
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

FACULTAD OE CIENCIAS 

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO 

PROPAGACION MASIVA IN V!TRO Y RcCU­
PERACION DE POBLACIONES DE ORQUI­

DEAS EN PELIGRO DE EXTINCION. 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE: 

MAESTRO EN CIENCIAS (BIOLOGIA) 

P. R E S E N T A 

ALEJANDRO MARTINEZ PALACIOS 

MEXICO, D. E. 1991 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

RESUMEN 

¡, INTRODUCCION 
I.1 Biodiversidad y destrucción de loa ecosistemas Na­

turales. 
I.2 Situación de la diversidad vegetal en México. 
I.3 Posibles soluciones para la Conservación de nuestros 

ecosistemas. 6 
I.4 Libro rojo (IUCN) de las especies vegetales amenaza-

das en la naturaleza. 13 
I.5 Tratados sobre Conservación a nivel Internacional. 14 
I.6 Conservación de especies vegetales. 19 

II, ANTECEDENTES 2 6 
II.1 Diversidad de las orquídeas. 26 
II.2 Importancia de las orquídeas. 26 
II.3 Semillas de orquídeas y la historia de su germi-

nación. 27 
II, 4 Propagación clona!. 30 
II.5 Propagación masiva a partir de tejidos somáticos 

no meristemáticos. 30 
II.6 Análisis poblacional 30 
II.7 Aplicación industrial 32 
II.8 Avances de investigación in vitre de algunas espe-

cies de orquídeas amenazadas. 33 

III. OBJETIVOS 34 

IV, MATERIALES Y HETODOS 3 7 
IV.1 Material biológico. 37 
IV.2 Medios nutritivos para el cultivo in Y.1...tl:.2 de or-

quídeas. 38 
IV.3 Procedimiento de siembra en condiciones de asepsia. 41 
IV,4 Siembra y subcultivo de semillas y otros explantes. 42 
IV.5 Métodos estadísticos. 45 
IV.6 Condiciones de incubación. 45 
IV.7 Aclimatación de plantas en condiciones de inverna-

dero. 46 
IV.8 Reintroducció~ de plantas en los habitats naturales. 47 

V. RESULTADOS Y DISCUSION 48 
V.1 Germinación asimbiótica de semillas de Lxcaste 

skinneri {Batem. ex Lindl.) Lindl. var. skinneri. 49 
V.2 Efecto de los reguladores del crecimiento en la ger­

minación de semillas de 1· skinneri var. skinnftrj_, 50 
V .3 Enriquecimiento del medio basal Knudson "C" ( KC). 51 
V.4 Tiempo de germinación de las semillas de 1· .filti.nrull:1 

va r • .!!.kinruu:i. 5 3 
V.5 Condiciones de luz, 53 
V.6 Germinación asimbi6tica de semillas de orquídeas en 



medio KC-E. 54 
V.7 Propagación masiva de~ stramineum (Lindl.) 

Batem. a partir de protocormos cultivados en medio 
líquido. 57 

V.8 Efecto de las reguladores del crecimiento y el pH en 
el desarrollo de brotes de ~ ~ Dressler. 60 

V.9 Efecto de compuestos orgánicos en el desarrollo de 
plántulas de ~· skinneri var. ~. 65 

V .10 Aclimatación de las plantas .de condiciones .in vi tro 
a invernadero. 70 

V.11 Liberaci6n y sobrevivencia de las plantas en el ha-
bitat natural. 71 

V.12 Consideraciones finales. 77 
V.13 Recomendaciones del conocimiento adquirido a través 

de la experiencia. 79 

VI. CONCLUSIONES. 83 

VII. LITERATURA CITADA. 90 



RESUMEN 

La vegetación de México está siendo aceleradamente 

perturbada, ocasionando en una gran mayoría de especies una 

erosión genética, lo cual presagia de continuar este efecto 

devastador, la extinción de muchas de las especies. Un ejemplo 

sobre la disminución de las poblaciones se presenta en la familia 

Orchidaceae (Orquídeas), agudizandose en las de distribución 

restringida o endémicas y en la mayoría de hábito epifito y 

álgunas terrestres que dependen de la vegetación arbórea para 

subsistir, la que se ha estado sustituyendo por pastizales Y 

campos agrícolas. 

La utilización de las técnicas Biotecnol6gicas de Cultivo de 

Tejidos Vegetales, han sido fundamentales para propagar 

orquídeas mexicanas con diferentes status de alteración, debido a 

su dificultad en loa mátodos de propagación por semilla o 

vegetativamente. Ambos caeos podrían tomar varios años de 

propagación. Además, en especies amenazadas de extinción, se 

cuenta por lo general con escaso material biológico de campo. 

Dcspuás de la utilización de varios medios basales y 

modificados para establecer el mejor porcentaje de germinación, 

se eligió el medio Knudson '1C11 (KC) enriquecido con vitaminas y 

micronutrimentos (KC-E}, el cual permitió lOOX de germinación 

asimbiótica de~~ (Batem. ex Lindl.J Lindl. var. 

lik.1n.rutl:i· El medio KC-E fue utilizado posteriormente para la 

germinación de más de 10 especies. Se desarrollaron sistemas de 

propagación masiva con la formación de PLB's, partir del 

cultivo en medios líquidos en suspensión de protocormos sexuales 



(semillas germinadas) de Oncidium stramineum (Lindl.)Batem. 1 

generando un promedio de 50 brotes por protocormo. 

Para el desarrollo de plantas in vitro, se sujetaron brotes 

de Bletia urbana Dressler, bajo un barrido hormonal auxina-

citocinina-giberelina, lns concentraciones usadas actuaron 

inhibitoriamcnte o desarrollaron plantas anormales en comparación 

del medio basal (KC) 1 Por lo anterior, se exploró el desarrollo 

de plantas (30 mm) de~. skinneri var. ~germinadas in 

Y..i..tJ:Q. 1 utilizando el medio KC con los micronutrimentos del medio 

KC-E 1 adicionándole vitaminas+glulamina o extractos orgánicos 

(plátano o agua de coco o tallos de nopal). El mejor desarrollo 

de las plantas in vitro, se obtuvo cuando el medio presentaba 

extracto de plátano verde o nopal. 

Las plantas con los mayores avances en la investigación in 

vitre, fueron Lycaste p.romatica lGraham ex Hooker) Lindl. 1 1_, 

skinneri var. skinneri y Q. stramineum. Las dos primeras por 

presentar hábito epifito con adaptación al terrestre 

transplantaron 1 aclimataron y dcsarrol laron por meses 

condiciones de invernadero, en charolas con una mezcla 1:1 de 

hoja de encino y agrolita. Posteriormente fueron liberadas los 

"Lagos de Montebello'' Cl1iapas. Para Q. slramineum de hábito 

epifito, dificultó su adaplnción invernadero 1 por 

ahogamiento de las raíces, por lo anterior se liberó directamente 

de condiciones .in vitro al campo (hnbitut natural lluatusco Ver. ) 1 

no sin antes sujetarlas a un stress (alla intensidad de luz (3 

mil lux) 1 y bajo en humedad y nutrimentos) en condiciones .in 

vitre. 



En las especies, aunque disminuyeron las poblaciones 

liberadas, un porcentaje ha sobrevivido y se ha adaptado al 

ambiente silvestre. 



I. INTRODUCCION 

I.1 Biodiversldad y destrucción de loa ecoaiatemas Naturales. 

Desde hace 10 mil años, la diversidad biológica entró a una 

nueva era en la turbulenta historia de la vida del planeta. La 

actividad humana ha tenido un efecto devastador sobre la 

diversidad de las especies, y la proporción de sus efectos es 

acelerada sobre la inducción de la extinción de distintas formas 

de vida (Wileon, 1986, 1989), 

Este hecho es particularmente dramático en loe bosques 

tropicales. La Comisión Mundial sobre Desarrollo y Medio 

Ambiente, ha indicado que cada año se realizan desmontes en estos 

ecosistemas de 7.6 a 10 millones de hectáreas (Wilson, 1985 1 

1989), lo cual es probable que se incremente si no se establecen 

medidas conservacioniatas. Esta alteración de loe ecosistemas 

repercute en las especies biológicas estimadas en 1.4 millones, 

de las cuales se registran 248,428 de plantas vasculares (Wileon, 

1989; Wolf 1 1988). Actualmente a especies vegetales 

desaparecen cada día. A principios de 1980 se estimaba que el 20X 

de las especies conocidas estaban amenazadas de extinción 

(C.I.T.E.s. 1 1987). Se ha calculado que un 7X de estas se 

extinguirán a fines del siglo (Repetto,1990). Estos datos de 

alteración de los ecosistemas se recalcan en forma alarmante en 

publicaciones proteccionistas de la naturaleza* aunque no existe 

un criterio definido de estas evaluaciones* y si una notable 

diferencia en las apreciaciones del número de especies que 

posiblemente se extingan en los trópicos para fines del siglo, 

que van desde menos del lOX, hasta un 60X (Lugo, 1988). Esto es 



de e•peraree debido a que es impredecible extrapolar sobre el 

tiempo y laa actividades humanas tan cambiantes, por lo que es 

difícil señalar cifras exactas. 

Por otra parte, se argumenta que las extinciones masivas de 

especies son fenómenos naturales en la historia de la vida del 

planeta. Existen evidencias geológicas de que estos fenómenos han 

dado paso a nuevas formas de vida (Wileon 1 1989), resultando la 

más reciente la desaparición de los dinosauros (65 millones de 

años: fin del Cretácico), esta fue menor comparada con la del 

Pérmico (240 millones de años), cuando se extinguieron entre el 

77 Y 96X de todas las especies de animales marinos. Se desconocen 

las causas exactas de estas extinciones masivas (Wolf, 1988). Sin 

embargo ea imprescindible considerar que estos eran desastres 

naturales provocados por el proceso evolutivo mismo y no como en 

el caso de la extinción actual de especies por efecto directo de 

la interacción del hombre. 

Sobre un posible cambio de clima que pueda acelerar el 

proceso de alteración y destrucción de la vida en el planeta, 

algunos sugieren que e.ate cambio se inició hace 200 años (Graedel 

and Crutzen, 1989), seguramente con el inicio de la Revolución 

Industrial de las últimas décadas del siglo XVIII (a partir de 

1760-1780) en Inglaterra Y la liberación de gases a la atmósfera 

con la utilización de combustible fósil (carbón mineral y 

petróleo) en las diferentes actividades humanas y en la expansión 

de la agricultura, acarreando a su paso deforestación (tala y 

quema de bosques), En relación con los bosques y selvas 

tropicales, se reporta que estos ecosistemas representan el mayor 

reeervorio individual de carbono de las bi6tas y reportan 



asimismo la mayor producción primaria neta total. Se ha 

comprobado que la mayor parte de la fotosíntesis tiene lugar en 

la tierra, y no en los océanos como se creía anteriormente 

(Woodwell, 1978). Debido a los cambios drásticos que han venido 

suscitándose en relación al ambiente, e~ ha observado un 

incremento de dióxido de carbono, metano 7 otros gases en la 

atmósfera (Graedel and Crutzen, 1989~ Woodwell, 1978~ Bolaños, 

1990; White, 1990). El observatorio de Mauna Loa, en la isla de 

Hawaii, ha registrado un aumento de dióxido de carbono en la 

atmósfera desde 1958, reportando ascensos de 0.5 ppm/año 

(Woodwell, 1978; Bolaños, 1990; White 1 1990). Esto se atribuye a 

varias causas, siendo la deforestación de los bosques y selvas 

tropicales la que más contribuye, debido a la combustión de 

carbono almacenado en estas regiones y en la desaparición de los 

organismos que soñ fijadores y almacenadores de carbono en los 

ecosistemas no alterados. Aunado a esto, la emisión adicional 

producida por la descomposición del húmus almacenado en el suelo, 

Y a otro· factor de igual magnitud que es la combustión de 

energéticos fósiles (carbón mineral y petróleo}. Es importante 

mencionar que la vida promedio del dióxido de carbono y otros 

gases en la atmósfera es mayor de 60 años, lo cual agudiza aún 

más el problema con la acumulación y el aumento constante de 

estos gases (Graedel and Crutzen, 1989). Además, la adición de 

otros gases como el metano, dióxido de azufre (S02 ), óxidos de 

nitrógeno (NO Y N0 2 ) y diversos clorofluorocarbonos (Graedel and 

Crutzen 1989, Schneider 1989; Bolafios) están provocando el 

adelgazamiento de la capa de ozono (03 ) en la estratósfera 1 la 



cual evita la penetración en un porcentaje alto de radiaciones 

UV 1 siendo alta•ente peligroeae para cualquier forma de vida del 

planeta cuando se presenta en altas intensidades (Stolarski, 

1988¡ Bolaños, 1990). 

El incremento de co 2 en la atmósfera está provocando el 

llamado efecto invernadero que presagia un calentamiento general 

del clima en las próximas décadas (Woodwell, 197BJ. Aunque hay 

quienes indican que la acumulación de gases en la atmósfera con 

efecto invernadero, no se puede saber a ciencia cierta qué 

repercusión tendrá con respecto al cambio de clima (White, 1990). 

I.2 Situación de la diversidad vegetal en México. 

México debido a su situación geogr4f ica, a su gran 

diversidad de climas y a lo accidentado de eu topografía, alberga 

una flora que ha sido considerada de las más ricas y variadas del 

planeta (Rzedowski, 1978¡ Toledo, 1988)' calculándose 

aproximadamente 30 mil C'Jpecies de plantas vasculares, 

prediciéndose hasta un 30~ de endemismo (Toledo, 1988). Este país 

es considerado centro de evolución de floras (Rzedowski, 1978). A 

manera de ejemplo, se puede decir que nuestro país presenta una 

flora más diversa que la Unión Soviética; también que la de 

Estados Unidos de Norte América y Canadá juntas y podría ser 

mayor a la de la República de China (Gómez-Pompa, 1985¡ Toledo, 

1988). Nuestra flora no sólo es notable por su riqueza 

floristica, sino también por su peculiaridad, despertando gran 

interés científico, a finales de la década pasada se descubrió 

una nueva familia (Lacandoniaceae) en la selva Lacandona del 

sureste mexicano, representada por la especie Lacandonia 

schismatics (Hsrtínez y Ramos, 1989). De acuerdo a los estudios 



anatómicos realizados, especialistas taxónomos P. Raven y A. 

Cronquist expresan que la planta parece haber protagonizado 

posibles procesos macroevolutivos, como 

inversa del gineceo y el androceo 

lo demuestra la posición 

con respecto a las 

aproximadamente 248 mil especies conocidas de plantas fanerógamas 

(Ladislao, 1988; Hartínez y Ramos, 1989). 

Esta gran diversidad vegetal se ve amenazada, periódicamente 

aparecen listas con especies consideradas extintas y en peligro 

de extinción (J.U.C.N., ·1983 1 1985¡ Villa-Lobos, 198Ba¡ Vovides, 

1981 1 1988). Los métodos de destrucción y perturbación de la 

vegetación han sido diversos, algunos de ellos de efecto directo 

y otros indirecto (Rzedowski, 1978). Entre los primeros cabe 

mencionar como principales: la tala desmedida y desmonte de 

bosques y selvas tropicales debido a ln expansión de la 

agricultura y ganadería y la explotación selectiva e irracional 

de algunas especies útiles económicamente¡ la quema de bosques 

con fines de limpia; las indundaciones de grandes extensiones de 

terreno para el desarrollo de presas generadoras de energía 

eléctrica, etc. Los segundos tienen que ver con la modificación o 

eliminación del ambiente ecológico necesario para el desarrollo 

de una determinada comunidad biótica, factores secundarios como 

la erosión de los suelos, modificación del régimen hídrico de la 

localidad y a veces del clima mismo, ocasionado por los desmontes 

mnsivos¡ la contaminación del aire y del agua, influido por la 

quema, la contaminación por pesticidas y otros factores aportados 

en ln protección de los cultivos agrícolas. 

En el caso de las especies silvestres con valor ornamental, 



el factor esencial de destrucción han sido las colectas 

exhaustivas, debido a la falta de un control eficiente ha 

provocado sobrecolectas de plantas en los habitats naturales con 

fines comerciales, que abastecen los mercados de Estados Unidos, 

Japón y Europa, con especies de orquideas 1 cícadas y 

principalmente cactáceas, Este hecho condujo a que las 

poblaciones de estas plantas disminuyeran en forma alarmante y a 

pesar de dictar leyes de prohibición para la colecta y 

exportación, ésta ha continuado en forma de contrabando, es así 

como algunas especies han sido prácticamente exterminadas (Bravo­

Hollis, 1978; Sánchez-Mejorada, 1979, 1982a,b), Como se puede 

observar fácilmente, la influencia humana sobre la vegetación de 

México resulta en general altamente destructiva (Rzedowski, 1978¡ 

Toledo, 1988¡ Bolaños, 1990). 

J.3 Posibles soluciones para la Conservación de nuestros 

Ecosistemas. 

Acciones prácticas y con posibilidades de establecerse como 

medidas de conservación de la naturaleza, se pueden dividir en 

cinco tipos principalmente (Vázquez y Orozco, 1989): 1} creación 

de áreas protegidas, 2) aprovechamiento racional de los recursos 

naturales, 3} establecimiento de bancos de gcrmoplasma, 4) 

emisión de leyes y reglamentos para proteger la naturaleza y 5) 

acciones educativas que conformen una nueva mentalidad con 

respecto a nuestra relación con la naturaleza. 

1} Creación de áreas protegidas. En México, el gobierno 

interviene por primera vez en la conservación de la naturaleza en 

1786 con la protección oficial del bosque del Desierto de los 

Leones para resguardar sus manantiales. Antes del Gobierno del 



General Lázaro Cárdenas se había hecho muy poco lo que 

respecta al establecimiento de parques nacionales y reservas 

naturales, este hecho sobre conservación fue propuesto 

principalmente por el Ingeniero Miguel Angel de Quevedo, creando 

36 parques nacionales en 17 estados, con una superficie total de 

800 000 hectáreas. Llegando en 1989 a constituir 58 parques o 

reservas ecológicas, de las cuales en varias de ellas no existe 

la debida protección y las diversas actividades humanas como ya 

se han mencionado anteriormente siguen perturbando las 

continuamente. 

Para que la protección de las especies peligro de 

extinción y reservas ecol6gicas sea real, se requiere 

participación de la comunidad educandola y sensibilizandola, 

mayor conocimiento de los recursos biológicos, mejor vigilancia y 

en ciertos casos establecimiento de barreras físicas. Un ejemplo 

de esta necesidad lo tenemos con la reserva ecológica inafectable 

del Pedregal de San Angel dentro de Ciudad Universitaria de la 

U.N.A.H., con 124 ha. (Carabias y Meave, 1987); aunque 

recientemente (20 de agosto de 1990) publicó en la Gaceta de 

la UNAM, el acuerdo firmado por el Rector Dr. J. Sarukhán 1 

incrementando la superficie n 146.9 hn. Ert esta reserva, al no 

existir una barrera aislante, cotidianamente esisten a la reserva 

personas que extraen del lugar plantas de algunas especies 

comerciales ornamentales, medicinales, alimenticias, etc.¡ 

ocurren igualmente incendios en 6poca de seqt1ías 1 ocasionados 

probablemente por descuidos humanos ICarabias y Meave, 1987). 

Además la reserva es utilizada por algunas personas como tiradero 



de basura doméstica y desechos de construcción; están presentes 

también especies no nativas (ej. gatos y perros domésticos, 

eucaliptos, etc.) que resultan agresivas a la vida silvestre. La 

situación de esta reserva aún con sus características propias se 

repite en otras. La creación de áreas de comunidades naturales 

protegidas deben continuar con base a los siguientes criterios 

(Vázquez y Orozco, 1989): 1) definición de las áreas naturales 

que por su composición y estructura se encuentren mejor 

conservadas, 2) buena representación de la diversidad de 

ambientes existentes en el territorio de Héxico 1 a este respecto, 

se reporta que existen habitats que no han sido tomados en cuenta 

para su conservación, y en otros se cuenta con reservas muy 

pequeñas no representativas de la diversidad biológica, un 

ejemplo claro para el primer caso son las zonas costeras y 

habitats marinos, para el segundo es importante extender la 

superficie de las regiones con mayor diversidad, como las zonas 

templadas subhúmedas entre otras {Toledo, 1988; Toledo and Ordoñez, 

1990), 3) superficies lo suficientemente amplias para permitir la 

conservación de las especies representativas de todos los niveles 

tróficos del ecosistema y de un cierto grado de variabilidad 

genética intraespecífica, 4) Anfnsis especial en áreas ~nicas 1 

que contengan especies en peligro de extinción que sean 

especialmente vulnerables al deterioro y 5) protección especial a 

zonas como cabeceras de cuencas de ríos, vegetación costera, 

cinturones forestales suburbanos, etc. 1 cuya destrucción trae 

serias consecuencias en el régimen de los rios 1 en la 

productividad costera y en los factores que generan contaminación 

atmosférica. Es importante, para mejorar eficientemente los 



puntos anteriores, que las áreas circunvecinas cambien su sistema 

de explotación, de tal forma que no sean un agente que afecte la 

reserva a proteger. 

2) Aprovechamiento racional de los recursos naturales. Para 

conocer el potencial productivo de una comunidad natural, se 

requiere de un conocimiento biológico ecológico profundo de su 

composición, dinámica y productividad de biomasa, que permita 

determinar cuanto es posible extraer de su flora o de su fauna 

sin alterar su equilibrio. De hecho, a veces la prohibición total 

del uso o explotación de cierto recurso puede ser más perjudicial 

para su conservación que la explotación racional. En el caso de 

plantas ornamentales es recomendable establecer metodologías de 

propagación masiva, utilizando técnicas de cultivo de tejidos, 

cuya aplicación a especies nativas y en peligro de extinción es 

reciente. En los inicios de la década de los ochenta Wochok 

(1981) analiza los avances 

utiliznndo las 

en la 

técnicas 

propagación 

de cultivo 

de 

de 

especies 

tejidos amenazadas 

vegetales La propagación de estas especies por cualquier vía 

ayudaría a reducir las colectas de campo con fines comerciales y 

serviría como fuente de recursos económicos al establecerse 

sistemas de comercialización basados en métodos de propagación 

controlados. 

Organizaciones internacionales han propuesto un acuerdo para 

la comercialización de especies silvestres que permita establecer 

un posible equilibrio entre los siguientes aspectos: lJ que los 

países aseguren el acceso a sus especies nativas 1 2) que el 

usuario o interesados de las especies paguen alguna forma de 

9 



derechos a loe países poseedores de la biodiversidad y 3) que 

dichos paises esten obligados a conservar las especies silvestres 

en su medio natural (Villa-Loboe 1 1988b) 

3) Bancos de Germoplasma. Se definen como la conservación de 

la diversidad genética. Esto puede lograrse en distintas formas: 

en reservas ecológicas .in A.i.t.Y.· Países de Latinoamérica que 

enfrentan una situación económica difícil 1 organizaciones 

internacionales como: Conservación internacional (CI); el Fondo 

Mundial para la Naturaleza (WWF)¡ y la Conservaci6n de la 

Naturaleza (TCN) 1 han canjeado parte de la deuda externa de 

Bolivia, Ecuador y Costa Rica, con el compromiso fundamental de 

proteger o mantener 

(Villa-Lobos, 1988c). 

mayor vigilancia en sus propias reservas 

También existen bancos de propágulos ~ 

~ como semillas y esporas¡ bancos de cultivo de tejidos ~ 

1!.!.t.Y. 1 un sistema relativamente nuevo para conservar tejidos y 

plantas. Para ello se han desarrollado diferentes vías de 

preservación del germoplasma, teniendo como meta principal el 

establecer las condiciones experimentales que permitan un 

crecimiento mínimo éste sea nulo sin que se presenten 

alteraciones, es decir que se mantenga la estabilidad genética. 

De acuerdo al tiempo de almacenamiento se han dividido en corto­

mediano y largo plazo (Rubluo 1 1985). La preservación a corto­

mediano plazo va de unos meses hastn menos de 5 años (Schilde­

Rcntshler ~ !!l.•i 1982) 1 el cual depende en gran medida del 

tiempo que dure el ciclo de vida de la planta a conservar; esta 

se logra con el uso de bajas temperaturas (cercano a 4'C), 

inductores de ''stress'' osm6tico, medios nutritivos con bajas 

cantidades de nutrimentos, la utilización de fitohormonns 

!O 



retardadoras del crecimiento, y entre otros de la combinación de 

varios de estos factores. La preservación a largo plazo por medio 

de la criopreservaci6n, a temperatura del nitr6geno líquido 

(-196"C) 1 intenta congelar células y tejidos por 6 años o por 

tiempo indefinido, que para mantener la estabilidad genética bajo 

este proceso de almacenamiento, Karta (1981, 1992) establece que 

es posible utilizando tejidos merietemáticos. Establecimiento de 

Jardines botánicos ex situ 1 durante años han sido loe mayores 

centros para el estudio científico de la riqueza florística 1 han 

formado parte del mecanismo para la introducción y evaluaci6n de 

especies vegetales en la agricultura, horticultura, silvicultura 

y medicina (I.U.C.N., 1987). Han constituido islas artificiales 

de la diversidad que desempeñan una funci6n vital en la 

conservación de la variabilidad genética y en la educación, con 

más de 1400 jardines botánicos, pueden convertirse en la vitrina 

del mundo cubriendo la diversidad de las plantas (Villa-Lobos, 

1988b)¡ aunque Qualset (1990) y Ashton (1990) reportan que bajo 

condiciones ex situ no es posible almacenar toda la diversidad 

existente en cada una de las especies, por lo que sugiere la 

conservación in situ. Los bancos de germoplasma de uno u otro 

tipo, son y serán de suma importancia para utilizar la diversidad 

genética en el momento que se requiera en beneficio del hombre y 

la protección o recuperación de especies en peligro de extinción. 

