 37.26

Constituyentes organicos Constituyentes organicos

Myo-Inositol 100
Tiamina HCI(B1) 0.4
Niacina 0.5
Piridoxina(B6) 0.1
Sacarosa 30000 Sacarosa 20000
Agar gel 5000 Agar gel 5000
pH 5.7 pH 5.6

Cuadro 3. Tratamientos utilizados para la germinacion de Laelia anceps subsp. anceps

Concentracion de Sales basales
Medio de cultivo 100 % 50 %
MS *MS 100 MS 50
KC KC 100 KC50

*Tratamiento.
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DESINFESTACION DE SEMILLAS

Se eliminaron los microorganismos presentes en las semillas, por lo cual se
desinfestaron entre 50 y 100 semillas aprox. dentro de un sobre elaborado con papel filtro
circular (40 en total) de 4 cm de diametro sujetado con una pinza metélica. Los sobres se
sumergieron en una solucion de etanol al 70% v/v durante 5 min, decantando el etanol y
agregando NaOCI 0.55% por 10 min, se agitod con una varilla de vidrio en ambos casos todo el
tiempo, al concluir el tiempo las semillas dentro de la solucidn se introdujeron a la campana de
flujo laminar en funcionamiento en donde se decant6 la solucion y se realizaron tres enjuagues

con agua destilada esterilizada, y después se llevo a cabo la siembra.
SIEMBRA in vitro DE SEMILLAS.

Dentro de la campana de flujo laminar y en condiciones de asepsia los sobres de papel
filtro con semillas se sacaron del agua estéril con ayuda de pinzas de diseccion, colocandolos
en una caja de Petri, en la cual se les retir6 la pinza metélica; finalmente cada sobre de papel
filtro con las semillas se extendio sobre el medio de cultivo contenido en cada caja de Petri.
Cada 45 dias se llevo a cabo la resiembra de las semillas y/o plantulas a medio de cultivo
fresco.

CONDICIONES DE INCUBACION.

Una vez sembradas las semillas en cada una de las cajas Petri, estas se incubaron en un
cuarto de cultivo con una iluminacion de 581 lux proporcionada por 4 ld&mparas fluorescentes

de 40 Wy a una distancia de 50 cm con un fotoperiodo de 16 horas luz.
EVALUACION DE GERMINACION

Las semillas de cada uno de los tratamientos se revisaron periddicamente, cada cuatro
semanas, y se registrd el nimero de semillas en los diferentes estadios de desarrollo. Al
término de nueve meses de evaluacion, tiempo en el cual se desarrollaron las plantulas con sus
raices, se seleccion6 de forma azarosa una repeticion de cada uno de los tratamientos para
obtener el peso fresco-peso seco, determinando asi el tratamiento donde se promovié la mayor
velocidad de desarrollo y con mayor biomasa.
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ETAPA DE DESARROLLO in vitro DE PLANTULAS

Cuando mas del 50% de las plantulas obtenidas a partir de la etapa de germinacién
presentaron al menos dos raices en el tratamiento MS 100, se seleccionaron aquellas de mayor
talla (2-5 cm aprox.) y se transfirieron, bajo condiciones de asepsia, a medios de cultivo con
fertilizantes comerciales o bien a medios con sales basales MS suplementado con sustitutos de

Sacarosa.

Las plantulas fueron subcultivadas cada dos meses a medio fresco.

MEDIOS DE CULTIVO

Con Fertilizantes Comerciales.

Para sustituir las sales del medio basal MS al 100% de la concentracion de sus sales, el
cual presento los mejores resultados en la etapa de germinacion se utilizaron tres fertilizantes
foliares de uso comercial con macro y micronutrimentos (Cuadro 4), Peters® (24-8-16);
Floren® (10-15-5) y Folifértil® (20-30-10).

Cada uno de los tres sustitutos de las sales basales comerciales se prepard a su vez en
tres diferentes concentraciones (100%, 50% y 25%), para la concentracién al 100% se
utilizaron 5 gr L™ de las sales de Peters y Folifértil respectivamente, y 10 mL L™ del
fertilizante Floren, resultando nueve tratamientos. EI medio nutritivo con sales basales MS al

100% se considerd como testigo.

El desarrollo in vitro de las plantulas se compar6 al utilizar nueve tratamientos y el
testigo (Cuadro 5), cada uno con 20 repeticiones y cada repeticion de una plantula en un tubo

de ensaye de 15 cm de altura con 20 mL del medio nutritivo.

Los medios de cultivo con fertilizantes se prepararon de la misma manera que el medio

con sales basales comerciales MS y fueron suplementados con sacarosa, vitaminas y agargel.
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Cuadro 4. Balance nutrimental de las sales utilizadas en
el desarrollo in vitro de plantulas de Laelia anceps subsp. anceps

Fertilizantes foliares Medio basal
Sales Peters Floren Folifértil MS
Elemento 24-8-16 10-15-5 20-30-10
% % % %
Nitrogeno Total (N) 24 8.3 20 19.9
Amoniacal 5.4 -* 10 -
Nitrato 4.8 - - -
Urea 14 - 10 -
Fosfato disponible(P,0s) 8 12.45 30 0.9
Potasio soluble (K;0) 16 4.15 10 18.4
Magnesio total (Mg) 0.4 0.016 - 0.9
Azufre (S) 4.7 - 0.2 1.4
Boro (B) 0.0034 0.016 0.36 0.03
Cobre (Cu) 0.02 0.009 0.069 0.0002
Manganeso gquelado (Mn) 0.02 0.009 0.07 0.1
Molibdeno (Mo) 0.0009 - 0.0014 0.0023
Zinc (Zn) 0.02 0.013 0.097 0.05
Hierro (Fe) - 0.012 0.136 0.1
Sodio (Na) - - - 0.3
Yodo (1) - - - 0.01
Calcio (Ca) - - - 2.8
Cloro (CI) - - - 5
Otros 36.9 75 39 50

* En los espacios que no se presenta el porcentaje y se denota un guion (-), no se dispone de
dicha informaciéon

Cuadro 5. Tratamientos untilizados para el desarrollo in vitro de plantulas

de Laelia anceps subsp. anceps

Medio de cultivo/Concentracién |100% 50 % 25 %
MS Testigo  ------  ------
Peters *P 100 P 50 P 25
Floren FI100 FI50 Fl 25
Folifértil Fol 100 Fol50 Fol 25

*Tratamiento
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Con Sustitutos de sacarosa.

La determinacion del efecto de sustitutos de sacarosa para el desarrollo in vitro de las
plantulas se realizé comparando tres tratamientos y el testigo. Se utiliz6 el medio de cultivo
con sales basales MS, el testigo se suplementd con sacarosa grado analitico (S) y para los
tratamientos se sustituyd ésta con tres fuentes de carbohidratos de uso casero, azUcar refinada
(AR), azucar no refinada (ANR) y piloncillo (Pi). En todos los casos a una concentracion de
30gL™

Los tratamientos y el testigo consistieron de 20 repeticiones y cada repeticion de una
planta.

EVALUACION DEL DESARROLLO in vitro DE PLANTULAS

Las plantulas fueron evaluadas cada tres semanas Yy se registraron los siguientes
parametros: altura de la plantula, longitud de la raiz y de la hoja mas larga, nimero de hojas,
numero de raices, nimero, longitud y diametro de pseudobulbos. Estas mediciones se llevaron

a cabo durante 15 semanas. En la figura 8 se observa la medicion de una plantula.

Fig. 8. Medicién de pardmetros de una plantula de Laelia anceps subsp. anceps
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ACLIMATIZACION DE LAS PLANTULAS A CONDICIONES ex vitro.

Las plantulas desarrolladas in vitro fueron aclimatizadas para su adaptacion a
condiciones controladas, se sacaron de los tubos de ensaye, se elimino en su totalidad el medio
de cultivo adherido a sus raices enjuagandolas con agua destilada. Como medida preventiva,

las plantulas fueron sumergidas por cinco minutos en una solucion de fungicida Manzate ®
(1gL).

Posteriormente se plantaron en botellas transparentes de polietilentereftalato (PET) de
600 mL, las que se cortaron transversalmente en la parte media superior, y en cajas de
poliestireno expandido (unicel) de 40 por 60 cm de base y 15 cm de alto.

En ambos tipos de recipientes se coloc6 una mezcla de musgo Sphagnum-agrolita
(1:1), que proveyo a las plantas de soporte, porosidad y retencion de humedad. La mitad de
las botellas y de las cajas contuvieron una mezcla estéril (E) del sustrato y la otra mitad una

mezcla no estéril (NE).