4) Emisión de leyes y reglaaentos para proteger la 

naturaleza. En México, actualmente existen leyes y reglamentos 

destinados mantener un equilibrio ecológico, como la Ley 

General del Equilibrio Ecológico y Protección al Ambiente, 
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aprobada y publicada en el Diario Oficial (28 de enero de 1988). 

El 29.de agosto de 1940, se dictó en el Diario Oficial un Acuerdo 

para la conservación y mejoramiento de las orquídeas y cactáceas 

silvestres, donde se estableció suspender la recolección y 

explotación de plantas, frutos y semillas de estas familias (ver 

apéndice 12). 

El aspecto más difícil de llevar a la práctica a toda ley o 

reglamento no es el idealizarlos y aprobarlos, sino hacer que 

tengan una funcionalidad y validez en la práctica y que sean 

respetados y ejercidos en la forma en que fueron concebidos. 

En nuestro país, por falta de un mejor conocimiento de 

nuestros recursos naturales y al poco presupuesto que se destina 

para su protección, existen saqueos inmoderados de especies 

vegetales amenazadas de extinción (ver apéndices 7, 8, 9 1 10 y 

11), violando leyes nacionales y acuerdos internacionales de 

protección a dichas especies. 

5) Acciones educativas. Es tradicional la visión de que los 

seres vivos han sido creados para nuestro uso y beneficio y que 

no tienen otro valor que el que nuestra sociedad les atribuye. 

Actualmente la divulgación científica, utiliza diferentes medios 

de difusión, Y transmite el papel que juegan los seres vivos en 

el planeta, lo cual esta permitiendo un importante cambio de 

actitud en una parte de la población de México, logrando que 

cierto número de gente muestre un respeto mayor a la naturaleza y 

lo transmita a sus hijos. 

Este punto es muy importante, del cual aún resta mucho por 

hacer. Como concientizar a los campesinos sobre la riqueza 

natural y las formas de ser explotadas sin que se perturben las 
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poblaciones silvestres, debido a que en la actualidad su 

situación económica los presiona a actuar en contra del ambiente, 

por lo que ea importante sensibilizarlos a la problemática 

existente, 

económicos. 

y paralelamente resolver sus problemas socio-

I.4 Libro Rojo (IUCN) de especies vegetales amenazadas en la 

naturaleza. 

Existe una organización informativa denominada Unión 

Internacional para la Conservación de la Naturaleza y los 

Recursos naturales (lnternational Union for Conservation of 

Nature and Natural Resources, IUCN) 1 la cual edita periódicamente 

el Libro Rojo de Datos con las categorías de alteración de las 

especies en forma individual en loe habitats naturales, y se 

aplican tanto para la fauna como para la flora¡ la perturbación 

de las especies en la naturaleza la definen de la manera 

siguiente (Lucas and Synge, 1978): 

EXTINTAS (Ex) 

Esta categoría solo se usa para especies que se conoce que 

no existen en el campo después de repetidas búsquedas en las 

localidades t'ipo y en otras en las que se encontraban o en 

lugares semejantes. Además se incluyen especies que están 

extintas en el campo pero sobreviven en condiciones de cultivo. 

EN PELIGRO DE EXTINCION (E) 

Se trata de taxa en peligro de desaparecer, y cuya 

sobrevivencia es poco probable si continúan operando los factores 

causales. Se incluyen taxa cuyos números de individuos han sido 

reducidos a un nivel critico o aquellos cuyos habitats han sido 
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tan drásticamente reducidos que podemos juzgar que ahora están en 

inminente peligro de extinción. 

VULNERABLES (V) 

Taxa que se cree podrían pasar a la categoría anterior en un 

futuro cercano si los factores causales continúan operando, Se 

incluyen taxa en los que la mayoría de las poblaciones decrecen 

debido a la sobreexplotaci6n 1 la destrucci6n extensiva del 

habitat u otras formas de perturbación¡ taxa cuyas poblaciones 

han sido seriamente disminuidas y aquellos en que existencia 

posterior no ha sido asegurada¡ y también taxa con poblaciones 

que son todavía numerosas pero que estan bajo amenaza de factores 

adversos serios a lo largo de su área de distribución, 

RARAS (R) 

Taxa pequeñas poblaciones que en la actualidad no estan 

en peligro, ni son vulnerables, pero corren ese riesgo. Estos 

taxa generalmente están muy localizados dentro 

geográficas habitats muy restringidos o se 

de áreas 

encuentran 

distribuidos en densidades muy bajas a través de su área de 

distribución. 

INDETERMINADAS (I) 

Taxa con poca información de la distribución de la especie, 

por lo que no posible definir en cual de las cuatro categorías 

anteriores deben ser colocadas. 

Esta categoría es usada para especies reportadas como 

11 ?Extinta'' o ''posiblemente Extinta'' sobre la suposici6n de que 

puede estar 'Extinta' o 'En peligro de extinción'. 

I.5 Tratados sobre Conservación a nivel Internacional. 

A nivel internacional existe una organización para la 
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protección de la flora y fauna silvestres amenazadas de 

extinción, fue establecida en 1973 con la firma de 51 países en 

la Convención de Washington, firmada en Waehingt9n D.C. Estados 

Unidos de Norte América y denominada Convención Internacional 

sobre el Tráfico de Especies en Peligro de Extinción (The 

Convention on International Trade in Endangered Species, 

C.I.T.E.S. }, en 1975 1 c.r.T.E.S. entró en vigor después de haber 

sido ratificada por 10 países (Nigeria, Suecia, Suiza, Chipre, 

Emiratos Arabes Unidos, Estados Unidos de Norte América, Ecuador, 

Uruguay, y Túnez)¡ en 1982 se adoptó el reglamento en la 

Comunidad Económica Europea (e.E.E.)¡ y en 1987, se contaba ya 

con 96 paises miembros de C.I.T.E.S., la mayoría de los países 

miembros de la e.E.E., han ratificado la Convención. México es 

uno de los países que no han firmado la Convención (C.I.T.E.S., 

1987}. Vovides {comunicaci6n personal: oct. 1990) indica que se 

estan desarrollando estudios por parte de SEDUE para analizar la 

forma en que México se incorporará próximamente al C.I.T.E.S. 

C.I.T.E.s., tiene como objetivo detener la desaparición de 

plantas y animales, mediante el compromiso de un gran número de 

paises para limitar o no autorizar el comercio de plantas y 

animales amenazados o de permitir un comercio que no ponga en 

peligro su sobrevivencia. La dinámica de la Convención de 

Washington se basa esencialmente en la expedición de permisos y 

el control en las aduanas, además de generar información al 

público, su secretaría internacional actualmente esta situada en 

Lausanna, Suiza (C.I.T.E.S. 1 1987}. 

Según el grado de alteración en la naturaleza, las plantas 
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son clasificadas en 3 grupos, como anexos de la Convenci6n de 

Washington: 

Anexo 1, comprende las especies que estan fuertemente 

amenazadas de extinción en la naturaleza, de tal manera que todo 

comercio se prohibe, Todas las especies de este anexo propagadas 

artificialmente a partir de semillas, de brotes, de cultivo de 

tejidos o de esporas, pasan a ser consideradas como plantas del 

anexo 2 (C.I,T.E.S. 1 1987)¡ en relación a las orquídeas, Stewart 

(1990) reporta que la c.I.T.E.S. 1 únicamente incluye 10 especies 

de orquídeas en el anexo 1: Vanda ~!U! Griff, ex Lindl. 1 

Renantbera ~ F.F.Wood 1 ~ skinneri Batem. 1 Q. ~ 

Lindl, and Reichb, 1 ~ lobata Veitch., k· iongheana Reichb 1 

~ virginalis (~. ~} (Batem. ex Lindl) Lindl. 1 

Peristeria ~ Hook, ~ cunninghamii King & Prain 1 

Paphiopedilum .9..r.Y..rYi {Beddome) Stein. 

Anexo 2 1 comprende las especies susceptibles ser 

amenazadas de extinción como consecuencia de un comercio muy 

intenso. La Convención de Washington reglamenta este comercio, 

donde la importación y exportación se autoriza únicamente tomando 

en cuenta los siguientes criterios. Las excepciones para 

exportar plantas de este anexo son las siguientes: 1) las 

semillas, las esporas y el polen de la mayoria de las especies 

del anexo 2 pueden ser libremente comercializados, a excepción de 

las semillas de las cicadas¡ 2) para cultivos de tejidos y los 

cultivos de planLas .1.n vitro, C.I.T.E.S. informa que son 

necesarios los permisos por parte de la Convención, siempre y 

cuando se les compruebe que fueron propagadas por estnn vias¡ 3) 

los frutos de las cactáceas silvestres o cultivadas y de las 
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orquídeas cultivadas como Vanilla spp. no estan tomadas en cuenta 

por el reglamento de la Convención, la flor de corte de las 

orquídeas cultivadas, pueden igualmente ser comercializadas sin 

permisos de C.I.T.E.S. (C.I.T.E.S., 1987). 

Anexo 3 1 comprende las especies silvestres que en un país 

determinado pueden estar amenazadas de extinción como 

consecuencia de un intenso comercio, aunque estas mismas especies 

en otro país sean abundantes y permitida su comercialización1 se 

prohibe su exportación, pidiendo la ayuda de otros paises 

miembros de C.I.T.E.S. (C.I.T.E.S., 1987). 

El reglamento (3626/82) de la e.E.E., que entró en vigor el 

1' de junio de 1984, toma medidas más estrictas para la' 

conservación de las especies incluidas en el anexo 2 por 

c.I.T.E.S. La e.E.E. estima que la protección actual de algunas 

especies del anexo 2 de C.I.T.E.S. no es suficiente, las especies 

ahí reportadas se han incluido en una nueva categoría "C", 

subdividida en 2 listas correspondiente a los Anexos Cl y C2. Las 

especies retomadas en el Anexo Cl son consideradas como especies 

del Anexo 1 de la Convención, donde todo comercio está prohibido. 

Para las especies retomadas en el Anexo C2, implantaron 

condiciones suplementarias en relación un permiso de 

importación, es necesario que la colecta de estos especímenes en 

medios silvestres no tenga influencia nociva sobre la 

conservación de las especies ahí existentes. Con esto se retoma 

en deLallc las condiciones de introducción, de exportación y de 

tránsito de los especímenes de los Anexos 1 1 2 1 3 1 Cl y C2 en los 

países de la C.E.E. (C.I.T.E.S., 1987). 
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Existe menor vigilancia en los países en desarrollo sobre la 

protección de especies en peligro de extinción, y son los países 

desurrollados que presentan una demanda en estas plantas con 

valor principalmente de tipo ornamental, Se cuenta con ejemplos 

de exportación ilegal hacia los Estados Unidos y Europa (Sánchcz­

Hejorada, 1979, 1982b¡ ver apéndices 7. 8, 9, 10 y 11), de 

especies mexicanas de cicadas, agaves 1 cactáceas, orquidcas 1 

euforbias, etc, 1 que se introducen sin importarles su sanidad. A 

pesar de que en ocasiones se hun decomisado cargas valiosas de 

especies silvestres, estas plantas en la mayoría de los casos 

nunca se regresan al habitat original. Debido a la gran cuntidnd 

de plantas extraidas, es probable que se altera el equilibrio 

ecológico. 

Uno de los motivos por los que México no ha firmado el 

tratado de C.I.T.E.S. 1 se debe probablemente a que hay de por 

medio intereses sobre exportación y captación de divisas, fuente 

de trabajo para los recolectores, Este sistema de explotación ha 

provocado que muchas de las especies se cataloguen con cierto 

nivel de alteración en el habitat natural, obtienendo cuantiosns 

sumas de dinero. Estas exportaciones son reportadas para el 

dominio púhlico en columnas periodísticas {Balboa, 1987), citando 

la fuente de obtención de los datos en el Market New Oivision 

Fruit Vegetable de los Estados Unidos de Norte América, donde se 

asientan nombres de las personas. especies de plantas, cantidad, 

periodicidad, precio, etc. Por citnr un ejemplo, el mercndo de la 

palma camedor {Chamacdor~n elegRns HRrt,) es acaparado por la 

Jowel Foliage Ca. y la Continental Wholesale Florista (González, 

1985; Oyama, 1987), 
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I.6 Conservación de especies vegetales. 

El efecto de las actividades humanas sobre los ecosistemas 

naturales, se expresa en la disminución de las poblaciones o 

erosión genética y en muchos caeos repercute en la desaparición 

de especies. Se estima que la desaparición de cada especie 

vegetal puede arrastrar consigo de 10 a 30 especies dependientes. 

Por lo tanto, la diversidad vegetal es un factor fundamental que 

controla la diversidad de otros organismos y la estabilidad de 

los ecosistemas de~ planeta (Raven 1 1976). 

En un principio la conservación de las plantas se ha hecho 

a lra\•és de Jurdincs Botánicos 1 conservación ~ !!..Üill.t de los 

cuales, el origen de algunos es tan antiguo como el México 

prehipánico en que se estableció por ej. el Jardin Botánico por 

Hoctezuma en Oaxt~pec (Vovides, 1979). Sin embargo la interacción 

de las especies bajo estas condiciones en relaci6n con su medio 

ambiente se ve interrumpida 1 además de que no es posible mantener 

una gran diversidad biológica en estas condiciones. Esto despertó 

el interés de establecer la conservación en los habitats 

naturales en forma de reservas ecológicas .ln §..1.t.y que permitieran 

salvaguardar la diversidad biológica de las diferentes 

comunidades (Gegina, 1979; Hall and Rycroft, 1979; Vovides, 1979; 

Wrigley, 1979), 

Otro sistema de conservación in 11..i!.Y es el utilizado desde 

hace algunaa décadas en forma extensiva y selectiva en agronomía 

forestal; se desarrollan programas de cultivo de árboles con 

fines de explotación maderera.y sus derivados. Este sistema dista 

mucho de preservar la comunidad ahí existente, además en la 
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población reintroducida en la mayoría de los casos no 

contemplo. 

individuos 

la diversidad genético. y si una selección de 

con caro.cteristicas económicnment.e importantes 

(Labelle, 1987; Mendoza, 1987¡ Nwonwv, 1987), 

Ciertas zonas perturbadas por las actividades del hombre 

que posteriormente toman interés para su protección y 

recuperación de los habitats, han sido declaradas reservas 

naturales protegidas, tal es el caso de la región de dunas del 

litoral del mar Mediterráneo en Francia 1 donde han restablecido 

"comunidades vegetales a partir de la multiplicación y 

reintroducción de especies amenazadas, restringiendo el acceso a 

las personas que con ciertas actividades {ej. automovilismo y 

motociclismo deportivo} perturban el ecosistema 

(Oliver, 1979). 

restaurado 

La utilización del Cultivo de Tejidos ha tenido un impacto 

en la agricultura desde la década de los setenta, estableciendo 

nuevas y mejores alternntivas de mejoramiento genético, rescate 

de embriones, hibridación, cultivo de tejidos haploides 1 

obtención de plantas libres de patógenos y rápida propngaci6n 

clonal lMurashige, 1978). La utilización de estas técnicas se 

justifican cuando por los métodos tradicionales, germinación de 

semillas {propagación sexual) y esquejes o propágulos 

(propagación asexual), la producción de nuevos individuos es muy 

lenta y limitada o bien resulta difícil establecer sistemas de 

propagación masiva {Hurashigc, 1974). Siendo el caso de los 

miembros de la familia Orchidaceae 1 donde sus semillas son muy 

pequeñas (<1.5 mm de largo / <0.3 mm de ancho¡ <0.00001 

g/semilla}, con escasa reserva alimenticia, se presentan 
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algunas formas de nutrición muy complejas, involucrando en la 

manera de obtener sus recursos nutricionales, mecanismos como la 

simbi6sis, el saprofitismo o parasitismo (Hutchings, 1989); 

además, la propagaci6n asexual, por métodos tradicionales (ej. 

separación de una colonia o paeudobulboe) puede llegar a tomar 

hasta 10 años cultivar de 6 a 12 plantas de buen tamaño, igual a 

la que les di6 origen (Horel 1 1974). 

Las técnicas modernas de Cultivo de Tejidos Vegetales que 

hnn sido aplicadas intensamente con plantas ornamentales desde la 

década de los setenta se presenta como una alternativa para ser 

utilizada en la propagación de plantas amenazadas de las cuales 

existe escaso material biol6gico y con dificultndea en su 

propagación por métodos tradicionales (Raven 1 1976¡ Rao, 1977; 

Arditti .!:.!. Al.., 1981; Wochok, 1981; Snow 1 1985; Stewart, 1989) 1 

incluso se ha llegado a utilizar con buen éxito en la propagación 

de especies amenazadas (Hartinez, 1989¡ Hartinez and Rubluo, 

1987¡ Hartínez-Vázquez and Rubluo 1 1989; Rubluo ~ ª1_. 1 1989; 

Iriondo and Pérez, 1990). 

Martin (1984) reporta que una vez establecida la 

multiplicación vegetativa in Y..1..tl:2, permite obtener 200 000 a 

400 000 plantas (ej. rosales o perales o manzanos, etc.) en un 

año partir de una sola yema, que en comparaci6n al método 

tradicional de injerto o estaca, solamente genera de 30 a 50 

descendientes en un tiempo de dos años. 

En la década de los ochenta, se intensificaron loe trabajo& 

de cultivo .in ~ de orquídeas con valor comercial, también se 

desarrollaron algunos con finee de investigaci6n con especies 
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silvestres que aparentemente no presentan interés ornamental. 

Estableciendose así, sistemas de germinación asimbi6tica de 

orquídeas terrestres de Norte América, germinación simbiótica y 

asimbi6tica de orquídeas de Europa, germinación asimbiótica de 

terrestres y epifitas de Australia y Asia {Arditti !tt. Al.•1 

1982c), 

Lo anterior muestra que con las especies silvestres 

terrestres y epifitas de Latinoamérica, que no presentan un 

interés comercial inmediato, no se han realizado trabajos 

profundos en germinación asimbióti?a y cultivo de tejidos, esto 

es lamentable, debido a que en la actualidad se estan destruyendo 

los habitats naturales, especialmente en los trópicos. Además se 

reporta que durante las próximas décadas muchos miles de especies 

se e~~!~~uirán o sus poblaciones silvestres se veran severamente 

ero1iionadas genéticamente, a menos que se tomen medidas 

prev~ntivae {Heywood, 1987). 

Debido a los factores antes mencionados, al poco interés 

comercial de muchas de nuestras especies silvestres para 

desarrollar sistemas de propagación y a la dificultad de 

propagarse en forma tradicional que en general presentan las 

orquídeas, es fundamental utilizar las técnicas de Cultivo de 

Tejidos en especies de orquídeas mexicanas amenazadas de 

extinci6n, para explorar su propagación masiva, y poder iniciar 

la reintroducción de las poblaciones obtenidas .in Yit.I:Q., para tal 

efecto se eligieron las especies descritas en la tabla A. 

Sin embargo, nuestro trabajo se inici6 primeramente con un 

ejemplo de reintroducci6n en el habitat natural (reserva 

ecológica de la U.N.A.H., Pedregal de San Angel, D.F.} de una 
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población de la orquídea, ~letia !!..L.h._l\fü! Drcssler coneiderada en 

peligro de extinción. Las plantt1.s 1 ibcradas disminuyeron en 

número (aproximadamente 15% del total), lus cuales han 

permanecido en condiciones naturales por más de 3 años (Rubluo ~_! 

Al·' 1989), 

Existen trabajos fundamentados sobre reintroducción de 

especies en peligro de extinci6n, 111 iniciada en el Jardín 

Botánico del Desierto de Arizona, EHlados Unidos de Norte 

América, donde se real izan investigaciones en ln propngación 

tradicional y liberación d<! esJJPcics da cactáceas lns cuales 

propagadas a partir de semillas PO sistcml\R de vivP.ros. Las 

investigaciones de los nspectos ecológicos y hortícolas, son 

realizadas por especialistas en botánicn, ecología y 

horticultura, para poder asegurar el resl1lblecimiento 

(perninncncia) de las poblaciones reintroducidas (Eckcr, 1989). 

1) Los estudios ecológicos, indican que ee importante 

analizar el el ima de la comunidnri 1 la topografía y la altitud 

entre otros aspectos físicos y plantas u otros organismos con que 

se asocia para adaptarse y evolucionar en su ambiente natural. 

Para lo cual se deberAn tomar en cuenta fuctores como! a) la 

capacidad reprodt1cliva 1 lo que implica estudias c1Jidadosos de 

polinización y ln biología reproductiva de las plantas: b) el 

tomAr en ctienta la variabilidad gen~ticn 1 mediante la colcct1l de 

plantas o material biológico seleccionado de diferentes sitios 

dentro de una poblaci6n con variabilidad morfoldgica y áreas de 

una población¡ sin embargo recomienda que hay que tener 

precaución en prever en la introducción de otra poblnción 
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llifercnle de \,abitals dLstintos 1 ya que ee pueden interrumpir los 

complejos de genes coadaptndos de las poblaciones iniciales y 

pueden llevar a la extinción de pequeñas poblaciones¡ e) el 

estudio minucioso de las asociaciones coevolutivas como la 

simbi6sis la presencia de polinizadores especificas que 

presentar' en forma natural, es necesario poder seguir estos 

procesos conforme se introducen las plantas al habitat natural, 

pura evitar en algunos casos que por desconocimiento pueda 

provocarse casos de herbivorismo, parasitismo e incluso la 

muerte, etc.; d} la selección del sitio, junto con la selección 

de los microhabitats son los factores más críticos a considerar, 

se recomienda que la reinlroducci6n deberá situarse en lugares 

donde crecían formn natural o lo más cercano posible. Esto 

ayudará a evitar problemas tales como la introducción de 

complejos genéticos no adaptados, la falta de polinizadores 1 

ti¡>os de suelo que no son npropiados y los problemnR climáticos. 

Er1 estos siLios de plnnlnción se deberá contemplar la presencia 

de plantas 11odrizas 1lpropiadns si es que lns presentan en formn 

natural, 

2) Sobre las prácticas hortícolas Ecker {1989) indica que 

son también imporla11Les para el éxito de lo. reint.roducción. t.n 

muestrn de suelo pura el desarrollo de los propágulos o plantas a 

reintroducir, deberá ser obtenida si es posible del mismo lugar 

dor1de crecen o crPcían las plantas en forma silvestre, para que 

In textura, concentración de iones y cualquier otra 

curaclcríslica del suelo sean las apropiadas para la 

r~introducción mejor adaptación al ambiente natural. La 

nplicnción de fertilizante durante el desarrollo de las plantas 
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el vivero deber~ ser adecuada, yu que se pueden desa1·rollnr 

muy rápido, sin embargo sus experiencias en las pluntnH liberadas 

de Mammillaria thornberi Orcutl (Cacluccac) de zonas áridus en 

peligro de extinción 1 les mostró una mayor mortalidad en 

comparación con las que no se les adicionó o se les aplicuron 

bajas concentraciones de fertilizante y se les retiró un mes 

antes de la plantación. Eckcr { 19891 indica que las plnutas que 

en forma 11uturul se les ha detectado asociación micorrizus 1 

les deberá tener prQcO.ución de no aplicar fungicidas¡ estudios 

realizados en plantas perennes si lvestrcs que fueron 

preiuoculudas con hongos micorrícicos antes de ser trnnsplnntadas 

que no recibieron ninguna aplicación de fungicida, 

incrcmcntnron su sobrcvivencia, crecimiento y su reproducción, en 

compuruciór1 n las que sí se les aplicó. También sugiere regar las 

pl1Lntas pcri6dicamente desde su plantación hasta que el sistema 

radicular cstci totulmenlc desarrollado y adapl1Ldo, comparandolo 

si es posible con los individ1Jos silvestre de ln misma especie, 

Sl! recomienda lambién (Eckt>r, 1989}, que el sitio de 

reinlro<lucción deberá estar relativamente inaccesible paru qur 

Jos coleccionistas o los que de~lruyen la naturaleza, no hugan lo 

mismo con el trabajo realizado. 
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11. ANTECEDENTES 

II.1 Diversidad de las orquídeas. Las orquídeas pertenecen a la 

familia Orchidaceae de la clase Honocotyledonae. Son 

cosmopolitas, crecen en casi todas las altitudes y latitudes, 

aunque por lo general presentan mayor diversidad en los ambientes 

tropicales y subtropicales 1 son perennes y de hábitos terrestres, 

epifitos, litófitos, semiacuáticoe y muy raramente de hábito 

subterráneo¡ según la especie tienen dos tipos de crecimiento, 

simpodial y monopodial Se estiman entre 20 y 25 mil especies 

agrupadas en más de 700 géneros (Dressler, 1981), Para México se 

conocen 918 especies de 144 géneros, de las cuales un 35% son 

endémicas (Soto, 1988), 

Huchas de las especies mexicanas, debido a lo atractivo de 

sus floree han estado sujetas a colectas exhaustivas, aunado a la 

alteraci6n y destrucci6n de loe ecosistemas (con la tala y quema 

de árboles que albergan a las de hábito epifito) se ha 

contribuido la erosi6n genética o dieminuci6n de lns 

poblaciones silvestres, lo cual es critico en las especies 

endémicas; lo anterior ha ocasionando que un gran número de 

ellas esten en peligro de desaparecer (I.U.C.N. 1 1985; Villa­

Lobos 1988a¡ Vovides 1 1981 1 1988). 

II.2 Importancia de las orquídeas. Loe atributos estéticos de 

las orquídeas, expresados en flores de caprichosas formas, 

vistosos colores, y atractivos aromas ej, Stanhopea spp. 1 

~ spp., Haxillaria spp.) 1 son responsables de la estima que 

se les tiene como flores de ornato (García y Peña 1 1981). Algunas 
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especies poseen propiedades curativas, atribuidas por nativos 

americanos (García y Peña, 1981; Schultes 1 1990), Todas las 

especies silvestres forman parte de la complejidad ecológica 

Junto con otros organismos, cabe mencionar que especies de 

orquídeas han coevolucionado con sus poliniza.dores, y con algunos 

hongos establecen asociaciones simbióticas micorrizicas que son 

de suma importancia para la germinación de semillas y desarrollo 

de las plantas (Correll, 1950; Burgeff, 1959¡ Arditti, 1967¡ 

Dressler, 1981¡ Hadley and Pegg, 1989; Wells and Cox 1 1989¡ 

Schultes, 1990). 

II.3. Semillas de orquídeas y la historia de su germinación. 

A. Características morfológicas de las semillas de 

orquídeas. Son muy pequeñas, pesan menos de 15 microgramos y 

miden de 0.25 a 1.2 mm de longitud por 0,09 a 0.27 mm de ancho. 

Los frutos producen un gran número de semillas, fluctúan de 1300 

a 4 1 000 1 000 por cápsula, La mayoría de las especies tienen 

semillas relativamente indiferenciadas, sin cotiledones o 

presenta incipiente, carecen de endospermo, Ante la ausencia del 

endospermo, al suspensor se le atribuye el papel en la nutrición, 

que cuando no esta presente es asignado al contacto del saco 

embrionario con el embrión¡ el embrión es simple e 

indiferenciado formado por voluminosas células que almacenan 

substancias de reserva y está cubierto por una testa formada de 

células transparentes, por lo anterior, al embrión de las 

semillas de orquídeas se le considera en un estadio rudimentario 

(Correll, 1950¡ Arditti 1 1967¡ Harrison and Arditti, 1970; 

Veyret, 1974). 
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B. Germinaci6n de las semillas de orquídeas. Hasta el siglo 

XIX se creía que las semillas de orquídeas eran en su mayorín 

estériles. Las investigaciones realizadas por Bernard en 1899 

(Knudson, 1922} y de Burgcff en 1909 (Withner, 1959) 1 permitieron 

descubrir el papel de la micorriza en la germinación simbi6tica 

de las semillas de orquídeas. Basado en estas investigaciones, 

Knudson (1922) logró la germinación masiva en forma asimbiótica, 

partir del análisis de sus investigaciones demostró qué 

compuestos orgánicos solubles podían estimular la germinación 

(Knudson, 1922). 

Basandose en la cantidad de semillas que pueden producir las 

orquídeas por fruto (>1000 y hasta 4 millones), Charles Dnrwin 

estimó que si todas las semillas (6200/fruto 1 186300/planta) 

generadas por una planta de ~ ~ germinaran, crecieran 

las plántulas y fructificaran, podría cubrir un acre; y que 

los descendientes en la cuarta generación de las plantas 

cubrirían todo el planeta (Arditti 1 1966). Sin embargo, lo 

anterior no se cumple en la naturaleza, debido a que menos del 5% 

germi~an y logran alcanzar el estado adulto (Rao, 1977), 

c. Germinación simbiótica. Bernard y Burgeff (Knudson, 1922) 

demostraron que las semillas de orquídeas para germinar dependen 

de la infección de un hongo específico, que generalmente vive en 

las raíces de las orquídeas, Bernard (Burgeff, 1959) consideró 

que el hongo causante de la infección pertenecía al género 

Rhizoctonia, Ambos coincidieron en que el inicio de la infección 

se establecia en el euspensor y la porción basal del embrión, que 

con el desarrollo de éste, el hongo es digerido o desintegrado 

(Knudson, 1922; Burgeff, 1959), El cultivar orquídeas por 
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semillas fue por mucho tiempo desconocido, y eran consideradas 

estériles. Como resultado de los trabajos de Dcrnard en 1899 

(Knudson, 1922), se estableci6 el método para germinar semillas 

(conocido como simbiótico), su investigación consistió en 

sembrar en tubos de ensaye inoculados con el hongo¡ encontró que 

de 15000 intentos, solamente se observó la germinación de unos 

cientos. Posteriormente, una práctica común era el sembrar 

semillas sobre musgo húmedo alrededor de una planta de orquídea, 

sistema utilizado por aficionados en esa época (Arditti, 1967; 

Harrison and Arditti, 1970). 

D, Germinación asimbi6t ica, En 1916, Knudson ( Knudson 1 

1922) demostró que en la nutrición orgánica de plantas, varios 

azúcares son muy favorables influyendo sobre el crecimiento, por 

lo que sugirió que la germinación de semillas de orquídeas podia 

ser obtenida con el uso de ciertos azúcares. 

En 1922, Knudson logró por primera vez la germinación 

asimbiótica de hasta 100% en semillas del híbrido L.ru!l.i..n ~ 

(orquídea), con la utilización de azúcares (glucosa y fructosa} 

en un medio nutritivo con sales minerales y extracto orgánico, 

registrando altos porcentajes de germinación asimbiótica 

(Knudson, 1922, 1930). 

La germinación asimbiótica y el desarrollo .ln ~ de 

plantas de orquídeas han sido desde 1922 ampliamente aplicados a 

otras especies de esta familia y se han enriquecido y mejorado 

los medios, registrándose mejores sistemas para su propagnci6n 

(Arditti, 1967, 1977¡ Arditti and Ernst, 1984¡ Hurashige, 1974¡ 

Rao, 1977¡ George and Serrington, 1984). 
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II.4 Propa1aci6n clonal. En 1960 se inició la historia de la 

propagación clonal por cultivo de tejidos en plantas superiores, 

con los estudios realizados por Morel (1974), al utilizar por 

primera vez tejidos meristemáticoa de CYmbidium sp. De esta forma 

llegó a establecer un sistema de propagación masiva con la 

formación de masas celulares que denominó cuerpos en forma de 

protocormos (Protocorm Like Bodies, PLB's), donde cada protocormo 

asexual, al subcultivarse en medios frescos inductores, 

presentaba la capacidad de inducir nuevos PLB's por tiempo 

indefinido, o de regenerar una planta por protocormo en el medio 

basal adecuado, La utilización de tejidos meristemáticos de 

Cymbidium sp. también permitió la obtención de plnnlas libres de 

virus a partir de plantas contaminadas (Morel, 1974, George and 

Sherrington 1 1984), 

II.5 Propagación masiva a partir de tejidos somáticos no 

merietemáticoe. Las investigaciones realizadas por Knudson (1922 1 

1946) y Horel (1960) 1 han servido de base para explotar con buen 

éxito la regeneración de plantas de orquideas a partir de otros 

explantes como protocormos, ápices de raíz, ápices de tallo, 

secciones nodales 1 ápices y bases de hojas, partes florales, 

meristemos, entre otros (Arditti, 1977; Rao, 1977 1 George and 

Sherrington 1 1984). 

La potencialidad de la micropropagación asexual en orquídeas 

es analizada por More! (1974) para el género Cymbidium 1 tomando 

en cuenta el establecimiento previo de PLB's originado de la 

utilización de diversos explantes somáticos, reporta que a partir 

de un protocormo asexual que se seccione en partes, cada 

fragmento genera en promedio 8 protocormos, es posible obtener 
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más de un billón de plantas en solo 9 meses de cultivo. Arditti 

(1977) utilizando este mismo sistema, indica que apartir de una 

yema de una planta de Cymbidium se puede obtener 4 millones de 

plantas/año. 

Se puede decir que el cultivo de tejidos en orquídeas 

parte fundamental de la historia en la industria de plantas 

ornamentales. Aunque cabe r,1encionar que las monocotiledóneas 

presentan mayor dificultad en su propagación por estas vías en 

comparación a las dicotiledóneas (Arditti ~ l!.l. 1 1982a¡ George 

and Sherrington, 1984}, no es la excepción la familia de las 

orquídeas, debido al ciclo de vida largo (>5 años} que 

presenta en la naturaleza en mayoría de las especies y a la lenta 

respuesta morfogenética y de crecimiento de las plantas en 

condiciones in Y.i.1.1:2.• 

II.6 Análisis poblacional. Algunos estudios de dinámica 

poblacional 1 demostraron en el caso de orquídeas terrestres de 

Europa (ej. ~ Bphegodes Hill. }, que las semillas, al igual 

que el estadio de protocormo 1 pueden permanecer años en latencia 

antes de germinar o emerger del suelo en forma de planta. Además, 

pueden tardar más de 4 años desde el inicio del surgimiento sobre 

la superficie del suelo, hasta alcanzar la madurez o floración 

(Hutchings, 1989). Aunque por cultivo de tejidos se acelera su 

desarrollo, este viene a ser lento debido nl ciclo de vida tan 

largo que presentan en comparación con otras monocotiledóneas 

herbáceas, lo que justifica su aplicación para la investigación 

científico y explotación industrial. 
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II,7 Aplicación Industrial. El uso de estas técnicas en 

orquídeas han sido ampliamente utilizadas a nivel comercial, 

desarrollando diversos sistemas de propagaci6n masiva en muchas 

especies híbridos de los géneros: Arachnis, Cattleya 1 

Cymbidium, Dendrobium, Epidendrum, ~, Oncidium 1 

Paphiopedilum, Phalaenopsie 1 Renanthera y~. Estos nuevos 

métodos de propagación se han establecido en gran medida debido a 

la importancia que tienen en la producción de flor cortada (Rao, 

1977¡ George and Sherrington 1 1984¡ Sagawa and Kunisaki, 1984), 

Además de esta presentación, también se explÓta comercialmente la 

venta de plántulas en frascos con medio de cultivo (.in Y..i..t.!:Q), 

plantas Juveniles y en estados iniciales a la floración 

desarrolladas en invernadero y plantas de especies silvestres 

colectadas continuamente en diversos paises de Latino América. 

Hibridos del género Phalaenopsis en una presentación de 40 

plántulas/frasco en condiciones .in vitro es de $30.00 hasta 

$80.00 us, las cuales son originadas de la germinación 

asimbiótica. 

Para el caso de especies colectadas en el ambiente 

silvestre, son vendidas por la compañia "BERGSTROM ORCHIOS 11 (CA. 

U.S.A.), como ~ punicea Llave &. Lex. (de Méx.) 1 en un 

precio de $9.00us/planta y Cattleya aurantiaca (Batem. & Lindl.) 

P.N.Don. var. lAl.!u! (de Méx.}, en $12.00us/planta (Anónimo, 1985)¡ 

algunos híbridos de Paphiopedilum o Vanda en estadio adulto, 

cultivados en condiciones de invernadero, tienen precios de hasta 

$75.00us/planta, vendidas por "STEWART INC. ORCl!IDS" (CA. U.S.A.) 

y "R.F.ORCHtDS" (Florida, U.S.A.) (Anónimo, 1985). 
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II.8 Avancea de investigación in~ de algunas especies 

de orquídeas amenazadas. Existen trabajos aunque no tan extensos 

o profundos en la investigación .i.n ~, que sirvieron de base, 

con especies y géneros propagados previamente la presente 

investigación, los cuales se enlistan en la tabla B. 
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III. OBJETIVOS 

1) Modificar medios nutritivos que permitieran un mejor 

resultado de las diferentes etapas de desarrollo in Y..i..t..I:Q, 

fundamentando la investigación con una revisi6n bibliográfica del 

cultivo asimbiótico en orquídeae 1 innovando y acoplando las 

condiciones que se tenían para su realización. 

2} Establecer sistemas de propagación masiva in vitre de 

especies de orquídeas endémicas de Héxico y especies que además 

presentan una distribución hasta Centro América (tabla A). 

3) Rescatar in ~ especies de orquídeas silvestres 

amenazadas de extinción, propagadas en el laboratorio. 

4) Establecer los principios de un banco in vitre de 

especies de orquídeas amenazadas de extinción para el desarrollo 

de nuevas estratégias de propagación masiva de futuras 

investigaciones. 

5) Recuperar poblaciones de orquídeas amenazadas, 

reintroduciendolas en el habitat natural, con un seguimiento de 

su desarrollo hasta estados juveniles (2-4 años después de su 

liberación). 

6) Propagar en forma masiva bajo condiciones 1.n vitrQ y 

reintroducir en el habitat natural plantas de ~ .ak.in.n.!u:i 

(Batem. ex Lindl,) Lindl. var, ~' especie de orquídea que 

habita para México en el bosque mesófilo de montaña del Estado de 

Chiapas, la cual era común en esta localidad y debido 
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principalmente a colectas exhaustivas de que ha sido objeto se le 

cataloga en peligro de extinción (reportada en el apéndice 1 del 

CITES). Apoyando esta investigación con los resultados en forma 

simultánea de Lycaste arornatica (Grahan ex Hooker) Lindl., 

especie colectada en ambientes similares y con afinidad 

taxonómica y de hábito epifito-terrestre . Sin embargo, aunque 

tiene una amplia distribución es considerada en la categoría de 

vulnerable (tabla A). 

7) Propagar en forma masiva bajo condiciones in vitro y 

reintroducir en el habitat natural plantas de~ stramineum 

(Lindl.} Batem., especie endémica localizada en el centro del 

estado Veracruz, que debido al habitat restringido y la 

perturbación del ecosistema donde crece, se ha catalogado en 

peligro de extinción. 

8) Desarrollar ntievas líneas de investigación (efecto del 

GA , BA y ANA en el crecimiento y formación de raíz de brotes) en 

~ .Y.!:J1.AnA Dressler, especie con antecedentes de propagación 

(tabla B): establecimiento de la germinación asimbiótica, cultivo 

de tcj idos ( brotación múltiple) partir de secciones de 

prot.ocormos y liberación de plantas en su habitat natural 

obtenidas por estas técnicas. 

9) Propagación (germinación asimbiótica y desarrollo hasta 

estadios de plántulas) de otras especies de orquídeas (tabla 2) 

con diferentes status de alteración, utilizando la metodología 

establecida en las especies anteriormente mencionadas (6}, 7), 

8)) 1 con el fin de mostrar la potencialidad de los medios 
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nutritivos generados, además de iniciar su recuperación jn vilrq 

y en un futuro cercnno o cuando se requiera, reintroducir a cndu 

una de ellas en sus respectivos habitats naturales o desarrollar 

investigaciones de diversa índole que se desee (ej. inducción de 

micorrizas, estudios anatómicos, establecimiento de nuevas líneas 

de propagación masiva y crecimiento .in Y...i...t..r.2. 1 estudios de 

metabolitos secundarios en orquídeas y fisiológicos en general). 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

IV. 1 Material biológico. 

El material inicial fundamental fueron semillas de orquídeas 

amenazadas de extinción (tabla 2), utilizando frutos aún no 

dehiscentes y semillas liberadas de los frutos 1 estas últimas, 

almacenadas en frascos sujetos a temperaturas 4º-BºC 1 obscuridad 

y baja humedad relativa (utilizando sal de cloruro de calcio 

anhidro). Los lugares de colecta fueron en los estados de 

Chinpas, Oaxaca y Veracruz (tabla 2) 1 con excepción de las 

semillas de ~ ~ Dressler, las cuales se obtuvieron de 

poblaciones en el Pedregal de San Angel D.F. y se almacenaron 

(durante años) en frascos bajo las mismas condiciones antes 

mencionadas. Las semillas de frutos aun no dehiscentes, fueron el 

resultado de la colecta en campo, de plantas con frutos y de la 

polinización artificial realizada en invernadero. Las semillas 

maduras fueron obtenidas de frutos dehiscentes colectados en 

campo directamente de las flores polinizadas en invernadero 

(tabla 2). 

A. Almacenamiento de semillas. 

Algunos frutos aun no dehiscentes 

colectados en campo se envolvieron 

(cápsulas 

en papel 

verdes) 

húmedo, 

conservándolos en lugar fresco (20 a 25"C) durante ln 

transportación al laboratorio, para ser sembradas todas las 

semillas en el cultivo asimbi6tico. 

Los frutos maduros (dehiscentes), se almacenaron en un 
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lugar fresco y seco (15• a 20ºC), dentro de una bolea de papel 

hasta que liberaron la totalidad de las semillas. 

Los frutos que iniciaban la dehiscencia, se abrieron, se 

retiraron las semillas con una espátula y se guardaron en boleas 

de papel, en un lugar fresco y seco durante aproximadamente 

semana, con el propósito de que disminuyera la humedad de las 

semillas antes de ser almacenadas. Además, de etiquetar 

debidamente cada uno de los sobres con semillas, anotando los 

datos del nombre de la especie, número de fruto y de planta, lipa 

de polinización (autopolinización, polinización cruzada o natural 

(desconocida)} número de colecta, origen, habitat 1 habito, lugar 

y fecha de colecta, época de floración y observaciones, se 

procedió a guardarlos de la misma forma inicialmente descrita. 

IV. Medios nutritivos para el cultivo in ~ de 

orquídeas. 

A. Germinación asimbi6tica. Para la exploración de la 

germinación en orquídeas se utilizaron semillas de frutos aún no 

dehiscentes de ~. Jlk..i.nn.eLi var. a.k.i.n..rull:i 1 empleando 3 tipos de 

medios nutritivos (tabla 1): 1) Knudson "C 11 (KC) (Knudson, 1946; 

ver apéndice l}; 2) Vacin y Went (VW) (Knudson, 1951¡ apéndice 2} 

y 3) Hurashige y Skoog (HS) (Hurashige y Skoog, 

3), con diferentes modificaciones como 

fitorreguladores del crecimiento: 1 µH ANA, 

1962¡ apéndice 

la adición de 

pM BA y 5 pM de 

GA3¡ reducción al SOX de la concentración de las sales minerales 

(ver tabla 1); enriquecimiento del medio Knudeon "C" (KC-E) con 

una fuente de micronutrimentos minerales y vitaminas del medio 85 

(Gamborg &.t. !U.., 1968) y adición de sacarosa al 2 y 3X (tabla 1). 

En las siembras posteriores de semillas de M· skinneri var. 
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llk.i..n.ru:Li y otras especies trabajadas (tabla 2}, se utilizó el 

medio KC-E (apéndice 4), 

Para la preparación de los medios KC, KC-E, VW y HS, se 

hicieron soluciones concentradas (apándices! 1 1 2 1 3 y 4). Las 

sales de calcio y hierro para los medios KC y VW, se pesaron en 

el momento de realizar el medio nutritivo, debido a que sus 

soluciones concentradas al ser almacenadas se precipitan. 

Se utilizaron frascos de 125 ml y matraces erlenmeyer de 250 

ml con 25 y 40 ml de medio nutritivo respectivamente. 

B. Cultivos en suspensión de protocormoa y de PLB's de Q. 

stramineum. Para el desarrollo de PLB's a partir de protocormos, 

se utilizáron matraces erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio 

KC-E líquido con O (control) y lOµH de BA 1 a pH de 5.0 (figura 1 

B y C). En la proliferación contínua de PLB's se realizáron 

subcultivos en medios de la misma composición, con ciclos de 

subcultivo de a meses. Para inducir el desarrollo de 

brotaci6n múltiple, loa PLB 1 s se subcultivaron a frascos de 125 

ml con 25 ml de medio sólido KC-E +agua de coco (lOX v/v) para 

ambas combinaciones (O y lOµH de BA); (figura 1 e y D). 

C. Cultivo de brotes de B· Y.rl2rul.A· Se utilizaron brotes de 

20 mm, obtenidos por Hartínez (1985) en el desarrollo de la 

brotnción múltiple a partir de secciones de protocormos. Los 

brotes se sembraron en tubos de ensaye de 2.5 cm de diámetro por 

15 cm de largo con 12 ml de medio nutritivo KC-E (apéndice 41 

como medio básico a pH 5.3 1 se establecieron 12 combinaciones 

posibles con GA 3 (O y 5 µH), (BA O y 5 µH) y (ANA O, 1 y 5 µH); 

(apéndice 5: tratamientos A a L}. Además se estableció otro 
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tratamiento con medio básico a pH 5.0 (apéndice 5! tratamiento 

H). 

D. Medio de cultivo para el desarrollo de plantas .in .Y..i.tJ:2 

de ~. .D.ki.nru:.r.1 var. ~. Se utilizó el medio KC Y se 

enriqueció con extractos orgánicos, tales como: agua de coco 

(endospermo líquido), extracto de plátano y extracto de nopal 

(apéndice 6A) 1 para el desarrollo de diferentes tratamientos. 

Para permitir el crecimiento de las plántulas a tallas de 10-16 

cm, se utilizaron frascos de boca ancha de 500 y 1000 ml de 

capacidad con 100 y 200 ml de medio respectivamente. 

E. Elaboración de los medios de cultivo. Se llevaron a cabo 

los siguientes pasos: 1) elaboración de las soluciones 

concentradas (sola. stock) y/o pesaje de los componentes del 

medio (apéndices a 4), 2). A un vaso de precipitados de 

capacidad necesaria se agregó el 30 o 40X de agua destilada 

la 

del 

volumen total a preparar y se colocó en una parrilla de agitación 

para la disolución de los componentes al ir adicionandolos, 3) se 

mezclaron las sales o los nutrimentos minerales en el orden en 

que se indica en los apéndices 1 a 4: a} macronutrimentos, b} 

fuente de calcio, c} fuente de hierro, y d) micronutrimentos. 4) 

Los componentes orgánicos: a) inosi lol, b) vi ta.minas 1 c) 

aminoácidos, d) fitohormonas, e) sacarosa y f) extracto orgánico 

(apéndice 1 1 2 1 3, 4 y 6A}, 5) posteriormente se aforó el medio 

con agua destilada, 6) se midió el pH y se ajustó con KOH y/o 

HCl a 0.1 y/o 0.5 N., 7) para el caso de los medios líquidos, 

éste se agregó a los matraces Erlenmeyer de cultivo, ee taparon 

con papel aluminio y se sujetaron con ligas para esterilizarlos 

en el autoclave. En loa medios sólidos después de medir el pH se 

40 



adicionó el agar, agitando conelantemente y calentandolo para 

disolverlo (hasta inicio de ebullición). Posteriormente ee agregó 

el medio en los frascos y/o tubos de ensaye y/o matraces 

Erlenmeyer, se taparon con papel aluminio y se sujetaron con 

ligas de hule y se esterilizaron en el autoclave. Para el caso de 

la utilización de fitohormonae termolábiles (ver apéndice 6) 1 el 

medio se esterilizó en un matraz Erlenmeyer de mayor capacidad 

que la cantidad de medio preparado, para evitar que se derramara 

dentro del autoclave al ser esterilizado, para este medio se 

esterili~aron los frascos o tubos de ensaye previamente. También 

se esterilizó el filtro millipore con membrana de 0.45 micras de 

porosidad. El material ya esterilizado (medio de cultivo, frascos 

o tubos de ensaye, filtro, etc.) se trasladó a la campana de 

flujo laminar {zona aséptica). Se limpiaron cuidadosamente con 

alcohol todas las superficies externas del material conforme se 

colocaban dentro de la campana. Se dejó enfriar el medio 

nutritivo aproximadamente a 60ºC cuando aún está líquido y podía 

fácilmente agitarse para incorporar la fitohormona. Esta 

previamente se habia esterilizado por filtración y se adicionó al 

medio, agitando con ayuda de una varilla de vidrio para 

homogenizar la solución 1 después se agregó a los frascos o tubos 

estériles. 

Todo el material se eeteriliz6 en el autoclave a 1.4 Kg/cm2 

(20 Lb/pulg2
) durante 15 minutos. 

IV. 3 Procedimiento de Siembra en Condiciones de Asepsia. 

La siembra de semillas in Y.i!...r..Q., subcultivo de protocormos y 

subcultivo de plantas .in .Y.i.tJ:Q. (ver figura 1) 1 se llevó a cabo en 
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condiciones de asepsia, en una campana de flujo laminar 

horizontal. Esta se hizo funcionar 30 minutos antes de iniciar 

cualquier maniobra de sembrado, se limpió utilizando alcohol 

etílico de 96% 1 asimismo se procedió con el instrumental, 

con la superficie externa de los frascos a sembrar, al igual que 

manos y antebrazos del usuario, esto permitió garantizar que 

dentro del medio de cultivo no se desarrollaran bacterias y/u 

hongos. El instrumental, espátulas, pinzas, agujas de disección, 

etc., se mantuvieron dentro de un frasco con etanol 96X 

flameandolos antes de utilizarlos. 