Para el proceso de aclimatizacién se utilizaron plantas de Laelia anceps subsp. anceps
en dos tallas diferentes, 57 plantas con una longitud de 7-11 cmy 43 con una longitud de 3.5-6
cm (Figura 9).

Talla grande

Fig. 9. Tallas de las plantulas de Laelia anceps subsp. anceps utilizadas en la aclimatizacién
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La aclimatizacion de las plantulas obtenidas in vitro a condiciones ex vitro consistio de
ocho tratamientos cada uno con 10-15 repeticiones. Una planta fue considerada como una
repeticion. Se utilizaron dos cajas de unicel, con 25 y 26 plantas respectivamente, y 25

botellas, cada una con 2 plantas, como se muestra en el cuadro 6.

Cuadro 6. Tratamientos para la aclimatizacion de plantulas de

Laelia anceps subsp. anceps obtenidas in vitro.

Talla Grande Chica
Plantas 7-11cm 3.5-6 cm
Contenedor | Mezcla| E NE E NE
Botellas PET * BE BNE * BE BNE
Caja de unicel CE CNE CE CNE

*Tratamiento. BE= botella PET con sustrato esterilizado; BNE= botella con sustrato no esterilizado;
CE= caja de unicel con sustrato esterilizado; CNE= caja con sustrato no esterilizado

En el cultivo in vitro las plantulas estan expuestas a una humedad atmosférica superior
al 90%, por lo que la aclimatizacién de éstas se realizd de forma gradual para regular la
evapotranspiracion y la fotosintesis; fue necesario mantener selladas las botellas con plastico
autoadherible y las cajas de unicel cubiertas con papel celofan transparente, para evitar asi la

deshidratacion de las plantas.

Se mantuvieron completamente cubiertas por una semana en el cuarto de cultivo bajo
las mismas condiciones de iluminacion en las que se llevo a cabo la germinacion y desarrollo
de las plantulas in vitro (Figura 10); durante las siguientes tres semanas se destaparon
gradualmente las botellas y cajas, el sustrato se mantuvo ligeramente hiumedo humedeciéndolo
con un aspersor periodicamente, al término de estas tres semanas fueron descubiertas

totalmente.
Durante el segundo mes las plantas se regaron dos veces por semana; adicionalmente,

durante todo el proceso se llevd a cabo una fertilizacion semanal por aspersion con el

fertilizante Peters 24-8-16 a una concentracién de 1gr L™ de agua.
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Fig. 10. Condiciones de cultivo durante la aclimatizacion de

Laelia anceps subsp. anceps

EVALUACION DE ACLIMATIZACION

En todos los tratamientos se registraron los siguientes pardmetros: altura de la plantula,
longitud de la raiz y de la hoja mas largas, numero de hojas, nimero de raices, peso fresco de
la planta, nimero, longitud y didmetro de pseudobulbos (Figura 11). Estas evaluaciones se
Ilevaron a cabo en tres ocasiones; la primera al momento de sembrar las plantas, la segunda un

mes después y la ultima al terminar el segundo mes.

Fig. 11. Medicion de una plantula de Laelia anceps subsp. anceps durante el proceso

de aclimatizacidn (izquierda). Acercamiento a las raices (derecha).
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ANALISIS ESTADISTICO

A los datos obtenidos se les aplico un andlisis de varianza (ANDEVA) con un intervalo
de confianza de 95%, utilizando el programa estadistico Statgraphics Plus 5.0, para determinar
en cual de los tratamientos de la etapa de germinacién, desarrollo de plantulas in vitro y de
aclimatizacién se obtuvo la mayor cantidad y mejor desarrollo de plantulas de Laelia anceps

subs. anceps.
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RESULTADOS Y DISCUSION

VIABILIDAD

Las tres capsulas de L. anceps subsp. anceps analizadas presentaron 31, 29 y 17% de
semillas viables respectivamente; este porcentaje resultd muy bajo comparado con el 98 y
88% de viabilidad reportado para dos lotes de semillas de Laelia albida (Santos et al., 2005) y
el 71.6% de viabilidad reportado también en L. albida por Ortiz (2001). Vujanovic y
colaboradores (2000) observaron el 48% de viabilidad en semillas de la orquidea terrestre

Cypripedium reginae al exponerlas por 24 horas a TTC.

Es probable que la testa de las semillas de la especie de estudio sea menos permeable y
necesite mas de 48 horas en contacto con el TTC para lograr la tincion, o bien que el bajo

porcentaje de viabilidad se deba a condiciones naturales.

El método del TTC ha sido utilizado exitosamente en orquideas epifitas tropicales
(Singh, 1981), sin embargo la eficacia del TTC es limitada y ha producido resultados
inconsistentes en algunas especies de orquidea, lo cual se ha atribuido a la variacion en la

permeabilidad de la testa de las semillas (\Van Waes y Debergh, 1986).
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DESARROLLO DE LA GERMINACION
ESTADIOS DE DESARROLLO

Las orquideas germinan asimbidticamente in vitro después de la imbibicién, formando

un cuerpo esférico denominado protocormo, a partir de cuya base surgen rizoides y a

continuacién primordios de hojas y raices, todo lo cual permite distinguir etapas bien definidas

que se usan en el calculo de indices de crecimiento (Arditti y Ernst, 1984).

Durante el proceso de germinacion de Laelia anceps subsp. anceps se lograron registrar

y distinguir, desde los 7 hasta los 260 dias de cultivo, seis estadios de desarrollo:

debido a Ia

imbibicion el embrion rompié la testa de

1) Protocormo:

la semilla y adquierié una forma esférica-
oval, con una pequefia protuberancia
apical. Los protocormos se observaron de
(Pcf=

clorofilicos) o bien carentes de clorofila

color  verde protocormos

(ct= cloroticos).

2)

de hoja (Ph): en la region apical del

Protocormo con un primordio

protocormo se distinguié el desarrollo

inicial de la primer hoja.

3) Brotaciéon maltiple (Brm):
algunos protocormos desarrollaron dos o
mas apices al mismo tiempo y de estos se
diferenciaron plantulas unidas por la base.
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4) Plantula con una hoja (h): el
primordio de hoja se diferencid en una hoja,
en este momento se consideré como plantula

con una hoja.

Plantula con dos hojas (2h): en
la plantula se desarrollé la segunda hoja.

Plantula con dos hojas y
raices (2hcr): de la base de la plantula
emergio la primera raiz, para fines practicos
se consider6 dentro de este estadio a las

plantulas con una, dos 0 mas raices.
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La secuencia de los estadios de desarrollo durante el proceso, desde los 7 hasta los 260

dias de cultivo, dependiendo de los tratamientos utilizados fue la siguiente:

A los 7 dias posteriores a la siembra se observé el hinchamiento de las semillas; en el

tratamiento MS 100 las semillas presentaron una coloracién pardusca a simple vista.

A los 14 dias se observo el desarrollo de protocormos en los cuatro tratamientos. En el
tratamiento MS 100 presentaron una coloracion verde brillante; en el tratamiento MS 50 se
observaron con coloracion verde palido, mientras que en los tratamientos KC 50 y KC 100 una

minoria mantuvieron el color amarillo verdoso y el resto amarillos.

Estas observaciones coinciden con las reportadas por Stenberg y Kane (1998) para
Encyclia boothiana, quienes registraron la imbibicion o hinchamiento de las semillas durante
la primer semana, asi como la ruptura de la testa y germinacion comenzando la segunda.
Buyun y colaboradores (2004) observaron la germinacion de varias especies de Cattleya, que
desarrollaron protocormos de color blanco-lechoso durante las 2 6 3 semanas posteriores a la

siembra y tiempo después adquirieron un color verde brillante.

Los resultados coinciden parcialmente con el desarrollo de Laelia autumnalis, que
presentd el 10% de las semillas en estadio de protocormo a los 21 dias de cultivo (Sierra,
2006); sin embargo difieren en la velocidad de germinacion con semillas de Laelia speciosa,
las cuales germinaron a las 5 semanas posteriores a la siembra en el medio MS suplementado
con 500 mg/L de carbon activado, 500 mg/L de extracto de platano, 1 g/L de peptona, 2 mg/L
de BAP y 1 mg/L de ANA (Barrera et al., 2005); en semillas de Laelia albida cultivadas en
KC suplementado con sacarosa, 0 con sacarosa Yy extracto de papa, se presento el
hinchamiento de las semillas durante los primero 15 dias, la germinacion 24 dias después y la
presencia de protocormos bien diferenciados hasta los 46 dias; es importante sefialar que a
partir del dia 45 de cultivo registraron una elevada mortalidad de las plantas (90 %) en el
medio suplementado con sacarosa Unicamente (Santos et al., 2005).
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A los 74 dias después de la siembra las semillas en cada uno de los tratamientos

desarrollaron diferentes estadios con las siguientes caracteristicas:

MS 100. Todos los protocormos desarrollados en este tratamiento presentaron color
verde brillante. Aproximadamente el 75 % de estos protocormos adquirié un aspecto anormal
con apariencia de tejido calloso, ademas de presentar el doble o triple del tamafio del resto de

los protocormos desarrollados en este medio.