Para destapar loa frascos con medio esterilizado y 

sembrarla's en la campana de flujo laminar, primero se limpiaron 

con un algodón con alcohol a 96%, se flameó con ayuda del mechero 

toda la superficie de unión entre el frasco y la tapa, se retiró 

momentáneamente el papel aluminio o la tapa del frasco, se 

introdujo el explante o material biológico a cultivar in~ y 

se selló nuevamente. Una vez sembrado se incubó en la cámara de 

cultivo. 

IV. Siembra y subcultivo de semillas y otros explantea. 

A. Semillas almacenadas, tu e ron desinfectadas 

superficialmente en un vidrio de reloj, con una solución al 7X de 

hipoclorito de calcio Ca(OC1) 2 (Knudson, 1948) durante 30 minutos 

dentro de la campana de flujo laminar, agitando a intervalos con 

una aguja de disección para romper la tensión superficial y 

asegurar de esta manera la esterilización superficial. 

Posteriormente con una jeringa estáril se extrajo toda la 

solución desinfectante y con otra se lavaron las semillas dos 

veces con agua destilada esterilizada y con una tercera jeringa 
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estéril se retiró el agua en las dos ocasiones, con el fin de 

eliminar la solución desinfectante y evitar que afectara 

interfiriera en la germinación de las semillas {Hartinez, 1985). 

Una vez que las semillas fueron desinfectadas se tomaron con 

una espólula y se depositaron en los matraces o frascos 

germinadores con medio nutritivo. 

B. Semillas de frutos aun no dehiscentes. Los frutos o 

cápsulas verdes se desinfectaron ~uperficialmente en los 

siguientes pasos: a} se lavaron con Jab6n y agua corriente, b) 

se desinfectaron en alcohol a 70X durante minutos, agitando 

dentro de un vaso de precipitados en una parrilla de agitación, 

retirando el alcohol al término del tiempo, c) se agregó una 

solución de hipoclorito de sodio (NaOCl) de uso doméstico 

{cloralex) al 50X (3% de cloro activo). Se adicionaron unas 

gotas de tween 80 1 se tap6 el vaso de precipitados con papel 

aluminio y se agitó durante 20 minutos. Posteriormente en la 

campana de flujo laminar, se limpió con alcohol 96X Y se flameó 

la tapa de aluminio, Por otro lado se extrajo el fruto con pinzas 

de disección y se introdt1jo en agua destilada esterilizada de 3 a 

minutos 1 al término del cual se abri6 el fruto 

longitudinalmente en dos partes en una caja de petri con bisturí 

y pinzas de disección, se extrajeron las semillas con una 

espátula y se sembraron en loa frascos de cultivo, Para 

establecer el porcentaje de germinación se sembraron de 50 a 75 

semillas por frasco, se contaron las semillas germinadas 

(protocormos} y las que no lo lograron, esto se detectó con un 

microacópio estereoscópico; además se registró el tiempo de 
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germinación por siembra, fruto y especie. 

c. Propagación masiva 1.n .Yi..t:1:.9. a partir del cultivo en 

suspensión de protocormos de Q. stramineum, Protocormos 

provenientes de la germinación asimbiótica de Q. strnmineum 

(tabla 2, figura B) se sujetaron a cultivo en medio líquido 

KC-E (apéndice 4); (control) y medio KC-E más lO~H de BA. 

Para la siembra se utilizaron protocormos de 2 meses de edad 

y de 1 a 1.5 mm de diámetro, se sembraron un promedio de 200 

protocormos por matraz con repeticiones por combinación, 

etiquetaron y se incubaron sobre una mesa de agitación a 100 

r.p.m., durante 3 meses {figura 1 C) para la formación de PLB's, 

estos se subcultivaron en nuevos medios de igual composición al 

inicial. Para estimular la brotaci6n múltiple en los PLB 1 s, estos 

se subcultivaron en medio sólido KC-E más agua de coco (10% v/v) 

y utilizando frascos de 125 mJ, Se sembraron 4 PLB's por frasco 

D, tabla 3). (figura 

E. El efecto de fitohormonas en brotes de B· .u..x:J2An.A (20 mm 

de longitud). Los brotes provenientes de la brotación múltiple de 

protocormos seccionados (material obtenido del trabajo realizado 

por Hartínez, 1985), fueron separados con un bisturi y 

sembrados, un brote por cada tubo de ensaye con 12 repeticiones 

por cada tratamiento, utilizando 13 tratamientos en las 

combinaciones de BA, GA 3 y ANA de acuerdo al apéndice 5.Se 

registró la longitud del brote (tabla 4) y de las raíces (tabla 

5}, para lo cual las plantas fueron extraídas de los tubos de 

ensaye de cultivo a las 7 semanus de incubación. 

D. El desarrollo de plántulas in :t..i.:tJ:Q. 1 se estableció con 

plántulas de ~. a.k.inruu:1 var. Aki.n.rut.ci. de aproximadamente 30 mm 
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de largo (figura 1 E y H). Se sembraron 20 plántulas por frasco 

con dos repeticiones, sumando 60 plántulas por tratamiento. La 

longitud de las plantas de cm de largo de ~. ~ var. 

1lki.n.ruu:1 se tom6 de la uni6n de la raíz con el tallo (corona) al 

ápice de la hoja más alta 1 el desarrollo de raíz se clasificó de 

la siguiente manera: (-) ausencia¡ (+) incipiente, de 0.1 a 3 cm¡ 

(++) bueno, de 3.1 cm a 10 cm, con hasta 4 raíces ; y (+++) muy 

bueno, más de 10 cm. 

IV. Métodos Estadísticos. 

A los datos obtenidos del desarrollo de plantas ~e B· 

~. a partir de brotes cultivados en KC más un barrido de 

fitohormonas (apéndice 5) 1 se les someti6 a un análisis de 

varianza y análisis de intervalo móltiple de Duncan y Tukey 

(realizado mediante el paquete estadístico SPSS del centro de 

cómputo de la UNAH), para encontrar el mejor tratamiento en el 

incremento del brote y formación de raíz. 

IV. 6 Condiciones de incubación. 

Después de la siembra loe diferentes cultivos se mantuvieron 

en una cámara de incubación a 28º± a·c. 

En la exploración de la germinación se utilizaron diferentes 

regímenes: A) fotoperiodo 16 h luz (500 lux)- 8 h obscuridad¡ B) 

obscuridad continua, C) luz continua (1000 lux), D) luz indirecta 

natural 1 con su mayor intensidad (1000 lux) de las 10:00 a las 

15:00 hrs del día. 

Los protocormos de Q. !!.tl:l!_minruun cultivados en medio 

liquido, se incubaron sobre una parrilla de agitación (100 

r.p.m.), 16 h luz (300 a 500 lux)- 8 h obscuridad, 
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Para el desarrollo de loe brotes de B· l.l.rl2An.A se incubaron a 

fotoperíodo de 16 h luz (1000 lux)- 8 h obscuridad. 

Desarrollo de las plantas .in vitro: fotoperíodo 16 h 

luz (1500 lux)- 8 h obscuridad. 

IV. Aclimatación de plantas en condiciones de invernadero. 

Las plantas desarrolladas 1n vitro con una talla de 8 cm o 

más de longitud, fueron llevadas a condiciones de invernadero 

(figura 1 H, I), para tal efecto se establecieron loe siguientes 

pasos: a) se preparó una mezcla 1:1 de tierra de hoja y agrolita 

esterilizada previamente en autoclave, b) la mezcla se deposit6 

en charolas de plástico (25x40 cm x 8 cm de altura), fijando en 

sus esquinas estacas de 25 cm de largo para cubrir la charola 

con plástico de polietileno transparente y formar un polígono 

rectangular (25x40 cm x 25 cm de altura). Esto con el fin de 

mantener un microclima con alta humedad relativa¡ c) las plantas 

se lavaron con agua corriente eliminando los residuos de agar 

adheridos las raíces. Posteriormen~e, las plantas de ~. 

~ var • .a.kin.n.e.i:i. y~. aromatica se plantaron en hileras (3 

cm entre planta y planta), sembrando 96 plantas por charola, se 

regaron Y se taparon con el plástico y se fijaron con ligas de 

hule para evitar en un principio la pérdida de humedad¡ d) se 

colocaron dentro del invernadero, permaneciendo en estas 

condiciones por 3 o 4 semanas; después, se les retir6 el plástico 

Y se mantuvieron en condiciones de alta humedad atmosférica del 

invernadero, por un tiempo de 3 meses. Posteriormente las plantas 

fueron transportadas al habitat natural. 
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IV. 8 Reintroducci6n de plantae a los habitats naturales, 

Después de una aclimatación en invernadero {figura 1 H -> I-?> 

J), las plantas de ~ ~ var. .§.kinru:..tl y ~ 

aromatica, un total de 2403 y 1188 respectivamente, fueron 

reintroducidas en julio de 1988 (n part.ir semillas germinadas 

el 12 de octubre de 1985 y 29 de junio de 1986 respectivamente 

para las especies antes mencionadas) (tabla 7) en el "Parque 

Nacional Lagos de Montebello 11 (bosque mesófilo de montaña) 1 en el 

Estado de Chiapas. Las plantas se transportaron envueltas en 

papel peri6dico húmedo y dentro de bolsas de plástico, con el fin 

de ahorrar espacio. Se procuró mantenerlas a la sombra, a 20-

25'C. Ambas especies se plant.aron en troncos caldos, en ramas 

principales de encino que acumulaban materia orgánica y en rocas 

con abundante sustrato orgánico. 

Las plantas de Oncidium stramineum se pasaron directamente 

de las condiciones in Y..i.1I:.Q. al campo (figura L H -> J), sin 

pasar por una aclimataci6n en invernadero. Se liberaron un total 

de 700 plantas en su habitat natural (bosque de encino) en 

Huatusco, Veracruz, en 3 fechas distintas: en abril y julio de 

1987 y julio de 1988 (tabla 8). Las plantas se sujetaron a ramas 

lisas, carentes de la acumulación de materia orgánica y se 

sostuvieron con tiras de tela de algodón. 
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V, RESULTADOS Y DISCUSION. 

Para la presente investigación el material biológico 

inicial fueron semillas de frutos aún no dehiscentes (semillas 

dentro de la cápsula) y semillas maduras de frutos ya dehiscentes 

(ver tabla 2). La utilización de semillas fue conveniente debida 

varios factores, los más importantes: a) generalmente son 

escasas las fuentes de e>:plantcs 8omá.ticos de las orquideas 1 más 

aún en nquellas en peligro de extinción, b) la gran variabilidad 

genética que nos pt•oporciona la reproducción sexual ( Poehlman, 

1983) 1 de suma importancia para recuperar poblaciones no 

individuos idénticos con la clonación y e) la utilización de 

semillas almacenadas adecuadamente semillas de frutos 

cápsulas verdes aún no dehiscentes, debido a que se reportan 

buenos resultados en uno y otro estado fisiológico, se ha 

observado que las diferencias en respuesta dependen de las 

espccics 1 del hábito terrestre o epífito y de las condiciones 

ambientales de germinación, fotoperíodo: horas luz u obscuridad 

continua, fitohormonas, tipo de medio nutritivo 1 temperatura 

(Arditti, 1967; Arditti tl Jl.l., 1981, 1982a, 1982b, 1985; Oliva 

and Arditti, 1984). 

El sistema de almacenamiento de las semillas de ~. !!.rllll.nA 

Dressler a temperatura 4-s·c por más de 6 años, en donde se 

present6 alto porcentaje de germinación asimbiótica, sirvió de 

modelo para las otras especies trabajadas (tabla 2) 1 Arditti 

(1967) reportó este sistema de almacenamiento de semillas de 

orquídeas que en algunas especies se mantuvieron viables por 18 
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años, aunque también indica que algunas especies pueden perder su 

viabilidad en unas cuantas semanas de almacenamiento. 

Para el caso de los frutos verdes (aún no dehiscentes) 

colectados en campo 1 que fueron sembrados después de 4-6 días de 

su cseparaci6n de lu planta madre, 1se registró en algunos 90 y 

lOOX de germinación asimbiótica, tal es el caso de algunos frutos 

de las especies de Laelia ~ Lindl. Lemboglossum ehrenbergii 

(Link, Kl. & Otto) ltalbinger, ~ stramineum (Lindl.} Batem. 

y Rhyncholaelia glauca (Lindl.) Schltr. (tabla 2); cuando el 

tiempo fué mayor de 10 dias separados de la planta donadora, 

manifestaron notorios cambios de deshidratación, lo que 

probablemente repercute en la germinación de las semillas. 

V,1 Germinación aeimbiótica de semillas de~~ 

(Batem, ex Lindl,) Lindl., var, Jl.lU.nluu:.i. 

Se utilizó un fruto aún no dehiscente colectado en campo, 

para la siembra se emplearon diferentes medios nutritivos, 

fitohormonas, etc. (tabla 1). Los resultados obtenidos en medios 

básicos KC y VW no mostraron diferencias dando ambos un buen 

porcentaje de germinaci6n (50%). Estos medios son dos de los más 

utilizados para lal fin (Arditti, 1967 1 1977; Horel, 1974; Rao, 

1977¡ Hurashige, 1974; Hartmann and Kester, 1983). 

Ln respuesta en el medio Hurashige y Skoog (MS) fue de un 

porcentaje de germinaci6n menor a 10% (tabla 1) 1 debido a que es 

uno de los medios con más nltas concentraciones de nutrimentos 

minerales actuando probablemente de una forma inhibitoria en la 

germinación de las semillas de ~. ~ var. skinnerl, 

llegando incluso a necrosar al 100% de los protocormos (semillas 

germinadas} a los meses después de la germinación. El medio HS 
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es rico en sales y fue desarrollado para producir un crecimiento 

máximo de callo de tabaco, pero para ciertos tipos de tejidos es 

posible que represente una concentración de sales muy elevadas 

(Hartmann and Kester 1 1983). Las observaciones se pudieron 

confirmar con los resultados obtenidos en el medio MS modificado 

con la reducción de las sales minerales a la mitad de la 

concentración original (tabla 1) 1 habiendose obtenido hasta un 

60X de germinación, superior aún a lo registrado en los medios KC 

y vw. 
V.2 Efecto de los reguladores del crecimiento en la 

germinación de semillas de U· ~ var. ~· El GA3 1 ANA 

y BA 1 han sido reportados como aceleradores o activadores de la 

germinación en especies hortícolas e inclueo en algunos trabajos 

con semillas de orquídeas (Arditti !U-_ ª1•1 1981¡ Arditti and 

Ernst, 1984; Flamée, 1978; Hartmann and Keeter 1 1983¡ Strauss and 

Reisinger 1 1976¡ Weaver 1 1976), sin embargo para esta especie 

resultaron ser inhibitorios a las concentraciones utilizadas 

(tabla !), como se puede observar en los porcentajes de 

germinación, ya que en el mejor de los casos no sobrepasaron el 

30%, Estos resultados son comparables a los reportados en varios 

trabajos, donde los reguladores del crecimiento en lugar de 

favorecer, redujeron la germinación (Arditti 1 1967¡ Arditti ~ 

!tl.· 1 1981) 1 llegando a ser incluso difícil de predecir su acci6n 

Y siendo influida por factores como la presencia o ausencia de 

luz para incrementar o disminuir la germinaci6n de las semillas 

(Arditti ~ !!.l. 1 1981). Por lo general, deacuerdo al análisis de 

los reportes bibliográficos, las auxinas 1 citocininas y 
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giberelinas su acción es inconsistente y por lo tanto no 

concluyente (Arditti, 1967; Arditti and Ernst, 1984¡ Withner, 

1959, 1914). La razón de resultados inconsistentes, Arditti and 

Ernst (1984), lo atribuyen a 6 factores: (1) puede existir una 

interacción al combinar varias hormonas o substancias o con las 

condiciones de cultivo, (2) formas diferentes y análogas de las 

hormonus que son usadas, (3) las condiciones de cultivo pueden 

ser diferentes en cada caso, (4) un amplio rango de las 

concentraciones de d6sis son usadas, (5) respuestas fisiológicas 

y requerimientos entre especies y géneros pueden variar Y (6) la 

edad de las plántulas germinadas .i.n vitro puede afectar su 

respuesta. 

V.3 Enriquecimiento del aedio basal Knudeon "C" (KC). Este 

medio, debido a que es muy simple, carente de varios 

micronutrimentos y de un complejo vitamínico, se enriqueció con 

ambas fuentes (apéndice 4), siendo entonces denominando KC-E. 

El cual di6 excelentes resultados en la germinación de las 

semillas de frutos aún no dehiscentes de U· skinneri var. 

~. obteniéndose entre 90X y 100% de germinación (tabla 1). 

La utilizaci6n de las vitaminas en la germinación de semillas 

Juega un papel muy importante, Hiller (1981) informa que los 

embriones de las plantas son en parte heterotrofos con respecto a 

ciertas vitaminas, tal afirmación se basa en el hecho que el 

embrión depende de los cotiledones en cuanto a la tiamina y no 

crecerá si no adicionan al medio cantidades apropiadas de 

vitaminas, ya que en el ciclo vital normal de las plantas verdes, 

la tiamina se sintetiza en las hojas y se almacena en los 

cotiledones de las semillas, Para las semillas de orquídeas por 
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carecer de cotiledones y de endospermo (Arditti ~ ª1.., 1981), ae 

sugiere que un compuesto específico, posiblemente una vitamina o 

precursor o derivados de los mismos, puede ser la contribución 

del hongo, para la germinación asimbiótica (Arditti, 1967}. Se 

tienen evidencias de algunos caeos, donde las semillas no han 

germinado en presencia de azúcar sin la adición de vitaminas o de 

un extracto fungal. La deficiencia de vitaminas puede llegar a 

ser una limitante en la germinación de semillas de orquídeas 

(Noogle and Wynd, 1943; Arditti, 1967), aunque también existen 

reportes de germinación sin que esten presentes las vitaminas, el 

cual puede deberse a que las sales minerales, el agar y la 

sacarosa, pueden presentar en forma de impurezas pequeñas 

cantidades de vitaminas y otros compuestos en concentraciones 

adecuadas o requeridas por los tejidos o plántulas, enmascarando 

de esta manera su necesidad o efecto real. Un número de 

investigadores han reportado que la tiamina mejora la 

1967¡ Arditti germinación y crecimiento en orquídeas (Arditti 1 

and Ernst, 1984; Arditti and Harrison, 1977: Withner, 1974). Se 

ha encontrado que las sales minerales y las vitaminas aceleran la 

germinación de las semillas de M.!!.l.Y..§. sp. 1 Rosnceae (Raghavan, 

1977). Los micronutrimentos no siempre estan incluidos en medios 

para la germinación de semillas de orquídeas, debido a que pueden 

encontrarse presentes en cantidades suficientes en los azúcares, 

agar y sales minerales. Sin embargo, se ha reportado que la 

adición al medio nutritivo de micronutrimentos como: cobalto, 

boro, yodo, cobre, manganeso y molibdeno 

crecimiento de plántulas germinadas .in ~. 
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adición de micronutrimentos es usada bajo el supuesto de que no 

daña a la planta y si podría ser benéfico en concentraciones 

apropiadas (Arditti and Ernst 1 1984¡ Harrison and Arditti, 1970; 

Thompson, 1977). También se sabe que las sales minerales, 

sacarosa y agar, actualmente son más puros que los reactivos 

usados hasta la década de los setenta (Hiller, 1981). Esto 

aconsejaría no aventurarse en utilizar los medios sin 

micronutrimenlos, que podrían ser de suma importancia en la 

morfogénesis in vitro, con la precaución de no aplicarlos a 

concentraciones altas para evitar una inhibición. 

V.4 Tiempo de germinación de semillas de L• ~ var. 

No 

germinación (tabla 

observó una diferencia en el tiempo 

1). y el criterio utilizado fue 

de 

el 

hinchamiento muy notable de la semilla lestablecimiento de los 

primeros estadios de protocormo), presentandose a los 45 días en 

forma homogénea. Unicamente en el tratamiento con MS existió un 

retraso de 5 días (tabla 1); estos resultados fueron similares a 

los obtenidos con semillas de otros frutos de la misma especie 

germinadas en medio KC-E (tabla 1 y 2). 

V.5 Condiciones de luz. No se registró una diferencia 

notable en los porcentajes de ¡erminación de las semillas 

inmaduras de ~. !IB..i.nrutl:i var. Jlk.i.nruu:i sometidas a distintos 

tratamientos (tabla 1). Sin embargo, se observó una diferencia 

en la coloración de los protocormos, siendo de color verde los 

expuestos a la luz y blanco amarillento aquellos sujetos a 

obscuridad continua, debido probablemente a la falta de pigmentos 

porfirínicos que requieren de luz para su síntesis (Bidwell, 

1979}. Se utilizaron diferentes condiciones de luz, debido a que 
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se reporta que algunas especies epifitas de orquídeas pueden 

germinar en luz y/u obscuridad, pero se ha observado que algunas 

de hábito terrestre, requieren de obscuridad para germinar 

(Arditti and Ernst, 1984¡ ffarvais, 1973¡ Stoutamire, 1974). 

V.6 Germinación asimbi6tica de semillas de orquídeas en 

medio KC-E. Ya establecido el medio KC-E y las condiciones 

ambientales adecuadas para la germinación asimbiótica de semillas 

de M· §.k!..nru:.tl var. ill.nruu:i. (tabla 1) 1 se generalizó la 

utilización de estas condiciones con las otras especies aquí 

estudiadas (tabla 2). En R· urbana donde se utilizaron semillas 

de dos frutos de la misma fecha de colecta Y con aproximadamente 

años de almacenamiento a temperatura 4-S'C; en las semillas 

del fruto l se registró un 100~ de ger~inación asimbiótica a los 

6 días, mientras que para el fruto 2 fue nula después de 3 meses 

de incubación (tabla 2), Este efecto probablemente se debió a la 

latencia en que pudieron entrar las semillas, a la pérdida de 

viabilidad, o a la posible malformación de las semillas del fruto 

2, en ambos casos provienen de frutos autopolinizados, y se 

carece de estudios anatómicos, fisiol6gicos y bioquímicos que 

permitan analizar la ausencia o pérdida de la germinación que se 

presenta en las semillas de orquídeas. 

A. Utilización de semillas almacenadas y de cápsulas 

verdes. Los resultados de la germinación de semillas de los 

distintos frutos (tabla 2}, muestran que es necesario investigar 

más detalladamente el desarrollo de los embriones dentro de los 

frutos: además, es necesario un mayor número de registros de 

porcentajes de viabilidad por tiempo de almacenamiento de las 
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semillas ya que los resultados obtenidos de un mismo estadio 

(semillas de frutos aun no dehiscentes o semillas almacenadas) 

registraron resultados muy diversos, debido probablemente a lns 

distintas etapa de desarrollo en que se encotraban los embriones 

o al tiempo y condiciones de almacenamiento de las semillas. Un 

ejemplo claro se presentó en L· skinneri var. skinneri (tabla 2), 

en el cual varió el porcentaje de germinación, llegando a ser 

nulo en el fruto 4 (tabla 2) 1 en el cual se considera que las 

semillas estaban en un estadio muy avanzado, pues al abrir el 

fruto, las semillas se separaban fácilmente unas de otras (en 

contraste los más inmaduros donde las semillas estaban 

agrupadas y muy hidratadas); esto indic6 poca humedad y que el 

fruto de color verde amarillento se abriría (dehiscencia} en 

pocos días. La falta de respuesta se pudo deber a varias causa~, 

entre ellas: a) al "stress" que pudo haber tenido la planta 

durante el desarrollo del fruto (en la estación invernal), debido 

la falta en el control del riego en el invernadero, b) a las 

altas temperaturas e intensidades luminosas que prevalecían en el 

invernadero. c) al posible desarrollo anormal o aborto de los 

los embriones en las semillas por provenir de una flor 

autopolinizada 1 lo cual sugiere la existencia de barreras pre o 

post-cig6tica que pudo generarse para este fruto 1 siendo 

posiblemente el mismo caso del fruto 2 de n. urbana; d) al manejo 

no muy adecuado que pudieron haber tenido los sobres con semillas 

durante el tiempo de almacenamiento como la posible hidratación y 

a la elevación de temperatura (>25eC} que en repetidas ocaciones 

se extrajo semillas del sobre para ser sembradas 

asimbi6ticamente. Los resultados de los frutos autopolinizados 
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contrastan con el fruto número de L. ~ var, ~ (tabla 

2)' obtenido de polinización y desarrollo en condiciones 

naturales in situ, Su apariencia y su morfología antes de la 

siembra de las semillas era posiblemente de máximo desarrollo con 

una coloración verde, sin el clásico matiz verde-amarillento que 

se manifiesta con la cercana iniciación de la dehiscencia. Lo 

anterior muestra que se necesita conocer más sobre la fisiologíu 

de la germinación en las semillas de orquídeas, con énfasis en la 

posible pérdida de viabilidad y/o la probable entrada en latencia 

durante la maduración de las semillas y en su almacenaje (Arditti 

ti Al· 1 1982a); además de estudiar las condiciones de cultivo 

adecuadas a las plantas y evitar una sobreproducción de frutos 

por planta que puede ocasionar un consecuente desarrollo anormal 

de estos, Esto se sugiere pues se observó que en una planta de~. 

~ var, ~ ocurrió la necrosis del pedúnculo de 

algunos de los frutos cuando fueron polinizadas más de 3 flores, 

fenómeno debido probablemente a una sobre demanda de nutrimentos 

por los frutos, dando coma resultado la suspensión de la 

nutrici6n de algunos frutos. Esto posiblemente es una 

consecuencia de que las condiciones de cultivo no le permitieron 

a la planta, soportar el desgaste energético que significaba 

generar más de frutos. 

Se observ6 una disminución en el tiempo de germinación de 

las semillas inmaduras y pudo deberse a que en este estadía la 

cubierta de la semilla esta hidratada, lo que probablemente le 

confiere una mayor permeabilidad a la entrada de los nulrimentos 

para activar la germinación de forma inmediata permite 
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continuar el desarrollo de los embriones recién formados, además 

de una posible ausencia de inhibidores de la germinación en este 

estadio. 

V.7 Propagación masiva de Oncidium stramineum (Lindl,) Batem., a 

partir de protocormos cultivados en medio líquido, De los 

protocormos de Q, stramineum obtenidos de la germinación 

asimbiótica (tabla 2; figura 1 B), después de dos meses de la 

germinación, una parte se utilizó para el desarrolla a plantas 

(figura 1 BE) y la otra se le sujet6 a cultivo en suspensión en 

medio liquida KC-E {apéndice 4l figura BC) con das 

tratamientos: o ')' 10 µH de BA. En ambos casos los protocormos se 

desarrollaron en diámetro de 1-1. 5 mm a mm en promedio, 

respondieron favorablemente 92X el control ')' 90X con 10 µH BA, 

necrosandose menos del lOX, durante meses de cultivo en 

suspensión a 100 r.p.m. En este estadía de 7 mm en lugar de 

continuar su crecimiento en diámetro, se observó un incremento en 

el número, lo cual mostró la potencialidad de propagación 

continua, a estas estructuras se les ha llamado cuerpos en forma 

de pratocormas ( "Protocorm Like Bodies", PLB' s). Los PLB's al 

final de cada subcultivo en suspensi6n (3 a 4 meses) presentaban 

una caloraci6n amarillenta y el medio de cultivo se habla tornado 

de color obscura, 

A. Formación de Brotaci6n Múltiple en PLB's de Q. 

etramineum, Se tom6 una muestra al azar de PLB's a los 3 meses de 

iniciado Cl cultiva en suspensión, 36 PLB 1 s por tratamiento {O y 

10 µM de BA), Se subcultivaron en forma separada en media s6lido 

KC-E adicionándole agua de coco lOX v/v y fueron sembrados 4 

PLB's por frasco de cultivo. A los 45 días se analizó el número 
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de pequeños protocormos y brotes generados por cada PLB•s (tabla 

3¡ figura D}, los cuales fueron fácilmente separables unos de 

otros. En el tratamiento con 10 µM de DA aunque se observaron las 

primeras respuestas de brotación múltiple no se incluyen en la 

tabla 3, por presentarse un alto indice de contaminación, 

Los PLD's provenientes del control, presentaron un 96% de 

respuesta, con un 100% de brotaci6n múltiple (tabla 3) en un 

intervalo de 4 a 154 protocormos y brotes formados en cada PLB's 1 

intervalo influenciado por el tamaño de algunos PLB's originados 

de los primeros PLD's formados, estos presentaban tallas de 1 o 

mm, encontrandose estos en el inicio del desarrollo 

Analizan~o los resultados de la tabla 3, se puede obtener en 

promedio la formación de 50 (1669/33) protocormos más brotes por 

respuesta de PLB's. 

B. Cultivos contínuos de PLB's en medios líquidos. A los 

PLB's generados a partir del cultivo de protocormos en medios 

líquidos, fue necesario subcultivarlos cada 3 6 4 meses, debido 

a que además de agotar los nutrimentos del medio, se incrementaba 

el material o PLB's {figura 1 CJ. Se subcultiv6 y dividió cada 

matraz a 4 matraces en medios nuevos, bajo el mismo tratamiento. 

Los PLB•s mostraron un gran potencial al subdividirse en medio 

líquido, siendo insignificante (menos del 5X) el desarrollo a 

estadios más avanzados (brotes o plántulas) en los cultivos en 

suspensión. 

Extrapolando se puede decir que cada PLB's genera cuando 

menos 4 PLB's iguales cada 3 meses, lo que indica que por cada 

protocormo subcultivado en medio líquido se tendrá un total de 
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64 PLB 1 s a un año con tres meses de subcultivos, lo cual 

corresponde a 3200 explantes (protocormos más brotes) o si se 

desea incrementar la formación de PLB's en medio líquido este 

puede ser en forma exponencial durante el tiempo deseado (figura 

C) 1 y como se indica en los resultados reportados con otras 

especies utilizando este sistema (Horel, 

Sherrington, 1984). 

1974¡ George and 

Con respecto a la proliferación de PLB 1 s en cultivos 

líquidos en agitación constante, no existe una explicación clara 

·de este efécto, Es posible que la agitación impida el desarrollo 

de polaridad, con lo cual se inhibe el desarrollo de raíz y del 

brote. Además los medios líquidos en agitación mejoran la 

aereación, incrementan el área de superficie y permiten la 

dilución homogénea de metabolitos los cuales podrian ser toxicas 

(Arditti, 1977; Hoppe and Hoppe, 1988). 

Protocormos somáticos, ápices de tallos y otros explantes 

pueden ser proliferados en medios líquidos, desarrollándose a 

PLB's y al ser subcultivados en medio sólido desarrollan 

plántulas sin la aplicación de fitohormonas en ambos cultivos 

(lntuwong and Sagawa, 1974 1 1975; George and Sherrington, 1984). 

También se sabe que altas concentraciones de citocininas y bajas 

en auxinas o en ausencia de éstas últimas, se estimula la 

proliferación de PLB's (Morel 1 1974; Tanaka and Sakanashi, 1977; 

Kusomoto, 1978 1 1979b) y la formación de brotaci6n múltiple en 

protocormos seccionados, sin formar PLB's (~artínez, 1985), 

Aunque existen reportes que atribuyen este efecto a altas 

concentraciones de auxinas con respecto a las citocininas (Chong 

and Hua, 1978¡ Sagawa and Kunisaki, 1982¡ Kerbauy, 1984). 
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C, Formación de PLB's en el subcultivo de protocormos en medio KC 

con nopal en las diferentes especies germinadas, En frascos de 

desarrollo de plantas in vitro se observó en forma expontánea el 

potencial de algunos protocormos para desarrollarse a PLB 1 s 

(figura 1 F) en las diferentes especies trabajadas, este sistema 

de propagación no se analizó en cuanto al porcentaje de 

incidencia y el poder establecer un sistema de propagación 

continua de estos explantes, el cual ya ha sido utilizado 

para Laelia ~ Lindl. var, A.1..QA (Luna, 1982}. Rubluo ~Al· 

(1989) reportan esta potencialidad de generar PLB's en medio 

sólido, aunque en forma esporádica. 

v.a Efecto de los reguladores del crecimiento y el pH en el 

desarrollo de brotes de lUJtt.i.A ll.l:..bAnA Dressler. 

Utilizando las mismas plantas, se hicieron las evaluaciones 

por separado, a) desarrollo del brote (tabla 4; figura 1 Z} y 

b) la formación y crecimiento de raíz (tabla 5¡ figura 1 Z), lo 

cual permitió analizar y encontrar un medio nutritivo propicio 

para el desarrollo de las plántulas in Yi.t.I:.2. de esta especie. 

A. Efecto de la interacción de fitohormonas en el 

desarrollo .in ~ de los brotes de B· lU:llanA· El efecto de las 

fitohormonas en el crecimiento de los brotes de B· J.Uiuuu1 

(apéndice 5) en loe 12 tratamientos, A-L (tabla 4¡ figura 1 Z) se 

analizaron ~jo pruebas de signif icancia estadística. El análisis 

de varianza registró una F altamente significativa (tabla 4A), un 

análisis posterior de intervalo múltiple de Duncan y Tukey (tabla 

4B) moetr6 que para ambas pruebas la diferencia notable era del 

tratamiento E (5µH de BA + lµH de ANA) con respecto a los otros 
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11 tratamientos¡ sin embargo 1 el análisis de Tukey revela no 

siguificatividad entre el tratamiento E y C (tabla 48): por otro 

lndo 1 se sabe que en general, el análisis de prueba de Tukey es 

más eslrícto en su clasificación¡ donde 5X de este análisis es 

casi igual a 1% del análisis de Duncan (Reyes, 1980). Por lo 

tanto, para fines de rentabilidad en la utilización de 

fito hormonas usadas, sería recomendable el tratamiento C con 5pM 

de ANA, debido a que las auxinas son de las de más bajo precio en 

comparación a las citocininas. Es importante señalar que el 

coeficiente de variación es mayor del 15% (tabla 4) dentro de 

cada uno de los tratamientos donde existió rcspt1esta 1 lo cual 

indica alta variabilidad (Reyes, 1980; Snedecor y Cochran 1978), 

debida probablemente a dos factores en relación al origen de los 

brotes: a) por provenir de varias semillas y b) estos brotes 

fueron obtenidos de la brotaci6n múltiple a partir de secciones 

de protocormos, sujetos en un barrido hormonal de altas 

concentraciones de BA (1 1 y 10 pH) y bajas en ANA (0.01, 0.1 y 

µM) derivados del trabajo realizado por Martínez {1985). 

Probablement~ los explantes estnban alterados fisiológicamente lo 

que pudo haber estimulado una respuesta heterogénea; además 1 no 

puede descartarse que hayan sufrido cambios genéticos in vitro. 

En cuanto al efecto de las fitohormonas, Kusomoto {1978 y 

1979b) informa que ln interacción auxina: ci tocinina ( 2 1 4-D O .1 

mg/l y K 0.1-1 mg/l; ANA 0.01-1 mg/l y K 0.1-1 mg/l) estimulan el 

crecimiento de plántulas del género Cattleya. El ANA a 0.1 mg/l, 

esl imula el c1•ecimiento de plántulas de ~ sp. 1 QY.JTJbi dium 

madidum Lindl. e hibridos de Lvcaste aromalica (Graham ex Hooker) 

Lindl. X Chondrorl!X1!cha gJ_f!<>Q}or (Lindl.) P.Jl.Allcn. El AIA 

61 



(lmg/l) mejora el desarrolla de plántulas y el número de hojas de 

Vanda roxburghii R.Br.; el ANA a esa misma concentración 

disminuye la respuesta lBose and Hukherjee, 1974; Strauss nnd 

Reisinger, 1976). 

B. Efecto de la interacción de las f itohormonas en la 

- formación de raíz .i.n ~' en brotes de R· urbana Dressler. El 

efecto de las fitohormonas en la formación de raíz en los b~otes 

de -ª· urbaM (tabla 5¡ figura l Z} de los 12 trat.nmicntos, se 

analiz6 estadísticamente de la misma forma que el crecimiento del 

brote discutido anteriormente. El análisis de varianza registró 

una F altamente significativa (tabla 5A}. Esto permitió sujetar a 

los datos a un análisis de rango mültiple de Duncan Y Tukey 

(tabla 5B); mostrando ambos al tratamiento A lmedio basal: sin 

fitohormonas) como el ruejor con respectn a los tratamientos B-L 

(tabla 5B). Sin embargo, existen reportes sobre el efecto 

benéfico de los reguladores del crecimiento en la formación de 

raíz en concentraciones de O.Ot-0.6 ANA mg/l o 10 mg/l de K en 

obscuridad o 1 µH de BA en plantas del género Cymbidium¡ 1 o 1.25 

mg/l de ANA en Vanda¡ 1 mg/l de G~o 0.1 mg/l ANA 1 promueven la 

formación y crecimiento de raíces {Arditti 1 1977; Hukherjee 1 

1974¡ Kusomoto 1978¡ Rao 1 1977). Como se puede observar, no 

existe un patrón definido para el desarrollo de raíces promovido 

por estas fitohormonas (auxinas, citocininas y gibcrelinas). 

Además el utilizar una concentración de la(s) fitohormona(s) por 

arriba del requerido, puede inducir .in Yl...t.r.2 otra respuesta 

morfológica no deseada. Para tener un conocimiento más amplio del 

efecto de una fitohormona con respecto a la formación de raíz en 
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brotes de n. urbana, es necesario realizar un barrido más amplio 

ya que los reportes bibliográficos muestran diferencias de 

respuestas entre una especie y otra, y en algunas ocasiones en la 

mismn especie Arditti tl !U.. 1 1981¡ Arditti and Ernst, 1984). En 

los resultados obtenidos, en el mejor de los casos, un 60% de los 

brotes (6 de 10 brotes) formaron raíces muy incipientes (11.5 mm 

de largo en promedio por respuesta) 1 n diferencia del control, en 

donde se registro el 100% de respuesta de formación de raíz {32.4 

mm de longitud por brote) (tabla 5). Lu respuesta de 

enraizamiento entre los tratamientos es similar al caso anterior, 

donde existe un coeficiente de variación muy alto entre los 

tratamientos (>15%; tabla 5). 

C. Morfología de brotes de ~ urbana, sujetos a diferentes 

fitohormonas para la formación de plantas completas (crecimiento 

del brote y formación de raíz). Un análisis morfológico de las 

plantas regeneradas a partir de explnntes sometidos al efecto de 

las fitohormonas en el crecimiento de brotes y formaci6n de raíz 

en ft. ~ (tablas 4 y 5 ¡ figura 1 Z) 1 en general se pudo 

observar que los brotes presentaban una elongación de las hojas y 

tallos, siendo éstos muy frágiles los cuales se doblaban al estar 

fuera del t.ubo de ensaye, Además, se observó que estas plantas 

carecian o era muy incipiente la formación de raíces, a 

diferencia de las plantas en el medio control, donde se 

observaban normales y robustas, con desarrollo significat.ivo de 

raíces, esta observaci6n visual indicó que el tt·atamiento A 

(control; tabla 4 y 5) fué el de mejor respuesta. Es necesario 

utilizar otras fitohormonas y ampliar el barrido en futuras 

investigaciones relacionadas con el tema, para poder establecer 
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la concentración más adecuada en el desarrollo de brotes de »· 
urbana, además de enriquecer con compuestos orgánicos (vitaminas, 

aminoácidos, etc.}. Esto permitiría tal vez que la planta sujeta 

al efécto hormonal respondiera adecuadamente y no se de una 

activación del crecimiento en medios nutritivos que no 

proporcionen los requerimientos demandados, Para estos estudios, 

debido que las condiciones f isicoquímicas 111 vitre estan 

altamente controladas, se eliminan en cierta forma errores. Por 

otra lado, para tratar de obtener una respuesta homogénea (lo 

cual no es lo recomendable para una especie que esta amcnnzada) 

se Lendría que reducir la variabilidad gen6tica que presentan los 

brotes utilizados (debida a que su origen es de vurias semillas) 

y emplear para tal efécto clones (material biológico de un solo 

individuo) 1 reduciendo se de esta manera la varianza entre los 

datos que se presentan derllro de los lrutamientos. Sin embargo, 

para los fines planteados de recuperar poblacione~, es importante 

toda la variabilidad gen6lica que pueda presentarse. 

D. Respuesta del crecimiento y formación de raíz en brotes 

de ~ ~ sembrados bajo condiciones .in Yi..t.1:.9. 1 en medio 

KC-E a pH 5.0 Y 5.3. A los incrementos en longitud registrados de 

los tratamientos A (pH 5.3) y M (pH 5.0}, (apéndice 5; ~ablas 4 y 

5; figura 1 Z) se les sujet6 a un análisis de varianza y en ambos 

casos, crecimiento del brote y formación de raíz, no se 

observaron diferencias significativas debidas a este cambio de 

pH, En los datos presentados en las tablas 4 y en los casos 

se manifienta una población muy variable dentro de los 

tratamientos (tabla y 5: coeficiente de variación >15%), 
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similar a lo que sucede en los cultivos sujetos a diferentes 

fitohormonas 1 discutido ampliamente en el punto anterior {V.8 -

e). 

El incrementar el pH a 5.3 para el crecimiento de plántulas 

i.n vitro de orquídeas, citado por Arditti (1977) 1 no mostró ser 

favorable. Por lo cual, no se alteró en las siguientes 

investigaciones, el pH 5.0 originalmente reportado para el medio 

KC {Knudson, 1946). Sin embargo para un mayor conocimiento del 

efecto de pH en el crecimiento de brotes y formación de raíz en 

R· urbana, sería recomendable ampliar los intervalos de pH {ej. 

4.4, 4.7, 5,0, 5.3, 5.6 y 5.9) para establecer unn mejor 

aseveración este respecta, probablemente menores de pH 5, 

debida que se ha comprobado que muchas de las orquídeas, al 

igual que algunas plantas ornamentales, musgos (~) y 

algunas Gimnospermas prefieren un pH 5 o menor {Millar s.t_ .f!!., 

1975)¡ además, ~. urbana crece en un suelo rocoso de lava 

volcánica, basalto extrusivo {Pedregal de San Angel, D.F. ) 1 lo 

que le confiere un suelo ácido. 

esta investigación retrasaría 

Por otro lado, 

el cumplimiento 

el desarrollo de 

del objetivo 

principal de recuperar especies en peligro de extinción, al 

trabajar dichas especies casi siempre se cuenta can poca material 

biológico. Además de poco apoyo econ6mica y humano para realizar 

estas investigaciones. 

V.9 Efecto de compuestos orgánicos en el desarrollo de plántulas 

de ~. ~ var. JlJs.i.nruu:i. en condiciones !..n vitro. 

Debido a que en el medio básica KC las plantas respondieron 

inicialmente de una forma lenta en el crecimiento y que existen 

reportes donde medios más complejos favorecen el desarrollo de 
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las plántulas .in vitro (Ernsl, 1967¡ Arditti 1 1977¡ Chee, 1981¡ 

Huang, 1984); procedió a explorar extractos orgánicos que 

fueran accesibles de conseguir y que además utilización 

permitiera establecer un 

plántulas (tabla 6; figura 

rápido desarrollo y vigor de las 

EH). Para tal situación se planteó 

la utilización del medio KC para ser utilizado como testigo, Las 

plántulas de 1· skinneri var. .ak.i.n.ns.r..i con tallas de 30 mm de 

longitud promedio se cultivaron durante 20 semanas, al término 

de las cuales, se registró un incremento en longitud de 30 mm 

promedio, con pobre presencia de raíces y ausencia total de 

pseudobulbo (tabla 6), Comparando estos resultados con la 

utilizaci6n del medio KC-E adicionado con 30 mg/l de glulamina, 

se logr6 observar un incremento neto de 40 mm de lon~ilud en 

promedio, decir 10 mm sobre los resultados en el medio basal 

(co1\trol); un crecimiento significativo de raíz y la formación de 

pseudobulbo definido (tabla 6). La presencia de vitaminas en los 

c-.ultivos in vitre promueve el crecimiento de tejidos y órganos 

(Arditti, 1967; Arditti and Ernst, 1984; Gamborg, 1982), además 

la glutamina, por ser uno de los aminoácidos que han sido 

encontrados en cantidades relativamente altas en muchns plantas y 

por su probable función como agente de transporte y de almacenaje 

de nitr6geno (Devlin 1 1980), favorecieron el crecimiento de las 

plantas in vitre. 

A. Extracto de plátano (M.!!ru.\ paradisiaca Lour.), El plát.'l.no 

presenta ácidos orgánicos, proteínas 1 aminoácidos 1 lípidos 1 

pigmentos, compuestos nitrogenados, aztlcares, etc., (Stover and 

Simmonds 1 1987). La utilizaci6n del extracto de plátano en sus 
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dos estados, maduro e inmaduro (tabla 6) 1 promovió resultados 

muy contrastantes. El inmaduro dió mejor respuesta en el 

crecimiento de la planta (incremento neto 70 mm), desarrollo de 

raíz (muy bueno (+++), o más raíces y con una longitud total 

>10 cm) y en formación de pseudobulbo de 12 mm de longitud, a 

diferencia de la utilización de plátano maduro, con el cual se 

presentó una inhibición clara en el desarrollo de las plántulas, 

si se comparan con los resultados del medio control. Esta 

respuesta se debe probablemente a que las frutas en el proceso de 

maduración presentan alto contenido de etileno y precursores de 

éste, dicha hormona se reporta como un potente inhibidor del 

crecimiento de las yemas o zonas meristemáticas (Devlin, 1980), 

Además la concentración de azúcares en el plátano se incrementa 

con su maduración {Stover and Simmonds, 1987), se reporta que el 

azúcar a altas concentraciones en el medio de cultivo in vitre 

actúa inhibitoriamente en el desarrollo de las plántulas 

(Arditti, 1977), 

B. El agua de coco, endospermo líquido~ nucifera L.). 

Condujo a resultados satisfactorios tanto en el estado inmaduro, 

como en el maduro {tabla 6), En ambos hubo un incremento en el 

desarrollo del brote, en la formación de raíz y en la presencia 

de pseudobulbo 1 mostrando una mayor respuesta con el estado 

maduro, El agua de coco, así como otros extractos pueden prover 

compuestos orgánicos que mejoran la tasa de crecimiento de las 

células in vitro (Gamborg and Wettcr 1 1975; Dodds and Roberts 1 

1982; Gamborg, 1982). Estos productos son poco usados y 

únicamente se recomiend~n cuando fallan las mezclas químicas 

definidas para producir los rcsul tados deseados ( Gamborg, 1982), 
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En orquídeas debido a su dificultad en la respuesta morfogenética 

en medios básicos con hormonas y al lento crecimiento de las 

plántulas bajo condiciones .in vitre, el agua de coco y otros 

complejos orgánicos han sido ampliamente utilizados (Ernst1 1967¡ 

Horel, 1974¡ Arditti, 1977¡ Chee 1 1981¡ Huang, 1984). El agua de 

coco es rico en aminoácidos, ácidos orgánicos, ácidos nucleicos, 

vitaminas, 

Sherrington, 

sustancias del crecimiento, e~. (George 

1984), que estimulan muy eficientemente 

and 

la 

morfogénesis y el crecimiento de las plantas de orquídeas. 

C. Extracto de Nopal (º1ll!.n.t..i... ficus-indica (L.) Hiller). Los 

cladodios jóvenes de nopal resultaron ser el complejo orgánico 

que permitió los mejores resultados (tabla 6), igualando el 

desarrollo del brote y raiz con el extracto de plátano inmaduro y 

lograndose tallas de pseudobulbos hasta de 15 mm de longitud, 

Este hecho señaló al nopal como el mejor complemento aplicado al 

medio para el desarrollo in .Y.i..i.r.Q. de plántulas de M. ~ 

var. .§.ki..nn.~. Aunque no había sido reportada su utilización en 

cultivos in Yi.t.J:..Q.. 1 se decidió su elección en un estadía de 

desarrollo crecimiento activo, considerando que las zonas 

meristemáticas, que son abundantes, se presentan en la planta 

como regiones de mayor crecimiento (Devlin, 1980) y los cladodios 

presentan un meristemo apical o cono de crecimiento muy grande, 

formado por un conjunto de zonas meristemáticas (Bravo-Hollis, 

1978). Análisis bioquímicos muestran la presencia de vitaminas, 

lípidos, proteinas, compuestos nitrogenados, aminoácidos, etc, 1 

además de bajas concentraciones de azúcares (Borrego y Burgos, 

1986). Estos complejos orgánicos pueden ser ricos en compuestos 
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que la plant.a puede incorporar más rápidamente a su metabolismo. 

La presencia de reguladores del crecimiento naturales, pueden ser 

los requeridos por las plántulas, en concentraci6n y combinaci6n 

adecuada, debido a que el cultivo de tejidos, órganos y plántulas 

bajo condiciones in Y.i..t.r:2 dependen en cierta forma de una 

nut.rici6n heterótrofa (Dodds and Roberts 1 1982¡ George and 

Sherrington 1 1984), Demostrada al utilizar sacarosa en los medios 

de cultivo como un sustituto de la fuente de carbono natural o de 

dióxido de carbono y el crecimiento celular (callo) en ausencia 

de luz, Aunque también 1 ha comprobado la nutrición autótrofa 

(fotosíntesis) de células y tejidos cultivados bajo condiciones 

in x..i..t.r..2. 1 en presencia de luz y dióxido de carbono {l-2% v/v) 

adicionado al medio en lugar de utilizar sacarosa u otra fuente 

de azúcar (Hilsemann, 1984). 