MS 50. La coloracién de los protocormos desarrollados fue igual a los del tratamiento

MS 100 y aproximadamente el 30 % se diferenciaron en plantulas con una o dos hojas.

KC 50. Los protocormos que se desarrollaron exhibieron color verde amarillento y muy
pocos se diferenciaron en plantulas con una hoja. La mayoria adquirié un aspecto anormal o
deforme similar a los del tratamiento MS 100; ademas se observaron algunos protocormos

carentes de clorofila (cloréticos).

KC 100. La coloracion de la mayoria de los protocormos desarrollados fue igual a los del
tratamiento MS 50 y algunos clordticos, otros se diferenciaron en protocormos con un

primordio de hoja, con una hoja o con dos.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Ichihashi (1979) para L. anceps ya que
a los 63 dias de cultivo, en el medio KC las semillas alcanzaron el estadio de protocormo y

muchos de estos presentaban la apariencia de tejido calloso o tejido no organizado.

Se presentaron diferencias con lo observado por Stenberg y Kane (1998) en Encyclia
boothiana, en la cual reportaron a los 80 dias de cultivo (semana 12) en los medios MS y KC
al 100% la presencia de protocormos verde brillante y plantulas con una o dos hojas en ambos
medios, y la primer plantula con raiz en el medio MS. También existieron diferencias con el
desarrollo de plantulas de Cattleya cultivadas en KC 100%, que mostraron una respuesta
totalmente diferente, puesto que murieron o fueron cloroticas (Knudson, 1951).
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Laelia albida cultivada en KC 100% suplementado con sacarosa y extracto de papa
presentd un grado de desarrollo similar al de L. anceps subsp. anceps debido a que presentd
protocormos Y las primeras plantulas con una sola hoja a los 74 dias de cultivo (Santos et al.,
2005).

Es probable que la mayor vigorosidad de los protocormos y plantulas de Laelia anceps
subsp. anceps en el medio MS se deba a que este contiene una mayor cantidad de nitrogeno
suplementado en forma de amonio. Smith (1932) encontré que al duplicar vy triplicar la
cantidad de amonio en el medio Knudson B (Knudson, 1922, 7.56 mM) incremento el vigor y
color verde en plantulas de un hibrido del género Cattleya; mientras La Garde (1929), reporto6
que al duplicar la cantidad de amonio del medio de cultivo KC, la germinacién y el desarrollo
de las plantulas de Cattleya y Laeliocattleya mejord. Estudios comparativos han demostrado
que en algunas especies de orquideas la mayoria de los embriones germinan en medios que
contienen amonio en lugar de nitrato como fuente de nitrogeno (Curtis y Sporel, 1948;

Raghavan y Torrey, 1964).

En plantulas de Cattleya la actividad de la enzima nitrato reductasa se observa hasta los
60 dias después de la germinacion, de manera que el nitrato no estd disponible para el
crecimiento (Hew y Yong, 2004; Raghavan y Torrey, 1964). EI N es un constituyente de
muchos compuestos esenciales como el adenosin trifosfato (ATP), enzimas, proteinas
estructurales y &cidos nucleicos; y en un medio con baja concentracion de amonio se provoca
la disminucién en la asimilacion de N, lo cual se traduce en una germinacion y desarrollo
pobres (Stenberg y Kane, 1998).

Adicionalmente, la cantidad de N en forma de amonio es 40 veces mayor a la de nitrato
en los flujos de nutrimentos sobre los troncos en la naturaleza (Hew y Yong, 2004), asi que la
asimilacion de este elemento principalmente en forma de amonio, responde a condiciones

naturales.
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A los 97 dias se presentaron las primeras plantulas con raiz de Laelia anceps subsp.
anceps en los tratamientos MS 50, MS 100 y KC 100, sin embargo el mayor porcentaje de
plantulas con hojas (Figura 12) se obtuvo en el tratamiento MS 50 con un 30 %. Sierra (2006)
reportd para Laelia autumnalis a los 90 dias de cultivo, en el medio MS, que 50% de las

semillas se diferenciaron en plantulas con dos hojas, y también observd las primeras plantulas

con raiz.

2hcr

100% & 2h

80% - 1h

60% - m Ph

40% - m Pcf
20% | W Brm

0% ; ~oct

MS 50 KC50 KC100 MS 100
Fig. 12. Efecto de los tratamientos durante la germinacion in vitro de Laelia anceps subsp. anceps a los

97 dias de cultivo. 2hcr= 2 hojas con raices; 2h= 2 hojas; 1h= 1 hoja; Ph= Primordio de hoja; Pcf=

Protocormo clorofilico; Brm= Brotacion mdltiple; ct=P. clorético

A los 110 dias se observaron aproximadamente 50% de las semillas germinadas en el
tratamiento MS 100, 70% en el MS 50, 60% en KC 100 y 50% en el tratamiento KC 50. De
forma similar, Ichihashi (1979) observé un mayor porcentaje de germinacion para las semillas
de Bletilla striata cultivadas en un medio con baja concentracion idnica que en los de mayor

concentracioén.

El tratamiento MS 50 favorecid el desarrollo de una mayor cantidad de plantulas con raiz
(14%) de Laelia anceps subsp. anceps, el resto de los tratamientos fueron iguales
estadisticamente para favorecer el desarrollo de plantulas con raices (Fig. 13). La mayor
cantidad (20%) de plantulas con 1 o 2 hojas se presentd en los tratamientos MS 50 y KC 50,
resultando ser estadisticamente diferentes a los tratamientos restantes. El porcentaje de
protocormos clorofilicos presentes en los cuatro tratamientos resulto igual estadisticamente.

La mayor cantidad de protocormos cloréticos (47%) se desarrollo en KC 100.
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2hcr
100% @ 2h
80%1 1h
60% | m Ph
40% A m Pcf
20% - mBrm
0% ‘ Oct

MS50 KC50 KC100 MS 100

Fig. 13. Efecto de los tratamientos durante la germinacion in vitro de Laelia anceps subsp. anceps a los
110 dias de cultivo. 2hcr= 2 hojas con raices; 2h= 2 hojas; 1h=1 hoja; Ph= Primordio de hoja; Pcf=

Protocormo clorofilico; Brm= Brotacion multiple; ct=P. clorético

Los resultados obtenidos con Laelia anceps subsp. anceps difieren de los reportados por
Santos y colaboradores (2005) quienes encontraron a los 106 dias de cultivo en KC 100,
suplementado con sacarosa y extracto de papa, que el 40% de las plantulas germinadas de
Laelia albida estaba en estadio de protocormo y el 60% restante fueron plantulas con una hoja.
También difieren con Stenberg y Kane (1998), quienes reportan plantulas de Encyclia
boothiana con 2 0 3 hojas en MS y KC 100%, aunque las plantulas con 3 hojas y las que

presentaron raices fueron mas comunes en KC.

Después de 148 dias de cultivo el mayor porcentaje de plantulas con raiz se obtuvo en
los tratamientos MS 50 con 41.5 % y en MS 100 con 31.4 %, estos tratamientos resultaron
diferentes estadisticamente a los restantes; ya que en KC 50 se obtuvieron el 10.3 % de

plantulas con raiz y en KC 100 el 4.5 % (Fig. 14). Los estadios pueden observarse en la figura

15.