Después de la germinación en medio KC-E 1 los protocormos y 

plántulas de las especies ~ aromatica y ~ stramineum 

se sujetaron igualmente a crecer en el medio con extracto de 

nopal, en el cual respondieron favornblcmente, llegando hasta el 

desarrollo de plantas completas y robustas l>B cm de longitud de 

las hojas) 1 con más de 3 raíces { > 10 cm de la longitud total) y 

presencia de pseudobulbo {para el caso de la primera especie) 

bajo cultivo in vitro, facilitando su aclimatación en condiciones 

de invernadero. Para los casos de oxidaci6n in vitre de los 

explantes 1 se adicion6 al medio de cultivo 1-2% de carb6n 

activado. Este sistema de crecimiento de las plántulas en el 

medio nutritivo KC más extracto de nopal, también se aplicó a las 

otras especies que posteriormente fueron germinadas (tabla 2; 

figura 1 EH). En las dos especies antes mencionadas y el resto 
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de las que se reportan en la tabla 2 1 no se realizaron mediciones 

de crecimiento de las plántulas, debido a que el tiempo en medir 

ee utiliz6 en otras actividades como la adaptación de plantas en 

condiciones de invernadero y liberación de 3 especies en el 

habitat natural, además de que las plántulas respondieron 

satisfactoriamente bajo el tratamiento in vitro. 

V.10 Aclimataci6n de las plantas de condiciones .in~ a 

invernadero. En las plantas completas lraíz, pseudobulbo {para el 

género ~) y hojas) que presentaban más de 8 cm de longitud 

{pseudobulbo y hoja más larga} en k· ~ var. skinneri y 1· 

aromatica, no exieti6 ninguna pérdida bajo las condiciones de 

aclimataci6n a que se sujetaron en el invernadero {figura 1 H 

1), Q. stramineum bajo estas condiciones registr6 ahogamiento de 

las raíces por lo tanto, pérdida total en la aclimatación (muerte 

de las plantas) 1 respuesta debida probablemente a que se 

encuentra creciendo en la naturaleza con hábito epifito estricto, 

aunado esto a la posible presencia de alta humedad del sustrato 

(hoja de encino y agrolita 1:1) donde fue plantada y a la 

variación registrada en la temperatura (hasta de 40'C en 24 h). 

Este paso rué desfavorable, lo que llev6 a buscar nuevas 

alternativas como el liberarlas directamente en el habitat 

(figura 1 HJ) 1 utilizando ramas lisas, 

Durante el último mes previo a su traslado y reintroducci6n 

las plantas de Q. stramineum se mantuvieron en condiciones in 

.Y.i..1r.Q de alta intensidad de luz (16 h luz, 3000 lux) y 

agotamiento casi total del medio nutritivo, de tal forma que se 

presentaban baja humedad relativa dentro de los frascos y las 
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hojas con inicios de deshidratación. Esto se aplicó con la 

finalidad de que pudieran adquirir cierta resistencia las 

condiciones prevalecientes en la naturaleza (fluctuaciones de 

temperatura entre 20 y 25"C en el verano, intensidades 

aproximadas de luz entre 5 a 12 mil lux y alta humedad relativa 

con la presencia de neblina), 

V.11 Liberación y sobrevivencia de las plantas en el 

habitat natural. Después de su adaptación a, condiciones de 

invernadero. ~as plantas de Ú· aromatica y ~. skinneri var. 

~ fueron transportadas al habitat natural (figura 1 IJ), 

De 1· §kinneri var. skinncri fueron liberadas 2403 plantas en 6 

lugares (que se les denominó estaciones) alrededor de la laguna 

de bosque azúl 1 del Parque Nacional 11 Lagos de Montebello", en el 

Estado de Chiapas, la localidad se escogió debido a que era en 

las fechas de liberación la zona más protegida del parque y a que 

en esta franja que colinda con la laguna presenta encinos y es 

mas húmeda que la zona de pinos existente más retirada de la 

laguna, además de que ahi existen colonias silvestres de U· 

aromatico. en algunas de las localidades escogidas. La 

sobrevivencia a los 6 meses de evaluación fue muy variada en las 

diferentes estaciones (tabla 7) 1 sobreviviendo un total de 1677 

plantas ( 69 % ) , 

De~. aromatica se liberaron 1188 plantas en el mismo bosque 

Y fecha, pero únicamente en 4 de las estaciones escogidas al azar 

(tabla 7) sobreviviendo 708 plantas después de meses de 

re introducidas, 

sobrevivencia. 

llegando a un promedio general de 60% de 

En ambos taxa, M. skinneri var. skinncri y ~. aromaticn en 
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la estaci6n 6 exisli6 una disminución notable de las plantas 

(aproximadamente un 27X) en comparación con los resultados de las 

otras estaciones, donde el porcentaje de sobrevivencia fluctuó 

entre 68% y 96%. Lo anterior fue debido probablemente a que en la 

estación 6 las plantas estuvieron más expuestas a las corrientes 

de aire que ahí prevalecen, además que la plantación se hizo en 

troncos eje principal de los encinos que presentaban poco 

sustrato orgánico acumulado. 

Las plantas de Q. strnmineum, liberadas en el habital 

natural (bosque de encino), Huatusco 1 Veracruz; se colocaron en 

rumas (por ser una especie epifita), sujetándolas con tiras de 

tela de algodón, debido a que este material no oprime demasiado 

lno estrangula) las raíces con los cambios de temperatura y 

humedad, además que se biodegrada en aproximadamente 6 meses, 

tiempo suficiente para que sus ralees se adhirier~n al tullo de 

la planta (sustrato) y continuaran su desarrollo. 

Las plantas de Q. stramincL1m fueron reintroducidas en el 

habitat natural en 3 fechas, abril y julio de 1987 y julio de 

1988 t tabla 8) 1 en esta última liberó más del 90X de las 

plantas. Las llevadas al campo abril de 19Bi fueron 38 y 

poco más de un año de evaluación (julio de 1988) presentaron una 

drástica disminución a 7 plantas 1 muy pt·obablcmcnte debido a que 

las plantas no tuvieron una preadaptación en condiciones de 

invernadero 1 ya que salieron directamente del frasco al campo, 

además las lluvias no se habian establecido en la región, Esto 

pudo haber actuado como una limit.ante en la adaptación. En Julio 

de 1989 se registró un promedio general de 40% de sobrevivencia 
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de lns plantas liberadas en las 3 fechas (tabla 8), El sustrato 

utilizado {ramas y tallos centrales) fueron de tipos para esta 

especie: silvestres o nativas (Quercus sp. y Yucc-ª- sp.} y 

introducidas en la región (~~(L.) Osbeck, I.n.g_n sp. 

y Hangifera indicn Mill,). En los tallos de~ sp. no existió 

sobrevivencia 1 

se observaron 

mientras que en los otros 4 tipos de sustrato no 

problemas de adherencia y crecimiento, 

probablemente este rechazo esté relacionado con la ausencia de 

líquenes y otras epifitas en la corteza de estos, aunque fué 

notorio observar algunas epifitas (orquídeas y bromelins} en las 

bases de las primeras ramificaciones de estos árboles. En los 

sustratos en que sí se fijaron las raíces de las plantas al 

menos existían liquenes, 

Por otro lado si fue notoria una inhibición del crecimiento 

en cuanto las plantas sujetas a mayor intensidad de luz 

{orientadas al sur}, éstas a pesar de haber sobrevivido por 2 

años 1 su crecimiento ha sido muy lento en comparación con las 

orientadas al norte y lns que no recibian luz directa en forma 

prolongada, las cuales presen~an tallas superiores al 100% de 

crecimiento con respecto a las sujetas a 3-5 h de luz directa. A 

ninguna de las especies liberadas se les reg6 en el momento de 

la plantación o posterior a ésta, En la mayoría de los casos, 

existía humedad en el ambiente y sustrato en el momento de la 

libernci6n. 

El mapa sobre la distribución de las localidades exactas de 

liberaci6n de las 3 especies, no se presenta con el fin de 

proteger en ciertn forma las plantas liberadas, 

Es posible que la mejor época de liberación de las plantas 
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pueda ser en el verano y cuando las lluvias se han establecido, 

debido a que los habitats presentan las condiciones más adecuadas 

en humedad y temperatura, aunque probablemente sean más 

susceptibles a la abundante presencia de sus depredadores en las 

estaciones de lluvias (verano y otoño). En el Estado de Veracruz 

se observó sequía muy larga, con lluvias muy tenues en la 

primavera (abril y mayo) en ambos años posteriores la 

liberación de las plantas ll988 y 1989), A 1 año de liberadas 

algunas plantas de Q. ~.Yl!I se encontraron muertas por 

deshidratación, sin mostrar daños mecánicos por h.erbivorismo, 

éstas eran plantas con más de 10 cm de largo, con crecimiento de 

raíz y adherencia al sustrato (rama). Otras plantas en el mismo 

sitio, se perdieron posiblemente por herbivorismo de larvas de 

lepid6teros 1 las cuales fueron observadas en gran cantidad 

adheridas en ramas y ejes centrales de los árboles, algunas 

plantas únicamente presentaron pequeñas heridas. Se sabe, por 

análisis químicos que las orquídeas presentan metabolitos 

secundarios, los cuales pueden resultar de sabor desagradable a 

sus depredadores, funcionando como medio de sobrevivencia (Erlich 

and Raven, 1967: Llining, 1974; Pierson, 1969; Hauscn, 1984). La 

heterogeneidad de respuesta puede ser debida a que el origen de 

las plantas fue a partir de la germinación de semillas. Al 

parecer prueba que actuó la selección natural en el campo en cada 

momento de su adaptación y desarrollo, son las observaciones de 

algunas plantas fueron devoradas en su totalidad, a diferencia de 

otras que únicamente presentaron pequeñas heridas, sin que esto 

afectara críticamente su sobrevivencia y crecimiento. Además 
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tampoco fueron depredadas el año siguiente aún cuando estuvieran 

presentes nuevamente las larvas de lepidópteros. Igualmente, 

plantas liberadas que han permanecido por más de un año, sus 

hojas presentaban una coloración café-rojizo, la coloración es 

también común observarla en las plantas silvestres del género 

~ que crecen en esta región. Este efecto puede ser 

respuesta al ''stress'' a la época de secas {diciembre-mayo) en 

que pueden presentarse algunos días o incluso 1 o 2 semanas sin 

lluvias relevantes, además de manifestarse las temperaturas más 

bajas de todo el año (temperatura mínima registrada 12'C) y 

mñxima (26-28"C) en ~l mes de mayo. Las hojas nuevas de estas 

plantas liberadas, que se formaban en el verano, surgían de color 

verde. 

Por lo anterior es fácil notar que existe mucho por hacer, 

además de desarrollar un censo de la población silvestre que se 

desea trabajar. Siendo la variabilidad génica de la población 

para tomarse en cuenta en la propagación .in vjtro y liberación de 

poblaciones representativas, lo cual aseguraría su recuperación. 

Es importante también, establecer mejores condiciones hortícolas 

pre-reintroducción de lad plantas, una preadaptación paulatina y 

así poder protegerlas de ln deshidratación y plagas que puedan 

atacar a las plantas durante los primeros meses de adaptación en 

el habitnt natural (probablemente 1 nño) 1 y eliminar cualquier 

carácter anormal que haya desarrollado durante su cultivo .in 

Yi!:.1:2 e invernadero, ejemplo fisiol6gico (falta de capas cerosas, 

apertura y cierre adecuado de estomas, etc.) 1 bioquímicos 

(desconocimiento del sustrato, el tipo de suelo 1 pH, dureza,-la 

micro flora, establecimiento eficiente de los mecanismos 
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bioquímicos 

defenza de 

( metabol i tos secundarios) que pueden 

radiaciones solares, de sus depredadores 

ucLuar en 

naturales 

como los herbivoros (larvas de lepidópteros) o el establecimiento 

adecuado de la simbiosis de micorrizas 1 sin que desemboque en su 

inicio en un parasitismo. Lo anterior fundamental para 

establecer el equilibrio ecológico. Esto garantizaría una mayor 

sobrevivencia y un restablecimiento de la población (crecimiento, 

fructificación y progenie fértil por varias generaciones}. Estas 

experiencias servirán de modelo para futuras recuperaciones de 

especies en peligro de extinción, 

Observaciones recientes en campo (2 de noviembre de 1990), 

de las plantas liberadas de Q. stramineum en Huatusco Veracruz 1 

muestran una sobrevivcncia general del lOX de la población total, 

las cuales han continuado su crecimiento con la formación de 

nuevos brotes, hojas y raíces. Las plantas liberadas en abril de 

1987, han permanecido creciendo en el habitat natural por un 

tiempo de 3 años y 6 meses. 

Se realizó un censo el de enero de 1991 en las plantas 

liberadas en el Parque Nacional "Lagos de Montebello" Chiapas, el 

cual mostró, para U. ~ var. ~ una sobrevivencia 

general del 12X y 7X en ~. aromatica. Ambas especies hnn 

permanecido por espacio de años y 6 meses, 

Uno de los problemas que ocasionó la mayor pérdida en los 

microhabitats en posición horizontal, fue la caida de hojas de 

los árboles del bosque, sepultando a la mayoría de las plantas. 

En el Jardín Botánico del Desierto de Arizonn, Estados 

Unidos de Norte América grupos interdisciplinarios han iniciado 
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la rcintroducción de plantas de Hammillaria thornberi Orcutt, 

cactácea en peligro de extinción de zona árida; propagada por 

métodos tradicionales (germinación de semillas) (Ecker, 1989). 

Este grupo de investigadores establecen prioridades para este 

tipo de investigaciones, como el trabajar interdisciplinariamente 

entre horticultores, ec6logos y botánicos en la multiplicación, 

desarrollo y reintroducci6n de las plantas amenazadas, para 

garnntiznr la sobrcvivencia a largo plazo de las poblaciones 

liberadas, argumentando que es importante tomar en cuenta la 

ecología de la planta en cuestión y las prácticas hortícolas. 

V. 12 Consideraciones finales. 

A. Consideraciones finales de los medios nutritivos 

establecidos para la propagación masiva in ~ de las 12 

especies trabajadas y discutidas en forma independiente. Se 

estableció la germinación asimbiótica de 12 especies de orquídeas 

tropicales mexicanas (tabla 2), generalizando la aplicación del 

medio nutritivo KC-E y metodología desarrollada en esta 

investigación, La cual resultó ser adecuado para alcanzar 

porcentajes de germinación hasta del 100% 1 cabe aclarar que para 

cumplirse eficientemente esta af irmaci6n es de suma importancia 

tener en cuenta el estadio en que se encuentren los embriones o 

semillas, debido a que este factor resultó ser una limitante 

la germinación de semillas de algunos frutos, el porcentaje de 

germinación puede estar en relación directa con la inmadurez 

con el tiempo de almacenamiento de las semillas a temperaturas de 

s·c. 

El desarrollo de plántulas in vitro se presentó con máximo 

crecimiento cuando el medio KC se enriqueció con 15% de extracto 
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de nopal aplicado inicialmente para Lxcaste 'skinneri var. 

~. estas condiciones de cultivo lmcdio nutritivo Y 

condiciones de incubaci6n) se repitieron para ~. aromatica Y 

Oncidium stramineum 1 alcanzando las plántulas en las tres 

especies 1 tallas de más de 8 cm de longitud, también se utilizó 

en otras especies como ~ ~. ~ ~1 I&:mboglossum 

ehrenbergii y ~ ~ var. JUl>l! registrando la 

efectividad del medio nutritivo hasta estadios más juveniles (3-7 

cm de longitud), esto debido a la terminación del registro de 

datos de esta investigación. Para el caso en que se requería 

mantener los frascos saturados de plantas sin ser subcultivadas 

debido a que no se contaba con apoyo humano para hacer este tipo 

de trabajo 1 al medio nutritivo antes mencionado se la adicion6 

carbón activado {1-2 g/l) con la finalidad de retener o atrapar 

las substancias que pueden llegar a ser tóxicas {liberación de 

alcaloides, antocianinas, cumarinas, flavonoides 1 glucósidos, 

compuestos fenólicos 1 terpenos, etc. (Hauscn, 1984; Sakuta and 

Komamine, 1987)) con la acumulación constante, su presencia es 

notoria cuando los cultivo entran a la fase estacionaria de 

lento crecimiento, presentandose más rápidamente cuando los 

frascos de cultivo son saturados de material biol6gico (células o 

tejidos o plántulas). 
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ESTA TESIS NO DEBE 
V, 13 Recomendaciones del Conocimiento 

SALIR DE LA 81Bli0fECA 
Adquirido a través de la 

experiencia. 

A. Material biológico. Lo más recomendable es sembrar las 

semillas inmediatamente después de su colecta 1 sobre todo cuando 

se desconoce la duración del estado de latencia de las semillas y 

los factores para mantener por un período de tiempo más largo. 

Para el caso de que se utilicen frutos verdes es necesario 

que esten en un estado cercano a la dchiscencin 1 si las semillas 

es tan muy hidratadtt.s recomendable sembrarlas todas 1 ya que se ha 

reportado (Arditti, 1967) que bajo estas condiciones pierden la 

viabilidad rápidamente al ser conservadas a temperaturas de 4-

s·c. 

B. Desarrollo de plantas 1.n .Y...i.!.r.2.· Este puede acelerarse si se 

hacen cultivos continuos, que para orquídeas pueden realizarse 

cada o meses, además de sembrar aproximadamente 20-40 

plántulas por frasco (con 100 ml de medio nutritivo) 1 el número 

variará con la talla de la planta, lo que implica que a mayor 

talla menor número de plantas, de lo contrario agotan el medio 

de cultivo 1 lo que provocaría una competencia por luz, espacio y 

alimento, 

Con subcultivos continuos se puede garantizar la obtención 

de plantas en condiciones in Y.i..t.I:Q 1 desarrollandolas a tallas de 

8 o más cm de longitud, en un tiempo menor de B meses. Para todas 

las especies investigadas, existió una relación directa en ln 

rápida respuesta de la germinación y desarrollo acelerado de las 

plantas, siendo los casos más notables los de ft, urbana Dressler 
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y Q. stramineum ( Lindl.) Batem. ( 6 y 10 días para germinación 

respectivamente¡ tabla 2), las cuales mostraron una mejor 

respuesta en el desarrollo de las plantas en comparación de L• 

skinneri var. ~ y lt• aromatica. 

C. Conservación de germoplasma. Es posible almacenar material 

biológico en estadio de protocormos en medio de cultivo KC-E más 

la adición de 1-2 g/l de carbón activado, esto se pudo comprobar 

cuando los frascos germinadores estaban saturados de estos 

explantes, ocurriendo posiblemente un agotamiento de los 

nutrimentos que tal vez provocó un crecimiento mínimo, el carbón 

activado pudo haber actuado fijando las sustancias que liberan 

los explantes en condiciones in vitre, que por acumulación o 

concentraciones elevadas pueden llegar a ser tóxicas o 

inhibidoras del crecimiento. El crecimiento limitado se presentó 

en las especies aquí reportadas, frascos germinadores en 

estadios de protocormos {1-2 mm) y de plántulas (0.5-2 cm), que 

se mantuvieron en el medio inicialmente sembrados, sin realizar 

subcultivos por años, no mostraron crecimiento ni daño 

aparente, en las condiciones de luz (16 h luz, 1500 lux) y 

temperatura (28º ± 3•c) empleadas. Cuando algunos protocormos 

fueron subcultivados a medios frescos, estos continuaron su 

desarrollo a plántulas. Lograndose plantas de 10 o más cm de 

longitud cuando fueron subcultivados continuamente. De tal formn 

que del mismo fruto inicialmente sembrado, llegó a tenerse 

estadios de protocormo y plantas de tallas adecuadas para su 

adaptación en invernadero Cuando en el transcurso del tiempo de 

cultivo se presentó una coloración amarillenta en los explantes, 

esta fue sena! inequívoca de la necesidad de realizar 
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subcultivos para evitar su posible necrosis, Cuando no fue 

posible realizar el cambio a medio fresco ocurrió la muerte de 

algunas plántulas, Estos resultados muestran la necesidad de 

investigar 

conservación 

sobre medios nutritivos más propicios para 

del germoplnsmn de orquídeas amenazadas 

la 

de 

extinción, además de reducir la temperatura y encontrar las 

condiciones adecuadas de luz, 

D. Desarrollo de plantas en invernadero. El sustrato a utilizar 

para la adaptación de las plantas a invernadero depende mucho del 

hábito que presentan en condiciones naturales (epifito 

terrestre}, Las epifitas estrictas, siempre crecen adheridas a 

ramas, expuestas al aire y rara vez se ocultan en el sustrato¡ 

para este caso no se recomienda sembrar las plantas en charolas 

con suelo. Se recuerda el caso de Q, stramineum en que no se 

observó crecimiento de las raíces bajo el sustrato, y sí la 

muerte de la mayoría de ellas días después del transplante al 

invernadero. Esto contrastó con la respuesta de esta especie al 

ser liberada en el habitat natural, donde en ramas lisas de 

diferentes árboles 1 existió buen crecimiento y adherencia de las 

raíces desarrolladas i.n vitro. Por lo anterior se sugiere que en 

condiciones de invernadero la base de las plantas y raíces se 

sujeten a porciones de ramas de árboles que en forma natural 

albergan epifitas 1 lo que evitaría utilizar tallos de plantas 

alelopáticas o con presencia de sustancias tóxicas que no 

permiten el establecimiento de organismos de hábito epifito 

(líquenes, musgos, orquídeas, bromelias 1 etc.). Las especies de 

hábitos epifito-terrestre y las terrestres no presentan ningún 
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problema al ser plantadas en una mezcla 1:1 de hoja de encino 

triturada y agrolita, como lo demostraron las dos especies 

aclimatadas, Lycaste aromatica (Graham ex Hooker) Lindl. y 

~ !!.k.inn!u:i (Batem. ex Lindl.) Lindl. var. skinneri 1 donde 

el hábito epífito-terrestre es una caracteristica de este género 

(Ames and Correl 1 1953) 1 con raíces que pueden crecer ocultas en 

el substrato. Un factor importante en el establecimiento de lns 

plantas en condiciones de invernadero es no saturar de agua al 

suelo al ser regadas periodicamente 1 debido a que se corre el 

riesgo de ahogamiento o pudrición de las raíces. Es también 

significativo que la aclimatación y desarrollo de las plantas 

en invernadero no existan muy bajas o altas intensidades 

luminosas y temperaturas extremas, de lo contrario se corre el 

riesgo de inhibir el crecimiento, Otro factor que hay que tomar 

en cuenta es el investigar cuales son las condiciones del(os) 

microhabitat(s), donde crecen en forma natural, lo cual sería de 

mucha utilidad para siMularlos en las diferentes etápas de su 

cultivo, 

Respecto a la liberación de las plantas ya se discuti6 sobre como 

incrementar la sobrevivencia en la reintroducci6n en el habitnt 

natural. Es importante hacer notar que las que fueron plantadas 

en sustratos horizontales (ej. troncos caídos), deberían 

revisarse periodicamente 1 para evitar que no sean cubiertas por 

la acumulaci6n de hojas que desprenden los árboles, tomando más 

cuidado en ln estaci6n de otoño. Lo anterior ocasion6 perdidas en 

las plantas colocadas bajo estas circunstancias. 
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FIGURA l. DIAGRAMA DE FLUJO PARA EL ESTABLECIHIF.NTO DE LA PROPA­

OACION Hl\SIVI\ J.li Y!..!!!!! O~ OllQUIDF.1\5 l\Hl:NA:f.1\01\S 01' EXTINCION. 

11 1 .v 
l•>J".tl 

eemillan 

berminaci6n 
.J,aelmbi6tica 

(B)~Protocormos 

REINTRODUCCION EN EL 

H1\nITAT NA.TURA.L 



GJ CD 
:t .. 

-}C!l 
~ f,,. 

·\ ..... ~ 

Figura 2. Cultivo in vitro y establecimiento en condiciones 
de invernadero ae Drquidcas mexicanas amenazadas de extin-­
ción. (A,B) Germinación asimbiótica (>90%} de semillas de -
Q· stramineum y .1· skinneri var. skinneri. (C) Propagación 
masiva de Q. stramineum a pnrtir de protocormos (l) cultiva­
dos en medio líquido ( 2, después de 3 ·meses), originando brQ. 
tación múltiple (3). (D) Dosarrollo de olántulas l.!!. vitre -­
(>B cm longitud), (E,F) Establecimiento y crecimiento en con 
diciones de invernadero de las 2 sp. del género Lycaste. 