Estos resultados son opuestos a lo reportado para Encyclia boothiana (Stenberg y Kane,
1998) donde el mayor porcentaje (37.9 %) de plantulas con raiz fue registrado en el medio KC
100, mientras que en el MS 100 fue de 11.4 %. Sin embargo coinciden con los obtenidos por
Sierra (2006), quien encontr6 40 % de plantulas de Laelia autumnalis con dos hojas y 40%

con raices a los 130 dias de cultivo en MS.
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2hcr
1009% -
@ 2h
809%
1h
0f
60% o Ph
40% - m Pcf
20% | W Brm
0%

MS50 KC50 KC100 MS 100

Fig. 14. Efecto de los tratamientos durante la germinacidn in vitro de Laelia anceps subsp. anceps a los
148 dias de cultivo. 2hcr= 2 hojas con raices; 2h= 2 hojas; Ph= Primordio de hoja;
Pcf= Protocormo clorofilico; ct= P. clorético; Brm= Brotacion maltiple

Fig. 15. Estadios de desarrollo observados a los 148 dias de cultivo durante la

germinacion in vitro de Laelia anceps subsp. anceps

En Encyclia boothiana Stenberg y Kane (1998) reportaron a los 150 dias de cultivo
37.9% de plantas con raiz en KC 100 y 11.4 % en MS 100, indicando que los cultivos se
desarrollaron més en KC que en MS a los 150 dias; estos resultados son opuestos a los
obtenidos en el presente estudio lo que probablemente indica que Laelia anceps subsp anceps

€S una especie que requiere una mayor concentracion de nutrimentos en el medio; ya que la
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mayoria de los iones suplementados en MS tienen niveles iguales o mayores a los
suplementados en KC. ElI medio con mayor concentracion de sales, de 37 evaluados por
Arditti y Ernst, es el medio MS. Este es 136 veces mas concentrado que la cantidad de
nutrimentos disponibles sobre los troncos para el desarrollo de los protocormos en la
naturaleza (Arditti y Ernst, 1984).

Aparentemente la necesidad elevada de nutrimentos en el cultivo in vitro responde al
hecho de que la plantula no es capaz de asimilar eficientemente los nutrimentos disponibles en

el medio de cultivo.

Las orquideas se desarrollan generalmente en condiciones de nutrimentos muy escasos y
su supervivencia solo puede ocurrir gracias a la asociacion con un hongo micorrizico. La
estimulacion del desarrollo durante la germinacion seguido a la infeccion es asociada a la
provision por parte del hongo de nutrimentos especificos y generales, particularmente
compuestos de carbdn, hasta que la etapa heterotréfica de la plantula concluye (Hadley y
Pegg, 1989). Hay evidencias que indican que en condiciones de estrés, la micorriza favorece la
asimilacion de compuestos de nitrogeno y fosfatos, y un desarrollo mas acelerado de las
plantas en relacion a plantas cultivadas sin el simbionte (Alexander et al., 1984; Alexander y
Hadley, 1984; Hadley y Pegg, 1989).

Luego de 200 dias de cultivo, las semillas de Laelia anceps subsp. anceps en los
tratamientos MS al 100 y 50 generaron la mayor cantidad de plantulas con raices
(aproximadamente 60%) siendo iguales estadisticamente. En ambos tratamientos se generd un
menor porcentaje de protocormos cloréticos (7 y 18%), mientras que en los tratamientos KC
100 y 50 fue de 59 y 36% respectivamente y solamente del 10% al 15% de plantulas con raiz
en cada uno (Figura 16). Estos resultados se obtuvieron aun cuando el medio KC fue el primer
medio de cultivo formulado especialmente para la germinacion de semillas de orquideas, sin
embargo, presenta un desequilibrio en el balance entre los iones de los componentes
nutricionales (Ichihashi, 1979). La cantidad y concentracion de sales basales presentes entre
los medios de cultivo MS y KC es muy diferente; el MS es un medio muy rico en sales,
ademas de contener vitaminas, lo cual favoreci6 una germinacion y desarrollo méas vigoroso de

la especie en estudio.
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Fig. 16. Efecto de los tratamientos durante la germinacion in vitro de Laelia anceps subsp. anceps a los
200 dias de cultivo. 2hcr= 2 hojas con raices; 2h= 2 hojas; Ph= Primordio de hoja; Pcf= Protocormo

clorofilico; ct=P. clordtico; Brm= Brotacion multiple

Esta tendencia de protocormos cloréticos en los tratamientos con KC y de plantulas con
raiz en los tratamientos con MS se mantuvo a los 260 dias, y se registro un total de 63
individuos en el tratamiento MS50, de los cuales el 60.3% eran plantulas con raices y el 14.3%
protocormos cloroticos; en el MS 100 hubo 98 individuos, de los cuales el 35.7% eran
plantulas con raiz, el 23.5% plantulas con 1 o 2 hojas y el 13.3 % protocormos cloréticos; 84
individuos se registraron en el KC 50 de las cuales el 7.1% eran plantulas con raiz, 3.6%
plantulas con 1 o 2 hojas y 63.1% eran protocormos cloréticos; finalmente 72 individuos en el

KC 100, se observaron 11.1% plantulas con raiz y 59.7% protocormos cloréticos (Figura 17).
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Fig. 17. Efecto de los tratamientos durante la germinacidn in vitro de Laelia anceps subsp. anceps a los
260 dias de cultivo. 2hcr= 2 hojas con raices; 1 6 2h= plantulas con 1 o 2 hojas; Ph= Primordio de hoja;

Brm= Brotacion maltiple; Pcf= Protocormo clorofilico; ct= P. clorético
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VELOCIDAD DEL DESARROLLO Y BIOMASA DE PLANTULAS

A los 260 dias de cultivo, el mayor nimero de hojas y brotes promedio por plantula de
Laelia anceps subsp. anceps y estadisticamente diferente se registré en aquellas cultivadas
sobre el medio KC 50 (Fig. 18). Estos resultados difieren con los obtenidos en Encyclia
boothiana (Stenberg y Kane, 1998) ya que en ambos medios, MS y KC, se obtuvieron

resultados similares respecto al nimero de hojas.

12 m Hoja
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Fig. 18. Desarrollo de estructuras por plantula a los 260 dias de cultivo. Las letras sobre las barras
indican las similitudes estadisticas entre los tratamientos, las barras con la misma letra, son iguales

estadisticamente.

Las plantulas que presentaron una mayor altura (2.6 cm) se obtuvieron en el tratamiento
MS 100, seguido del MS 50 con 1.7 cm, ambos resultaron ser estadisticamente diferentes al
resto de los tratamientos. Las plantulas con raices mas largas (2.7 cm), se generaron en el
tratamiento MS 50 y los otros 3 tratamientos fueron iguales estadisticamente y presentaron
raices de 1.6 cm aproximadamente (Fig. 19). En la figura 20 se observa el mayor crecimiento

de las plantulas en el tratamiento MS 100.

En Encyclia bootiana, Stenberg y Kane (1998) a los 252 dias de cultivo (36 semanas)
observaron plantulas con un promedio de 4.8 raices y longitud de hoja de 0.9cm y de raiz de
0.6cm en el medio MS 100, mientras que en el KC 100 se presentd un menor namero
promedio de raices (3.9), pero de mayor longitud (1cm), y una menor longitud de hojas
(0.6cm).
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Fig. 19. Crecimiento de las plantulas de Laelia anceps subsp. anceps.a los 260 dias de cultivo.

L= longitud; H= hoja; R=raiz. Las letras sobre las barras indican las similitudes estadisticas entre los

tratamientos, las barras con la misma letra, son iguales estadisticamente.

Fig. 20. Plantulas de Laelia anceps subsp. anceps desarrolladas a los 260 dias de cultivo

en cada tratamiento durante la etapa de germinacion.

Por su parte Adelberg y colaboradores (1997) plantaron hibridos de Sophrolaeliocattleya
Jewel Box “Scheherezade” y Brassolaeliocattleya Rugley’s Mill “Mendenhall”, de
aproximadamente 0.04 g/planta, para su desarrollo en un sistema de cultivo de membrana con
medio liquido, utilizaron los medios especializados para orquideas KC, VW y Lindemann; el
medio de cultivo MS al 100, 50 y 25 % de la concentracion de sus sales y la solucion
Hoagland utilizada en cultivo hidropdnico. Luego de seis meses de cultivo determinaron que
los pesos frescos més elevados se encontraron en el medio MS 100 (3-6 g/planta), MS 50 (2-6
g), MS 25 y la solucién de Hoagland (ambos con 2-4 g), por su parte KC presentd un peso
fresco de 1-3 g/planta. MS 100 fue el Unico medio que produjo plantulas con mas retofios que
raices, los demas produjeron mas raices que retofios, y un elevado desarrollo radical se dio en
MS 50%, MS 25% y en Hoagland.
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El peso fresco total de las plantulas de Laelia anceps fue mayor en el medio MS 100 con
8g (Figura 21), distribuidos 4.8 g en hojas y 3.3 g en raices; mientras que en el MS 50% se
obtuvieron 4g (1.4 g de hojas y 2.6 g de raices). De esta manera se determind que a pesar de
que las dos concentraciones del medio MS presentaron el mismo estadio de desarrollo, en el
MS 100 se generd un mayor incremento en la biomasa, reflejado en plantulas mas vigorosas,
por lo cual resulta recomendable utilizar este medio para el mejor desarrollo de las plantulas in
vitro durante los primeros meses de germinacion de las semillas. Mientras que el MS 50
generd mayor biomasa en las raices en relacion a las hojas, asi que seria recomendable
subcultivar en este medio las plantulas obtenidas en MS 100 durante un mes antes de la

aclimatizacion ex vitro con el fin de generar un mejor sistema radical.
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Fig. 21. Biomasa de las plantulas. PF= peso fresco; PS= peso seco; h=hojas; r= raices.