TABLA !. EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS SOBRE LA GERMINACION MASIVA IN VITRO DE 
SEMILLAS INMADURAS DE J,.. ~ VAR • .fil\!!i!illil• A 28~±3'C: 

MEDIO NUTRITIVO GERM I NAC ION GERMI NACI ON CONDICIONES 
(X) T (dlaa) DE LUZ 

KNUDSO~ "C" 1 KC) 50 45 A,B 
VACIN & WENT (VW) 5D 45 A 
MURASHIGE & SKOOG IMS) <10* 50 A 
MS/2 60 45 A 
KC+lpMNAA 15 45 A,B 

.KC + 5 µM BA 20 45 A 
KC+5µMGA3 15 45 A 
MS/2 + 5 µM GA3 25 45 A 
VW + 5 µM GA3 30 45 A 
KC-E ( 2% SACAROSA) >9D 45 A,B,D 
KC-E ( 3% SACAROSA) 90 45 A,B,C 

A: 16 h luz (500 lux), 8 h obscuridad¡ B: 24 h obscuridnd; C: luz con­
tinua (1000 lux)¡ D: luz indirecta natural (1000 LUX)¡ (*): necrosis 
(lOOX) de loe protocor111os {120 di as). 



tnu t 'rumc1c1 11 1mo u 1rno 1c-1, Lot tm tu¡ 1 1. mcumu, tr t !'e, u snmu n n•mm 1mcms 
- - llllUHU tt tltllC!CI. 

rmm r.m ll!il 11 umus GlUIUCIOI ;m.JUCICI 

'" POllllllCrnl llt.flol. 1 1 tdh•I 

.lli.ti!lli.!.!!.~m1ler 11 111 ;¡ 
11 00 lG 

l1:1dit !!.!!! lhtu.\ ScUtr. re 10 10 
re 15 !O 

!: lliti!! {Llm l Ln.I rrmlu FI 'º l! 
Lulil~Lidl. n !O !O 

11 10 ll 
Le1~1lmu mdllu (Li1H.J hlbh¡H re 11 11 
.1 elmhrtii ltitl, U. l Ott4J lafü1(er n 11 !O 

11 10 !O 
..ill..!:!!! ~ fütlu u hohtl Lildl. PI 10 !! 
1 ili.m!l \hto. n ha~!.) Lhdl. •u. ill! J.;1~uil IP 10 11 

PI 10 11 
1 •kimri (hln. n thdl.I Ludl. u.:.~ re 10 11 

PI ICO I! 
re 'º !O 
re O! m 

Cttidiu!!f!.!.!!!!LiiJJ, PI m !O 
1· !!!!!.!!!!! lh1H.J htn. 11 m 10 
lhi:bhelh t!!ill \Lidl.J Sdltr. 11 10 li 

11 10 ll 
hluJ.ll. mmth Lid!. 11 10 !4 

1: millu libHLdu dt 101 fnlcs r llnmi.iu; 5: millu dt fnlo1 1h 10 düismtu; U: hto polhi11ei61; PC: toli­
tin:ih muJ1 dt flom dt 11 1im itflomcmi1: fl: FolitiueHt utual, dr~ih prohblnnte a hmt~1 u el hbfül 
te hnr,1Uu. 



TABLA J, BROTACION KULTIPL! !N PLB'a D! .Q.• ~ (LIHDL.} BAT!.tt,, DISARRO• 

LLADOS A PARTIR D! PROTOCOIHOS CULTIVADOS !N HIDIO KC-! lH SUSP!HSION, 

A 16 H LUl (500 LUX). 8 H OBSCURIDAD, 2e• ! J•c. 

rusco llSPUESTA No, Pl.OTOCOllHOS No. l!l!OUS Pl.OTOCORHOS t 

"º' 
,., (ltfURYALO) ( IHT!.BVALO) !llOTES/fL\SCO 

28 (00-14) l52 104-57) 180 

" (10-371 ·211 {28-llll 293 

" (08-15) 76 (10-38) 121 

" (09-33) 151 (42-82) 'º' 
" (00-13) 36 (06-19) ., 
67 (02-21) 188 (39-61) 255 

31 (08-14} 131 (25-511) 162 .. (10-21) .. (24-38) 140 
50 (08-19) 'º' (07-75) 252 

" '" (00-37) 1245 (04-117) 1689 

<•)• •• a-braron 4 PLB'a/fraaco (38/9 fraac:oa: 96';; d• napunta}; 1••>• r••-
P1J•11ta por fra11co¡ IC·I• v•r a¡Mndica 4. 



TABLA l. EFECTO OH LAS FITOHOiMOi!S m,, HA y ANAi y EL pH• SOBRE EL mmrmo 
EN BROTES IZO uJ DE Rlt'til illm DRESSLER, DHSPUES OE 1 SEMANAS º' CULTIVO, A !B' ! l'C, !6 H LUZ, iaoo LUI. 

--------------------------------------------
REPETICION TRATAN I EMTOS !incruento neto ni. .. H e o ¡ F G H l J ! 

-----------------------------------------------------------------
l 35 ll !O !O !O 00 00 15 10 00 !O 00 50 
! 00 ro !O " 10 !O 00 05 J5 ZI 00 15 JO 
3 !5 35 50 " 10 !5 30 05 11 15 so 00 IS 
l !3 00 !5 00 .. 01 " 30 00 11 00 ºº 00 
s 10 30 J5 ºº 00 01 !O 00 ºº 00 60 so JO 
6 00 00 35 !O S5 os 00 11 " 10 15 !5 lO 
1 00 !O 3! IJ 10 !O 10 35 lO 00 10 00 15 
8 30 !5 10 00 !O 00 " " " IJ uo 35 30 
9 15 00 35 !O 90 ºº 30 " 15 08 00 " IS 

10 " 16 00 15 eo lO " 11 " 00 35 " 11 !O .. !6 " " 13 15 19 " " !I !O !3 
I! !! " !5 " 5! " ll " " 10 " " 30 

¡, 19 11 26 11 es 12 13 19 11 10 16 IH !5 
s' 15 11 13 09 !i 13 ll 16 ll O! 21 li 11 

CV' 19 8! 50 8! 51 108 9! se 8! 80 131 100 56 
¡¡ ' l.5 1.e 3.7 l.! 8.8 3.9 e S.6 u l.I 6.l 5.1 e.! 

------------------------------------------------------------
(t): ver apéndice 5 par& concentración de ritohonoua J pR; 
¡u¡: suerte del brote; t•&): cada repetición i1plic6 un brote 
por tubo de eriu7e, 



TABLA 4A. ANALISIS DE VARIANZA DEL INCREMENTO IN VITRO DE BROTES DE 
§. ~. SUJETOS A DIFERENTES FITORR"fGULAo0RES DEL CRECI­
MIENTO (G~, DA, ANA). 

FUENTE DE VARIACION se 

TRATAMIENTO 11796. 3 

ERROR 27854. 3 

TOTALES 39650. 6 

a: Altamente significativo <0.001 

GI. 

11 

106 

ll 7 

CM 
F 

S!GN!F!C. 

!072.4 •l.081**• o.ooo 

262.B 



TABLA 4B. ANALISIS DE INTERVALO MULTIPLE DE DUNCAN Y TUKEY EN EL 
EFECT<l DE LAS FITOHORMONAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE BRO­

TES DE Bletia urbana DRESSLER. 

TRATAMIENTO OUNCAN• x TUKEY* 

J a 9. 6000 
D ab 1!.0000 
F ab 12.4545 
G ab 

13. ºººº 
K ab 16. 0000 
1 ab 16. 7500 
B ab 17.1000 
L ab 18.0000 
A ab 19. 0909 
H ab 19.1250 X 

c b 26. 0833 xy 
E 48. 7000 y 

0.05 nivel de confianza. 



TABLA 4C. ANALISIS DE VARIANZA DEL CRECIMIENTO DE BROTES DE B. ~' 
SUJETOS A pll 5.0 y 5. 3. -

FUENTE DE VARIACION 

TRA T AM 1 ENTO 

ERROR 

TOTAL 

se 

210.182 

4157 .091 

4367. 273 

a= No existe diferencia significativa 

GL 

20 

21 

CM 

210.182 

207. 85 

F 
SIGNIFIC. 

!.Olla 0.327 



mu 1. mero Dl LIS PI!OiOl~DVll \CI,. B! y 1111 y iL ¡Bt somu fOlll· 
CIOM Di Ult 11 BiDt!S l!O H\ Di Bleth !!.!!!!.! mmn. DISIU!S ¡¡ 1 

snms Di CUL!!IO, 111' ! l'C, 16 R LU!, IODO m. 

----------------
i!IETICIOI Tl!TIKl!i!OS (lon(ih~ 11J. .. G H 1 ¡ 

---------------- ·-------
1 41 00 00 DO 00 DO DO ID Di 00 01 ºº 15 
! 05 DO DO .. ID DO ºº 00 00 DD io ºº 81 
l l! DO OD .. ll DD 19 DO ºº DO ll DO ºº 1 ID OD ºº 04 .. DD .. 00 DO DD DD ºº ºº 1 11 00 00 00 DO DO DO ID DO I! DO Dl iO 
1 n 01 ºº 00 11 DO ºº 00 .. DO 00 ºº m 
1 10 Oi 00 O! 00 00 00 00 00 00 00 00 ºº 8 18 DO 00 00 05 00 .. .. .. DI 10 05 15 
1 30 DO DO DO 01 DO 00 .. DO DO DO .. ti 

ID .. O! ºº 00 00 DO .. .. 00 .. ºº 00 .. 
11 ll .. DO .. .. DO Dl DI .. .. DI ºº 10 
11 18 .. 00 .. ID " DO .. .. 00 .. .. 10 

l' l! 1.1 DO 0.1 1.9 DO !.I 1.1 0.1 1.1 !.! O.B 51 ,, 16 3.1 ID 1.1 1.1 DO ¡,¡ 1.1 t.I l.I 4.l \.! u 
CY ' !ID lO DO 10 11 DO 10 ll ti ll ll 11 lll 
U•l.8 1.0 DO 0.1 1.1 ºº 1.1 1.1 O.! l.! l.l 0.5 ll 

t•I: ver aphdiu ~ pua co11cutneio11es de !llohor1011u J pi¡ (Hl= 1\lerte 
del brote¡ {hl= clda repetici6a l1plic6 un brote por t11bo de e11.11re. 



TABLA 5A. ANALISIS DE VARIANZA DE LA LONGITUD TOTAL DE RAIZ IN VlTRO, 
EN BROTES DE D_. ~. SUJETAS A DIFERENTES FITOREffiiLAiiORES 
DEL CRECIMIENTO (GA

3
, BA, ANA). 

F 
FUENTE DE VARIACION se GL CM F SIGNIF!C, 

TllAT AJllENTO 9818.8 11 892. 6 22.996 .. a 0,000 

ERROB 4114,5 106 

TOTALES 13933.3 117 

a: Altaaente significativo <0.001 



TABLA 5D. ANALISIS DE INTERVALO HUI.TIPLE DE DUNCAN Y TUKEY EN EL 

TRATAMIENTO 

e 
F 
D 
1 
L 
H 
J 
B 
K 
G 
E 
A 

EFECTO DE LAS FITOHORMONAS, SOBRE LA FORMACION DE RAIZ 
EN BROTES DE Bletia. urbana DRESSLER. 

DUNCAN• x TUKEY• 

a O.OODO X 
a 0.0000 
ab o. 7500 
ab o. 7500 
ab o.aooo X 
ab l. 3750 X 
ab 1.6000 X 
ab l. 7000 X 

ab 2.1818 X 
ab 2.4444 X 

b 6. 9DOO X 

32.4545 y 

• = O.OS nlvcl de conf lanza, 



TABLA 5C. ANALISIS DE VARIANZA DE LA LONGITUD DE RAIZ EN BROTES DE 
Jt. urhMa, SUJETOS A pll 5.0 Y 5.3. 

FUENTE DE VARIACION 

TRATAMIENTO 

El!ROR 

TOTAL 

se 

2004. 55 

21189. 45 

23194 .00 

a= No existe diferencia significativa. 

F 
GL CM F SIGNIFIC. 

2004. 54 !.892a 0.1840 

20 1059.47 

21 



TABLA 6. DESHIOLLO !.!!. '!.!.!!!!DE PLIST!S,' 30 11, Di '1ilfil 1timri lBll!K. 11 LINOL.) LliDL. VII. 
1kinnHj 1 DESPU~S DB ?O S!K.\.NAS DE CULflVO, A 16 H. LUt, 1500 L1JI 1 28' ! lºC. 

KEDIDNU!i!TllD 

11 h!Jd1011 "e' llC! 
t 1icn11utriaento1 {lC·EI 

2) lC·! f Glul&11r.1 {30 •&fil 
31 lC t Plátu.o huduro 110\ P/V) 

t 1icro11utti1entoa UC-1) 
l) lC t PUta110 uduro 1101 P/VI 

t1ícrc1111tri1enlo1 {IC·EI 
51 [Ct Agc1de coco inuduro (10\V/V) 

1 11cronulr11e11lca \IC·il 
1) lC t A&ua de coco udaro !101 V/VI 

t 1icro111.1triuntos {lC·E) 
7j 1C t eitucto de nopal, tdlos jom1u 

llS\f/VI taicror.utri!lenlos {IC·EI 

PLAN!! 
!incruento neto ul 

lO 

to 

TO 

10 

to 

IO 

TO 

-------------------------
(·I= 1um1ci1; {+}=pobre; (tt):buena; l+ttl=•urbueu. 

ill! 

ti 

lit 

11 

ti 

!ti 

PSEUDDBULBOS 
{longitud u) 

06 

I! 

08 

10 

15 



TABLA t. EVALUACIOM DE SOBREVIVENCU DR 1.· 1kinnnj VAR. !till.ui J b !.!!!!ils!• A 6 MESES 
(Jul, 1 Dic. 19881 DE IEINTIODUCIO!S EN EL P!RQUE NACIOi!L 'LAGOS DE MONrE!ELLO' 
CBl!PIS. 

ESTACION~~vu.~ .ill!m ~ 
He 181moouc101s soem1vmm REIN!IODUCIDAS SOSiiVIVIEN!ES 

m m 111 --- 13t 
m 313 
¡¡ 6! 280 m_-

111 !?5 
m 154 151 135 
17! 17 610 168 

Totsl !,403 1,1!! 108 

----------



!IBLI !. mLUICIOV ~E somv1rnm DE PLU!IS DE o. slruinm ILINDL. ! l!TEK. 
mmonucIDAs ¡¡ IL mmt il!UllL, BOSQUE Di muo, BUA!USCO vmcm. 

mms fECHI s o B 1 E V 1 V E V e 1 1 
lo mmonumov \Ju\. lil \Jul.!!! 

lS 
15 
m 

lbri1·1U7 
Jalic·Un 
Julic-1!U 

t:,11111iodereütrod11cidu, 

01 
59 

\11 
691 

O! 
ll 
m 

4l 
ll 
l!I 

1011TIC!OH 
liOS 



VI. CONCLUSIONES 

- El sistema de almacenamiento de las semillas (baja humedad 

utilizando para 

temperaturas de 

tal efecto cloruro de calcio anhidro 

4-S'C) resultó ser favorable para 

y 

el 

almacennmiento a corto-mediano plazo {de dí ns hnslu G años J de 

las especies trabajadas. 

- Con la trAnsportación de los frutos del cam~o al 

laboratorio que permanecieron separados de la plantu madre por 

días, es probable que no afecte en la germinación de las 

semillas, debido a que algunos frutos bnjo cstns circunstnncins 

registraron 90-100" de germinación asimbióticu (ej. Q. 

stramineum, B· glauca Y L· ~). 

- El sistema de desinfección desarrollado para frutos aún no 

dehiscentes no interfirió notoriamente en la germinación 

asimbi6tica y sí mostró que las semillas dentro del fruto se 

encuentran libres de hongos y bacterias. 

- La desinfección de las semillas almacenadas fué efectiva 

en cuanto 

metodología 

que no existió contaminnci6n 1 

reportada en ln bibliografía. Aunque 

utilizando la 

probablemente 

pudo ser el factor para que no todas las semillas germinaran o 

que no germinara ninguna de algunos de los frutos. 

Es necesario profundizar en la investigación sobre el 

estadía fisiológico del embrión (su maduración dentro del fruto y 

el tiempo de ~lmacenamiento) para poder obtener altos porcentajes 

de germinación asimbi6tica {>50%) en cada una de las especies 

trabajadas. 
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- Se estableció el medio nutritivo KC-E, constituido por el 

aedio KC más la adición de vitomlnas y micronutrlmcntos 1 dando 

una mejor respuesta que los medios basales utilizados {MS 1 VW y 

KC) este medio nutritivo fue utilizado posteriormente en la 

germinación asimbiótica de 12 especies de orquídeas silvestres, 

obteniendo en el mejor de los casos hasta lOOX de respuesta. 

- Fue observable una rápida respuesta en el tiempo de 

germinación al sembrar semillas de frutos aún no dehiscentes, en 

comparación con las obtenidas de semillas almacenadas. 

- El efecto de las fitohormonas las concenLraciones 

utilizadas, resultaron inhibitorias tanto en el porcentaje de 

la germinación asimbiótica así como en el desarrollo normal de 

las plántulas en condiciones .in Y.l.!.1:.2 1 por lo que se 

establecieron alternativas eficientes para ser susbtituidas. 

- Se establecieron sistemas de propagación masiva y clonal 

de Q. stramincum 1 con el cultivo de protocormos sexuales en 

medios líquidos en suspensión. 

- El incrementar el pll a 5. 3 no mostró ser favorable en el 

desarrollo de plántulas .in ~. 

- El mejor desarrollo de plántulas de orquídeas en ./ 

condiciones .in Yi..t.r_q se presentó cuando el medio KC se enriqueció 

con extractos orgánicos de nopal (Q. ficus-indica) o plátano 

verde (M. paradisi§S!!.). 

- Las especies epifitas con tendencia al hábito terrestre 

CL. aromatica y L. ~ var. ~) no presentaron ningún 

problema en su adaptación (lOOX de sobrcvivencia) a condiciones 

de invernadero, plantandolas en sustrato 1:1 de agrolita y hoja 

de encino triturada. 
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- Para las especies de hábito estrictamente epífito (ej. Q. 

stramineum) se requiere desn.rrollnr nuevos sistemas de adnptación 

en condlcioncb de invernadero {ej. utilizar tallos de encino), 

debida a que el sustrato utilizado para el género ~ no 

resultó ser favorable para estn especie. 

- Se recuperaron in vitro 12 especies de orquídeas mexicanas 

con diferentes "status" de alteración. 

Se logró detener a disminuir el crecimiento por o más 

años de protocormos y plántulas en condiciones in .YJ..t....r;:,Q, sin 

utilizar subcultivos. 

- Fueron reintroducidas en los habitats naturales 3 especies 

de orquídeas: L· aromatica, ~. ~ var. A1s..1.n..ruu:i y Q. 

stramineum, de las cuales las dos últimas eSpecies se consideran 

en peligro de extinción. 

- Se le hizo un seguimiento en la medida de las 

posibilidades a las es~cies liberadas, registrando la 

sobre\'ivencia de estns después de 2-3 años de haber sido 

reintroducidus en el habitat natural. 

- Aunque disminuyeron las poblaciones liberadas, efecto 

debido a que algunos microhabitats seleccionhdos no fueron del 

todo adecuados ocasionado principalmente al sepultamienlo por la 

acumulación de hojas además de estar sujetos constantemente a una 

selección natural por depredadores existentes en el lugar (ej. 

larvas de lepidópteros) y las condiciones extremas que 

prevalecieron en la 6poca de secas (abril-junio de 1988 y 1989} 

después de su liberación, aunado a la posibilidad de la falta de 

unn simbiosis de micorrizas o al posible parasitismo por los 
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hongos simbiontes y otros organismo, además a ln posible falta d~ 

un equilibrio fisiológico y/o genético, esto era de esperarse, ya 

que las plantas se desarrollaron de la germinación de semillas de 

las cuales existe una gran diversidad genética, las condiciones 

controladas del laboratorio (cultivo in~) se llega a obtener 

la iCrminaci6n y desarrollo de plantas que en forma natural no 

hubiera sido posible expresarse (ej. plantas albinas), las cuales 

nl ser liberadas en campo es dificil que exista un equilibrio 

ecol6gico, de no establecerse puede acarrear un parasitismo e 

incluso la muerte; reafirmando este concepto, se reporta que en 

forma natural menos del 5~ de las semillas liberadas por una 

planta pueden alcanzar el estadio adulto, además las orquídeas se 

caracterizan por crecer en suelos empobrecidos, siendo esto 

posible a la adecuada simbiosis de micorrizas que presentan con 

hongos específicos para cada especie. Este análisis nos muestra 

que las plantas reintroducidas estan sujetas en cada momento 

una selección de los géncs más adaptados a las condiciones 

extremas a la que fueron sujetas en el habilat 11atural. Por lo 

tanto, es importante desarrollar estudios más profundos en la 

parte de horticultura (desarrollo y cultivo de las plantas en 

condiciones de invernadero y liberación en campo) y en la 

ecología de las plantas silvestres aún existentes en el habitat 

natural donde se desea reintroducir las poblaciones obtenidas del 

cultivo .in vitro. 

- Se requiere de mayor investigación sobre el 

establecimiento de la simbiosis de micorriza en plantas obtenidas 

in vitro: inducción en invernadero o al ser liberadas en su 

hnbitaL natural o analizar el establecimiento natural de la 
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simbiósis en campo. 

- Es de suma iruporlancia generar clonación in Y!..1.!:g, 

utilizando ma~erial somático de plantas existentes en el habilat 

natural o reserva ecol6gica protegida donde se desea 

rcintroducir, lo cual permitiría asegurar el genoma de las 

plantas silvestres, para evitar perdidas por colecta de plantas 

adultas y que en cierta ~anera han estado sujetas a una eclecci6n 

por las condiciones naturales, plantas que muy posiblemente han 

estado dejnndo descendientes fértiles desde su maduración. Lo 

anterior, con el tiempo permitiría el intercambio de material 

genético con las plantas originadas de semillas 

alcanzar el eatado adulto. 

que logren 

- Es importante que las plantas a liberar se les sujete a 

adaptaciones paulatinas para elimina~ la mayor cantidad posible 

de anormalidades fisiológicas que pudleran haber adquirido las 

plantas du~ante su cultivo 1n Y.i.!:J:2 y en invernadero, lo que 

permitiría a las plantas, reaccionar ante las condlciones fisico­

químicas y biológicas del habitat natural; deberan ser capacea 

entre otras muchas funciones det regulación hídric&, apertura y 

cierre de estomas, formación de capas cerosas, el establecimiento 

de los mecanismos bioquímicos de la síntesis de compuestos que de 

diferentes maneras puedan jugar un papel importante en contra de 

sus depredadores o de ciertus condiciones abióticas. 

- Para el cnso de trabajar con especies que o.ún es posible 

encontrar población(cs) en condiciones silvestres, es importante 

conocer ln ecología. de la especie en cuestión, las cuales 

fucilitaran el cultivo in yitro 1 en invernadero y su 

87 



reintroducción y crecimiento en el habitat natural. 

- Es posible que el tamaño {10 a 20 cm) de las plantas 

rcintroducidas sea el adecuado, ya que se puede liberar un número 

mayor y en un tiempo menor, que el utilizar tallas mayores que 

incrementarían el costo por planta, además es importante tener 

una adaptación y selección natural de los diferentes factores 

naturales que interfieren con la sobrevivencia de la planta en 

edades más prematuras, ya que tarde o temprano se seleccionaran 

las que lleguen al estado adulto y dejen descendencia fértil. 

Aunque cabe aclarar que es importante proteger revisar 

periodicamente (por un tiempo no menor de 2 años 1 para el caso de 

las orquídeas de lento crecimiento) las plantas en el cumpo 1 para 

evitar que las hojas, ramas que se desprenden de los árboles o la 

calda de estos las cubran en estados juveniles. Otro factor que 

puede ser el más importante genética y ecológicamente es el que 

al liberar plantas que alcancen el estado adulto {floración} en 

unos cuantos meses (<1 o 2 años) después de su reintroducción, 

podría permitir la posible aportación de genes para cnraclcres 

que resulten en detrimento de la especie {ej. anormalidades 

genéticas heredables de tipo morfol6gicas 1 anat6micas, 

fisiológicas, bioquímicas, etc.) y que puedan ocacionar ln 

extinción de poblaciones generadas del intercambio genético entre 

ellas mismas o con las poblaciones silvestres. 

- Se requiere de lu participación de ecólogos 1 botlinicos 1 

fisiólogos, horticultores y personas amunt.es de lo. naturaleza 

(principalmente de la región de su liberación) 1 lo anterior 

permitiría mayor colaboración y un mejor conocimiento de cada 

especie n recuperar {ej. ciclo de vida, relación y magnitud de su 
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coexistencia con otros organismos y condiciones abióticas del 

sitio, control de plagas y deshidratación en las primeras etapas 

de su adaptación y desarrollo de las plantas en campo} esto 

ayudaría establecer una participación interdisciplinaria y 

garantizaría la recuperación de las poblaciones. 

- Es importante ln aportación de este trabajo en la 

recuperación de orquídeas amenazadas de extinción, 

reincorporandolas a la vlda silvestre en el habitat natural. Pero 

es más valioso ~stablecer mejores procedimientos para proteger 

los ecosistemas declarados reservas naturales, lo que permitiría 

no incrementar las !islas rojas de especies amenazadas, siendo 

drástico en orquídeas epifitas que dependen de otras especies 

para su supervivencia. 
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APENDICE l. MEDIO DE CULTIVO KNUDSON "C" (KC) 1946. 