Es probable que el elevado desarrollo radicular de Laelia anceps subsp. anceps tanto en
longitud como en peso fresco de raices presente en MS 50 se origine en respuesta a las bajas
concentraciones de nutrimentos, amonio especialmente, por lo cual las plantas desarrollan una
mayor superficie radical para aumentar su asimilacion. Se ha observado que bajos niveles de
amonio promovieron el crecimiento de raices durante la micropropagacion de Philodendron
(Sriskandarjhi y Skirvin, 1991) y de Bletilla striata (Ichihashi, 1979). En estos términos se
esperaria un desarrollo radical similar para KC 100 y KC 50. A pesar de que se aprecia un
mayor numero promedio de raices por plantula (5.2) en MS 50 resulto igual estadisticamente
al obtenido en el KC 50 con 4.5y en el KC 100 con 3.6. Sin embargo estos dos tratamientos
tienen menor concentracion de nutrimentos que el MS 50 y a pesar de que las plantulas tenian
un numero elevado de raices, carecian de la cantidad y concentracion minima de sales

necesarias para desarrollarse vigorosamente, por lo cual presentaron raices mucho mas cortas.
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ETAPA DE DESARROLLO
FERTILIZANTES

Las semillas de orquidea inducidas a germinar simbidtica o asimbidticamente dependen
de una fuente externa de nutrimentos simples para su desarrollo posterior (Manning y Van
Staden, 1987).

En este estudio, las plantulas se desarrollaron adecuadamente en los medios sustituidos
con fertilizantes y no se observo sintomatologia de deficiencias nutrimentales, a pesar de que
estos fertilizantes no reportan el contenido de algunos elementos esenciales (véase cuadro 7)
para el desarrollo de las plantulas, como es el caso de los macro elementos S, Mg y los micro
elementos Mo y Fe; es probable que estos elementos se encuentren en cantidades traza dentro
del fertilizante, o bien que las plantulas (en el caso de los tres primeros) los hayan asimilado

en la etapa de germinacion y los traslocaron a los nuevos brotes.

Las orquideas son similares a otras plantas en sus requerimientos, con la excepcién de
que puede pasar mucho tiempo (incluso mas de tres meses) para evidenciar una deficiencia
mineral, por ejemplo, plantulas de Cattleya cultivadas sin Fe sobre cuarzo purificado no
evidenciaron sintomas de deficiencia durante siete meses de cultivo (Hew y Yong, 2004). Las
deficiencias pueden afectar a toda la planta, si son capaces de redistribuir los elementos
insuficientes, o bien, pueden afectar solo al nuevo crecimiento (Hew y Yong, 2004).

Stancato y Faria (1996) demostraron en un estudio sobre los efectos de macro y
micronutrimentos en el crecimiento in vitro de Laelia cinnabarina, que no suplementar los
elementos esenciales al medio de cultivo in vitro afecta el desarrollo de las pléantulas,
especialmente en el caso del nitrogeno, fésforo, calcio y azufre, que al no estar presentes se

reduce drasticamente el crecimiento y la generacion de biomasa en las plantulas.
Dendrobium nobile y Cymbidium pumilum mostraron poco crecimiento en medios sin

micronutrimentos, excepto Fe, de manera que la adicion de micro elementos parece tener

efectos estimulantes en el crecimiento de las plantas (Ichihashi, 1979).
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Cuadro 7. Balance nutrimental de los medios de cultivo al 100% de la concentracion de sus sales

Sales Peters Floren Folifértil MS

Elemento 24-8-16 10-15-5 20-30-10
mg/L de medio

Nitrogeno Total (N) 1200.0 830.0 1000.0 840.65
Amoniacal 270.0 - 500.0 288.8
Nitrato 240.0 - 0.0 551.8
Urea 700.0 - 500.0 0.0
Fosfato disponible (P205) |400.0 1245.0 1500.0 39.13
Potasio soluble (K20) 800.0 415.0 500.0 791.63
Magnesio total (Mg) 20.0 1.6 - 3.7
Azufre (S) 235.0 - 10.0 58.3
Boro (B) 0.17 1.6 17.9 1.1
Cobre (Cu) 1.0 0.09 3.46 0.0064
Manganeso quelado (Mn) (1.0 0.09 3.48 55
Molibdeno (Mo) 0.045 - 0.07 0.1
Zinc (Zn) 10 1.3 4.86 2.0
Hierro (Fe) - 1.2 6.82 5.6
Sodio (Na) - - - 12.2
Yodo (1) - - - 0.64
Calcio (Ca) - - - 121.1
Cloro (CI) - - - 214.2

* En los espacios que no se presenta el porcentaje y se denota un guion (-),
no se dispone de dicha informacion

Después de 100 dias de cultivo los tratamientos con fertilizantes que favorecieron una
mayor altura promedio de las plantulas de Laelia anceps subsp anceps fueron Floren y Peters
al 25%, con 7.5 cm y 7.1 cm respectivamente (Figura 22), sin presentar diferencias
significativas entre ellos. Las plantulas de menor longitud (4, 3.3 y 4.8 cm) se presentaron en

P, Fl y Fol al 100%. En la figura 23 se observan plantulas de cada tratamiento.

Estos resultados son opuestos a los obtenidos por Do Valle y Tadeu (2005), quienes
encontraron una mejor respuesta de Catasetum fimbriatum en el medio MS que en los medios
que contenian fertilizantes. Después de 6 meses de cultivo se desarrollaron plantulas de mayor
longitud (6 cm) en MS 100 y MS al 50%; las de menor tamario (1.8 cm) se desarrollaron en el
medio con fertilizante 10-5-5. En Cyrtopodium paranaensis observaron las plantas de mayor
longitud (8.7 cm) en MS 50 y las menores (1.91 cm) en el medio con fertilizante10-5-5 (Do
Valle y Tadeu, 2005).
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La mayor cantidad promedio de hojas por planta (10.7) en Laelia anceps subsp. anceps
se obtuvo en P al 100%, sin embargo no hay diferencias significativas con el resto de los
tratamientos, a pesar de que el nimero mas bajo fue de 4 hojas por planta; en el testigo MS se

obtuvo un promedio de 7 hojas por planta (Figura 24).

El balance N-K es importante, altas concentraciones de N y bajas de K favorece el
crecimiento vegetativo (Baker y Baker, 1998). En estudios de fertilizacidon realizados con
Cymbidium hibridum, el nitrégeno fue el factor mas importante en el crecimiento de las hojas

y el fésforo en la floracion (JiuzZhou, 2005).
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Fig. 22. Crecimiento in vitro de plantulas de Laelia anceps subsp. anceps en los tratamientos con
fertilizantes y en MS. P= Peters; FI= Floren; Fol= Folifértil; MS= Testigo. Las letras sobre las barras
indican las similitudes estadisticas entre los tratamientos, las barras con la misma letra, son iguales

estadisticamente.
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P100 P50 P25 FI 100 FI50 FI 25 Fol 50 Fol50 Fol 50

Fig. 23. Plantulas de Laelia anceps subsp. anceps desarrolladas después de 100 dias de cultivo
en los tratamientos con fertilizantes y en MS

El mayor nimero de raices (10.6) por planta se obtuvo en el tratamiento FI 25, 8.7 raices
por planta en FI 50 y 8.6 en P 25 (Figura 24); el menor nimero se obtuvo en la concentracion
al 100% de P, Fl y Fol con 5, 4.9 y 5.3 raices por planta; los valores de longitud de raices

resultaron muy similares estadisticamente, y alcanzaron un promedio de 2 a 3.4 cm (Fig. 22).
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Fig. 24. Numero promedio de hojas y raices por planta en los medios de cultivo con fertilizantes. P=
Peters; FI= Floren; Fol= Folifértil; MS= Testigo. Las letras sobre las barras indican las similitudes

estadisticas entre los tratamientos, las barras con la misma letra, son iguales estadisticamente.

65



Resultados y discusién

Estos resultados concuerdan y se confirman con los resultados obtenidos en la etapa final
de la germinacion (260 dias) de Laelia anceps subsp anceps, ya que coincide en que se
desarrolla una mayor cantidad de raices en medios con concentraciones mas bajas de

nutrimentos.

Por otro lado, Poole y Seeley (1978) mencionan que al incrementar gradualmente la
concentracion de N llega a un punto en el que las concentraciones elevadas disminuyen en
mayor grado el crecimiento de las raices de las plantas de Cattleya que el de las hojas o
pseudobulbos.

Do Valle y Tadeu (2005) observaron que para Catasetum fimbriatum el mayor nimero
de raices por planta (3.5 y 3.2) en el medio MS al 50% y en el fertilizante 10-30-20. EI menor
namero (1.6) se dio en el medio Vacin & Went (VW) y en el fertilizante 10-5-5. Las raices
mas largas en el fertilizante 10-5-5 con 8.04 cm y las menores en VW con 1.52 cm. En
Cyrtopodium paranaensis reportan el mayor numero de raices por planta (4.76) en MS al 25%
y el menor (1.92) en VW. Las de raices mas largas (4.3 cm) en el fertilizante 10-5-5 y las mas
cortas (1 cm) en VW.

El medio P en las concentraciones 100% y 25% presento el mayor porcentaje de plantas
con pseudobulbos (67 y 70%) en L. anceps, seguido de Folifértil en las concentraciones 100 y
50% con 67 y 60% respectivamente, y finalmente en el medio Floren al 25% se obtuvieron el
50% de las plantas con pseudobulbos (Figura 25). ElI medio testigo MS present6 la menor

cantidad con solo 8%.

YunZhai y SiQing (2005) encontraron que el potasio es un factor que determina la
brotacion de hojas y numero de brotes florales de Cymbidium hibridum, mientras que el efecto
del nitrégeno fue significativo en el desarrollo de pseudobulbos, calidad floral y nimero de

flores por inflorescencia.
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Plantas con pseudobulbos
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Fig. 25. Desarrollo de plantas con pseudobulbos a los 100 dias de cultivo en los tratamientos con

fertilizantes y en MS. P= Peters; FI= Floren; Fol= Folifértil; MS= Testigo.

Ya que una mayor concentracion de nutrimentos se asocia con un mejor desarrollo de las
plantas, se esperaria que los medios de cultivo con el 100% de las sales presentaran las plantas
de mayor altura, namero de hojas, longitud y numero de raices, sin embargo, de manera
general el comportamiento de las plantas no se ajusta a este patron, al parecer esta
concentracion de sales resulta excesiva para lasorquideas, aunque no se presentan sintomas de

intoxicacion.

Un excesivo contenido de nitrdgeno en la planta puede reducir la acumulacion de
hidratos de carbono en la célula con lo que la pared celular puede verse afectada y en
consecuencia obtener plantas mas débiles; estos efectos desfavorables pueden ser
contrarrestados por el potasio, por su accion estimuladora sobre los azlcares (Dominguez,
1989).

Poole y Seeley (1978) compararon la asimilacion de N, K y Mg en el cultivo en
invernadero de los géneros Cattleya, Cymbidium y Phalaenopsis, y encontraron que el N fue
el factor mas importante en el crecimiento de los tres géneros. En el caso de Cattleya la
adicion de niveles cada vez mas elevados de N generd un incremento del crecimiento hasta
llegar al punto en el que la concentracion de N llega a ser toxico o limita otros factores

necesarios para el crecimiento adecuado de la planta.
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CARBOHIDRATOS SUSTITUTOS

El tratamiento donde las plantulas tuvieron menor talla y longitud de raices (Figura 26)
fue con Piloncillo (Pi) y resulto el Unico tratamiento diferente estadisticamente. La mayor
longitud de las raices se presentd en el tratamiento S aun cuando resultd estadisticamente

igual a los tratamientos AR y ANR.

En el numero de raices generadas por plantula (Figura 26) no existieron diferencias
significativas, aunque la menor cantidad de raices se generaron en el tratamiento Pi. La
mayor cantidad de hojas fue generada en el tratamiento con azlcar refinada (AR), sin
embargo no existieron diferencias significativas con ninguno de los otros tratamientos
(Figura 26).

El desarrollo de pseudobulbos en estos cuatro tratamientos, fue poco representativo, ya
que solo se registraron en dos plantulas de una muestra de 25 en el tratamiento S. En la figura

27 se aprecia el menor crecimiento en el tratamiento Pi.

Probablemente el menor desarrollo de las plantulas cultivadas en el tratamiento con
piloncillo (Pi) fue provocado por la gran cantidad de impurezas que contiene. Ya que el
piloncillo estd formado de azlcares sélidos de cafia no refinados obtenidos de la evaporacion
de los jugos de la cafia cocidos a altas temperaturas, contiene ademas de sacarosa, contenidos
significativos de glucosa, fructosa, grasas, proteinas, minerales y vitaminas como el &cido
ascorbico. Entre los principales minerales figuran: el calcio (Ca), potasio (K), magnesio (Mg),
cobre (Cu), Hierro (Fe) y fésforo (P), como también trazas de fldor (F) y selenio (Se)
(Castedo, 2007).

En contraparte, los resultados en el desarrollo de las plantulas en los tratamientos con S,

AR, y ANR no presentaron diferencias significativas, por lo cual resulta viable la sustitucion

de la sacarosa grado analitico, en el medio de cultivo, por azucar refinada o no refinada.
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Fig. 26. Efecto de los tratamientos con carbohidratos sustitutos sobre el desarrollo in vitro de las
plantulas de Laelia anceps subsp. anceps. AR= Azlcar Refinada; ANR= A. No Refinada; Pi=
Piloncillo; S= Sacarosa. Las letras sobre las barras indican las similitudes estadisticas entre los

tratamientos, las barras con la misma letra, son iguales estadisticamente.

AR ANR Pi S

Fig. 27. Plantulas de Laelia anceps subsp. anceps desarrolladas después de 100 dias de cultivo en los

tratamientos con azUcar refinada (AR), atcar no refinada (ANR), piloncillo (Pi) y sacarosa (S).
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El azGcar mas utilizado para la elaboracion del medio de cultivo in vitro es la sacarosa
(Hazarika, 2003; Hartman et al., 1990), este carbohidrato es esencial en el medio para
muchas especies vegetales; en algunos casos no es posible observar el crecimiento de las

plantulas en medios sin azucar durante el enraizamiento (Hazarika, 2003).

La utilizaciéon de sacarosa (2-4%) como fuente de carbohidrato durante el cultivo in
vitro previo al proceso de aclimatizacion, favorece un mayor crecimiento de las plantulas y el
almacenamiento de almidon como reserva energética en esta etapa, asi como un mayor
porcentaje de supervivencia, mayor crecimiento y mejor capacidad fotosintética de las

plantulas durante el proceso de aclimatizacion (Kadlecek et al., 2001; Hazarica, 2003)

70



Resultados y discusién

BALANCE ECONOMICO DE LA SUSTITUCION DE SALES BASALES Y SACAROSA

Dentro de los componentes del medio de cultivo MS se tienen vitaminas, agar gel, sales
basales MS y sacarosa grado analitico. El costo de las vitaminas empleadas para preparar 1 L
de medio es poco significativo (debido a que se suplementan en concentraciones muy
diluidas), mientras que esto no sucede con el resto de los componentes:

Sales basales MS = $48.00 M.N. (Sigma, 2006 Clave M 5524)

Sacarosa grado analitico = $ 9.00 M.N. (Sigma, 2006 Clave S 5391)
$18.00 M.N. (Sigma, 2006 Clave A 3301)
Total= $ 75.00 M.N.

Agar gel

Asi entonces, el costo calculado para preparar un litro de medio es de $75.00.

El precio de los fertilizantes Peters y Folifértil en la presentacion de 1 Kg, al igual que el
Floren de 1L es de $30; la sustitucion de estas sales en los tratamientos con la concentracion al
100% (5 g/L o 10mL/L respectivamente) tiene un costo por litro de $ 0.15 y $0.3, de forma
que al sumar los $9 de la Sacarosa grado analitico y los $18 del agar, el costo total es de cerca

de $27/ L, con lo cual se logra un ahorro del 64%.

Por otro lado, el precio del azlcar refinado, el azlcar no refinado y el piloncillo se
encuentra entre $10 y $15. Para preparar 1L de medio se necesitan 30 gr de sacarosa, asi que

al sustituirla por cualquiera de estos azUcares caseros el costo se reduce a $0.30 - $0.36.

Si sustituimos al mismo tiempo las sales basales y la sacarosa, el costo se reduciria en un

75%, con un valor de $ 18.5 por cada litro:

Fertilizante =$ 0.15

Az(car Refinada = $ 0.36

Agar Gel = $18.00
Total= $18.51
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ACLIMATIZACION
SUPERVIVENCIA DE PLANTAS

Después de 100 dias en el proceso de aclimatizacion se obtuvo una supervivencia total
de las plantas de Laelia anceps del 98%. El 2% de mortalidad fue registrado en el tratamiento
con botellas en donde fueron colocadas plantas grandes sobre la mezcla de sustrato esteéril
(BEG).