SOL. CONCENTRADA 
NUTRIMENTOS •S/l 10 X 

Cal N03 >2. 4Hz0 1000.0 • 
Kl~l'Qi 250.0 2500 
Mg Qi·7 HzO 250.0 2500 
INH4 lz so4 500.0 500D 
MnSOq ·4~0 7. 5 75 
Feso4 • 71 O 25.0 
Sacarosa 20,000.0 

pi! 5.0 
SOL! DI FI CANTE 
Agar 8000.00 

APENDICE 2. MEDIO DE CULTIVO VACIN & WENT (VW) 1949, 

SOL, CONCENTRADA 
NUTRIMENTOS mg/1 10 X 

Ca3IP04l2 2UU.O • 
KNo 3 525.0 5250 
KH?P01 250.0 2500 
MgSO~ · 7Hz0 250.0 2500 
INH1>2 so4 500.0 5000 
MnS04·4HJ.O 7 ,5 75 
Fe._¡C.1H¡05)3.2!1zO 28.0 
(Tartrato ferrico) 
Sacarosa 20 000.0 

pi! 5.0 
SOi.ID! fI CANTE 
Agar 8000.0 

El pll 5.0 se ajusta despues de aforar y antes de agregar el 
ai;:ar con llCl y/o KOH a 0.1 y 0.5 N.; (*) pesar y agregar en 
orden al preparar el medio. 



APENDICE 3. MEDIO DE CULTIVO MURASHJGE Y SKOOG (MS) 1962. 

SOLUCJON CONCENTRADA ~UTRIMENTOS mg/l lOX lmg/l) 

MACRONUTIUMENTOS 
NJliND:J 1,650.0 16, 50D.OD 

(l) KNO- l, 900. o 19,000.00 
10 lts X 200 mi MgS~l. 7ttz O 370.0 3,700.00 

KHz POI 170.0 1,100.00 

(111 10 lts X 100 mi cae~ .2H2o 440.0 4,400.00 

(111) F~;~~D;~2º 21 .8 2,780.00 
10 lts X 100 •l 37. 3 3, 730. 00 

M 1CRONÜTR1 MENTOS 
f;J 0,83 8. 30 

H3BÜJ 6.2 62.00 
MnS04.4H20 22. 3 223. 00 

(IV 1 ZnS04. 7iQO B. 3 83.00 
10 lts X 100 ml NaMo0~.2110 o. 25 2. 50 

cuso .5~ 0.025 o. 25 
coc12'G o 0.025 0.25 

(V) 10 lts X 100 mi INOSITOL 100.0 1,000.00 

VITAMINAS 
(VI 1 Ac. nicotlnico o. 5 5.00 

10 lls X 100 mi Pirido"inA..HCI 0.5 5.00 
TiaminR..HCl 0.1 1.00 

AZUCAR 
Sacarosa 30,000.00 

SOLIDI FI CANTE 
Agar 8,000.00 

Despues de aforar y antes de agregar el agar, ajustar el pH a 5, 7 con KOH y/o HCl 
a0.lo0.5N. 



APENDICE 4. KC-E =MEDIO KNUDSON "C" (1946) ENRIQUECIDO EN LA PRESENTE 
INVESTIGACION PARA LA GERMINACION MASIVA DE ORQU!DEAS, 

No COMPONENTES •sil 

MACRONUTR 1 MENTOS 
a Nitrato de calcio, Ca(NO¡ \,-4Hi0 1000.00 
b Fosfato 111onabhsico de potasio, KH2 PO 250 .oo 
c Sulfato de magnesio, MgSD4 . 7HiO 4 250. 00 
d Sulfato de amonio, (NH ) so

4 
500. 00 

e Sulfato de manganeso, ~n~Oi. 4H
2

0 7. 50 
f Sulfato ferroso, Feso

4
. 7H

2 
i5.oo 

MICRONUTRIMENTOS 
a Acido bórico, H3~ 0.056 
b Acido molibdico, Moo3 0.016 
c Sulfato cóprico, anhidro, Cuso4 0.040 
d Sulfato de Zinc 1 Znso4 , 7H20 o. 331 

Ioduro de potasio, KJ 0.083 
Cloruro de cobalto, Cocl2 .6"20 o. 0025 

VITAMINAS 85 (Gamborg et al. 1 1968) 
a Acido nicotlnico 1.00 
b Piridaxina-HCl 1.00 

Tiamina-HCl 10.00 

Myo-inoeitol 100.00 
Sacarosa 20000. 00 

Agua destilada * aforar a 1000 •l 
Agar bacteriol6gico 8-12 gr 

* Después de aforar y antes de agregar el agar, ajustar el pH a 5.0 con KOH 
y/o HCL a O.! y 0.5 N. 



APEND!CE 5. BARRIDO HORMONAL Y pi! PARA LA !NDUCCION DE ENRAIZAMIENTO 
Y DESARROLLO DEL BROTE (20 ma) DE lliti!! urbana DRESSLER. 

TRATAMl ENTO REGULADOR DEL CRECIMIENTO 
GA

3
µM BAµM ANAµM 

A o o o 
B o o 1 
e o o 5 
D o 5 o 
E o 5 1 
F o 5 5 
G 5 o o 
11 5 o 1 
1 5 o 5 
J 5 5 o 
K 5 5 1 
L 5 5 5 
M o o o 

(*)= Todos los tratamientos estaban a pH 5.3, a excepciOn del 
M (pH 5.0). 



APENDICE 6. 

Preparación de fitohormonae, soluciones concentradas 10-
3 

M, 

Para preparar las soluciones concentradas de cada una de las 
fitohormonas, fue importante conocer el peso molecular, por lo 
tanto: 

Stock lií 3H 
g/100 ml 

Fitohormona P.H. 

ANA 186.2 0.1862 0.01662 
BA 225.2 0.2252 0.02252 

---~~] _________ :~~::~---~::~~:~----~:~:~~:~-

Auxinas, ej. ANA: una vez pesado 18.62 mg 1 para 10
3 

H en una 
soluci6n concentrada de 100 ml, primeramente se disolvió en unas 
gotas (l-2 ml) de etanol 100%, se calcnt6 ligeramente (40'-50"C) 1 

y diluyó gradualmente con agua destilada hasta 40-50 ml, se aforó 
en un matraz volumétrico de 100 ml, se guardó en frasco 
obscuro y se conservó en refrigeración (4' a lO'C), 

3 Citocininas, ej. BA: una vez pesado 22.52 mg., para preparar 
10 H en una solución concentrada de 100 ml 1 primeramente se 
disolvió en unas gotas ( 1 ml) de HCl O. 5 N, se agitó y calentó 
(40•-5o•c) y se diluyó gradualmente hasta 40 o 50 ml, se aforó 
con agua destilada en un matraz volumétrico de 100 ml, se guardó 
en un frasco obscuro y se conservó en refrigeración (4°-10·c). 

Giberelinas, ej. GA 3 : 34.638 mg para preparar 103 
H en 

solución concentración de 100 ml, la hormona se disolvió en agua 
destilada, calentando ligeramente y agitando durante 15 minutos, 
se aforó y se almacenó de igual manera que auxinas y citocininas. 

Esta fitohormona no se almacenó por más de 30 días 1 debido a 
que reduce su efecto, se guardó en obscuridad por ser fotolábil. 
Se agregó por filtración después de que el medio se autocla\'CÓ 
y registraba una temperatura de so·c aproximadamente, debido 
que la fitohormona es termolábil (Dodds y Roberts, 1982). 

Forma de adicionar la fitohormona al medio de cultivo. 
Para calcular las al icuotns de fi toreguladores, 

correspondientes a los medios de cultivo, se usó la formula: 

Vl Cl = V2 C2 
Vl 
Cl 
V2 
C2 

Vl 

cantidad ( ml) a agregar .¡.le la hormona, 
solución concentrada 1011, 
volumen {ml) de medio nutritivo a preparar, y 
concentración hormonal que se desea en el volumen de medio a 
preparar. Ej, si se prepara un litro de medio con 5 [µM] de 
DA, se tiene: 

{1000 ml) (5 x 10
6 

H) 

--------=3-----------
10 H 

{1000 ml) {5 X l0-3
H) 5 ml 



APENDICE 6A, 

F. Preparación de Extractos Orgánicos. 

Los medios nutritivos se enriquecieron con 
diferentes extractos orgánicos: plátano, agua de 
para el caso de los dos primeros, se utilizaron 
estadios fisiol6gicos, inmaduro y maduro, en todos 
vegetales fueron adquiridos en el mercado local. 

uno de tres 
coco y nopal, 

en sus dos 
los casos los 

F.1 El agua de coco (~ ~ L.) 1 endospermo 
liquido, se exploró con 2 estadios fisiológicos, inmaduro Y 
maduro¡ el criterio de estadio inmaduro fue basado en la 
condición del endospermo totalmente liquido, y para el maduro, 
cuando presentaba una capa consistente de 0.5 cm de grueso. 

El coco se abrió y se extrajo el liquido, el cual se filtró 
con gasa, posteriormente se calentó en una parrilla hasta su 
ebullición durante 10 minutos, se dejó enfriar a temperatura 
ambiente para permitir la precipitnción de las proteínas. 
Finalmente se filtró con papel Whatman 1 (Dodds and Roberts, 
1982) y se midió en una probeta la cantidad adecuada para lograr 
la concentración deseada en los medios de cultivo (20 por ciento 
v/v), 

F.2 El plátano Tabasco (H.Y..ru! paradisiaca Lour. ) 1 se utiliz6 
en dos estadios fisiológicos, inmaduro y maduro¡ el primero, 
aunque del mismo tamaño del segundo presentaba la cáscara o 
cubierta de color verde 1 difícil de desprender y el fruto de 
consistencia dura y pegajosa¡ el plátano maduro con cascara de 
color amarillo sin manchas de una madurez muy adelantada. 

Del plátano, se retiró la cáscara, se pesó en una balanza 
granataria la cantidad necesaria para lograr en el medio de 
cultivo, la concentración de 10 % p/v, se licuó adicionando agua 
destilada, y se agregó en ésta for~a al medio nutritivo (tabla 
3). 

F.3 Extracto de Nopal ~ ficus-indica (L.) Miller, se 
utilizaron tallos (cladodios) jóvenes de menos de 6 meses de 
edad y con 15 cm de largo, se lavaron con agua destilada, 
licuaron en 100 a 200 ml de agua destilada por cada 100 o 200 gr 
de nopal y el extracto se adicionó al medio de cultivo en 15~ p/v 
(tabla 3). 
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Jimio. 26. 19B5. 

;. 
DCrttfOCNC1.\ ce .. Vic1.or.1a. 1'L"::)1:J, 

tlUUtF\O C:t.l· 0Flt10 ~'2676 

txrtOltHTt J.!'< 2l:;) 

"'"'""' "E>:pc;rt"acion de plantan y "scmill< 
.sil\'cstres, Cactus, Cycad:1as 1 J. 
Orqui di e.s, Euphor'\.ii.as, .ls.loi:-s . . 

Cerii.fico, que cst.o no pone erf ¡ 
eY.tincion de las especies entee 
mcncionadns¡ y no es en contra e 
ley de MEXJCO. 

1. 

:.Esta depcmCC"r,c5 ~ Ca pei-miso J\o¿;cr l5rostowicz 1 la E}:¡.to:rtbc!l1r, c!t 1··!~".":.'H" 

y !'en.il:i.as ~ilvestres antes me-fcior,adeE, de las cuales eE:-re.r1 les r.~·t!l.":.· 

300,000("lrescl~r1tos mil) plent'ns de cactus. 
l,OOO(un mil) kilogremos de semillas de cactus. 

· 200,000(doscientos mil) plantas de Cycadias. · 
10,000(óicz mil) kilogr"1!lon de scmill"'s de Cycadia":·· 

io7,ooo(cicn reil) p.lentas de Crq11idia$. 

50,000(cincuenta 
0

mil) plantas do !:l:p!1<r'~ias. 

50, 000( c¡ncucnta mil) j;1!'l"ltas de .!.loes. 

ie1portador, :Rogcr. :E;rostowicz, tiene un tieu.po óe E.(Ee.!s) n.E:ses ª. ;pt:.:' 

de ,12 proscnte fecha o(Junio.' 26. 1985) 

JL~( 
' J ofc del Sector Foreste:!. \.. 

Cci. Vj ctc,ri a, ~~-r.ps: · --- '· 
ln¡; •. Salinas Canales J.· 



:iccnc1 ""ª" 

llUhllfüU Ul::L OFICIO 
--- ·!o!1'1't·:l>IBll1"1~ 

hSUNT01 
Dr. 

,.nnrc:uLiuno\ Y 
Un505 HIDnA.ULICOJ IDO"ORT/\ClC1.1 OE PUUf/IS 11 LOS ESl'/.OOS l!.llOO!l 

TIIV!AÍl oci, /lf'fOVEOlNl.l.fl!Ill1 

•.. !J=X·llC!LlOI. 

·11~1 .. cu::rz, CYC/\Ds, 
01'\':11ID5, l\G.l\VC VlCTOJUAE . 
runnU\E, l\G.t\\.'E vicronI.N: 
RDJDl/\C O:X·!?/ICT/\ Y FOJ;TJIDI/\ 
OJUHl/~US 

Sr, Elbcrt l\opor 

r.t. 2, Oox 54!'1-D, Ort7r.nsV!1Jc, 
Te.Y.ns •. 

~srD:m1' CAtTI, CYCl\OS, OílC'lllOO, 
/\CI\~ VlCT\JílIAC - ru:x:;nV\E, 1<11'~ • 
VlCltllUJ\E .- P.DJlll/\E, a:t·!?/CT/\ Y • 
fUJ.)Ulnl/\ Cl:lW·!WllS 

.. !'lCDI/\ l'Oru:s!'/\L JU!llSDlCO:XlALI' e, Victodo, T=oul!pas 

C.li.SE L'::: ESIU"iJJ01 CJC'tl 1 C'YC/\OS Y OJ"Cll!DS 

l·t::DlO o::f'IlWISI\JRrEI CMÚO!l ~ül.00 D·twO'JEt c. Vlctorie .. 

\ T=uli¡><;a 

Dro,r11svillc, iexao 

1 
'tr.> IU1Y Pl'J,lG!\'.l mi "'>.TJll.'.:lCll 

· Ll(]JlD.'ICIO:l f01\EST/\L1 

cantidad' /!probada en ol l:studlo 
·. · Ca.nt!Cad J\utodzeda en c!>t~ gu~¡¡s 

100,000 
.100_,ooo 



A.Pt;;NDICE 9 

DIRECCION GENERAL DE SANID!>.D VEGETAL· 

CERTIFICADO PARA LA EXPORTACION DE VEGETALES 

.i ,1 .: 

DtSCRlfCIOrl DEL' PRODUCTO 

r:cmb1"" del r1cd1.:c1op.or1.1.~.T. l.A.-B.LGJ:LAYJ.L_rttodo del .P10C!~cto--S,.Ec....,.n ____ ~_.,.,-
P1oc'c!cncic l':rWJ.DñD,_..N.... Ccr.fl:!od ---21.000-.Kl-LOS-------

ti:p:nlcdor _ L.UC 1 cil.~.0.-~UERRA Valor --$JO.,D.OO....OOJ1.-N-------
D.:o:t:nc\::rio hb.Jll .l,!Jtnlc Jl.duonc1-·-----------

Desl1no __ T.EX.AS---,r-: N;'.im: de Pedimento 

IH!:"'- y Clc~o Ce tmbo1que--:::l,.QOO_p.:.as---Pnmlso Núci.--~'-"-'--------­
T1c:.t,po1lu Ul!l!:odo __c.!Cll.O•r<..------
Cl~::;:,'/;~ClCJ\tS: l·lAI.E.lU.A-1JU.ffiIA .. Jl!Lá.fLCT.LEL .... umrcE ºF. ílfCllDSDS Fºru:.s.u..L 

. .'• 

H. J.l/1TAJ0:ohcis, .:···:· .·. 



APENDICE 10 

=· 
flCCUlllDS MIOllAUUCD6 

D:PCJ!TACDl DE PJ..•JITAS A !.OS l:Sl'AOOS UllllXlS . 

OO·UC!LJO: 

FROO'JCTO: Cl\CTI, CYCJ>.OS, 
~::ro, J.GñVE Vl~ll\.E 
Fmr~:..!:, AG.;VE Vlcror.IAE 
¡;;r,;¡;:;.z CCl·:;'J.CT.1\ Y FO'JCOIDlA 
o:;:,:.:.=:•.?.IS . 

Sr. El~rt Rap?r 

Rt. 2, nox 545-B, Dn:r-:nsvillo, 
TaxllS 

ESPOCIE: CACrI, O'CAOS, OROJIOSf 
11.c.;ve Cl'rnORIAE - ru:x:;nvu:, AGAVE 
Vlc:JCRil\E - 11EGD·VJ: a::t·!?AC'IA Y 
~ICtJIEl-D\ CO!..U·::t'-~tUS 

OFJC~:A f\.""RESTAL J\.i/\lSOlcroV\L: I · c. Victoria, Ta.T.!!Ulip!!S 

C>.SE PE ESTIJDIO ~ CACTI 1 CYCJl.DS Y OROflDS 

~;n DE DESTINO: . Bro"nsvillc, Tr!Y.as 

LI.Clll!ll.CIOH ro?.ESTP.L: 

ca>ltidod Aprobada en el Estudio 
cantidnd Autorizada en esta guiil 

100,000 
100,000 

c. V.ictoria, 

Ta.'!'.aul!pas 

Jllil ~~)2,~1 
r(~lll~U 
1.1.ura:th1rrm 

u11.•11 '!.~ ruu 111111 i;! 1: 

1u1u11~11 u1uu111 "111 

C!.CTA,CE/.E ; .CI.TES II 

Astrophy~ur:l' riiy~iost 
Marr.m1lle.r1c. perken! 

(both '.,;eJ•e cresta) 

t<i~f.IU!;:ift• :."1' -~~'lCiOX 
CUl~!J::f'.l."ll 

;¡,• •• 



•\C:J.t.\,,r.u. r: •f,nt.:•H1l"l" 

:-·~·~CJ.LJO: 

:-.~.crxcro: OCI'l, CYCJdJs, 
:-r....;::::.-:Itx;, rr..hVC VlCIUl.lJ\E 
:·..!:.".:D~'.E, ;!l.t..VE VlCJUitlAE 
¡33jJ!!..E C:O·{PACTh Y FOJp.JI!Hh 
::::J:Z·O !!jUS 

:"":"lCD:A FCR<S'f~.L JURISDICCQi'l.L: 
i 

i\SUl!JO: 

Sr. Elh::!'rt RrJper 

Rt. 2, Do>< 545-D, B!'D' .. nsvillc, 
Texas 

I:SPE.CIE: CACfl, CYCAl:S, CRCHIDS, 
llG.'t\VC CITilORIP.E - RD3D:.'\E 1 J1G:..VF. 
VICJO.WU: - na;ml\E CCHl'hCUI Y 
FO'J().JID& COLU>W.IUS 

¡ c. V~ctoria, 'l'aJMuli~ 

W.7.R DE DG.!.Jt(OE: C. Victoria, 

·T.:!.'Tl!lUliP"" 

nro..':1!Nillc, TCXas 

10 l<'\Y p'i:r.1mo DE EXTm:roo 

: .: :;.'m"c!rn FCP.ESTAL: 

Ci?!',tichd Aprd:...3dn en el E!itudio 
Cé..ítidnd Ji.utorizatla en esta guin 

100,000 

100, ººº 
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APENDICE j ... 

~SUNTO: 

ACRICUl.TL"RA 
1
Y CAf\ADEKIA 

· ACUERDO 9he declAr" de -~~1li~.Sb11c~ la ·con~erva 
c__1_6_1Ly __ me..JE_rnm1onto de loe orou:C~ ·¡;:.;-cfifoeaii_ii_ilveo-­
~l: mai;fZCOüii"-ifc1fó'"C'Oñ-ci'i .... ~cu:io tlac1onP.Í.1. quCdlo 
06--:-l:'!!'tados Unidos Mexiounoe.-Prosldonc.\a· de lr. ."\enúbl;\c& •. 

., . :~PUERD0-1 LA. ~t::C~~~~ü ~DE AORIC\!LTUIU\ y ' . . 

• . CO!~S~DE1· NDO.- Q~o .el 1rra~1~n~i· aorovccheml.anto :~fo 
o:;quíde~.P. y oactñoenn Rilvc<prcs QOn f1nee oomerclal~n ·~-· 
luorritlvoo ha ~egenerAdo en ex~lotaoionee 1nmodcrad~A que 
~an doterm1nnd la ext1ncl6n do 1maort~nto~ ospccloa pre­
Qii\\O de México y··t.UJCº~znndo -l!l .Qe¡auR.LlJÜ,.!Jll de otr9.0J ·-­
con fundnmcr.to en lo que die,,qno e nrticul~Cle la Ley• 
Fo.1·o~tal en vl~o~·'· ·.ha t?~1do. ~ ,'!'1~.n -~=ctar ~l .. a1¡rurentcw . 

1 A C U E R D IJ: 

· "''='""'T-1./o.-: :~~A~ldóraae· do int .. 1 réq ·~ú;l,1co ·10 ·~anP~;va--··;·· 
oión y rueJornm1cnto c1c l::l'3 i·l.o'..\C&:.1\9 far-e tales; co'i:iO 'lno 1', 

orqu!~o~:A )' oo.l:téccn• "11 vcqtl'o•. ... ' 
•·. ·i .. . . . , .. 
. 2/o,:.. Bó.lo se. oono.e~cr~ au.torH.<ic16n u;u:ll.;..1a:_exi:io¡_1 

.W~~ J~~R .]l_c,ll.c;!P_r:ia.dne .. :ol::-..n.tcut -a lns nersonno ·q40· con· 
ante~ndtinyan aol1c1 t1u¡o y o'Qto,nJ;d;o;cl oormil}q, Qo--: .. 
2•1•csoonñlente cile la DlI'ecc1on l<"orer.:tB't y. de Caza,' •Pa1•e.·-· 
la'. reca1 ncc' únl_y_'.p.i.:annt;t.¡.~.~L<:..i.eJLD.r.O.Y.l.l!ffiQJi.t.c .. f1.-
J~~~-~~ .comprobtnd~ ndcmuA ~.ene~ .or1'oe.c1c? do l!J.D mlof.~s: . 

· 3/0.- La mli:uuu auto1•!zc..c.tón :i que oc rcflore él -- · 
nr,t!Culo. anter ar 'r;c1~P. otorgada a lor 'ur-::rannae que con -

·oae (iq~~~ dcd1quan al ci•lt1vo y proppEq~~6n do orquídcaa 
y coctaccna aub tensan cstnblec1m1entoA adecua'ºª en loa 
que s_a deo:n:ro~lcn p1•01J1nn.cnte l••bo1·".". de cultivo y, proo_!! 
~ac16n de las 1amaa, . · , . . . ·· 

• . • • • • 1 • .•• ; •• 

l~/o •. -:.. L0;a nutorizaclor;ca a. a•Jc !iC r!:!flez•on lo·s J?iÍ 
· rrnros 2° ~('lo 3º1, ne cntcnclcré".n 1ndconn~.1 entcmento do .lo~ 
1.~:ou~stos tiP.calce-que fijen lno aU-i;r,;·~.i!:htL·P. F~dc_re.lco, 
así.como las rnediü'ae.aduannlc~ que ri~· Ct~tl.:ir. nt:ce.i;R.:•\.ns 
narn el dob1.do control, cunnci.o r,r. t.rr:,.e do C)\oOt'•!IC1'111ea, 

' • 1 •. '.. • • . " • • ' 
5/o .- 9!!9d;in .~u·ma1¡d~cl,llP. .t,r .• ~ t·l .. n'-'~Vlo\ .cll'don c'or lo · 

~UDlNPP<cto " .QJ:'l~~.9!'.J1 'I ... ,_,.._t¡n¡¡,qo~.,. ¡·''ª d1EtUlJlCl.-;r.cc, .. 
\,lo oe ui.,t!ouloR ntH.;~mdo, L1\.\\ r.tr:> ,,r. :i: i:n, ,;l~t.1x=>, r.e•11Jno y 1 - ,.. ____ .. _ ..... _,_ ····-

¡ 



. , llC8C1'AUA ...... 
·.tci.1CvLTV•A' Y GANADUIA. 

' ; .. ·. ú 

_-e,.,.. 

1 \.UNTO. 

' 
HUM, .. O D•I.. Grl~IO 

~;.EOlll:NT• I 

· M.s!m11. dol. aous !>do ~uo ro¡;l11J11entl\ l.A rccolaoai.Sn y. oxolot,! 
·c4on doºpllnta•, ~toe 1 se~1llaa.· 

. · ·:'G!o • .:. E~to ·ncJerdo untl'Pt:~ en v1e;or quince d!As des­
ou.ra. d~.: eu pulil!c"o ·Ón "" ol D!ar!<> Ot!clal do ln Fodorao!ón. 

Dado' i;n ln o1 dad ·da lléx1(,., D.li'. a. l~o 13 i!Íll.!I. dcL 
oea de Junio. de. o4 -In ?rc&ld~n~e ConstitJol~cfc les -
!:etadca Unidos Hcx1 j.,:h.aro C.Br'1ar;aa .... ,.:é!a·i..:-u, El Se--
oi:et'!r}~ ~e Agr1c111 ~·om~nto 1 ~~ :>.,rr~.-Mbr!ca. 
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