Previo a la esterilizacion de la mezcla, los sustratos, Agrolita y Sphagnum, fueron
mezclados y humedecidos para lograr una esterilizacion homogenea. Debido a este
procedimiento se observo que luego de la esterilizacion, se facilité la absorcidn y retencion

de agua por parte del sustrato.

Por otro lado, las botellas PET conservaban una mayor cantidad de humedad y la
mezcla contenida en ellas permanecié mojada por mas tiempo que en las cajas de unicel
debido a su menor tamafio y tener una menor superficie para la pérdida de humedad. De esta
forma, las botellas con mezcla esterilizada fueron las que retuvieron agua por mas tiempo y
en mayor cantidad. Esto provocé la aparicion de hongos, principalmente en aquellas botellas
gue contenian mezcla previamente esterilizada, y la muerte de las plantas fue provocada por

la presencia de los hongos y la gran cantidad de humedad en el sustrato.

Damon y colaboradores (2005) reportan porcentajes de mortalidad del 60 al 90% en la
aclimatizacién de diferentes especies de orquideas como Cattleya aurantiaca, Cattleya
skinneri, Brassavola nodosa, Prostehea chacaoensis, Encyclia cordigera, Anathallis

racemiflora y Cynoches ventricosum.

Butcher y Marlow (1989) aclimatizaron plantulas de doce meses de Cattleya dowiana

var. Aurea Batem en una mezcla de corteza, carbon y vermiculita.

Stenberg y Kane (1998), aclimatizaron plantulas de 1 ¢cm de longitud de Encyclia

boothiana en los sustratos esterilizados Metro Mix 300, Corteza de abeto (CZ), musgo
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Sphagnum (S) y la mezcla de CZ-S 3:1 obteniendo 89, 42, 33 y 25 % de mortalidad
respectivamente, el sustrato Metro Mix permanecio humedo por periodos prolongados,
provocando la pérdida de las raices de muchas plantas y su muerte, la corteza provocd un
estrés hidrico a las plantas. Por otro lado, las plantulas con mejor apariencia, mayor tamafio,

peso fresco, nimero de hojas y raices fueron obtenidas en musgo Sphagnum.

Para aclimatizar plantulas de Laelia autumnalis con seis meses de cultivo in vitro y 5
cm de talla, Sierra (2006) utiliz6 las mezclas de sustratos esterilizadas: A-S (2:1), CA-S (2:1),
T-S (2:1), CA-A-S 1:1:1, CA-T-S 1:1:1, y T-A-S 1:1:1. En estas obtuvo porcentajes de
mortalidad de 37 a 77 %, el porcentaje mas bajo resulto en agrolita-Sphagnum (2:1), mayor

peso fresco, longitud de hojas y de raices.

Lo y colaboradores (2004) emplearon musgo Sphagnum, rizoma de helecho
arborescente y la mezcla de ambos, en el proceso de aclimatizacién de Dendrobium tosaense;
encontraron que con el musgo Sphagnum y en la mezcla con helecho arborescente se
desarrollaron plantas de mayor tamarfio, peso fresco, nimero y longitud de raices y mayor
porcentaje de supervivencia (64-97 %). EI menor porcentaje de supervivencia se presento en
helecho arborescente (20-43 %).

DESARROLLO DE PLANTAS

La altura promedio de las plantas (8 cm aprox.) (Figura 28) y el nimero de hojas (entre
6 y 8 en promedio) por planta (Figura 29) fueron homogéneos para las plantas de talla grande
cultivadas en los dos tipos de contenedor, aunque se observaron valores ligeramente mas

elevados para el nimero de hojas en las plantas sembradas en botellas con mezcla estéril.
La longitud de las plantas de talla chica (Figura 28) igualmente fue homogénea, con

alrededor de 4.5 cm. EI mayor nimero de hojas promedio (4.7) se registro en las Botellas con
sustrato No Esterilizado (BNE) (Figura 29).
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En las plantas de talla grande las raices méas largas (5.8cm) se desarrollaron en las

cultivadas en las cajas con sustrato esterilizado (CE) seguidas de las cajas con sustrato no

esterilizado (CNE) (Figura 28), aunque estadisticamente los tratamientos BE, CE y CNE no

presentaron diferencias significativas. Para las plantas de talla chica, las raices de mayor

longitud (Figura 28) se desarrollaron en BNE y en las botellas con sustrato esterilizado (BE)

(3.5cm), estadisticamente todos los tratamientos fueron similares.
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Fig. 28. Efecto de los tratamientos utilizados para la aclimatizacién sobre el crecimiento de plantas de

Laelia anceps subsp. anceps. B= Botella; C= Caja de unicel; E= Sustrato estéril; NE= S. no estéril; G=

plantas de talla grande; Ch= talla chica. Las letras sobre las barras indican las similitudes estadisticas

entre los tratamientos, las barras con la misma letra, son iguales estadisticamente.

El numero de raices por planta (Fig.29) es similar estadisticamente en los cuatro

tratamientos con plantas grandes, sin embargo, se aprecia un mayor numero en CE. En las

plantas de talla chica también se observaron resultados similares estadisticamente, aunque el

tratamiento BNE exhibi6 la menor cantidad de raices por planta. En la figura 30 se observan

plantulas de Laelia anceps subsp. anceps aclimatizadas.
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Fig. 29. Efecto de los tratamientos utilizados durante la aclimatizacion, sobre el desarrollo de plantas
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Laelia anceps subsp. anceps. B= Botella; C= Caja de unicel; E= Sustrato estéril; NE= S. no estéril; G=
plantas de talla grande; Ch= talla chica. Las letras sobre las barras indican las similitudes estadisticas

entre los tratamientos, las barras con la misma letra, son iguales estadisticamente.

Fig. 30. Plantulas de Laelia anceps subsp. anceps aclimatizadas después de 100 dias

en cada uno de los tratamientos.
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El peso fresco entre las plantas de talla grande y el peso entre las de talla chica fue similar
estadisticamente en todos los tratamientos (Figura 31). Con las plantas de talla grande hubo

mayor variacion, el valor mas alto (1.7gr) se registré en CE y el mas bajo (1.3gr) en BNE.

La presencia de pseudobulbos en las plantas de talla grande resulté igual en los cuatro
tratamientos con un promedio de dos pseudobulbos por planta, estas estructuras presentaron
una longitud promedio de 1.3 cm y ancho de 0.3 cm. En la talla chica, la cantidad de

peudobulbos generados fue muy pequefia y no resulto representativa.
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Fig. 31. Efecto de los tratamientos utilizados durante la aclimatizacién, sobre el peso fresco de Laelia
anceps subsp. anceps. B= Botella; C= Caja de unicel; E= Sustrato estéril; NE= S. no estéril; G= plantas
de talla grande; Ch= talla chica. Las letras sobre las barras indican las similitudes estadisticas entre los

tratamientos, las barras con la misma letra, son iguales estadisticamente.

La diferencia entre las tallas de las plantas chicas (4.5 cm) y plantas grandes (8.5 cm) no
fue un factor determinante en la aclimatizacion de las plantas de Laelia anceps subsp. anceps.
Ya que ambas se establecieron satisfactoriamente al proceso de aclimatizacion, ademas de que

presentaron un desarrollo similar para los parametros evaluados.
Kadlecek y colaboradores (2001) mencionan que el tamarfio del area foliar en el principio

de la aclimatizacion es muy importante para el tamafio del &rea foliar al final del proceso,

mientras mas grande sea el area foliar, se dard una mejor respuesta a la aclimatizacion.
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Las condiciones especiales durante el cultivo in vitro disefiadas para producir el minimo
estrés y proveer las condiciones dptimas provocan la formacion de plantulas con morfologia,
anatomia y fisiologia anormales. Durante la transferencia in vitro estas plantulas pueden
dafarse facilmente por cambios ambientales bruscos, de manera que es necesario un periodo

de aclimatizacidn para corregir las deficiencias (Pospisilova et al., 1999; Hazarika, 2003).

La mezcla agrolita-Sphagnum (1:1) resultd sustrato adecuado por su capacidad de
retencion de agua, drenaje y porosidad, asi como proveer de buen soporte para las plantas en
la aclimatizacion de Laelia anceps subsp. anceps. El porcentaje de supervivencia alcanzado

en esta mezcla fue mas alto que cualquiera encontrado en la literatura.

Durante la aclimatizacion las plantas no presentaron sintomas graves de deshidratacion,
solamente se marchitaron los apices de las hojas. Estos resultados se obtuvieron a pesar de
que las condiciones ambientales de la ciudad de México son menos humedas y calidas que las
encontradas en el habitat natural de L. anceps. Esta especie habita bosques de encino calidos
con una humedad relativa elevada, preferiblemente en altitudes de 900-1500 m con una
precipitacion anual de 1200-2100mm (Halbinger y Soto, 1997), soporta temperaturas desde 0
hasta 38° C por periodos cortos de tiempo (Mc Donald, 1999)

Fila y colaboradores (1998) mencionan que inmediatamente después del trasplante se
observa comunmente el marchitamiento debido al bajo contenido de agua en las plantas. A
pesar de que el potencial de agua del sustrato es mayor que el potencial del medio de cultivo
con sacarosa, las plantulas pueden morir si la pérdida de agua a través de sus hojas no se
restringe. La disponibilidad de agua puede estar limitada debido a la baja conductividad
hidraulica de las raices y conexiones raiz-tallo (Fila et al., 1998). Adicionalmente, el retraso
en el desarrollo in vitro de la cuticula, ceras epicuticulares y de un aparato estomatico
funcional provoca elevadas tasas de transpiracion estomatal por parte de las hojas extraidas
de in vitro a ex vitro. Durante la aclimatizacion a condiciones ex vitro la tasa de transpiracion
comunmente decrece debido a que la regulacion estomatica es més efectiva y la cuticula y
ceras cuticulares son desarrolladas. De igual forma se incrementan los contenidos de clorofila

ay b (Pospisilova et al., 1999).
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CONCLUSIONES

El medio de cultivo MS promueve la germinacion de semillas de Laelia anceps subsp.

anceps y favorece el desarrollo de estadios mas avanzados.

El medio de cultivo KC, formulado especialmente para la germinacion de orquideas,
estimula la germinacién en la mayoria de las semillas de Laelia anceps subsp. anceps pero

Unicamente hasta el estadio de protocormos cloréticos.

La concentracion al 100 % de las sales basales MS favorece el estadio de desarrollo
mas avanzado, plantulas con raices, y el aumento en la biomasa de las plantulas in vitro

durante los primeros nueve meses de cultivo.

Al utilizar el medio MS, al 50% de la concentracion de sus sales, se genera un mayor
desarrollo radicular, asi que seria recomendable subcultivar en este medio las plantulas
obtenidas en MS 100, durante el ultimo mes antes de la aclimatizacion ex vitro con el fin de

generar un mejor sistema radical.

El uso de fertilizantes comerciales en la propagacion de Laelia anceps subsp. anceps
favorecen el desarrollo de las plantulas. Los fertilizantes Peters 24-8-16 y Floren 10-15-5
favorecen mas el desarrollo y vigorosidad de las plantulas que el inducido por el medio MS.

Los azUcares de uso casero, azlcar refinada o aztcar no refinada, utilizados como fuente
de carbohidratos sustitutos en el medio de cultivo con sales basales MS inducen el desarrollo
de las pléantulas de forma similar a la sacarosa grado analitico.

Las pléantulas cultivadas con piloncillo como fuente de carbohidratos se desarrollan

saludablemente, sin embargo, su crecimiento es muy lento comparado con las cultivadas con

los otros azUcares.
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- Conclusiones

La sinergia de las sales minerales de los fertilizantes comerciales y la fuente de
carbohidratos proveniente del azucar de mesa estimulan el desarrollo acelerado de las
plantulas y disminuye en un 75% los costos de elaboracion del medio de cultivo para la

propagacion in vitro de la orquidea Laelia anceps subsp. anceps.

La mezcla agrolita-Sphagnum (1:1) es un excelente sustrato para lograr la aclimatizacién

de las plantulas de Laelia anceps subsp. anceps obtenidas in vitro.

El control fitosanitario de las plantas aclimatizadas en la mezcla de sustrato esterilizado
es dificil, ya que la previa esterilizacion facilita la absorcion y retencion de agua, lo que

favorece el continuo desarrollo de hongos.
El uso de contenedores reciclados, como cajas de unicel y botellas PET, es adecuado
para el manejo de las plantas de Laelia anceps subsp. anceps durante el proceso de

aclimatizacién ex vitro, ademas de que se economiza en costos.

Las cajas de unicel al tener una mayor superficie facilita el control de la humedad en el

sustrato y facilita el manejo de una mayor cantidad de plantas.

Es factible realizar el establecimiento ex vitro de esta especie con plantulas de 4.5 cmy
de 8.5 cm de altura obtenidas in vitro.
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ANEXO 1
INFORMACION COMERCIAL DE LOS FERTILIZANTES UTILIZADOS

PETERS PROFESSIONAL ® 24-8-16

Pagina de Internet: www.scottsprohort.com/productsfertilizers/peters-pro.cfm

FOLIFERTIL ® 20-30-10

Agroquimicos especializados S. A.

Direccion: Narciso Mendoza s/n esq. Aquiles Serdan. San Pedro Atzompa, hacienda Ojo de
Agua. Tecamac, Estado de México, México.

Teléfonos: 01 (915) 58 69 633; 01 (915) 93 84 539

Registro clave: RACO3110/X11/94

FLOREN ® 10-15-5

Agroquimica Tridente S.A. de C.V.

Direccion: Heriberto Frias # 1529-703. Colonia del Valle. C.P. 03100. D.F., México.
Teléfonos: 01 (55) 56 88 79 11; 01 (55) 56 88 77 10. Ventas extensiones 106, 107 y 108. Fax
extension 120.

Email: tridente@prodigy.net.mx

Registro clave: RSCO-0084/X1/96
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ANEXO 2
SIMILITUDES ESTADISTICAS ENTRE LOS TRATAMIENTOS DE LA ETAPA DE
GERMINACION

Los estadios de desarrollo para cada uno de los tiempos reportados se denotan con las
abreviaturas: 2hcr= 2 hojas con raices; 2h= 2 hojas; 1h= 1 hoja; Ph= Primordio de hoja; Pcf=
Protocormo clorofilico; Brm= Brotacion multiple; ct= P. clordtico. Las letras que acomparian

cada porcentaje indican las similitudes estadisticas entre los tratamientos.

97 DIAS
TRATAMIENTO
Estadio MS 50 KC 50 KC 100 MS 100
Pcf 31%b 72 % a 37% b 70% a
ct 27%Db 9%cC 47 % a 8%cC
Brm 0%a 0%a 0%a 0%a
Ph 12% a 9%b 10 % ab 17 % a
1h 14 % a 6%b 4%Db 2%Db
2h 13%a 4%D 0%b 0%b
2hcr 3%a 0%b 2% ab 2% ab
110 DIAS
TRATAMIENTO
Estadio MS 50 KC 50 KC 100 MS 100
Pcf 23%a 41 % a 29 % a 47 % a
ct 28 % a 8%b 47% a 8%b
Brm 5%b 22 % a 5%b 19%a
Ph 11%a 7%Db 8%b 11%a
1h 8%a 7% a 5%a 9% a
2h 11%a 13%a 3%b 2%b
2hcr 14 % a 2%b 3%b 4%D
148 DIAS
TRATAMIENTO
Estadio MS 50 KC 50 KC 100 MS 100
Pcf 18%b 32%Db 25% a 10%c
ct 20%b 16%Db 55 % a 13%Db
Brm 10% a 0%b 0%b 0%b
Ph 3%a 16 % a 7%a 6%a
1h 3%a 8% a 3%a 7% a
2h 5%b 16 % a 5%b 29 % a
2hcr 42 % a 12%Db 5%b 35%a
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200 DIAS
TRATAMIENTO
Estadio MS 50 KC 50 KC 100 MS 100
Pcf 3%b 0%b 10% a 0%b
ct 18% Db 36%b 59 % a 7%Db
Brm 21%Db 39%a 14%b 29%Db
Ph 3%a 3%a 2%a 0%a
1h 3%a 3%a 2%a 0%a
2h 0%b 5%a 5%a 0%b
2hcer 52 % a 14%b 8%hb 64 % a
260 DIAS
TRATAMIENTO
Estadio MS 50 KC 50 KC 100 MS 100
Pcf 0%a 2%a 0%a 0%a
ct 14%Db 62% a 60 % a 13%Db
Brm 26 % a 23 % a 29 % a 25 % a
Ph 0%a 2%a 0%a 2%a
16 2h 0%b 4%Db 0%b 24 % a
2hcr 60 % a 7T%b 11%Db 36 % a
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